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APC �± �$�Q�W�L�J�H�Q���S�U�H�]�H�Q�W�L�U�D�M�X�ü�H���V�W�D�Q�L�F�H����engl. Antigen presenting cells) 

BSA �± �*�R�Y�H�ÿ�L���V�H�U�X�P�V�N�L���D�O�E�X�P�L�Q�����H�Q�J�O�� Bovine serum albumin) 

CaCl2 �± Kalcijev klorid 
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FOXO1 �± �7�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N��FOXO1 (engl. Forkhead box protein O1) 
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FSC-H �± �9�L�V�L�Q�D���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D���S�U�H�P�D���Q�D�S�U�L�M�H�G�����H�Q�J�O�� Forward side scatter height) 

FVD �± Fiksabilna boja za vijabilnost stanica (engl. Fixable Viability Dye) 

GM �± CSF �± Faktor stimulacije granulocitno �± makrofagnih kolonija (engl. Granulocyte �± 

macrophage colony �± stimulating factor) 

IFN�5 �± Interferon gamma (engl. Interferon gamma) 

IL �± Interleukin  

IL-23R �± Receptor interleukina 23 (engl. IL-23 receptor) 

iTreg stanice �± Inducirane Treg stanice (engl. Induced regulatory T cells) 

MAPK �± Mitogenom aktivirana protein kinaza (engl. Mitogen activated protein kinase) 

MHC �± Glavni kompleks histokompaktibilnosti (engl. Major histocompactibility complex) 
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Treg stanice �± Regulatorne T stanice / regulatorni T limfociti (engl. Regulatory T cells) 
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1. UVOD 

 

1.1. Dijeta s visokim udjelom soli 

 

�6�Y�H�� �Y�H�ü�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�D pre�U�D�ÿ�H�Q�H�� �K�U�D�Q�H te naglo naseljavanje gradova �S�U�D�ü�H�Q�R��

promjenom �Q�D�þ�L�Q�D�� �å�L�Y�R�W�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�X�� �X�W�M�H�F�D�O�L�� �Q�D��prehrambene navike pojedinaca, a uz to 

visoko �S�U�H�U�D�ÿ�H�Q�D�� �K�U�D�Q�D���S�R�V�W�D�M�H�� �V�Y�H�� �S�U�L�V�W�X�S�D�þ�Q�L�M�D���� �,�]�� �V�S�R�P�H�Q�X�W�L�K�� �U�D�]�O�R�J�D���� �O�M�X�G�L�� �V�H�� �R�N�U�H�ü�X��

konzumiran�M�X�� �K�U�D�Q�H�� �N�R�M�D�� �M�H�� �E�R�J�D�W�D�� �]�D�V�L�ü�H�Q�L�P�� �P�D�V�W�L�P�D, transmas�W�L�P�D���� �ã�H�ü�H�U�L�P�D�� �L�� �V�R�O�M�X��(1). 

�1�D�U�X�ã�H�Q�H�� �S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�H�� �Q�D�Y�L�N�H�� �S�U�L�G�R�Q�R�V�H�� �P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�L�P bolestima te se smatraju 

�þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�P�D�� �U�L�]�L�N�D za pretilost i bolesti kardiovaskularnog sustava. Kuhinjska sol (natrijev 

klorid, NaCl), odnosno Na+, je esencijalni nutrijent �N�R�M�L�� �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �X�� �E�U�R�M�Q�L�P�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P��

procesima kod ljudi, �P�H�ÿ�X�W�L�P��pretjerana konzumacija soli ima �ã�W�H�W�Q�H�� �X�þ�L�Q�N�H��na �N�U�Y�R�å�L�O�Q�L��

sustav�����X�]�U�R�N�X�M�X�ü�L���K�L�S�H�U�W�H�Q�]�L�M�X���W�H���X�J�U�R�å�D�Y�D�M�X�ü�L���U�D�G���V�U�F�D���L���E�X�E�U�H�J�D��(2). Zastupljenost NaCl-a u 

�]�D�S�D�G�Q�M�D�þ�N�R�M�� �S�U�H�K�U�D�Q�L je relativno visoka, kao i konz�X�P�D�F�L�M�D�� �S�U�H�U�D�ÿ�H�Q�H�� �L��brze hrane (engl. 

Fast food), �þ�L�M�L�� �M�H�� �X�G�L�R��soli �]�Q�D�W�Q�R�� �Y�H�ü�L���X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�� �G�R�P�D�ü�R�P�� �K�U�D�Q�R�P (3). Pretjerana 

�N�R�O�L�þ�L�Q�D��kuhinjske soli usko je povezana s razvojem kardiovaskularni�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� �L�� �P�R�å�G�D�Q�R�J��

udara (3), a osim toga, �S�U�H�W�K�R�G�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�D da prekomjerni unos kuhinjske soli 

dovodi do �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���X�U�R�ÿ�H�Q�R�J���L���V�W�H�þ�H�Q�R�J���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D�����S�U�R�P�L�þ�X�ü�L���U�Dzvoj pro-upalnih 

T stanica te upalne ozljede ciljnih organa (2). 

 

1.2. T limfociti  

 

�*�O�D�Y�Q�D���X�O�R�J�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���M�H���]�D�ã�W�L�W�D���R�U�J�D�Q�L�]�P�D��od patogenih mikroorganizama, 

�Q�R���R�Q�R���W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�å�H���S�U�R�L�]�Y�H�V�W�L��tzv. auto-reaktivne stanice koje prepoznaju  vlastito tkivo kao 

strano �ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���U�D�]�Y�R�M�D autoimunih bolesti. CD4+ T stanice su podvrsta T limfocita, koje 

�W�D�N�R�ÿ�H�U�� �Q�D�]�L�Y�D�P�R�� �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�P�� �7���O�L�P�I�R�F�L�W�L�P�D�� �M�H�U�� �Ä�S�R�P�D�å�X�³�� �X�� �X�V�P�M�H�U�D�Y�D�Q�M�X�� �X�S�D�O�Q�R�J��

�R�G�J�R�Y�R�U�D�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �Y�U�V�W�L�� �ã�W�H�W�Q�R�J�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �R�E�Uambenih mehanizama 

�R�S�W�L�P�D�O�Q�L�K�� �]�D�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �ã�W�Ht�Q�R�J�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D. Naivne CD4+ T stanice aktiviraju se 

vezanjem �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J��T �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���U�H�F�H�S�W�R�U�D (TCR; engl. T cell receptor) i CD28 molekule na 

glavni kompleks histokompaktibilnosti (MHC; engl. Major histocompactibility complex) 

�N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �G�L�R�� �V�W�U�D�Q�R�J�� �D�Q�W�L�J�H�Q�D, odnosno na kostimulacijsku molekulu B7,1 ili B7,2 na 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�L��antigen �S�U�H�]�H�Q�W�L�U�D�M�X�ü�H stanice (APC; engl. Antigen presenting cells) (4). Podvrste T 

limfocita���� �N�D�R�� �Y�D�å�Q�L�� �G�L�M�H�O�R�Y�L���V�W�H�þ�H�Q�Rg �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �L�J�U�D�M�X�� �N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X��
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�L�V�N�R�U�M�H�Q�M�L�Y�D�Q�M�X���L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�L�K���Y�L�U�X�V�D�����E�D�N�W�H�U�L�M�D���L���G�U�X�J�L�K���S�D�W�R�J�H�Q�D���L�Q�I�L�O�W�U�L�U�D�Q�M�H�P���X���R�]�O�L�M�H�ÿ�H�Q�D���W�N�L�Y�D��

i stvaranjem citokina i / �L�O�L���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L�K���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D, koji sudjeluju u borbi �S�U�R�W�L�Y���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��

patogena (5). Ov�L�V�Q�R���R���D�Q�W�L�J�H�Q�X���L���M�D�þ�L�Q�L���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�����F�L�W�R�N�L�Q�V�N�R�P���R�N�R�O�L�ã�X, ko-stimulatorima i 

r�D�]�Q�L�P���G�R�G�D�W�Q�L�P���þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�P�D�����&�'��+ T stanice mogu se podijelit�L���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�X�E�S�R�S�X�O�D�F�L�M�H���V�D��

specijaliziranim funkcijama (6). �0�H�ÿ�X�� �Q�M�L�K�� �X�E�U�D�M�D�P�R T �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�H��stanice 1, 2 i 17 (Th1, 

Th2, Th17; engl. T helper cells 1, 2, 17), folikularne �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�H�� �7��stanice (Tfh; engl. T 

follicular helper cells) i regulatorne T stanice (Treg stanice; engl. Regulatory T cells). 

�.�R�Q�D�þ�Q�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X �S�U�Y�H�Q�V�W�Y�H�Q�R�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�H���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �R�N�R�O�L�ã (npr. citokini) 

tijekom T �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��aktivacije (4).  

