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1. UvOD

1.1. UTJECAJ POVECANOG UNOSA SOLI NA NASTANAK
KARDIOVASKULARNIH BOLESTI

Unos soli vazan je za odrzavanje volumena i osmolalnosti plazme te odrzavanje razli¢itih
tjelesnih funkcija (1). Procijenjeno je da je dnevni unos soli prosjec¢ne odrasle osobe U
Republici Hrvatskoj 8-12 g/dan, $to daleko prelazi vrijednosti od preporuéenih 5 g/dan prema
smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije. Povecani unos soli izravno je povezan s
nastankom kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti koje su vodec¢i uzrok smrti u svijetu
(2, 3). Studije su pokazale da i male redukcije unosa soli, oko 2-2.6 g, smanjuju rizik za
nastanak kardiovaskularnih bolesti (KVB) za 30% (3). Patofizioloski mehanizam nastanka
KVB (ateroskleroze, ishemijske bolesti srca) ukljuuje interakciju upalnih 1 koagulacijskih
procesa. Glavni su regulatori ovih procesa endotelne stanice koje u uvjetima homeostaze
djeluju antikoagulacijski i protuupalno (4). Zapazeno je da visoki unos soli hranom izravno
negativno utjeCe na endotelnu funkciju. Dovodi do lucenja prokoagulacijskih i proupalnih

medijatora te povecane adhezivnosti leukocita (3, 4).

1.2. ENDOTEL | ENDOTELNA FUNKCIJA

Vazan ¢imbenik u odrzavanju vaskularnog tonusa jest endotel. Endotelna funkcija odrazava
se kao sposobnost endotela u otpustanju razli¢itih vazoaktivnih tvari u svrhu odrzavanja
vaskularnog protoka. U odgovoru na vaskularne promjene protoka, endotel djeluje
vazodilatacijom ili vazokonstrikcijom. Jedan od vaznih medijatora relaksacije krvne zile jest
dusikov oksid (NO). Dusikov oksid otpusta se iz endotelnih stanica kao odgovor na Zilni stres
i razli¢ite spojeve (acetilkolin, bradikinin). Djeluje vazodilatacijski te sprje¢ava adheziju i
agregaciju trombocita, adheziju i migraciju leukocita, a osim toga inhibira proliferaciju
vaskularnih glatkih miSiénih stanica (5, 6). Nekoliko istrazivanja pokazalo je kako
prekomjerni unos soli negativno utjede na endotel promoviraju¢i endotelnu disfunkciju. Cak i
kratkotrajna izlozenost visokim razinama natrija u normotenzivnoj populaciji dramati¢no
smanjuje vazodilatacijski odgovor krvozilja na acetilkolin (3). Na pojaCanu sintezu i

oslobadanje NO utjece i angiotenzin II, Sto Stiti endotel od pretjerane vazokonstrikcije (REF).
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Osim cimbenika koji djeluju vazodilatacijski, iz endotelnih stanica oslobadaju se i
vazokonstrikcijske tvari kao sto su endotelin te tromboksan.

Oslobada se iz svih endotelnih stanica, a posebice iz oSteCenih te dovodi do snazne
vazokonstrikcije (7). Hipertenzija, dijabetes, pusenje, pretilost, fizicka neaktivnost povezani
su s razvojem ateroskleroze i ishemijske bolesti srca. Kroni¢na izloZenost navedenim
¢imbenicima rizika ima S$tetni ucinak na cirkulaciju prevladavaju¢i obrambene mehanizme

vaskularnog endotela, ¢ime ugroZzava njegov integritet i inicira endotelnu disfunkciju (8).

