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1. UvOD

1.1. Dijeta s visokim udjelom soli

6YH YHUD SUReYDRIBQMN DK DaDIQ Haseljavanje gradovaSUD UHQR
promjenom QD p L QD |HD/FFOWIID RV X pr¥nnamiie freDn@vikpQidédlinaca a uz to
visoko SUHUDYHQIRKWDNMB VYH SULVWXSDpQLMD ,] VSRPHQX
konzumiraM X KUDQH NRMD MH ERJDDadémapp VR DH @ HR HRIAL)PW LP DV R (
1DUXA4HQH SUHKUDPEHQH QDYLNHbolsdiiha e Qse VéthatBj@ RJRE U
pLPEHQLF L PaDprétilo$t iNoDlesti kardiovaskularnog sustakahinjska sol Qatrijev
klorid, NaCl), odnosno Na je esencijalni nutrjentNRML VXGMHOXMH X EURMQ|
procesima kod ljudi P H y X \Wétjeranakonzumaga soli ima aW HW Q HhaX\olLDRIAH. O QL
susgav XJURNXMX UL KL SHDW B R KiN XU\ 8(2) Z4BtDplien&sNabatJ D
]DSDGQMDpNjR klabvddHwsok kad i konzZX PDFLMD S brideUnbeynéldDdtt L
Fast food, pLML Mddli XGRLWQRX YXYMSRUHGEL V GR®.DAgFank UDQRP
N R O Lkphirgske soli uskoje povezana sazvojem kardiovaskulartd EROHVWL L PRAGI
udara(3), a osim toga, SUHWKR G QD LV W U Ddaprekor@enDunoX kiRjsken]iD O D
dovodidoDNWLYDFLMNWHREERRROIRANRJI VXV VWDYD-updlbilR PLp XL

T stanicae upalne ozljede ciljnih organ@).

1.2.T limfociti

*ODYQD XORJD LPXQRORANRJ Vod yaogerib mikidorpBraizdmayv D R U .
QR RQR WDNRYH Utz Ratere&ktivResthyiiek\kbjghrepoznajuvlastito tkivo kao
strano@W R GRY R G lau@imubilibpédR KD+ T stanicesu podvrsta Timfocita, koje
WDNRYHU QD]J]LYDPR ORPRRMINRP MHU ASRPDAaX3 X XVPN
RGJRYRUD RYLVQR R YUVWL aWHW QR J amheri théhatNZamaR G Q RV
RSWLPDOQLK ]D QRRW ULL®IEM®hdMBD44a W btanice aktiviraju se
vezanjemVSHFLIIM Y QYDIO L p QR JTCR1Aenpl.F BERAdd@ptoy i CD28 molekulena
glavni kompleks histokompaktibilnosti (MHC; engWlajor histocompactibility complgx
NRML VDGUAL GLR, anoshd QaRkdstin@anijskulgiekbiu B7,1 ili B7,2 na
S RY UadtigénS U H ] H Q Wtarite(MPX ligthgl.Antigen presenting ce)lg4). PodvrsteT
limfocta NDR YDAaQLVWHHHORYRORANRJI VXVWDYD LJUDMX
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LVNRUMHQMLYDQMX LQYD]JLYQLK YLUXVD EDNWHULMD L GU
I stvaranjem citokinal LOL FLWRWR NV kgiQudelupdub &t QURIVLY VSHFLILP
patogeng5). OVLVQR R DQWLJHQX L MDVMNRP \RNBEMOG@HEFIMMIH FLWR
rD]JQLP GRGDWQLP phkP &&hiQdanedursepodielitl X UD]JOLpLWH VXESRS.
specijaliziranim funkcijamd6). OHy X QMLK XEWRPMD psRkice 1, 21 17 (Thl,

Th2, Thl7; engl.T helper cells 1, 2, )7 folikularne SR P Q U p Ndtanice (Tfth; englT

follicular helper cell3 i regulatorne T staniceTfeg stanicg engl. Regulatory T cells
.RQDpPpQX GLIHSH@HOQNWYHORH EBRBVBKEKRRH V \MD.Qcit¢gk@il. RNROL
tijekomT V W D QHtipaQije(4).

1.2.1. Th17 limfociti

Th17 stanicesu podskupinaCD4+ SRP R U QL fthhickkoje LPDMX YDAaQX XORJ
REUDQL RUJDQL]PD RG L]YDQVWDQLpPpQLK EDNWHULMD L
interleukinalL-17A, IL-17F i1L-21 (2). RORS (od engl.Reinoic tacid treceptor trelated
orphan nuclear receptagamma MH NOMXpQL WUDQVNULSFLMVNL pL
GLIHUHQFLMDFLMRP 7K VWDQLFD D RVLP QMIEBISTIYDaAQX X
(od engl. Signal Transducer and Activator dfranscription 3 (6). 1DLPH DQJDALUDQ
TCR-ai ko-stimulacijskih molekulazajedno seceptorima zaVUDQVIRUPLUDMXUL pLPE
beta (TGF  H Qldadsforming growth factor beYa IL-6 dovodi do aktivacijeSTAT3, koji
potom SRWLIpJUDADM LRARY VednédnddifeveXcijaciju Th17 stanica(4). Osim
spomenutih citokina, Th1l7 stanick JUD&ADYDMX @LW RBNIXQPDK XdktarM X p X M X
stimulacije granulocithatmakrofagnih kolonijaGM-CSF;engl. Granulocyte tmacrophage
colony xstimulating factoy i IL-22 (5). Nadalje, citokini TGF -6 1 IL-21 aktiviraju
diferencijaciju naivnih T staoa u zrele Thlatanicedok je I1L-23 faktor rat i stabilizacije
Th17 stanica(2). 8 VOX[QMHWX UV LV KR G Q RHL73t@nida &BlaxQdd razvoja
autoimunihbolesti poput psorijaze, upalimlesti crijeva, reumatoidnog artsdi i multiple
skleroze(4).