 

1.2.1. Th17 limfociti 

 

Th17 stanice su podskupina CD4+ �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K�� �7��stanica, koje �L�P�D�M�X�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X��

�R�E�U�D�Q�L�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�D�� �R�G�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �L�� �J�O�M�L�Y�L�F�D���� �D�� �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�� �L�K�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�D��

interleukina IL-17A, IL-17F i IL-21 (2). ROR�5t (od engl. Retinoic �± acid �± receptor �± related 

orphan nuclear receptor gamma) �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�� �N�R�M�L�� �X�S�U�D�Y�O�M�D��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�R�P�� �7�K������ �V�W�D�Q�L�F�D���� �D�� �R�V�L�P�� �Q�M�H�J�D�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �Q�M�L�K�R�Y�R�P�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �L�P�D�� �L�� ��STAT3 

(od engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) (6). �1�D�L�P�H���� �D�Q�J�D�å�L�U�D�Q�M�H��

TCR-a i ko-stimulacijskih molekula, zajedno s receptorima za �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�M�X�ü�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N���U�D�V�W�D��

beta (TGF-�������H�Q�J�O����Transforming growth factor beta)  i IL-6 dovodi do aktivacije STAT3, koji 

potom  �S�R�W�L�þ�H�� �L�]�U�D�å�D�M�� �L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X ROR�5t, odnosno diferencijaciju Th17 stanica (4). Osim 

spomenutih citokina, Th17 stanice �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �Q�L�]�� �G�U�X�J�L�K���F�L�W�R�N�L�Q�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L faktor 

stimulacije granulocitno �± makrofagnih kolonija (GM-CSF; engl. Granulocyte �± macrophage 

colony �± stimulating factor) i IL -22 (5). Nadalje, citokini  TGF-������ �,�/-6 i IL-21 aktiviraju 

diferencijaciju naivnih T stanica u zrele Th17 stanice dok je IL-23 faktor rasta i stabilizacije 

Th17 stanica (2). �8�� �V�O�X�þ�D�M�X �Q�H�V�Y�U�V�L�V�K�R�G�Q�R�J�� �D�Q�J�D�å�P�D�Q�D��Th17 stanica dolazi do razvoja  

autoimunih bolesti poput psorijaze, upalne bolesti crijeva, reumatoidnog artritisa i multiple 

skleroze (4).  

 

1.2.2. Treg limfociti 

 

�5�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L�� �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�L�� �L�P�D�M�X�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�H�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J��

sustava te tolerancije na vlastito. Do sada je identificirano nekoliko vrsta regulatornih T 
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stanica, koje su u perifernoj krvi zastupljene s oko 5 �± 10 % od ukupne populacije 

�S�R�P�R�ün�L�þ�N�L�K��CD4+ T limfocita (6). Foxp3+ (engl. forkhead box P3) regulatorne T stanice 

koje nastaju u timusu nazivaju se prirodne Treg stanice, a nastaju ligacijom TCR visokog 

afiniteta. �0�H�ÿ�X�W�L�P�����L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�D da Treg stanice mogu nastati i na periferiji od 

konvencionalnih naivnih CD4+ T stanica u prisutnosti protu-upalnih citokina poput TGF-����, a 

nazivamo ih induciranim Treg stanicama (iTreg stanice) (7). Uloga Treg stanica je u inhibiciji 

aktivacije �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J��odgovora na vlastito proizvodnjom protuupalnih citokina IL-10, IL-35 

i TGF-�� (5). �1�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q���� �Qakon aktivacije, mogu neutralizirati funkciju drugih efektorskih 

�V�W�D�Q�L�F�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���&�'������T stanice, CD8+ T stanice, �S�U�L�U�R�G�Q�R�X�E�L�O�D�þ�N�H���V�W�D�Q�L�F�H����NK stanice; 

engl. Natural killer cells), B stanice i druge APC stanice (6). Treg stanice ovise o IL-2 za 

�S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H �W�H�� �V�W�R�J�D�� �D�� �V�Y�R�M�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X�� �Y�H�O�L�N�� �E�U�R�M�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �]�D�� �,�/-2 (CD25).  

Potiskuju �S�R�V�W�R�M�H�ü�H�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H�� �R�G�J�R�Y�R�U�H�� �S�X�W�H�P�� �L�]�U�D�Y�Q�L�K�� �L�� �Q�H�L�]�U�D�Y�Q�L�K�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �N�R�M�L��

uk�O�M�X�þ�X�M�X�� �V�H�N�U�H�F�L�M�X�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �7�*�)-���� �L�� �,�/-10, uz meha�Q�L�]�P�H�� �R�Y�L�V�Q�H�� �R�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�P�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��

stanica (8).   

 

1.3. Kinaza 1 regulirana serumom i glukokortikoidima 

 

Kinaza 1 regulirana serumom i glukokortikoidima (SGK; engl. Serum and 

glucocorticoid �± regulated kinase 1) sudjeluje �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �R�G�J�R�Y�R�U�X�� �Q�D�� �V�W�U�H�V�� �L�� �Q�Lzvodnoj 

aktivaciji natrijskih, kalijskih i kloridnih kanala. �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �U�D�]�L�Q�D�� �� �L�]�U�D�å�D�M�D��

�6�*�.���� �G�R�S�U�L�Q�R�V�H�� �K�L�S�H�U�W�H�Q�]�L�M�L�� �L�� �E�X�E�U�H�å�Q�R�M�� �E�R�O�H�V�W�L����a rezultati nedavnih studija koje su 

�X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�H�� �D�Q�D�O�L�]�X��transkripci�M�V�N�H�� �P�U�H�å�H��pokazali su da SGK1 �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �G�M�H�O�X�M�H�� �N�D�R���N�O�M�X�þ�Q�L 

�þ�L�P�E�H�Q�L�N za indukciju Th17 stanica (9). SGK1 je nizvodna meta �S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�L���Y�H�å�H���Q�X�N�O�H�D�U�Q�L��

faktor aktiviranih T stanica 5 (NFAT5; engl. Nuclear factor of activated T cells 5). Kada se 

organizam nalazi u �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D����razine SGK1 su niske, ali se znatno �S�R�Y�H�ü�D�Y�Dju 

kada su razine glukokortikoida ili mineralokortikoida �S�R�Y�L�ã�H�Q�H���� �+�L�S�H�U�J�O�L�N�H�P�L�M�D���� �L�V�K�H�P�L�M�D�� �W�H��

upala t�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�X�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�H razine SGK1. Nakon stimulacije inzulinom i 

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�R�P�� �U�D�V�W�D���� �S�R�S�X�W�� �7�*�)-��, SGK1 se fosforilira u roku od nekoliko minuta putem 

signalnih putova ko�M�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �I�R�V�I�D�W�L�G�L�O�L�Q�R�V�L�W�L�G-3-kinazu, 3-fosfoinozitid-ovisnu kinazu i 

mTORC2 (engl. Mammalian target of rapamycin). Stimulacija TGF-�� �W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�Y�H�ü�D�Y�D��

�L�]�U�D�å�D�M gena za SGK1 (10). 
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1.3.1. �8�þ�L�Q�F�L��SGK1 na Th17 stanice 

 

Dvije studije iz 2013. �J�R�G�L�Q�H���X�R�þ�L�O�H���V�X���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L���X�þ�L�Q�D�N���V�R�O�L���Q�D��diferencijaciju Th17 

stanica. Kad su CD4+ �7���V�W�D�Q�L�F�H���X�]�J�R�M�H�Q�H���X���X�Y�M�H�W�L�P�D���S�R�Y�H�ü�D�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���V�R�O�L���G�R���Y�L�ã�N�D���R�G��

�������P�0�����R�S�D�å�H�Q�D���M�H���S�R�M�D�þana diferencijacija naivnih CD4+ T stanica u potencijalno patogene 

�7�K�������V�W�D�Q�L�F�H���N�R�M�H���O�X�þ�H���,�/-17 i t�X�P�R�U�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N��nekroze (TNF; engl. Tumor necrosis factor) 

(11). V�L�V�R�N�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �V�R�O�L�� �P�R�J�X�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �D�N�Wivnosti Th17 stanica 

fosforilacijom mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK; engl. Mitogen activated protein 

kinase), �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �1�)�$�7����i SGK1���� �9�H�ü�� �V�S�R�P�H�Q�X�W�D�� �N�L�Q�D�]�D deaktivira izravnog inhibitora 

ekspresije receptora IL-23 (IL-23R; engl. IL-23 receptor), odnosno transkripcijskog 

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D��FOXO1 (engl. Forkhead box protein O1), �Q�X�N�O�H�D�U�Q�R�P���H�N�V�N�O�X�]�L�M�R�P�����ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �,�/-23R te stabilizira njegovu signalizaciju u Th17 stanicama. 

Signalizacija IL-�����5�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �5�2�5���W���� �N�R�M�D�� �L�P�D�� �N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X��u diferencijaciji 

stanica Th17 (11). �2�Y�L�� �S�R�G�D�F�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �6�*�.���� �L�P�D�� �N�U�L�W�L�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�L�� �S�D�W�R�J�H�Q�L�K��

Th17 stanica te daju uvid u molekularni mehanizam prema ko�M�H�P���þ�L�P�E�H�Q�L�N���L�]���R�N�R�O�L�ã�D�����S�R�S�X�W��

�S�U�H�K�U�D�Q�H���E�R�J�D�W�H���V�R�O�L�����S�R�W�L�þ�H���U�D�]�Y�R�M���7�K�������L���S�R�W�L�þ�H���X�S�D�O�X���W�N�L�Y�D (12). 

 

1.3.2�����8�þ�L�Q�F�L���6�*�.����na Treg stanice 

 

�3�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �U�D�]�L�Q�D soli �W�D�N�R�ÿ�H�U���L�P�D�� �X�þ�L�Q�N�H��i na Treg stanice. Uzgoj ovih stanica u 

�X�Y�M�H�W�L�P�D���Y�L�V�R�N�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���V�R�O�L remeti regulatorne funkcije Treg stanica. Paralelno, �1�D�&�O���S�R�W�L�þ�H��

�L�]�U�D�å�D�M��interferona gamma (IFN�5; engl. Interferon gamma)  u Treg stanicama�����þ�L�P�H���V�H���Q�M�L�K�R�Y��

fenotip pom�L�þ�H�� �S�U�H�P�D�� �I�H�Q�R�W�L�S�X�� �7�K1 stanice (11). Na molekularnoj razini, �S�R�Y�H�ü�D�Q�D��

koncentracija NaCl �P�R�å�H�� �V�H�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�� �R�G�U�D�]�L�W�L�� �Q�D�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �7�K������i Treg stanica 

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �6�*�.������Pokazalo se da SGK1 negativno regulira populaciju Treg 

stanica nuklearnom ekskluzijom FOXO������ �þ�L�P�H�� �V�H�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D FOXP3���� �N�O�M�X�þ�Q�R�J��

�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R�J���I�D�N�W�R�U�D���X�N�O�M�X�þ�H�Q�R�J���X���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���L���I�X�Q�N�F�L�M�X��Treg stanica (11). 