1.3. ENDOTELNA DISFUNKCIJA

Endotelnom disfunkcijom opisujemo osteéenje endotela i njegovu poremecenu funkciju koja
nastaje djelovanjem razli¢itih Stetnih ¢imbenika. U uvjetima kroni¢ne hipertenzije ili
ateroskleroze, smanjena sinteza NO moze dovesti do pretjerane vazokonstrikcije te
pogorsanja hipertenzije i oStecenja endotelnih stanica (7). Dakle, oste¢enje endotelne funkcije
najcesce se ocituje smanjenom bioraspolozivoséu NO, a dominacijom vazokonstriktora (5).
Smanjenje bioraspolozivosti NO moze biti uzrokovano smanjenom ekspresijom eNOS i
nedostatkom njezinih supstrata i kofaktora, poremec¢ajem u stani¢noj signalizaciji i poja¢anom
degradacijom NO (9). Istrazivanje na Dahl SS Stakorima na visokoslanoj dijeti (VSD)
pokazalo je kako oksidativni stres smanjuje bioraspolozivost NO zbog povecane proizvodnje
kisikovih radikala, a pri tome su izlozeni kroni¢no niskim koncentracijama angiotenzina Il.
Kroni¢no niske koncentracije angiotenzina Il tijekom VSD (ili paradoksalno, niskoslane
dijete kod Dahl SS Stakora) utjeCu na aktivnost antioksidativnih mehanizama i dovode do

nastanka oksidativnog stresa smanjenjem aktivnosti enzima kao Sto je superoksid dismutaza

(10, 11).

1.3.1. ULOGA OKSIDATIVNOG STRESA U ENDOTELNOJ DISFUNKCIJI

Veliki broj studija pokazuje kako je oksidativni stres uklju¢en u patogenezu razli¢itih KVB -
hiperkolesterolemiju, aterosklerozu, hipertenziju, dijabetes (9). Oksidativni stres stanje je u
kojem dolazi do neravnoteze stvaranja reaktivnih Kkisikovih radikala i antioksidativnih
mehanizama. Antioksidativni sustav ukljuuje enzime: superoksid dismutazu, katalazu,
glutation peroksidazu i glutation reduktazu. Ovi enzimi odrzavaju ROS u niskim
koncentracijama koji tada djeluju kao stani¢ne signalne molekule sudjelujuci u procesu rasta,

adhezije i diferencijacije stanica. Stvaraju se na mjestima upale i ozljede. U visokim

2
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koncentracijama mogu dovesti do ostecenja stanice (12). Postoje razliiti enzimski i
neenzimski sustavi koji sudjeluju u procesu stvaranja ROS-a. Enzim NADH/NADPH
oksidaza nalazi se na staniénoj membrani polimorfonuklearnih stanica, makrofaga te
endotelnih stanica (13). Nekoliko studija pokazalo je kriticnu ulogu enzima NADH/NADPH
oksidaze u hipertenziji induciranoj angiotenzinom Il na kulturi glatkih misi¢nih stanica
Stakora. Uoceno je da angiotenzin II povecava aktivhost NADH/NADPH oksidaze te tako
dovodi do akumulacije ROS-a (9). U stanju velikih metabolickih zahtjeva (npr. ozljeda),
mitohondriji predstavljaju veliki izvor ROS-a, §to moze biti jedan od uzroka endotelne
disfunkcije (13). U fizioloskim uvjetima, endotel regulira upalu krvozilnog sustava kroz
proizvodnju NO, uklju¢ujuéi i ekspresiju i adheziju molekula i leukocita. Cini se da endotelna
disfunkcija promovira upalu krvozilnog sustava, ali 1 upala promovira endotelnu disfunkciju
te tako predstavlja ¢imbenik rizika za KVB. Postoji uzrocno-posljedi¢na veza izmedu upale 1
oksidativnog stresa (8). Visoke razine ROS-a poti¢u aktivaciju nuklearnog faktora kappaB
(NF-kB), sto dovodi do proupalnog odgovora karakteriziranog povisenjem razina TNF-a,, IL-
1 1L-8 (3, 13, 14). Visoke razine TNF-a nalazimo u razli¢itim KVB. Pokazalo se da visoke
razine TNF-o promoviraju nastanak ROS-a djeluju¢i na NADPH oksidazu i ksantinoksidazu

te smanjenje ekspresije i povecanje degradacije eNOS (8, 13).