1.2.2. Treg limfociti

5HIXODWRUQL 7 OLPIRFLWL LPDMX YDAaQX XORJX X RG

sustava te tolerancije na vlastitbo sada je identificirano nekoliko vrsta régpornih T
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stani@, koje su u perifernoj krvi zastupliene s oko + 10 % od ukupne populacije

S R PrR.ip NGD&+ T limfocita (6). Foxp3™ (engl. forkhead box PBregulatorne T stanice

koje nastaju u timusmazivaju se prirodndreg stanicea nastaju ligacijom TCR visokog

afiniteta OHY X WILWW U DALY D Q MiB Twe) samdgnod@sfati i na periferiji od
konvencionalnih naivnih CD4+ T stanica u prisutnosti pugtalnih citokina poput TGF , a

nazivamo ihnduciranimTreg stanicam@Treg stanice)7). Uloga Treg stanicge u inhibiciji

aktivacije L P X Q R OoRgbiRada vlastitoproizvodnjom protuupalnih citokina H10, IL-35

i TGF (5). 1D WDM aRddakt@acij®mogu neutralizirati funkciju drugih efebtskih
VWDQLFD XNO Mstgnxey RD3HT &tanice, SULUR G QR X E L QOgidvide VW D QLF
engl. Natural killer cellg, B stanice i drugeAPC stanice(6). Treg sanice ovise o -2 za
SUHALYOWBYWORIHD D VYRMRM SRYUALQL L]JURADZHMX YHO
Potiskuuy SRVWRMHUH LPXQROR&ANH RGJRYRUH SXWHP LJUDYQ
UKOMXPpXMX VHNUHFLMXUFE ULVFRERQQOIPPH*RYLVQH R LQWHUDNEFL
stanica(8).

1.3.Kinaza 1 regulirana serumom i glukokortikoidima

Kinaza 1 reguliram serumom i glukokortikoidima (SGK; engl. Serum and
glucocorticoid tregulated kinase )lsudjelue X VWDQLpPpQRP RGJIJRXBddof QD VW
aktivaciji natrijskih, kalijskih i kloridnih kanala, VWUDALYDQMD VX SRND]DOD G|
6*. GRSULQRVH KLSHUWH Q]LM tezultatiEnefavrihd QURIM kaj& &uH V W L
XNOMXDp LY Drangkripa/D/ONLH XpddaddiHsu deSGK1 WDNRYHU GN®ID X ML N D
b L P E H&ihddkciju Th17 stanicd9). SGK1 je nizvodnametS URWHLQD NRML YHaH
faktor aktiviranih T stanica 5 (NFAT5; endlluclear factor of activated T cellg.Kada se
organizam nalazi uL]LR O R aN L PraXneNEBKI Lsi Diske, ali se znatt®R Y HjuDY D
kada su razinglukokortikoida ili mineralokortikoidaSRYLAHQH +LSHUJOLNHPLMD
upala tDNRYHU PRJX X]UR NR2BE BGK1SNRRkOL airh@addije inzulinom i
pLPEHQLNRP UDVW 3GK3I RS ¥stbriltda )u roku od nekoliko minuta putem
signalnih putova kML XNOMXp XM X -BRiWdAD WBio&dir0it{d 6/ hukina@u i
MTORC2 (engl.Mammalian target of rapamycdin Stimulacija TGF WDNRRMHUDYD
L] U yéaadSGK1 (10).
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1.3.1. 8 p L @6K1 na Thl7 stanice

Dvije studije iz2013. JRGLQH XBBMIHQ FIXM D O Q difexdntijgcp NhMROL QD

stanicaKad suCD4 7 VWDQLFH X]JJRMHQH X XYMHWLPD SRYHUDQH

PO R SDaH Q bnawHeréBijitiamaivnin CD4F stanica u potencijalno majene
7K  VWDQLFH-IVRM R ROOVONHL |, nekrdz {QUE; dngl. Tumor necrosis factgr
(11. VLVRNH NRQFHQWUDFLMH VROL PRrdosti GR7 EtshwWa. GR S
fosforilacijom mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK; engltogen activated protein
kinas§, XNOMXpXMXBGKL)$FH U VSR P HQ HeakivirdizrevboagDinhibitora
ekspresije receptora IL-23 (IL-23R; engl. IL-23 receptoy, odnosno transkripcijskog
b L P E HEDX®I¥engl.Forkhead box protein OLQXNOHDUQRP HNVNOX]LMRP .
SRYHUDQH HNVSUH23R i btahiliFr HegdVisigializdcijuu Th1l7 stanicama
Signalizacija I 5 LQGXFLUD HNVSUHVLMX 525 W difsrén®ljécijiLP D NOI
stanicaThl7(11). 2YL SRGDFL SRND]XMX GD 6*. LPD NULWLpPQX X
Thl17 stanicate dajuuvid u molekularnimehanizam prema KdHP pLPEHQLN L] RNROL?®
SUHKUDQH ERJDWWMRNRGK SIRRWHIEH XSDOX WNLYD

1.3.2 8pLQFLnNA&Treg stanice

SRYHUDQ Dsolu WD Q RyHDU X piL@Nrkeg stanice. Uzgoj ovih stanica u
XYMHWLPD YLV RMEmetikBuilome QikkciAReQ ktanicaPaalelno, 1D& O SRWLpH
L ] U Drdedféddora gamma [FN 5 engl. Interferon gammp u Treg stanicma pLPH VH QMLKR
fendip pomLpH SUHPD |HGRMeERX. NM&K molekularnoj razini, SRYHUDQD
koncentraciiaNaCl PR4H VH QHJDWLYQR RGUD]JLWLI 9 sthlicAQ RWH a
SRYHUDQMHP DNWDRAzaR3EWA SE&K1 negativno regulira populaciju Treg
stanica nuklearnom ekskluzijiom FOXO pLPH VH LQKLEEQXP3 HNQHSMXHQIRM D
WUDQVNULSFLMVNRJ IDNWRUD XN OmkexgahQrl)). X GLIHUHQFLMI

14.30DVWLPQRVW VWDQLFD

SubpopulacijegCD4+ T stanica imaju sposobnost promijersitioj fenotippod utjecajem
FLWRNLQD X QHSRVUHGQR P itiRféhBtip ldéude sBopopURij@aRa SR SUL P
IOHNVLELOQRVW QD]L ¥ D L3MD3E \QMilHp KRR @ [TKAA Sxapicd-Kod ljudi
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mogu ke LJlUDAMYIDWMH WDNR SRVSMHALWL GLIkidd thipévuM D F LM X
sposobnost proizvodnje TGF Poznatge daTGF LQGXFLUD )R[3 L LQKLELUD G
Th17,noako su pisutni upalni citokini poput IE6, FOXP3 induciran TGF-om je suprimiran

te se daj@rednost ekspresiji transkripcijskih faktoraikabgfiniraju Th17 stanicél3). Smatra

VH GD MH QHUDYQRWHAD X |X&WsBkirv unosd salilpdvkezanisR N R Y D
XSDORP L RAWHUIHQMHP RUJDQD PHYXWLP YUOR VH PDOR

zdravim ispitanicima (3).