 

1.4. �3�O�D�V�W�L�þ�Q�R�V�W���V�W�D�Q�L�F�D 

 

Subpopulacije CD4+ T stanica imaju sposobnost promijeniti svoj fenotip pod utjecajem 

�F�L�W�R�N�L�Q�D�� �X�� �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�P�� �R�N�R�O�L�ã�X���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �S�R�S�U�L�Piti fenotip druge subpopulacije, a ta se 

�I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�R�V�W���Q�D�]�L�Y�D���S�O�D�V�W�L�þ�Q�R�V�W���V�W�D�Q�L�F�D�� �3�U�L�M�D�ã�Q�M�H���V�W�X�G�L�M�H��su pokazale da Treg stanice kod ljudi 
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mogu ko-�L�]�U�D�å�D�Y�D�W�L��IL-17 �W�H�� �W�D�N�R�� �S�R�V�S�M�H�ã�L�W�L�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X�� �7�K������ �V�W�D�Q�L�F�D kroz njihovu 

sposobnost proizvodnje TGF-������Poznato je da TGF-�����L�Q�G�X�F�L�U�D���)�R�[�3�����L���L�Q�K�L�E�L�U�D���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X��

Th17, no ako su prisutni upalni citokini poput IL-6, FoxP3 induciran TGF-��-om je suprimiran 

te se daje prednost ekspresiji transkripcijskih faktora koji definiraju Th17 stanice (13). Smatra 

�V�H�� �G�D�� �M�H�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D�� �X�� �I�X�Q�N�F�L�M�L�� �7�K�������7�U�H�J�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Qa visokim unosom soli povezana s 

�X�S�D�O�R�P���L���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�P���R�U�J�D�Q�D�����P�H�ÿ�X�W�L�P�����Y�U�O�R���V�H���P�D�O�R���]�Q�D���R���X�N�O�M�X�þ�H�Q�R�V�W�L���R�Y�L�K���V�X�E�S�R�S�X�O�D�F�L�M�D���X��

zdravim ispitanicima (3). 

 

1.5. Diferencijacijski put 

 

Iako Th17 i �7�U�H�J�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�P�D�M�X�� �]�Q�D�W�Q�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �X�O�R�J�H�� �X�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�P��sustavu, one 

�W�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �L�� �P�Q�R�J�H�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H. Obje se populacije obilno nalaze na 

periferiji, osobito u crijevima, a sastoje se od heterogenih subpopulacija koje su u stanju 

�S�U�R�P�L�M�H�Q�L�W�L�� �H�I�H�N�W�R�U�V�N�H�� �L�O�L�� �V�X�S�U�H�V�R�U�V�N�H�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�L�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D (14). Th17 i Treg 

�V�W�D�Q�L�F�H�� �G�L�M�H�O�H�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�� �S�X�W�� �S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�� �7�*�)-��-�R�P���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�U�R-upalni signali 

prisutni tijekom aktivacije stanica reguliraju sudbinu ovih stanica (4). Ipak, postavilo se 

pitanje kako TGF-�����P�R�å�H���U�H�J�X�O�L�U�D�W�L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X stanica sa suprotnim funkcijama. U niskim 

koncentracijama, TGF-���� �G�M�H�O�X�M�H���]�D�M�H�G�Q�R���V�� �,�/-6 i IL-21 kako bi potaknuo ekspresiju IL-23R, 

tako pr�R�P�L�þ�X�ü�L diferencijaciju prema Th17 stanicama. U suprotnim uvjetima, odnosno kada je 

koncentracija TGF-����visoka, on potiskuje �L�]�U�D�å�D�M��IL-�����5�� �W�H�� �V�H�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��

�R�N�U�H�ü�H�� �S�U�H�P�D�� �7�U�H�J�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �N�R�M�H�� �]�D�W�L�P��inhibiraju funkciju ROR�5t-a (14). Nasuprot tome, 

IL-21 i IL-������ �P�R�J�X�� �X�E�O�D�å�L�W�L�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�X�� �5�2�5���W�� �S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�X�� �)�R�[�S3-om���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �S�R�W�L�þ�H��

diferencijacija Th17 stanica. Stoga, odluka da se stanice stimulirane antigenom diferenciraju u 

Th17 ili Treg stanice �R�Y�L�V�L���R���U�D�Y�Q�R�W�H�å�L��citokina koji reguliraju �L�]�U�D�å�D�M���N�O�M�X�þ�Q�L�K���W�U�D�Qskripcijskih 

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�����5�2�5���W���L���)�R�[�S3 (14). 

 

1.5.1. Diferencijacijski put Th17 stanica 

 

�1�D�� �V�D�P�R�P�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�V�N�R�J�� �S�X�W�D�� �7�*�)-�� inducir�D�� �7�K������ �L�� �7�U�H�J�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

programe, no  prisutnost IL-6 �R�G�O�X�þ�X�M�X�ü�D�� �M�H�� �V�D�V�W�D�Y�Q�L�F�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H��Th17 stanica. IL-6 

stimulira diferencijaciju Th17 stanica fosforilacijom i aktivacijom STAT3, koji potom 

in�G�X�F�L�U�D�� �J�H�Q�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�H�� �]�D�� �7�K������ �V�W�D�Q�L�F�H���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��gen �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�� �U�R�U�F��

(engl. Retinoic �± acid �± receptor �± related orphan receptor c), il17 i il23r. STAT3 �W�D�N�R�ÿ�H�U 
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ima funkciju �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H�� �L�]�U�D�å�D�M�D FoxP3 inducirane TGF-��-om te tako inhibira diferencijaciju 

Treg stanica. Iako je kombinacija IL-6 i TGF-�����N�U�L�W�L�þ�Q�L���S�R�N�U�H�W�D�þ���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���7�K��������

ona nije dovoljna da bi Th17 stanice potpuno stekle patogena svojstva pa je za patogenost 

Th17 stanica potreban signal posredovan s IL-23 zajedno s IL-6 i TGF-�� kako bi se inducirao 

�L�]�U�D�å�D�M receptora za IL-23 (4). 

 

1.5.2. Diferencijacijski put Treg stanica 

 

Za diferencijaciju Treg stanica osim TGF-�� potreban je i IL-2 koji inhibira difrencijaciju 

Th17 stanica. TGF-�� fosforilira i �D�N�W�L�Y�L�U�D���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�H���þ�L�P�E�H�Q�L�N�H SMAD2 i SMAD3 (engl. 

Sma and Mad related protein 2; 3) �N�R�M�L���V�H���]�D�W�L�P���Y�H�å�X���]�D��lokus FoxP3 i induciraju �L�]�U�D�å�D�M��gena 

za FoxP3 (4). �8�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L���V�L�J�Q�D�O�L���S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�L���U�H�F�H�S�W�R�U�R�P���]�D�� IL-2 dovode do fosforilacije 

transduktora signala i aktivatora transkripcije 5 ( STAT5; engl. Signal Transducer and 

Activator of Transcription 5) koji se �W�D�N�R�ÿ�H�U���Y�H�å�H���]�D���O�R�N�X�V���)�R�[�33 i inducira �L�]�U�D�å�D�M��FoxP3.   
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2. HIPOTEZA  

 

�.�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �X�Q�R�V�� �N�X�K�L�Q�M�V�N�H�� �V�R�O�L�� �N�U�R�]�� �S�U�H�K�U�D�Q�X�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�� �X��

�R�P�M�H�U�X���7�K�������L���U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L�K���7���O�L�P�I�R�F�L�W�D���ã�W�R���S�R�J�R�G�X�M�H���U�D�]�Y�R�M�X���7�K������posredovane upale. 
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3. CILJ  

 

�&�L�O�M�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �M�H�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�� �7�K������ �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �L�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L�K�� �)�R�[�S������ �7��

limfocita u perifernoj krvi zdravih mladih ispitanika prije i nakon sedmodnevne dijete s 

�S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P���X�G�M�H�O�R�P���N�X�K�L�Q�M�V�N�H���V�R�O�L�� 
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4. ISPITANICI I METODE  

 

4.1. Ustroj studije 

 

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

�S�R�G�Y�U�J�Q�X�W�L���L�V�W�R�P���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�P���S�U�R�W�R�N�R�O�X���V���Y�L�ã�H���S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L�K���P�M�H�U�H�Q�M�D���� 

 

4.2. Ispitanici 

 

U gore navedenu studiju �E�L�O�L�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L��zdravi mladi dobrovoljci oba spola (n = 20, 

deset �å�H�Q�D i deset �P�X�ã�N�D�U�D�F�D). Protokol je trajao 14 dana, a �X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�R���M�H����1) 7 dana dijete s 

malim udjelom kuhinjske soli, tzv. period ispiranja (niskoslana dijeta, NSD) tijekom koje su 

ispitanici konzumirali oko 3,5 g kuhinjske soli dnevno prema DASH protokolu (US 

Department of Health and Human Services; 2006.) te 2) 7 dana dijete s visokim udjelom 

kuhinjske soli (visokoslana dijeta, VSD) tijekom kojeg su ispitanici konzumirali oko 14 g 

kuhinjske soli dnevno. Uzorkovanje pune venske krvi odvijalo se tijekom dva studijska 

posjeta, 7. i 14. dan protokola. Tijekom VSD oko 3,5 g soli se nastavilo unositi u obliku hrane 

dok je ostatak soli bio �Q�D�G�R�P�M�H�ã�W�H�Q�� �X�� �R�E�O�L�N�X�� ������2 g praha soli/dnevno. �3�U�L�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �S�O�D�Q�D��

prehrane �E�L�O�R�� �M�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D�� �V�R�O�L�� �X�� ���� �± �V�D�W�Q�R�P�� �X�U�L�Q�X���� �,�]�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��su 

bili �L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �S�R�M�H�G�L�Q�F�L�� �V�� �S�R�]�Ltivnom anamnezom za hipertenziju ili hipotenziju, koronarnu 