1.5. Diferencijacijski put

lako Th17 i7UHJ VWDQLFH LPDMX J]QDWQR UBus@uwpon&®VH XOR.
WDNRYNHXIRX L PQRJIH ]DMHG @bjp NeHpdpadijp hihid WalazsviaN H
periferiji, osobito u crijevima, a sastoje se od heterogenih subpopulacija koje su u stanju
SURPLMHQLWL HIHNWRUVNH LOL VXSUHVERAOHVINAiI VERVREQR'
VWDQLFH GLMHOH ]DMHGQLPpPNL -\RPI Q DHYXW-BfaW SRV UHGR Y |
prisutni tijekom aktivacije stanica reguliraju sudbinu ovih star{#p Ipak, postavilo se
pitanje kako TGF PR AaH UHJXO L U D WianiGa dasupro@imLfivh i Faimslikskim
koncentraciama, TGF GMHOXMH }®INLF2G Kako b pptenuo ekspresiju I£23R,
tako g R P L pdiféréncijacijupremaThl7 stanicama. U suprotnim uvjetima, odnosno kada je
koncentracijaTGF visoka, on potiskueL]UDIBDN WH VH UDYQRWHAD GLIF
RNUHUH SUHPD 7UHJ V\MBQaurDnRdju RGRE-H (14» Wasuprot tome,
IL-21 i IL- PRIJX XEQXAEWELMX 525 W SR-YtHBRYHD QM )RRSVLD
diferencijacija Thltanica Stoga, odluka da se stanice stimulirane antigediferenciraju u
Thi7ili Treg staniceRY LV L R Uibkr@ Rojvreighlirajul JUD&D M N GkipXijsikthL K W U D C
bLPEHQINDW I3(LB[S

1.5.1. Diferencijacijski put Th17 stanica

1D VDPRP SRpHWNX GLIHUHQ hdWIDF L/MMVNRJI 78 KXW DV W D)Q L
programe no prisutnostiL-6 RGO XpXMXuD MH VDVWDhYQtakida GAIHUHQF
stimulira diferencijaciju Th17 stanicafosforilacijom i aktivacijom STAT3, koji potom
NGXFLUD JHQH NDUDNWHULVWLp@GHWD D/KV NV WIDRQLIMAHN LN PIRP
(engl. Retinoic xacid xreceptor trelated orphan receptas), il117 i iI23r. STAT3S WDNRVYHU
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ima funkciju L Q KL E L F L NFékPB JiktDcir&n DGF-om te takoinhibira diferencijaciju

Treg staica. lako je kombinacija H6 i TG NULWLPpQL SRNUHWDp GLIHUHQFL
onanije dovoljnada bi Th1l7 stanice potpuno stekle patogena svojstva papatag@ost

Th17 stanicapotrebarsignalposredovan #-23 zajedno s 16 i TGF kako bi senducirao

L ] U Decépkdrazall-23 (4).

1.5.2. Diferencijacijskiput Treg stanica

Za diferencijaciju Treg stanica osim TGFpotreban je i IE2 koji inhibira difrencijaciju

Th17 stanicaTGF fosforilirai DNWLYLUD WUDQ V NSMABZFILSMADBKenpglL PEH QL N
Sma and Mad related protein 2l NRML VH ]D VWKupP FyxmBaiXdjdraju L] U yariaM
zaFoxP3 (4. 8QXWDUVWDQLPQL VLJIQDOL ISRISUDHEGIR foshobllaciid HF HS W
transduktora signala i aktivatora transkripcije 5 ( STAT5; esgginal Transducer and

Activator of Transcription bkojise WD N R #HHAH 1D O BNnducijaR []3U DFéxp3v



HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

.UDWNRWUDMQR SRYHUDQ XQRV NXKLQMVNH VROL NUR
RPMHUX 7K L UHJXODWRUQLK 7 OLPddREEdovaDe dpaldk SRIRGXMH



CILJ
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&LOM LVWUDALYDQMD MH RGUHGLWL ]DVWXSOMHQRVW
limfocita u perifernoj krvi zdravih mladih ispitanika prije i nakon sedmodnedifete s
SRYHUDQLP XGMHORP NXKLQMVNH VROL
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4.1. Ustroj studije

Studija jeustrojena kao nerandomiaimi kontrolirani pokus u kojem i ispitanici bil
SRGYUJQXWL LVWRP HNVSHULPHQWDOQRP SURWRNROX V Yl

4.2. Ispitanici

U gore navedenstudiju ELOL VX Xda@ MIxd HdRrbvoljcioba spola (= 20,
deseta H Qdeset P X & N D.UPD kbl jetrajao 14 dana, aX N O M X p 1) Y7 Dddha Mijdte s
malim udjelom kuhinjske sqlitzv. period ispiranjaniskoslana dijetaNSD) tijekom koje su
ispitanici konzumiralioko 3,5 g kuhinjske @i dnevno prema DASH protokol§US
Department of Health and Human Services; 20662) 7 danadijete s visokim udjelom
kuhinjske soli(visokoslana dijetaVSD) tijekom kojey su ispitanici konzumiraloko 14 g
kuhinjske solidnevno.Uzorkovanje pune venske krvi odvijalo se tijekom dva studijska
posjeta?.i 14. dan protokolaTijekom VSD &o 3,5 gsoli se nastavilo unositi u obliku hrane
dok je ostataksoli bio QDGRPMHA&a&W H Q Xpreha Qdlinevno3ULGUADYDQMH S
prehraneELOR MH SRWYUYHQR D QD O+ VPRV QJFORX XLUVLIDQM 6] LR/OVLU R
bii LVNOMXpHQL StRridH éla@rieronY zeéSHRpdrtenziju ilipienziju, koronarnu
EROH¥MW b@estiiK LSHUOLSLGH P L MeXje, EeXdbidaskQlarndRbMsH, ibolesti
SHULIHUQLK, Nutb¥r@QneKi/ilid upalte bolesti 'RGDWQL LVNOLMliXspQL NUL'
uzimanjeoralnih kontraceptivali S X a H&Yyakilispitanik bio je detaljinoobav MHAWHQ R VYL
SURWRNROLPD L SURFHGXUDRPHRY RJY DWW U IVEBHONERIIN M Bl
LQIRUPLUDQL SULVWDQDN SULMH XODVND Xu SHABWMSRNRO L\
VWDQGDUGLPD XWYUVyHQLPD SRVOMHGQMRP UHYL]LMRP +F
(WLPNRJD SRYMHUHQVWYD 0H (KlaBd: @O20¢R 3EB/07 Broj: Y681 WD 2V L
61-07-21-52). Studija jeprovedena u Laboratoriju za molekularnu OK Q linpudo{ogiju

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 ispitanilaikupljeni su u epruveeé s
antikoagulangm etilendiamintetraoctene kiselinETA) volumena 10 mLBD Vacutainer,
Becton, Dickinson i Company, Franklin Lakes, NJ, SAD2orci su seanalizirali unutar tri
VDWD RG SULNXSOMDQMD 5HDJHQVL moSoXuidedrhinsamith VX NR
periferne krvi (PBMC; englPeripheral blood mononuclear céellprethodno su bili zagrijani
na sobnu temperatukoja je iznosila ~ 20t ¢ (15).

2WSULOLNH P/ SXQH NUYL UD]JULMHY K QR]LWVID R& NJRRQ L
otopinom puferiranom fosfatima (PBS; enghosphatetbuffered salingu omjerul: 1. Za
ovu primjenu Koristile su se epruvete za centrifugu volumena 50Pmiom seuzorak krvi
UDJULMHV+RP WQB®BR QD SULEOLAQR P/ RYLVQR R YRO)»
centrifugiranjeFicol-3D TXHS 3&B 6lealthcare Bio6 FLHQFHV $% 8SSVDOD 4
SDJHuL GD VH VORMHYL QH SRPLMHabMX 3RWRPRGFHH VOLMF
(engl. Relative centrifugal fiel[d800 G s prekidima (Rotina 380, Hettich GmbH & Co. KG,
7TXWWOLQJHQ 4ddrdjPténfpoRrBXuri.QNakon centrifuge, epruvete su stavljene na
stalak, a mononuklearrstanice swidljive kao |IDPXUEQVYWHQ NRML UD]GYDMD &>
bezbojnog medijéSlika 1)(16).

.

Slika 1. Prikaz izolacije mononuklearnih stanica periferne krvi iz pune NUYL SRPROX

medija za odvajanje.lzvorna slika autora.
Slika prikazuje odvajanje mononuklearnih stanica (bijeli prsten) iz pune venske krvi od
HULWURFLWD L VHUXPD SRPRUX JUDGLMHQWD ILNROD

1C
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Mononuklearne staoe prikupljene s u epruvete volumena 10 mL te su ponovno
centrifugirane (10 min, RCF 800G s prekidima) i dvaput isprane ABSom). Nakon
FHQWULIXJH VXSHUQDWDQW $¢HsuESpheRdeir@ EDhH® PEBSaVWDQLF|
Potom je slijedilo b@nje stanicad,4 %-tnom otopinomTrypan plave boje (Sigmaldrich,

MeUFN .*D$ 'DUPVWDGW prsbrbe@ H N®R PRIV M UoNe komore
kako bi se provjerila vijabilnost stanica. Za largg se koristlo —/ VXVSHQ]JLMH VWD

— | RAWZR Bdjaje (16).

Mononuklearne stanice bile dwltivirane u RPMi1640 mediju(engl. Roswell Park
Memorial Institute Medium NRML MH d¥bi@kisgihylDgRitamin (SigmaAldrich,

OHUFN .*D$ 'DUPVWD®\¥tnil MMAIDDPQ D J RMBS ydnghFdtal Bdvine

Serum (SigmaAldrich, OHUFN .*D$ 'DUP VW DiG %Wtni béhidiinStpgdtddnicin

antibiotk & DSULFRUQ 6FLHQWLILF *PE+ (EMGHRadjiMdje)SthhK®Q G 1M H
NRULSWHORPML. FH M DhakoR HHJ D Mdila \nkubddija(Shel Lab, serija C®

Sheldon Manufacturing Inc, OR, SADD) D WHP SHUDW X U If 85 %uglikedg & Q R
dioksida CO;) L UD]LQRP Y Onbail @0RAMijAKOMY2H SaR{17).

4.3.2. Smrzavanjg odmrzavanje mononuklearnih stanica periferne krvi

Za potrebe koprezervacijestanica N R U L & Vdifth&€iL silfoksid DMSO) (Supelco,

Merck KGaA) iFBSuomjerul19. ' RGDWQR GD EL VH VWDAQ tubidesuWR ERO
pohranjeneu posudu za zamrzavanjéir. Frosty® (Nalgene Labware, Thermo Fisher
6FLHQWLILF :DOWKDP 0$ 86% NRMBUuVZONEUOWHEIINADONRKRO L]
tijekom najmanje 24 sats WDQLFH VX SRWRP ZD\CHE Q@ H HPEM FDAWHH @I I KK V
na- f &7).

U svrhu odmrzavanja uzoraka korisseRPMI-164 VWDQLPpQL PHGBM X] GRG
antibiotika, koji je zagrij@@ QD S U37Ef@&L aZxBmegHlodavanja medija, kriotubice sa
X]JRUFLPD S DrafebeluyviedaniX kupelj na 37&S ULEO ma@R yLP VH X]J]RUDN
odvojio od stijenke kriotubice, staniset S U H P M Hépwiv¢® ka eentrifugiranje volumena
15 mL te je dokapavanjendodano 10 ml prethodno zagrijanog medigko bi se izbjegao
RV P RW VW arcesikgdtomceentrifugirani 5 minutana15000kretaja u minutiRPM; engl.

Revolutions per minuteri sobnoj temperaturiNakon dva dodatna koraka ispirasjanica s

5 mL medija, stanicesu resuspendire X P/ VYMHAaHJ PHGdoMdnjenéeWDQLFH
SORpPLFH V suMKi@E@mERQ®DVE, iz5%C0O, L UD]JLQRP YODAQRVWL YHC
tijekom 24 sat417).

11
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4 ODJQHWVNR VRUOWNDODMAQMimMfoSIRP R U

Nakon odmrzavanjd. SRGH&a&DYDQMD E UR N Bneposizdnb prije @adka |
u protokol aktivad MH SR PR U® I {didfocitk bili su izdvojeni iz ukupne smjese
mononuklearnih stanica periferne krvi metodoegativnogPDJQHWVNRJ VRUWLUDQM
komercijalno dostupnog seta MagniS8rtHuman CD4+ T c Enrichment kit (Invitrogen
Thermo Fisher Scientific, Altham, Massachusetts, SAD). Negativho odabrane stamnic
pripremljene za aktivacij(d7,18).