�E�R�O�H�V�W�����ã�H�üernu bolest, �K�L�S�H�U�O�L�S�L�G�H�P�L�M�X�����E�X�E�U�H�å�Q�R���R�ã�W�H�üenje, cerebrovaskularne bolesti, bolesti 

�S�H�U�L�I�H�U�Q�L�K�� �N�U�Y�Q�L�K�� �å�L�O�D, autoimune i/ili upalne bolesti���� �'�R�G�D�W�Q�L�� �L�V�N�O�M�X�þ�Q�L�� �N�U�L�W�H�U�L�M�L��bili su 

uzimanje oralnih kontraceptiva ili  �S�X�ã�H�Q�M�H. Svaki ispitanik bio je detaljno obavi�M�H�ã�W�H�Q���R���V�Y�L�P��

�S�U�R�W�R�N�R�O�L�P�D�� �L�� �S�U�R�F�H�G�X�U�D�P�D�� �R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �V�Y�D�N�L�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�� �M�H�� �P�R�U�D�R potpisati 

�L�Q�I�R�U�P�L�U�D�Q�L�� �S�U�L�V�W�D�Q�D�N�� �S�U�L�M�H�� �X�O�D�V�N�D�� �X�� �S�U�R�W�R�N�R�O�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �3�U�R�W�R�N�R�O�� �V�W�X�G�L�M�H�� �M�H��u skladu sa 

�V�W�D�Q�G�D�U�G�L�P�D�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�P�D�� �S�R�V�O�M�H�G�Q�M�R�P�� �U�H�Y�L�]�L�M�R�P�� �+�H�O�V�L�Q�ã�N�H�� �G�H�N�O�D�U�D�F�L�M�H�� �L�� �R�G�R�E�U�H�Q�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H��

�(�W�L�þ�N�R�J�D�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�D�� �0�H�G�L�F�L�Q�V�N�R�J�D�� �I�D�N�X�O�W�H�W�D�� �2�V�L�M�H�N�� ��Klasa: 602-04/21-08/07, Broj: 2158- 

61-07-21-52). Studija je provedena u Laboratoriju za molekularnu i k�O�L�Q�L�þ�N�X imunologiju 

Katedre za fiziologiju i imunologiju na Medicinskom fakultetu Osijek. 

 

4.3. Metode 
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4.3.1. Izolacija mononuklearnih stanica iz periferne krvi 

 

Uzorci pune venske krvi zdravih mladih ispitanika prikupljeni su u epruvete s 

antikoagulansom etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) volumena 10 mL (BD Vacutainer, 

Becton, Dickinson i Company, Franklin Lakes, NJ, SAD). Uzorci su se analizirali unutar tri 

�V�D�W�D�� �R�G�� �S�U�L�N�X�S�O�M�D�Q�M�D���� �5�H�D�J�H�Q�V�L�� �L�� �S�X�I�H�U�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �]�D�� �L�]�R�O�D�F�L�M�X mononuklearnih stanica 

periferne krvi (PBMC; engl. Peripheral blood mononuclear cells) prethodno su bili zagrijani 

na sobnu temperaturu koja je iznosila ~ 20 �± �������ƒC (15).  

�2�W�S�U�L�O�L�N�H�� ������ �P�/�� �S�X�Q�H�� �N�U�Y�L�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �V�� �U�D�Q�L�M�H�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Qom 1 x �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�P��

otopinom puferiranom fosfatima (PBS; engl. Phosphate �± buffered saline) u omjeru 1 : 1. Za 

ovu primjenu koristile su se epruvete za centrifugu volumena 50 mL. Potom se uzorak krvi 

�U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�� �V�� �3�%�6-�R�P�� �Q�D�Q�L�R�� �Q�D�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� ������ �P�/�� ���R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �Y�R�O�X�P�H�Q�X�� �X�]�R�U�N�D���� �P�H�G�L�M�D�� �]�D��

centrifugiranje Ficoll-�3�D�T�X�H�Š�� �3�/�8�6��(GE Healthcare Bio-�6�F�L�H�Q�F�H�V�� �$�%���� �8�S�S�V�D�O�D���� �â�Y�H�G�V�N�D����

�S�D�]�H�ü�L���G�D���V�H���V�O�R�M�H�Y�L���Q�H���S�R�P�L�M�H�ã�D�M�X���� �3�R�W�R�P���M�H���V�O�L�M�H�G�L�O�D���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�D���W�L�M�H�N�R�P�������� �P�L�Q�X�W�D���Q�D  RCF 

(engl. Relative centrifugal field) 800 G s prekidima (Rotina 380, Hettich GmbH & Co. KG, 

�7�X�W�W�O�L�Q�J�H�Q���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �Q�D��sobnoj temperaturi. Nakon centrifuge, epruvete su stavljene na 

stalak, a mononuklearne stanice su vidljive kao �]�D�P�X�ü�H�Q�L���S�U�V�W�H�Q���N�R�M�L���U�D�]�G�Y�D�M�D���å�X�W�X���S�O�D�]�P�X���R�G��

bezbojnog medija (Slika 1) (16). 

 

Slika 1. Prikaz izolacije mononuklearnih stanica periferne krvi iz pune �N�U�Y�L�� �S�R�P�R�ü�X��

medija za odvajanje. Izvorna slika autora.  

Slika prikazuje odvajanje mononuklearnih stanica (bijeli prsten) iz pune venske krvi od 

�H�U�L�W�U�R�F�L�W�D���L���V�H�U�X�P�D���S�R�P�R�ü�X���J�U�D�G�L�M�H�Q�W�D���I�L�N�R�O�D�� 
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Mononuklearne stanice prikupljene su u epruvete volumena 10 mL te su ponovno 

centrifugirane (10 min, RCF 800G s prekidima) i dvaput isprane 1 x PBS-om). Nakon 

�F�H�Q�W�U�L�I�X�J�H���� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �M�H�� �E�L�R�� �R�G�E�D�þ�H�Q���� �D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X��se resuspendirale u 5 mL 1 x PBS-a. 

Potom je slijedilo bojanje stanica 0,4 %-tnom otopinom Trypan plave boje (Sigma-Aldrich, 

Me�U�F�N�� �.�*�D�$���� �'�D�U�P�V�W�D�G�W���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �W�H�� �V�X�� prebroje�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X���%�•�U�N�H�U-�7�•�U�N-ove komore 

kako bi se provjerila vijabilnost stanica. Za brojanje se koristilo ������ �—�/�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L��

���������—�/���R�W�R�S�Lne za bojanje (16). 

Mononuklearne stanice bile su kultivirane u RPMI-1640 mediju (engl. Roswell Park 

Memorial Institute Medium)  �N�R�M�L�� �M�H�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�R��aminokiselinu L-glutamin (Sigma-Aldrich, 

�0�H�U�F�N���.�*�D�$�����'�D�U�P�V�W�D�G�W�����1�M�H�P�D�þ�N�D������10 %-tni �I�H�W�D�O�Q�L���J�R�Y�H�ÿ�L���V�H�U�X�P��(FBS; engl. Fetal Bovine 

Serum) (Sigma-Aldrich, �0�H�U�F�N���.�*�D�$�����'�D�U�P�V�W�D�G�W�����1�M�H�P�D�þ�N�D) i 1 %-tni penicilin-streptomicin 

antibiotik ���&�D�S�U�L�F�R�U�Q���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F���*�P�E�+�����(�E�V�G�R�U�I�H�U�J�U�X�Q�G�����1�M�H�P�D�þ�N�D������Za pohranjivanje stanica 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�H��su �S�O�R�þ�L�F�H �V�� ������ �M�D�å�L�F�H��nakon �þ�H�J�D�� �M�H�� �V�O�L�Medila inkubacija (Shel Lab, serija CO2, 

Sheldon Manufacturing Inc, OR, SAD) �Q�D���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���R�G���S�U�L�E�O�L�å�Q�R���������ƒ�&����uz 5 % ugljikovog 

dioksida (CO2) �L���U�D�]�L�Q�R�P���Y�O�D�å�Q�R�V�W�L���Y�H�ü�Rm od 80 % tijekom 24 sata (17). 

 

4.3.2. Smrzavanje / odmrzavanje mononuklearnih stanica periferne krvi 

 

Za potrebe krioprezervacije stanica �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X��dimetil sulfoksid (DMSO) (Supelco, 

Merck KGaA) i FBS u omjeru 1 : 9. �'�R�G�D�W�Q�R�����G�D���E�L���V�H���V�W�D�Q�L�F�H���ã�W�R���E�R�O�M�H���R�þ�X�Y�D�O�H�����N�U�L�Rtubice su 

pohranjene u posudu za zamrzavanje �ÄMr. Frosty�³ (Nalgene Labware, Thermo Fisher 

�6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F���� �:�D�O�W�K�D�P���� �0�$���� �8�6�$���� �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� �D�O�N�R�K�R�O�� �L�]�R�S�U�R�S�L�O��te su zamrznuti na - ������ �ƒ�&��

tijekom najmanje 24 sata. �6�W�D�Q�L�F�H���V�X���S�R�W�R�P���E�L�O�H���S�U�H�P�M�H�ã�W�H�Q�H���X��z�D�V�H�E�Q�H���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H���V�S�U�H�P�Q�L�N�H��

na - �������ƒ�& (17). 

U svrhu odmrzavanja uzoraka koristio se RPMI-164���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L���P�H�G�L�M���X�]�� �G�R�G�D�W�D�N FBS i 

antibiotika, koji je zagrija�Q�� �Q�D�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R��37 �ƒ�&���� �3�U�L�M�H��samog dodavanja medija, kriotubice sa 

�X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�D�å�O�M�L�Y�R�� �V�X��uronjene u vodenu kupelj na 37 �ƒ�&���S�U�L�E�O�L�å�Q�R 1 minutu���� �ý�L�P�� �V�H�� �X�]�R�U�D�N��

odvojio od stijenke kriotubice, stanice su �S�U�H�P�M�H�ã�W�H�Q�H���X epruvete za centrifugiranje volumena 

15 mL te je dokapavanjem dodano 10 ml prethodno zagrijanog medija kako bi se izbjegao 

�R�V�P�R�W�V�N�L���ã�R�N. Uzorci su potom centrifugirani 5 minuta na 1500 okretaja u minuti (RPM; engl. 