Uzorci suzatim preneseni u epruveteogruglim dnom (12 x 75 mm; BD Falcon,
Becton, Dickinson and Qopany, FranklinLakes, NJ, SAD). Staniceu prethodno bile
ispranedva puta s X PBSom (5 min, 800 G). Stanice su tespendirap X -etbpine
1x PBS/ 3% FBS/ 10 mM EDTA. Nadalie, GRGDQR MHWJIQEL6/RUWE +XPDQ 7 |
Enrichment Kit(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, $&D)
sustanice inkubirae 10 minutana sobnoj temperatuffotom je dodand mL 1x PBSai 10
mM EDTA QDNRQ D lfedlila ddritifdy&800 G/ 5 min). Nakon centrifuge, supernatant
MH RGEDpHQ dddano] R U+LRPBS/3 % FBS/ 10 mM EDTAuz —édngl.
MagniSort zrnacanegativne selekcijeNadalje, slijedila je inkubacija 5 minuta na sobnoj
temperaturi(17, 18)

Nakon inkubacijedodan jel x PBS/ 10 mM EDTAdo 2,5 mLukupnogvolumenate
su stanice ponovno resuspend&aEpruvete su jedna po jednstavljane u magnet
(MagniSortTM Human CD4+ T cell, Enrichment kit; Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)te je slijedila inkubacija tjekom 5 minuta na sobnoj temperatiakon
WRJD PDJQHW NRML VDGUAL HSUXYHWX MH SRGLJQXW V
VXSHUQDWDQW SUHEDpPpHQ X Q&p¥rKatahtSdé Xpranid/ §ediv@ PO
NRQWLQXLUDQRP SRNUHWX EH] WDSNDQMD |EBRivE&R IJXUQR\
NRMH VD G Wi@ahicevdtohleGiise s magneta te su se isprazihiegativno odabrane

stanice bilesu spremne za upotrefli7, 18)

4.3.4. Poliklonska aktivacija mononuklearnih stanica periferne krvi

Kako bi se aktivirale CD#4 T stanice i potaknulo stvaranje citokina bila je potrebna
kratkotrajna aktivacijdijekom 4 sastaSRPRUX NRPHUFLMDOQR GRVWXSQRJ V
NRML fobd WiRL+miristat +13 +acetat (PMA; englphorbol +12 +myristate 43 +
acetat¢ L LRQRPLFLQ X ]DYUEGQRM NRQFHQWUDFML RG —/ P/

12
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eBiosdéenceTM, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)
(17, 19) Kalcijev klorid (CaClk) dodan je mediju za stimulaciju kako bi izazvao dugotrajnu
XQXWDUVWDQLPpQX VLIQDOL]DFLMX N D OStanMeDsuNsB gbibnEL L] D]
kultivirale X SORpLFDPD V MDALFH SUL \BWP& @TO,GI8PW DQLP X
YODAQR\DWRYHU ]DMHKH@QiR s¥ Doda® Bréfeldin A u koncentraciji od

J P /Brefeldin A spfHpDYD SULMHQRV SURWHLQD L] HQGRSOD]!I
DSDUDW WH WLPH VOXaL ND®ijelL QRNRIQVNV RIJY $AHRWNHL. QR/HWIAY
inkubacie GRGDQR MH —1/ 0 ('7% W He tijexonwv 18 In@utd& hh L QN X E |

sobnoj temperatukiako bi se zaustavila reakcija7, 20)

435 ,PXQRIHQRWLSL]DFLMD 7K L UHJXODWRUQLK )R[S

citometrijom

Zastupljenost Th17 (CD3 CD4+ i IL +17+) i regulatornih T limfocita (CD3 CD4',
CD258"" CD127°" i Foxp3+) u ukupnimSRP QL p N L P- Rlimfocitima izoliranim iz
periferne krvi RGUHYHRHDWREBRP SURWR RQjél sWIDWR pE WU IENRMHQMD
stanice bile sureverzibino RELOMHAaHQH |LN YV viabiDd3tFFRabieRAARIB ] D
"\H H)OXRUGE H"% InRitvogénH Iy FHhermo  Fisher Scientific, Waltham,
Massachusl WWYV 6%$' D Q H\eSpgddradbdnQ VenieR prdtijela z&c receptor
(FcR; engl.Fc Receptor blokirano je dodavanjem 5 uL HumaRc Block (BioLegend, San
Diego, Kalifornija, SAD). Nakon osaminuta inkubacije pri sobnoj temperaturi, uzorcij@a
dodanaVPMHVD VSHFLILpQLK dnihpmitutie keko SijelkR RELOMH &

=D RGUHYLYDQMH 7K OLPIRFLWD &' 3HCDRPEQYDRQ 2.7
(klon RPA-T4), eBioscience), CD196 APC (klon R6H1, eBioscierick)-17A FITC (klon
eBio64DEC17, eBioscience), doku za R G U Hjg Lr¥gbl&ornih T limfocita NRUL&AWHQD
protutijela CD3 FITC (klon OKT3, eBioscience), Foxp3 PE (klon 236A/E7, eBioscience),

CD4 PerCP (klon SK3eBioscience), CD127 RPEy7 (klon eBioRDRS3, eBioscience)dD25
APC (klon BC96, eBiosciencg]7).

U protokolu za bojaje stanicakoristio sefosfatni pufer s dodatkom 0,51 % JRYHYyHJ
serumskog albumina (BSAengl. Bovine serum albumjni 0,1 % natrijeva azida NaNs)
SULODJRYHQH SRGY 8 UMEHGQENRMIEIN0 dostupan set pufera za by
unutatVWDQLpPpQLK L QX N3 Bthirgng Kufl@BMoscidAc@R7).

U svrhu optimizacijeprotokola bojaja, tijekom uhodavanja pokusaripremile su se

jednobojnefluorescencijske minus jedan (FMO; enfgluorescence Minus Oheneobojene i

13
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negativne kontrole kako bivVH VD VLJXUQ RA&ikovatiP@zitnd stanice od
pozadinskogQHJDWLYQRJ L QHe@B.FLILPQRJ ERMD

Kompenzacijska matrica L]UD p X Q D WSIR P RVIEK NRPHUFLMDOQR €
kompenzacijskih  kuglica BD ECompBeadAnti-Mouse ,J  Negative Control (BD
Biosciences, San Jose, CA, SAQgdnobojnih kontrola. Mjerenjazorakaprovedeno jena
%' )$&6&DQWR ,,E SURWRDPQRP FLWRPMHWEEX CA%HFAWRQ 'LF
oprenifjenim s dva lasera, plavilArgon 488 nmi crvenim Red HeNe633 nm Analiza i
vizualizacija podatakevedena jeSRPRUX )ORZ/RJLF SURJUDPD Y , QLY

Mentone; Australija).

6WDWLVWLpNH PHWRGH

I1XPHULPN Lopgs& GsDDMFULW PHWLPpNRP VUHGLQRP L VWDQGDUGC
normalne raspodjele D X RVWDOLP VOXpDMHYLPD PHGLMDQRP L JUD
1RUPDOQRVW UDVSRGMH @/H VQAXIPUHRJQ P NM Reav§Bid\RM 800 R
5D]OLNH QRUPDOQR UDVSRGLMHOMHQLK QsxiR I4kuiphipeNLK Y D
testiranesu uparenimW WHVWRP D X VOXpDMX RGVWXSDQMD RG QR
testom.Sve pvrijednostisu GYRVWUDQH 5D]ISRY WO [©OIVME@DY. Wdad QD
VWDWLVW INoRNUXL W\ QWL W [Grayph PEARRISINB P11 (GraphPaaftware,

San Diego, CA, USA)

14
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5. REZULTATI

5.1. Th17 stanice

PopulacijaT limfocita u ukupnoj populaciiMHGQRVWUXNLK aLYLK PRQRQX
periferne krvidefinirana jeSR P RRE L O M B ¥ B ls&¢tsRevzEnkprema naprijed (FSC;
engl. forward side scattgri CD3 markea strategijom susljednog postavljanja prozora u

programuFlowLogic (Slika 2).

250 J
200 J : .
_ Zive stanice
Singlets %P: 65,21
x 1504 %P: 93,60
3
-
200 250 50 100 150 200 250
(3) @) FSC-A
5 T stanice
10 o p-
%P: 96,07
200 ]
o ,041
< 150 5
§ a
Ll
[=]
100 J © 40373
50
Limfociti 0+
%P: 93,97
S‘O 100 150 200 250 5'0 |(;0 lf;O 2(')0 25'»0
FSC-A FSC-A

Slika 2. Strategija analize T limfocita iz periferne krvi ispitanika metodom SU R R p

citometrij e

Jednostruke stanice (tzv. singleiadvojenesu analizom RELOMHAaAMD YLVLQH UDVSL
naprijed (FSGH; engl. Forward side scatter height)y $RY U &IDYIKBSUEGHQMD SUHPD Q
(FSGA; engl. Forward side scatter ared) GRN VX PUWYH VWDQLFH LVNOWN
bojanja fiksabilnom bojom za vijabilnost stanica (FVengl. Fixable Viability Dyg (2).

Limfociti su izdvojeni analizom FS€i SRYUALQH S RMWI3DNQEIRERJ]. Side

scatter area)(3), dok su T lindciti definirani analizomRELOKRSEGAMDH L]WCDADMD

markera (4).

15
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Th17 stanice definiransu istovremenimL ] U D & D M H P-1& molekuléa(Slika 3), a
analiza dobivenih podatakaokazalaje danje GRAOR GR VWDWLVWLpPNL JQDp
frekvencijama Th17 anica u perifernoj krvi nakon seduohevne VSD u odnosu na NSD
(p=0,1936 Sika 4). Za ocjenu sredinpodatakaW LM HNRP 96" L 16" NRULaAWHQD |
VUHGLQD D NDR PMHUD dejaciaU SBBHRENDEF LV WD QsBeBiiGiE O/ L p N X
standardnu devijaciju tijekom VSD iznosili su 0,66 (1,15), a tijekom NSD 0,34 (0,27).

NSD VSD
(1) (2)
1057 k 1057 CD4+IL-17A+
9912%‘ STAs %P:1,04
";5 1043 3 1043
* :
é 1037 © 4037
04 0
o 103 108 105 0 103 104 105
ILA7TAFITC ILATAFITC

NSD - Niskoslana dijeta
VSD - Visokoslana dijeta

Slika 3. Analiza Th17limfocita PHWRGRP SURWRPQH FLWRPHWULMH

Analiza Thl7 limfocita tijekom NSD (1) i VSD (2)definiranaje SRPRuUX &'-17A ,/

markera

1€
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Slika 4. Promjena udjela Th17 stanicaijekom NSD i VSD.

Isprekidane crtice te njihov smjer predstavljaju promjenu udjela Th1l7 stanica u perifernim
mononuklearnim stanicama svakog pojedinog ispitanika nakon visokoslane dpeteni t
test (p =0,1936).

5.2.Treg stanice

Tilekom analize Treg stanica najprije je u ukupnoj papiji MHGQRVWHXNLK a
mononuklearnih stanicaefinirara subpopulacija periferniff limfocita analizom LJUDaDMD
CD3 markera (Slika 5). Potom su ukupne periferne Treg stanice definirane kao
CD25+Foxp3+subpopulacijstania XQ XWDU SHULIHUQRJ (Fkd8).DQLPQRJI RG

Ispitanici suimali Q H& W RS QR ¥ Mrifed@dtl udjelaperifernin Treg stanica nakon
96' PHyYXWLP \avdRa\dbhiwahihppddataka je pokazala da §eRaOR GR ]QDpDWNV
promjene udjela Treg stanica nakon VSD u odnosu na (pSDD, 2883 Sika 7). Za ocjenu
sredinepodatakaWLMHNRP 96" L 16' NRULAWHQD MH DULWPHWLpPND
standardnadevijacia 3RGDFL ]D DULWPHWLpPNX VUHGLQX L VWDQG
iznosili su 14,54 (7,75), a tijekom NSD 13,49 (7,53).

17
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Slika5. 6 XVOMHGQR L] GYDMDQMH 7 OLPIRFLWD L] SHULIHUQH
citometrije

Jednostrukestanice (tzv. singlets) izdvojene su analizomASGSG+ RELOMHAaMD GR
PUWYH VWDQLFH LVNOMXpHQH QD WHPHOMX ERMDQMD ILN"
(2). Limfociti su izdvojeni analizom FSL£i SSE$ SDUDPHWDUD QD 2hetésti OM X Y H
stanica (3), dok su T limifociti definirani analizom F®Cparametra i analizom CD3

markera (4).

18
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60OLND $QDOL]D 7UHJ OLPIRFLWD PHWRGRP SURWRDpPQH FL

Analiza Teg limfocita tijjekomNSD (1) i VSD (2)definirana e SRPRUX &' L )RI[S
markera.