Revolutions per minute) pri sobnoj temperaturi. Nakon dva dodatna koraka ispiranja stanica s 

5 mL medija, stanice su resuspendirane �X�� �������� �P�/�� �V�Y�M�H�å�H�J�� �P�H�G�L�M�D���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �V�X��pohranjene u 

�S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�H���W�H��su inkubirane �Q�D���������ƒC, uz 5 % CO2 �L���U�D�]�L�Q�R�P���Y�O�D�å�Q�R�V�W�L���Y�H�ü�R�M���R�G������������

tijekom 24 sata (17). 
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4�������������0�D�J�Q�H�W�V�N�R���V�R�U�W�L�U�D�Q�M�H���S�R�P�R�üni�þ�N�Lh CD4+ T limfocita  

 

Nakon odmrzavanja �L���S�R�G�H�ã�D�Y�D�Q�M�D���E�U�R�M�D���V�W�D�Q�L�F�D���Q�D�����������[������7, a neposredno prije ulaska 

u protokol aktivac�L�M�H���� �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�� �&�'��+ T limfociti bili su izdvojeni iz ukupne smjese 

mononuklearnih stanica periferne krvi metodom negativnog �P�D�J�Q�H�W�V�N�R�J���V�R�U�W�L�U�D�Q�M�D���X�]���S�R�P�R�ü 

komercijalno dostupnog seta MagniSortTM Human CD4+ T cell Enrichment kit (Invitrogen 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD). Negativno odabrane stanice su 

pripremljene za aktivaciju (17, 18). 

Uzorci su zatim preneseni u epruvete s okruglim dnom (12 x 75 mm; BD Falcon, 

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, SAD). Stanice su prethodno bile 

isprane dva puta s 1 x PBS-om (5 min, 800 G). Stanice su resuspendirane �X�����������—�/��otopine    

1 x PBS / 3 % FBS / 10 mM EDTA. Nadalje, �G�R�G�D�Q�R���M�H�������� �—�/ �0�D�J�Q�L�6�R�U�W�Œ���+�X�P�D�Q���7���F�H�O�O��

Enrichment Kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) te 

su stanice inkubirane 10 minuta na sobnoj temperaturi. Potom je dodano 4 mL 1 x PBS-a i 10 

mM EDTA �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���V�Oijedila centrifuga (800 G / 5 min). Nakon centrifuge, supernatant 

�M�H���R�G�E�D�þ�H�Q���� �D���X�]�R�U�F�L�P�D��dodano ���������—�/���� x PBS / 3 % FBS / 10 mM EDTA uz �������—�/ engl. 

MagniSort zrnaca negativne selekcije. Nadalje, slijedila je inkubacija 5 minuta na sobnoj 

temperaturi (17, 18). 

Nakon inkubacije, dodan je 1 x PBS / 10 mM EDTA do 2,5 mL ukupnog volumena te 

su stanice ponovno resuspendirane. Epruvete su jedna po jedna stavljane u magnet 

(MagniSortTM Human CD4+ T cell, Enrichment kit; Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) te je slijedila inkubacija tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon 

�W�R�J�D���� �P�D�J�Q�H�W�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �H�S�U�X�Y�H�W�X�� �M�H�� �S�R�G�L�J�Q�X�W�� �W�H�� �M�H�� �X�� �M�H�G�Q�R�P�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R�P�� �S�R�N�U�H�W�X��

�V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�� �X�� �Q�R�Y�X�� �H�S�U�X�Y�H�W�X�� �R�G�� ���� �P�O����Supernatant se prenio u jednom 

�N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R�P�� �S�R�N�U�H�W�X�� �E�H�]�� �W�D�S�N�D�Q�M�D�� �]�E�R�J�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D�� �þ�L�V�W�R�ü�H�� �V�W�D�Q�L�F�D����Epruvete 

�N�R�M�H���V�D�G�U�å�H�� �Y�H�]�D�Q�H stanice uklonile su se s magneta te su se ispraznile. Negativno odabrane 

stanice bile su spremne za upotrebu (17, 18). 

 

4.3.4. Poliklonska aktivacija mononuklearnih stanica periferne krvi 

 

Kako bi se aktivirale CD4+ T stanice i potaknulo stvaranje citokina bila je potrebna 

kratkotrajna aktivacija tijekom 4 sata �S�R�P�R�ü�X���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R���G�R�V�W�X�S�Q�R�J���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�V�N�R�J���N�R�N�W�H�O�D��

�N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L forbol �± 12 �± miristat �± 13 �± acetat (PMA; engl. phorbol �± 12 �± myristate �±13 �±  

acetate) �L�� �L�R�Q�R�P�L�F�L�Q�� �X�� �]�D�Y�U�ã�Q�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�M�L�� �R�G�� ���� �—�/���P�/�� ���&�H�O�O�� �V�W�L�P�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �F�R�F�W�D�L�O�� �������;����



ISPITANICI I METODE 

 13 

eBioscienceTM, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)  

(17, 19). Kalcijev klorid (CaCl2) dodan je mediju za stimulaciju kako bi izazvao dugotrajnu 

�X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �N�D�O�F�L�M�D�� �N�R�M�D�� �E�L�� �L�]�D�]�Y�D�O�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� Stanice su se potom 

kultivirale �X���S�O�R�þ�L�F�D�P�D���V���������M�D�å�L�F�H���S�U�L���V�W�D�Q�G�D�U�G�L�]�L�U�D�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����a 37 �ƒ�&������ % CO2, > 80 % 

�Y�O�D�å�Q�R�V�W�L������ �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�D�� �&�D�&�O2 mediju se dodao i Brefeldin A u koncentraciji od          

���� ���J���P�/. Brefeldin A sprj�H�þ�D�Y�D�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�]�� �H�Q�G�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�H�� �P�U�H�å�L�F�H�� �X�� �*�R�O�J�L�M�H�Y��

�D�S�D�U�D�W�� �W�H�� �W�L�P�H�� �V�O�X�å�L�� �N�D�R�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H�� �V�H�N�Uecije. �1�D�N�R�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�W�N�D�� �þ�H�W�Y�H�U�R�V�D�W�Q�H��

inkubacije���� �G�R�G�D�Q�R�� �M�H�� �������� �—�/�� �������� �0�� �(�'�7�$�� �W�H�� �V�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�Q�N�X�E�L�U�Dne tijekom 15 minuta na 

sobnoj temperaturi kako bi se zaustavila reakcija (17, 20). 

 

4.3.5. �,�P�X�Q�R�I�H�Q�R�W�L�S�L�]�D�F�L�M�D�� �7�K������ �L�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L�K�� �)�R�[�S������ �7�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P��

citometrijom  

 

Zastupljenost Th17 (CD3+, CD4+ i IL �± 17+) i regulatornih T limfocita (CD3+, CD4+, 

CD25high, CD127low i Foxp3+)  u ukupnim �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�P�� �&�'��+ T limfocitima izoliranim iz 

periferne krvi �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H���P�H�W�R�G�R�P�� �S�U�R�W�R�þ�Q�H�� �F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�H����Prije s�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �E�R�M�H�Q�M�D���� �P�U�W�Y�H��

stanice bile su ireverzibilno �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �I�L�N�V�D�E�L�O�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� �]�D vijabilnost Fixable Viability 

�'�\�H�� �H�)�O�X�R�U�Œ�� �������� ���H�%�L�R�V�F�L�H�Q�F�HTM, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachus�H�W�W�V�����6�$�'�������D���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���E�R�M�D�Qje posredovano vezanjem protutijela za Fc receptor 

(FcR; engl. Fc Receptor) blokirano je dodavanjem 5 uL Human Fc Block (BioLegend, San 

Diego, Kalifornija, SAD). Nakon osam minuta inkubacije pri sobnoj temperaturi, uzorcima je 

dodana �V�P�M�H�V�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�åenih protutijela, kako slijedi:  

�=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �7�K������ �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �&�'���� �3�H�U�&�3�� ���N�O�R�Q�� �2�.�7������ �H�%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H��, CD4 PE-Cy7 

(klon RPA-T4), eBioscience), CD196 APC (klon R6H1, eBioscience) i IL -17A FITC (klon 

eBio64DEC17, eBioscience), dok su za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Qje regulatornih T limfocita �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D��

protutijela CD3 FITC (klon OKT3, eBioscience), Foxp3 PE (klon 236A/E7, eBioscience),  

CD4 PerCP (klon SK3, eBioscience), CD127 PE-Cy7 (klon eBioRDR3, eBioscience) i CD25 

APC (klon BC96, eBioscience) (17). 

U protokolu za bojanje stanica koristio se fosfatni pufer s dodatkom 0,5 �± 1 % �J�R�Y�H�ÿ�H�J��

serumskog albumina (BSA; engl. Bovine serum albumin) i 0,1 % natrijeva azida (NaN3) 

�S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�H�� �S�+�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���R�G�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� ��������te komercijalno dostupan set pufera za bojanje 

unutar�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���L���Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�K���D�Q�W�L�J�H�Q�D Foxp3 staining buffer (eBioscience) (17). 

U svrhu optimizacije protokola bojanja, tijekom uhodavanja pokusa  pripremile su se 

jednobojne, fluorescencijske minus jedan (FMO; engl. Fluorescence Minus One), neobojene i 
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negativne kontrole kako bi �V�H�� �V�D�� �V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X�� �P�R�J�O�H razlikovati pozitivne stanice od 

pozadinskog/�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�J���L���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���E�R�M�Dnja (17). 