Slika 7. Promjena udjela Treg stanicatijekom NSD i VSD

Isprekidane crtice te njihov smjer predstavljaju promjenu udjela Th1l7 stanica u perifernim
mononuklearnim stanicama svakog pojedinog ispitanika nakon visokoslane dpeateni t
test (p =0, 2883)
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6. RASPRAVA

PopulacijeThl7 i Tregstani@ pripadaju VW HpHI@IRPPXQRORANRJ VXVWDY
PHYXVREQR wogdumd.[DQK Fhl7 stanice imaju proupalnu ulogu, Treg staipebeju
SURWXXSDOQR pLPH VSUHpPpDYDMX HPLWRMR D X BV@HaPDOQD M XE R/(
procesa -HGQD RG YDAaQLMLK , k@eRjd elev#ntna \ZaVdyaraiE Dloga u
nastanku autoimunih bolesti, poput psorijaze, upalne bolesti crijeva, reumatoidnog artritisa i
PXOWLSOH VNOHUR]H 3R]QDWR MH GD SUHNRPMHUQD N
NDUGLRYDVNXODUQH EROHVWL QR S RdsDakbvacike WWHE B Q\RRRIO
LPXQRORANRJ VXVWDYD SURPLpXUL GLIHUHOQFY@RWIHMX 7K
Treg stanica (2)Upravo zato, ¥ H MH YL&H LV WU D autj¥dajQisbReldkd@ D LV SL'
koncentracije soli na udibdiferencijaciju/ transdiferencijacijurh17 i Treg stanicaodnsno
X p L QN Han®drundsa soli prehranomhaP XQRORANL VXVWDY

Iz tog su razlogadernandez i surSURYHOL LV WUD & Lugije® MbKkazxti NRMHP
inhibitornu ulogu NaCl na supresivnu funkciju Treg stanica. Visoka koncentracija NaCl od
10 £do 40 mM V S UL M Hrp Lit@oDsupdddivni efekt humanih Treg staniddadalje,
povHaina koncentracija NaCl stimulirala fenotip Treg stamia prema proinflamatornom
7UHJ THQRWLSX 7K VWDQLFD 7DNRYHU pMipaléog &idknaGR SRY
IFN 5te do ekspresijiemRNA povezane s Fh X N OMWMXPLX 5i2IRX/A. U istom
LVWUD a baubaiatia INF- OMXGVNLP QH X Witijdoé Lddveld j XdoL P D
rehabilitacije supresivnih funkcija T reg stanicaisokoslanim uvjetim#9).

OHYyXWLP /XR L VXU GR&OL VDR JUDIDMY LW SR GUIXC WD
koje nastaje na periferiji ili in vitro uvjetima, tzv. inducibilne Treg Treg stanice Oni su
dokazali dani razvoj ni funkcija ljudskih iTreg stanica, nisu smanjesiijed L] O RstiHQR
visokoj koncentraciji soli Nadalje, dokazali su da velika koncentracija sQiH SRMWLpH
promjenu fenotipaTreg stanicau fenotip Thl ili Th17 stanica Za razliku od iTreg, kod
SULURGQLK 7UHJ VWDQLFH NRMH Q D ViosbiKlixkciu MoXSP XaWKRQ D & C
VXIJHULUD Y H paten¢idlUTr&yHtdn¢d/Réd. oboljelin od autoimunih bol2ti).

S druge straneKleineweitfled i sur. st DaLOL VX XWMHFDM YLVRNH D
(10 £40 mM) nain vitro diferercijaciju ljudskih Th17 stanicée pokazalida u tim uvjetima
Th1l7 stanicaSRMDpD QR ILJIIAR AP Y O M MXL-9 i nekolikodrugihkemokina(22).

,VWUDALYDQMD QD OMXGLPD X ®RHRP BNRICADX MNHXLV XV B D &LF
MH XNO sXdobrdvbl@add PHYXWDPUD]OLNX RG QID\AW U CRALROD R NIRIOND
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RASPRAVA

podijeljeno na 3 dijela. U prvom dijelkkoje je trajalo 3 dana, ispitanici su konzumirali
XRELPpDMH Q Rot8ru jd KlijediQazdoblje visokoslane dijet&oje jetrajalo 7 dande

naposljetku ragoblje niskoslane dijete NRMH M tiajalo ¥ Mid&hgbzorci urina i krvi su

opetovano uzorkovani te je na te@MX WRJD RGUHVYHQD GLQDPLND SU
periferninTh17 i Tregstani@. Najprije se udidhl7stanicasmanjios S RY H U DiG@s4 Iddh

X KUDQL L]PHyX D IDWIGD®H SRVWXSQRz®BjH MisokReaieR WL MH
dijete.S druge strandgroj TregstanicaV H S R Yoldjékont pva 4dana, a zatim se smanjio

i osto QD QL aR fifekbhD ¢ifel@d. razdoblja s visokim unosom sdlimjer Th17/Treg
stanica ]QDp DMK RELR SRY Idai DOQ ddvé&xok je 17. dan]DELOMHAaH&®D SRYUL
osnovnu vrijednost (3).

-Rda MHGQR LVWUDALYDQMH X NRMHP VX LVSLWDQLFL I
OHNVLNX 8 WRP MH LVWYWUDIELEDQM XL VX ICWPIRNRNVIR RQ ML K D p X (
SRPRUX ri@Nd 28- VDWQLP LFOXQMWODRWIH XULQRP L SRPRUX Sl
5HIXOWDWL RYH SUHVMHpPpQH VWXGLMH SRND]DPKAEH VADGD
diferencijaciju i funkciy Th17 i Treg stanica u perifernoj krvi zdravih ispitanika).

WenstedtL VXU VX WDNRYHNRSDRMH OLLV Wil @hrsing MHF D M
niskom ivelikom koncentracijom soli na Th17 i Treg stani@a zdrave mlade ispitanikel
RYRP LVWUDALYDQMX VXGMHORYDOR Ndd d8B3\oliceUD YLK PX
normalnim indeksontjelesne mase, funkcijiom lUHJD L SRpHWQLP NUYQLP WO
razdoblja niskoslane dijete konzumirana su otprilikgr@ma soli dnevno, a za prehranu
tijekom visokoslane dijet&d7 grama soli dnevnho7 DNRYHU NDR QL X SUHWKRGQ
dokazana povezanodt|]PHY X YLV RN R \p@Dj@ndm@dj&bHWLA | Yreg stanica u
perifernoj krvi(24).

8 RYRP VH UDGX LVWUDALYDR XWMHFDM VHGPRGQHYQF
zastupljenost Th17 i Treg limfocita u perifernljUYL J]GUDYLK PODGLK LVSLWDQI
je sudjelovalo 20 ispitanika, a ono je trajalo dva tjedPrvi tjedan su ispitanici bili na
niskoslanoj dijeti, dijekom 2. tjednana visokoslanogijeti 6 WDWLVWLpPpNRP DQDOL]R
podatakanismo XWYUGLOL |QDpDMQH S URP/NM HeyHstakicapetifeme] QFLMD P
NUYL QDNRQ VHGPRGQHYQH GLMHWH V YLVRNLP XGMHORP
X RYRP LVWUDGILYYDAMX¥WUDALYDQMLPD SURYHGHQLP X OH
sudjelovaorelativnomali EURM LVSLWDQLND WH GD EL SRWHQFLMDORQ
ELWL QD YHUHP HBPRWX KYREAUDEAFRDbDbIlo provesti kohortnu studiju uz
DQDOL]X UD]OLpPpLWLK NOLQLPNLK L OFHRUQ@IW RVUWN DN L K D8R\
VX QD &LY RWh@nd vjetina. O L WH VX QMLKRYL UH]XOWDWL VX
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provedenim na ljudmalDYHGHQH UD]J]OLNH VH GMHORPLKk&KN PRJIJX RE
razdobljegn L]O R A H QR V WdijetL V S$ RNDHULONDL BoliXdpimain® Btedije koriste

VSD tijekom minimalno 14 dana), dobra regulacija koncentracijé WNperifernoj krvi (za
UD]JOLNX RG SHULIHUQLK WNLYD SRSXW SUREDYQRJ WUDN)
AQHXWU D O QL PdnPigpida@itifa ble@ evidentnih upalnih procesa u organizmu.

Neosporivo je negativno djelovanpeekomjermg unosa kuhiske soli u organizama
SRMHGLQDpPpQH R W pEv@rivradd kerdidvsgkilgrdi sustav te bubreg@ H MH YLaH
PHYXWIOQMPQVWYHQLK GRND]D MS3D QD DIV XRIO KHPMNQ DWNXVWDY
SURPRYLUDQM Qenpd $3D@LH LW RIEYNREMO] ZbQgDtogapotrebra su dodatna
LVWUDALYDQMD NDNR ELVPR EROMH UD]XP Ma@dulagijd KDQL]P|
imunoORANLK SURFHVD WH NDNR LVWR PRAHPR LVNRULVWLWL
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7 =$./-8y%.

7THPHOMHP GRELYHQLK UH]XOWDWD L] SURYHGHQRJ LVW

.UDWNRWUDMQD GLMHWD V SRYHUDQLP XGMHORP NXK

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

ispitanika.
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8 6%4(7$.

Cili LVWUDALY D QadtiplieRd3tUrHIG L Weg limfocita perifernoj krvi zdravih
PODGLK LVSLWDQLND SULMH L QDNRQ VHGPRGQHYQH GLMH)

Nacrt studije: Studija je ustrojena kao nerandomizirani kontrolirani pokus u lsajem
VYL LVSLWDQLFL ELOL SRGYUJQXWL LVWRP HNVSHULPHQWD

,VSLWDQLFL L PHWRGH GGRIY\DW U D] &LIVDYLMXODXG IV )GARNEKM R Y R
PXaANDUD/MADUDALY D QM HnaMeHje Wild pddieleri® nsed@alnevno razdoblje
NSDi sedmalnevno razdoblj&SD. Tijekom prvog razdobljaspitanicisu konzumirali3,5 g
soli, atijekom drugogl14 g solidnevno.Nakon svakogazdobljaispitanicima je uzorkovana
periferna venska krv iz koje su na gradijentu fikalalirane mononukleara stani@. Stanice
su do analize pohranjema- f &a odmrzavanjeizoraka koristio se RPMI640medijuz
dodatak FBSa i antibiotika.Dio stanica N R U Lj& & Hr@nofenotipizaciju Tregtanica Iz
preostaloguzorka izdvojenisu ukupni Th limfociti PHWRGRP PDJQHWVNRJ VRUWL
komercijalno dostupnog setéMagniSorf™ Human CD4+ T cell Enrichment kit Za
poliklonsku aktivaciju Th stanicaN R U L & kKgrHegcijalitset NRM LV D Gilibadmisio $
(eBioscienc” Cell Stimulation Cocktail). Naposljetku je slijedilenunofenotipizacija Th17
limfocita S R P RBDXFACS Canto licitometra =D VWDWLVWLpPpNX @@ L]X NRI
Graph Pad Prism v6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Rezultati:Nema ] Q D p pidm@}efie u perifernim udjeha Treg i Th17 stanica nakon

sedmanevne VSD u odnosu na NSD

=D N O Mk@ikotdajnha GLMHWD V SRYHUDQLP XGMHORP NXKLQI

zastupljenost Th17 i Treg limfocitaperifernoj krvi zdravih mladih ispitanika.

.OMXpQH ULMHpPL 7K TV, In&kev klddid XODWRUQL
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SUMMARY

9. SUMMARY

Title: The effect of shofterm diet with increased NaCl content on the frequencies of

Th17 and Treg lymphocytes in the peripheral blobbealthy young subjects.

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

blood of healthy young subjects before and after a sdagrhighsalt diet

Study Design: The study was organized as a nonrandomized ceshtesdberimentn
which all subjects wersubjected to the same experimental protocol with multiple replicate

measurements.

Participantsand methodsHealthy young volunteers of both sexes (10 women and 10
men) participated in the study. The study lastéddays and included aday period of low
(NSD) and a tlay period of high salt intake (VSD). In the first parttio¢ study, subjects
consumed 3, g of salt, while during the HSD intended salt intake was around 14 g per day.
On days 7 and 14 of the protw peripheral venous blood was sampled from which
mononuclear cells were isolated on a ficol gradighe cells were then stored-at [ &
until analysis. RPMIL640 cell medium with the addition of FBS and antibiotics was used for
cell recovery. Immeidtely 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 commercialljailble set (MagniSortTM Human
CD4+ T cell Enrichment). Acommercial set containing PMANnd ionomycin was used for
polyclonal activation of Th cell{eBioscienceTM Cell Stimulation Cocktail). Finally,
immunghenotyping of Th17 lymphocytdsy BD FACS Canto |l 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 Zday VSD compared to NSD.

Conclusion: A shorterm highsalt diet had no significant effect on Thl7 and Treg

Ifrequencies in the peripheral blood of healthy young subjects.
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