Kompenzacijska matrica �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H���S�R�P�R�ü�X�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�L�K��

kompenzacijskih kuglica BD�Œ CompBead Anti-Mouse �,�J���� ����Negative Control (BD 

Biosciences, San Jose, CA, SAD) i jednobojnih kontrola. Mjerenje uzoraka provedeno je na 

�%�'�� �)�$�&�6�&�D�Q�W�R�� �,�,�Œ�� �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P�� �F�L�W�R�P�H�W�U�X�� ���%�H�F�W�R�Q�� �'�L�F�N�L�Q�V�R�Q���� �6�Dn Jose, CA, USA) 

opremljenim s dva lasera, plavim Argon 488 nm i crvenim Red HeNe 633 nm. Analiza i 

vizualizacija podataka izvedena je �S�R�P�R�ü�X���)�O�R�Z�/�R�J�L�F���S�U�R�J�U�D�P�D�����Y�������������,�Q�L�Y�D�L���7�H�F�K�Q�R�O�R�J�L�H�V����

Mentone; Australija). 

 

�����������6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H 

 

�1�X�P�H�U�L�þ�N�L���S�R�G�D�W�F�L��opisani su �D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�R�P���V�U�H�G�L�Q�R�P���L���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�P���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�R�P���X���V�O�X�þ�D�M�X 

normalne raspodjele�����D���X���R�V�W�D�O�L�P���V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���P�H�G�L�M�D�Q�R�P���L���J�U�D�Q�L�F�D�P�D���L�Q�W�H�U�N�Y�D�U�W�L�O�Q�R�J���U�D�V�S�R�Q�D����

�1�R�U�P�D�O�Q�R�V�W�� �U�D�V�S�R�G�M�H�O�H�� �Q�X�P�H�U�L�þ�N�L�K�� �Y�D�U�L�M�D�E�O�L���W�H�V�W�L�U�D�Q�D�� �M�H�� �'�¶�$�J�R�V�W�L�Q�R���± Pearsonovim testom. 

�5�D�]�O�L�N�H�� �Q�R�U�P�D�O�Q�R�� �U�D�V�S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�L�K�� �Q�X�P�H�U�L�þ�N�L�K�� �Y�D�U�L�M�D�E�O�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�L�M�X�� �]�D�Y�Lsnih skupina 

testirane su  uparenim �W���W�H�V�W�R�P�����D���X���V�O�X�þ�D�M�X���R�G�V�W�X�S�D�Q�M�D���R�G���Q�R�U�P�D�O�Q�H���U�D�V�S�R�G�M�H�O�H���:�L�O�F�R�[�R�Q�R�Y�L�P��

testom. Sve p vrijednosti su �G�Y�R�V�W�U�D�Q�H���� �5�D�]�L�Q�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L���S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �.��= 0,05. Za 

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�X���D�Q�D�O�L�]�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���S�U�R�J�U�D�P��Graph Pad Prism v6.01 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, USA). 
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5. REZULTATI  

 

5.1. Th17 stanice 

 

Populacija T limfocita u ukupnoj populaciji �M�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�L�K���å�L�Y�L�K���P�R�Q�R�Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D��

periferne krvi definirana je �S�R�P�R�ü�X���R�E�L�O�M�H�å�M�D���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D laserske zrake prema naprijed (FSC; 

engl. forward side scatter) i CD3 markera strategijom susljednog postavljanja prozora u 

programu FlowLogic (Slika 2).  

 

 

Slika 2. Strategija analize T limfocita iz periferne krvi  ispitanika metodom �S�U�R�W�R�þne 

citometrij e 

Jednostruke stanice (tzv. singlets) izdvojene su analizom �R�E�L�O�M�H�å�M�D�� �Y�L�V�L�Q�H�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D�� �S�U�H�P�D��

naprijed (FSC-H; engl. Forward side scatter height) i �S�R�Y�U�ã�L�Q�H �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D�� �S�U�H�P�D�� �Q�D�S�U�L�M�H�G 

(FSC-A; engl. Forward side scatter area) (1) �G�R�N�� �V�X�� �P�U�W�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X��

bojanja fiksabilnom bojom za vijabilnost stanica (FVD; engl. Fixable Viability Dye) (2). 

Limfociti su izdvojeni analizom FSC-A i �S�R�Y�U�ã�L�Q�H���S�R�V�W�U�D�Q�L�þ�Q�R�J �U�D�V�S�U�ã�H�Qja (SSC-A; engl. Side 

scatter area) (3), dok su T limfociti definirani analizom �R�E�L�O�M�H�å�M�D FSC-A �W�H�� �L�]�U�D�å�D�M�D��CD3 

markera (4).  
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Th17 stanice definirane su istovremenim �L�]�U�D�å�D�M�H�P�� �&�'���� �L�� �,�/-17 molekula (Slika 3), a 

analiza dobivenih podataka pokazala je da nije �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X��

frekvencijama Th17 stanica u perifernoj krvi nakon sedmodnevne VSD u odnosu na NSD     

(p = 0,1936; Slika 4). Za ocjenu sredine podataka �W�L�M�H�N�R�P���9�6�'���L���1�6�'���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H���D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�D��

�V�U�H�G�L�Q�D���� �D�� �N�D�R�� �P�M�H�U�D�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D��devijacija���� �3�R�G�D�F�L�� �]�D�� �D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�X sredinu i 

standardnu devijaciju tijekom VSD iznosili su 0,66 (1,15), a tijekom NSD 0,34 (0,27). 

 

Slika 3. Analiza Th17 limfocita  �P�H�W�R�G�R�P���S�U�R�W�R�þ�Q�H���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�H  

Analiza Th17 limfocita tijekom NSD (1) i VSD (2) definirana je �S�R�P�R�ü�X�� �&�'���� �L�� �,�/-17A 

markera. 
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Slika 4. Promjena udjela Th17 stanica tijekom NSD i VSD .  

Isprekidane crtice te njihov smjer predstavljaju promjenu udjela Th17 stanica u perifernim 

mononuklearnim stanicama svakog pojedinog ispitanika nakon visokoslane dijete. Upareni t 

test (p = 0,1936). 

 

5.2. Treg stanice 

 

Tijekom analize Treg stanica najprije je u ukupnoj populaciji �M�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�L�K�� �å�L�Y�Lh 

mononuklearnih stanica definirana subpopulacija perifernih T limfocita analizom �L�]�U�D�å�D�M�D��

CD3 markera (Slika 5). Potom su ukupne periferne Treg stanice definirane kao 

CD25+Foxp3+ subpopulacija stanica �X�Q�X�W�D�U���S�H�U�L�I�H�U�Q�R�J���7���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���R�G�M�H�O�M�N�D��(Slika 6). 

Ispitanici su imali �Q�H�ã�W�R���Q�L�å�H���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H��vrijednosti udjela perifernih Treg stanica nakon 

�9�6�'���� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D��analiza dobivenih podataka je pokazala da nije �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H��

promjene udjela Treg stanica nakon VSD u odnosu na NSD (p = 0, 2883; Slika 7).  Za ocjenu 

sredine podataka �W�L�M�H�N�R�P���9�6�'���L���1�6�'���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H���D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�D���V�U�H�G�L�Q�D�����D���N�D�R���P�M�H�U�D���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D��

standardna devijacija���� �3�R�G�D�F�L�� �]�D�� �D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�X�� �V�U�H�G�L�Q�X�� �L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X�� �W�L�M�H�N�R�P�� �9�6�'��

iznosili su 14,54 (7,75), a tijekom NSD 13,49 (7,53).     
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Slika 5. �6�X�V�O�M�H�G�Q�R���L�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H���7���O�L�P�I�R�F�L�W�D���L�]���S�H�U�L�I�H�U�Q�H���N�U�Y�L���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���P�H�W�R�G�R�P���S�U�R�W�R�þ�Q�H��

citometrije  

Jednostruke stanice (tzv. singlets) izdvojene su analizom FSC-A i FSC-�+���R�E�L�O�M�H�å�M�D�����������G�R�N���V�X��

�P�U�W�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �E�R�M�D�Q�M�D�� �I�L�N�V�D�E�L�O�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� �]�D�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���)�9�'����

(2). Limfociti su izdvojeni analizom FSC-A i SSC-�$���S�D�U�D�P�H�W�D�U�D���Q�D���W�H�P�H�O�M�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���L��zrnatosti 

stanica (3), dok su T limifociti definirani analizom FSC-A parametra i analizom CD3 

markera (4). 
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�6�O�L�N�D���������$�Q�D�O�L�]�D���7�U�H�J���O�L�P�I�R�F�L�W�D���P�H�W�R�G�R�P���S�U�R�W�R�þ�Q�H���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�H 

Analiza Treg limfocita tijekom NSD (1) i VSD (2) definirana je �S�R�P�R�ü�X�� �&�'������ �L�� �)�R�[�S����

markera. 

 

 

Slika 7. Promjena udjela Treg stanica tijekom NSD i VSD 

Isprekidane crtice te njihov smjer predstavljaju promjenu udjela Th17 stanica u perifernim 

mononuklearnim stanicama svakog pojedinog ispitanika nakon visokoslane dijete. Upareni t 

test (p = 0, 2883) 
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6. RASPRAVA 

 

Populacije Th17 i Treg stanica pripadaju �V�W�H�þ�H�Q�R�P dijelu �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �Q�R�� �V��

�P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���R�S�U�H�þ�Q�L�P��ulogama. Dok Th17 stanice imaju proupalnu ulogu, Treg stanice djeluju 

�S�U�R�W�X�X�S�D�O�Q�R���þ�L�P�H���V�S�U�H�þ�D�Y�D�M�X���U�D�]�Y�R�M���D�X�W�R�L�P�X�Q�L�K���E�R�O�H�V�W�L���W�H���R�S�ü�H�Q�L�W�R���R�J�U�D�Q�L�þ�D�Y�D�M�X���W�L�M�H�N upalnih 

procesa. �-�H�G�Q�D�� �R�G�� �Y�D�å�Q�L�M�L�K�� �X�O�R�J�D�� �7�K������ �V�W�D�Q�L�F�D, koja je relevantna za ova rad, je uloga u 

nastanku autoimunih bolesti, poput psorijaze, upalne bolesti crijeva, reumatoidnog artritisa i 

�P�X�O�W�L�S�O�H�� �V�N�O�H�U�R�]�H���� �3�R�]�Q�D�W�R�� �M�H�� �G�D�� �S�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�D�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �V�R�O�L�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �K�L�S�H�U�W�H�Q�]�L�M�X�� �L��

�N�D�U�G�L�R�Y�D�V�N�X�O�D�U�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L���� �Q�R�� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �V�H�� �G�D�� �V�R�O�� �P�R�å�H�� �L�P�D�W�L�� �V�S�R�V�R�Enost aktivacije �V�W�H�þ�H�Q�R�J 

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���S�U�R�P�L�þ�X�ü�L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���7�K�������V�W�D�Q�L�F�D���L���Q�D�U�X�ã�D�Y�D�M�X�ü�L���U�D�Y�Q�R�W�H�å�X���7�K�������L��

Treg stanica (2). Upravo zato, s�Y�H�� �M�H�� �Y�L�ã�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�M�D�� �L�V�S�L�W�X�M�X��utjecaj visoke lokalne 

koncentracije soli na udio / diferencijaciju / transdiferencijaciju Th17 i Treg stanica, odnosno 

�X�þ�L�Q�N�H���S�R�Y�H�üanog unosa soli prehranom na �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���V�X�V�W�D�Y�� 

Iz tog su razloga Hernandez i sur. �S�U�R�Y�H�O�L�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�X��uspjeli dokazati 

inhibitornu ulogu NaCl na supresivnu funkciju Treg stanica. Visoka koncentracija NaCl od   

10 �± do 40 mM  �V�S�U�L�M�H�þ�L�O�D�� �M�H��in vitro supresivni efekt humanih Treg stanica. Nadalje, 

pov�H�üana  koncentracija NaCl stimulirala je fenotip Treg stanica prema proinflamatornom 

�7�U�H�J�� �I�H�Q�R�W�L�S�X�� �7�K���� �V�W�D�Q�L�F�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H��proupalnog citokina 

IFN�5 te do ekspresije mRNA povezane s Th-�������� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �5�2�5�& i IL17A. U istom 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� neutralizacija INF-���� �O�M�X�G�V�N�L�P�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L�P�� �Dntitijelom dovela je do 

rehabilitacije supresivnih funkcija T reg stanica u visokoslanim uvjetima (9).  

�0�H�ÿ�X�W�L�P�����/�X�R���L���V�X�U�����G�R�ã�O�L���V�X���G�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L���S�R�G�V�N�X�S�L�Q�X���7�U�H�J���V�W�D�Q�L�F�D 

koje nastaje na periferiji ili u in vitro uvjetima, tzv. inducibilne Treg (iTreg) stanice. Oni su 

dokazali da ni razvoj ni funkcija ljudskih iTreg stanica, nisu smanjeni uslijed �L�]�O�R�å�H�Q�Rsti 

visokoj koncentraciji soli. Nadalje, dokazali su da velika koncentracija soli �Q�H�� �S�R�W�L�þ�H��ni 

promjenu fenotipa iTreg stanica u fenotip Th1 ili Th17 stanica. Za razliku od iTreg, kod 

�S�U�L�U�R�G�Q�L�K���7�U�H�J���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�M�H���Q�D�V�W�D�M�X���X���W�L�P�X�V�X���Q�D�ã�O�L���V�X���Q�D�U�X�ã�H�Q�X���V�W�D�E�L�Onost i funkciju Fox�S�����ã�W�R��

�V�X�J�H�U�L�U�D���Y�H�ü�L���W�H�U�D�S�H�X�W�V�N�L potencijal  iTreg stanica kod oboljelih od autoimunih bolesti  (21).  

S druge strane, Kleineweitfled i sur. ist�U�D�å�L�O�L�� �V�X�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Y�L�V�R�N�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �V�R�O�L         

(10 �± 40 mM) na in vitro diferencijaciju ljudskih Th17 stanica te pokazali da u tim uvjetima 

Th17 stanica �S�R�M�D�þ�D�Q�R���L�]�U�D�å�D�Y�D�M�X IL-17A, IL-�������7�1�)�., IL-9 i nekoliko drugih kemokina (22). 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���Q�D���O�M�X�G�L�P�D���X���R�Y�R�P���S�R�G�U�X�þ�M�X���V�X���P�D�O�R�E�U�R�M�Q�D. �0�H�ÿ�X���Q�M�L�P�D���M�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���N�R�M�H��

�M�H�� �X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�R 15 dobrovoljaca���� �P�H�ÿ�X�W�L�P���� �]�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �Q�D�ã�H�J�� �S�U�R�W�R�N�R�O�D�����L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �M�H��bilo 
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podijeljeno na 3 dijela. U prvom dijelu, koje je trajalo 3 dana, ispitanici su konzumirali 

�X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�X���S�U�H�K�U�D�Q�X����Potom je slijedilo razdoblje visokoslane dijete, koje je trajalo 7 dana te 

naposljetku razdoblje niskoslane dijete���� �N�R�M�H���M�H���W�D�N�R�ÿ�H�U trajalo 7 dana. Uzorci urina i krvi su 

opetovano uzorkovani te je na teme�O�M�X�� �W�R�J�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �G�L�Q�D�P�L�N�D�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �I�U�H�N�Y�H�Q�F�L�M�D��

perifernih Th17 i Treg stanica. Najprije se udio Th17 stanica smanjio s �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P��unosa soli 

�X�� �K�U�D�Q�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ������ �L�� ������ �G�D�Q�D���� �D�� �]�D�W�L�P�� �V�H�� �S�R�V�W�X�S�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�R�� �W�L�M�H�N�R�P razdoblja visokoslane 

dijete. S druge strane, broj Treg stanica �V�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�Do tijekom prva 4 dana, a zatim se smanjio 

i ostao �Q�D�� �Q�L�å�R�M�� �U�D�]�L�Q�L tijekom cijelog razdoblja s visokim unosom soli. Omjer Th17/Treg 

stanica �]�Q�D�þ�D�M�Q�R���M�H�� �E�L�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �R�G�� ������do 10. dana, dok je 17. dan �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�� �S�R�Y�U�D�W na 

osnovnu vrijednost (3). 

�-�R�ã�� �M�H�G�Q�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�X�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L�� �E�L�O�L�� �]�G�U�D�Y�L�� �G�R�E�U�R�Y�R�O�M�F�L�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �M�H�� �X��

�0�H�N�V�L�N�X�����8���W�R�P���M�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���V�X�G�M�H�O�R�Y�D�R���Y�H�ü�L���E�U�R�M���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�����Q�M�L�K�����������8�Q�R�V���V�R�O�L���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W���M�H��

�S�R�P�R�ü�X�� �G�Y�D�� �Nriterija; 24 - �V�D�W�Q�L�P�� �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H�P�� �Q�D�W�U�L�M�D�� �X�U�L�Q�R�P�� �L�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�L�V�D�Q�R�J�� �X�S�L�W�Q�L�N�D����

�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �R�Y�H�� �S�U�H�V�M�H�þ�Q�H�� �V�W�X�G�L�M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�X�� �G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �V�R�O�L�� �Q�H�� �X�Wj�H�þ�H�� �Q�D��

diferencijaciju i funkciju Th17 i Treg stanica u perifernoj krvi zdravih ispitanika (23). 

Wenstedt �L�� �V�X�U���� �V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�U�R�Y�H�O�L�� �V�W�X�G�L�M�X���N�R�M�D�� �M�H�� �L�V�W�U�D�å�L�O�D�� �X�W�M�H�F�D�M dvotjedne prehrane s 

niskom i velikom koncentracijom soli na Th17 i Treg stanica na zdrave mlade ispitanike. U 

�R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �V�X�G�M�H�O�R�Y�D�O�R�� �M�H�� �S�H�W�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �P�X�ã�N�D�U�D�F�D�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H dobi od 33 godine, s 

normalnim indeksom tjelesne mase, funkcijom bu�E�U�H�J�D�� �L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�P�� �N�U�Y�Q�L�P�� �W�O�D�N�R�P���� �7�L�M�H�N�R�P��

razdoblja niskoslane dijete konzumirana su otprilike 3 grama soli dnevno, a za prehranu 

tijekom visokoslane dijete 17 grama soli dnevno. �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �N�D�R�� �Q�L�� �X�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�M�� �V�W�X�G�L�M�L���� �Q�L�M�H��

dokazana povezanost �L�]�P�H�ÿ�X�� �Y�L�V�R�N�R�V�O�D�Q�H�� �G�L�M�H�W�H�� �V��promjenom udjela Th17 i Treg stanica u 

perifernoj krvi (24). 

�8�� �R�Y�R�P�� �V�H�� �U�D�G�X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�R�� �X�W�M�H�F�D�M�� �V�H�G�P�R�G�Q�H�Y�Q�H�� �G�L�M�H�W�H�� �V�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P�� �X�G�M�H�O�R�P�� �V�R�O�L�� �Q�D��

zastupljenost Th17 i Treg limfocita u perifernoj �N�U�Y�L���]�G�U�D�Y�L�K���P�O�D�G�L�K���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�����8���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��

je sudjelovalo 20 ispitanika, a ono je trajalo dva tjedna. Prvi tjedan su ispitanici bili na 

niskoslanoj dijeti, a tijekom 2. tjedna na visokoslanoj dijeti�����6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�R�P���D�Q�D�O�L�]�R�P���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K��

podataka nismo �X�W�Y�U�G�L�O�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���I�U�H�N�Y�H�Q�F�L�M�D�P�D Th17 i Treg stanica u perifernoj 

�N�U�Y�L���Q�D�N�R�Q���V�H�G�P�R�G�Q�H�Y�Q�H���G�L�M�H�W�H���V���Y�L�V�R�N�L�P���X�G�M�H�O�R�P���V�R�O�L�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���Q�D�Y�H�V�W�L���N�D�N�R���M�H��

�X�� �R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���� �D�O�L�� �L�� �X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�L�P�� �X�� �0�H�N�V�L�N�X�� �L�� �1�L�]�R�]�H�P�V�N�R�M�� ����������������

sudjelovao relativno mali �E�U�R�M���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���W�H���G�D���E�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���G�U�X�N�þ�L�M�L���L�V�K�R�G���U�H�]�X�O�W�D�W�D���P�R�J�D�R��

�E�L�W�L���Q�D���Y�H�ü�H�P���E�U�R�M�X���X�]�R�U�D�N�D�����,�]�P�H�ÿ�X���R�V�W�D�O�R�J�D, prikladno bi bilo provesti kohortnu studiju uz 

�D�Q�D�O�L�]�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�O�L�Q�L�þ�N�L�K���L���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L�K���S�R�N�D�]�D�W�H�O�M�D�����2�V�L�P���W�R�J�D�� �Y�H�ü�L�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���Y�R�ÿ�H�Q�D��

�V�X���Q�D���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D���L�O�L��u in vitro uvjetima �����������������W�H���V�X���Q�M�L�K�R�Y�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X�S�U�R�W�Q�L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D��
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provedenim na ljudima. �1�D�Y�H�G�H�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �V�H�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R�� �P�R�J�X�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �V�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R kratkim 

razdobljem �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D��dijeti �V�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P�� �X�G�M�H�O�R�P��soli (animalne studije koriste 

VSD tijekom minimalno 14 dana), dobra regulacija koncentracije Na+ u perifernoj krvi (za 

�U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �S�H�U�L�I�H�U�Q�L�K�� �W�N�L�Y�D�� �S�R�S�X�W�� �S�U�R�E�D�Y�Q�R�J�� �W�U�D�N�W�D�� �L�� �N�R�å�H���� �W�H�� �W�L�P�H�� �G�D�� �V�H�� �U�D�G�L�� �R�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L��

�Ä�Q�H�X�W�U�D�O�Q�L�P�³���P�O�D�G�L�P�����]�G�U�Dvim  ispitanicima bez evidentnih upalnih procesa u organizmu.  

Neosporivo je negativno djelovanje prekomjernog unosa kuhinjske soli u organizam na 

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H���R�U�J�D�Q�V�N�H���V�X�V�W�D�Y�H, u prvom redu kardiovaskularni sustav te bubrege. �6�Y�H���M�H���Y�L�ã�H, 

�P�H�ÿ�X�W�L�P�� �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�K�� �G�R�N�D�]�D�� �]�D�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�� �X�þ�L�Q�D�N��VSD �Q�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �X�� �V�P�L�V�O�X��

�S�U�R�P�R�Y�L�U�D�Q�M�D�� �X�S�D�O�H�� �L�� �R�ã�W�H�üenja raz�O�L�þ�L�W�L�K�� �R�U�J�D�Q�D. Upravo zbog toga, potrebna su dodatna 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�D�N�R�� �E�L�V�P�R�� �E�R�O�M�H�� �U�D�]�X�P�M�H�O�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�R�M�L�K�� �V�R�O�� �G�M�H�O�X�M�H na regulaciju 

imuno�O�R�ã�N�L�K���S�U�R�F�H�V�D���W�H���N�D�N�R���L�V�W�R���P�R�å�H�P�R���L�V�N�R�U�L�V�W�L�W�L���]�D���X�Q�D�S�U�H�ÿ�H�Q�M�H���]�G�U�D�Y�O�M�D. 
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7�����=�$�.�/�-�8�ý�$�. 

 

�7�H�P�H�O�M�H�P���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D���L�]���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���P�R�å�H���V�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���V�O�M�H�G�H�ü�H�� 

 

�� �.�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�D�� �G�L�M�H�W�D�� �V�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P�� �X�G�M�H�O�R�P�� �N�X�K�L�Q�M�V�N�H�� �V�R�O�L�� �Q�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W��

Th17 limfocita i regulatornih Foxp3+ T limfocita u perifernoj krvi zdravih mladih 

ispitanika. 
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8�����6�$�ä�(�7�$�. 

 

Cilj �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�����2�G�U�H�G�L�W�L zastupljenost Th17 i Treg limfocita u perifernoj krvi zdravih 

�P�O�D�G�L�K���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���S�U�L�M�H���L���Q�D�N�R�Q���V�H�G�P�R�G�Q�H�Y�Q�H���G�L�M�H�W�H���V���S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P���X�G�M�H�O�R�P���N�X�K�L�Q�M�V�N�H���V�R�O�L�� 

 

Nacrt studije: Studija je ustrojena kao nerandomizirani kontrolirani pokus u kojem su 

�V�Y�L���L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L���E�L�O�L���S�R�G�Y�U�J�Q�X�W�L���L�V�W�R�P���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�P���S�U�R�W�R�N�R�O�X���V���Y�L�ã�H���S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L�K���P�M�H�U�H�Q�M�D�� 

 

�,�V�S�L�W�D�Q�L�F�L���L���P�H�W�R�G�H�����8���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���V�X���V�X�G�M�H�O�R�Y�D�O�L���]�G�U�D�Y�L���P�O�D�G�L���G�R�E�U�R�Y�R�O�M�F�L�����������å�H�Q�D���L��������

�P�X�ã�N�D�U�D�F�D���� �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �M�H�� �W�U�D�M�D�O�R�� ������ �Gana te je bilo podijeljeno na sedmodnevno razdoblje 

NSD i sedmodnevno razdoblje VSD. Tijekom prvog razdoblja ispitanici su konzumirali 3,5 g 

soli, a tijekom drugog 14 g soli dnevno. Nakon svakog razdoblja ispitanicima je uzorkovana 

periferna venska krv iz koje su na gradijentu fikola izolirane mononuklearne stanice. Stanice 

su do analize pohranjene na - �������ƒ�&����Za odmrzavanje uzoraka koristio se RPMI-1640 medij uz 

dodatak FBS-a i antibiotika. Dio stanica �N�R�U�L�ã�W�H�Q��je za imunofenotipizaciju Treg stanica. Iz  

preostalog uzorka izdvojeni su ukupni Th limfociti �P�H�W�R�G�R�P�� �P�D�J�Q�H�W�V�N�R�J�� �V�R�U�W�L�U�D�Q�M�D���S�R�P�R�ü�X��

komercijalno dostupnog seta (MagniSortTM Human CD4+ T cell Enrichment kit). Za 

poliklonsku aktivaciju Th stanica �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H komercijalni set �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �3�0�$��i ionomicin 

(eBioscienceTM Cell Stimulation Cocktail). Naposljetku je slijedila imunofenotipizacija Th17 

limfocita �S�R�P�R�ü�X��BD FACS Canto II citometra. �=�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�X�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H��program 

Graph Pad Prism v6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

  

Rezultati: Nema �]�Q�D�þ�D�M�Q�H��promjene u perifernim udjelima Treg i Th17 stanica nakon 

sedmodnevne VSD u odnosu na NSD. 

 

�=�D�N�O�M�X�þ�D�N����Kratkotrajna �G�L�M�H�W�D�� �V�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P�� �X�G�M�H�O�R�P�� �N�X�K�L�Q�M�V�N�H�� �V�R�O�L�� �Q�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D��

zastupljenost Th17 i Treg limfocita u perifernoj krvi zdravih mladih ispitanika. 

 

�.�O�M�X�þ�Q�H���U�L�M�H�þ�L�����7�K�������V�W�D�Q�L�F�H�����U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L T limfociti, natrijev klorid 
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9. SUMMARY  

 

Title: The effect of short-term diet with increased NaCl content on the frequencies of 

Th17 and Treg lymphocytes in the peripheral blood of healthy young subjects. 

 

Objectives: To determine the presence of Th17 and Treg lymphocytes in the peripheral 

blood of healthy young subjects before and after a seven-day high-salt diet  

 

Study Design: The study was organized as a nonrandomized controlled experiment in 

which all subjects were subjected to the same experimental protocol with multiple replicate 

measurements. 

 

Participants and methods: Healthy young volunteers of both sexes (10 women and 10 

men) participated in the study. The study lasted 14 days and included a 7-day period of low 

(NSD) and a 7-day period of high salt intake (VSD). In the first part of the study, subjects 

consumed 3,5 g of salt, while during the HSD intended salt intake was around 14 g per day. 

On days 7 and 14 of the protocol peripheral venous blood was sampled from which 

mononuclear cells  were isolated on a ficol gradient. The cells were then stored at - ������ �ƒ�� �&��

until analysis. RPMI-1640 cell medium with the addition of FBS and antibiotics was used for 

cell recovery. Immediately after thawing, part of the cells were used for immunophenotyping 

of Treg cells, while remaining sample was used for total CD4+ helper T lymphocytes (Th) 

isolation by magnetic sorting using a commercially available set (MagniSortTM Human 

CD4+ T cell Enrichment). A commercial set containing PMA and ionomycin was used for 

polyclonal activation of Th cells (eBioscienceTM Cell Stimulation Cocktail). Finally, 

immunophenotyping of Th17 lymphocytes by BD FACS Canto II cytometer was performed. 

Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism (v6.01, San Diego, CA, USA)  

 

Results: There was no significant change in peripheral Treg and Th17 cells frequencies 

after 7-day VSD compared to NSD. 

 

Conclusion: A short-term high-salt diet had no significant effect on Th17 and Treg 

lfrequencies in the peripheral blood of healthy young subjects. 
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Keywords: Th17 cells; regulatora T cells; sodium chloride 
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