1.4. UPALA KAO PROMOTOR RANIH STADIJA ATEROSKLEROZE

U nastanku ranih aterosklerotskih lezija vaznu ulogu ima upala. Dolazi do regrutacije
monocita i T-limfocita te ekspresije specificnih molekula na endotelnim stanicama koje
posreduju leukocitnoj adheziji. Nakon adhezije, leukociti prolaze kroz endotel i migriraju u
intimu, $to je posredovano kemotaksijskim faktorima kao $to je MCP-1. Faktor MCP-1
pripada obitelji citokina vaznih za regrutaciju monocita na mjesto upale. Navedena kaskada
dogadaja inicira nastanak rane aterosklerotske lezije i1 stvaranje upalnih citokina ¢ime se
promovira upalni proces (Slika 1.) (15). U intimi se monociti pretvaraju u makrofage i
izrazavaju receptore bitne za unos lipida i pretvorbu makrofaga u pjenusave stanice (8, 15).
Ovaj dogadaj pracen je migracijom glatkih mi$i¢nih stanica u nastali plak. O ravnotezi pro- ili
antiinflamatorne aktivnosti, ovisit ¢e daljnja progresija aterosklerotske lezije (15, 16).

U eksperimentalnim studijama na miSevima uoceno je da blaga dehidracija, koja uzrokuje

mala povecanja ekstracelularnih razina natrija (unutar fizioloskog raspona), aktivira upalne



UvoD

signalne puteve, povecava adhezivnu sposobnost endotela i dovodi do vaskularnih promjena

koje poti¢u aterosklerotske promjene i zadebljanje endotela u koronarnim arterijama (4).

1.4.1. SIGNALNE MOLEKULE KOJE SUDJELUJU U NASTANKU
ATEROSKLEROTSKE LEZIJE

U upalnom procesu sudjeluje velik broj razli¢itih molekula kao $to su citokini, adhezijske
molekule, CD40/CD40 ligand, metaloproteinaze i dr. Citokini su skupina molekula koja
ukljucuje limfokine, interleukine (IL-1, IL-2, IL-10...), faktor tumorske nekroze TNF-a,
kemokine, kao $to je MCP-1 te interferone (IFN-y). Neki od njih djeluju antiinflamatorno, kao
Sto je IL-10 te tako inhibiraju razvitak ateroskleroze, dok drugi promoviraju taj upalni proces.
Primjerice, TNF—a potic¢e stvaranje adhezivnih molekula na endotelu, kao sto je ICAM-1 te
tako pomaze u leukocitnoj adheziji, odnosno proinflamatorno (15).

Osim toga citokini poti¢u endotelne stanice i makrofage na ekspresiju adhezivnih molekula
kao $to su E-selektin, VCAM-1 i ICAM-1 (8, 13). Na poticaj IL-1 i TNF-o endotelne stanice
izrazavaju E- i P-selektin koji potpomazu kotrljanju (,,rolling®) i sidrenju leukocita za endotel
te tako sudjeluju u ranim stadijima aterogeneze (Slika 1.). Obitelj selektina ¢ini E-selektin, P-
selektin i L-selektin. E-selektin i P-selektin izrazavaju endotelne stanice, dok je L-selektin
izrazen samo na leukocitima (17). PoviSene razine E-selektina, zajedno s poviSenim razinama
ICAM-1, pronadene su u pacijenata s ishemijskom bolesti srca i koronarnom aterosklerozom,
za razliku od kontrolne skupine.

CD40L stani¢na je povrSinska molekula koju izrazavaju aktivirani T-limfociti i trombociti
tijekom stvaranja tromba. Nakon $to je izrazen, CD40L povecava stvaranje IL-8 i MCP-1,
vazne kemotaksijske faktore neutrofila i monocita. PotiCe i stvaranje E-selektina, ICAM-1 i
VCAM-1, medijatore potrebne u adheziji neutrofila, monocita i limfocita za endotel. Takoder,
tijekom procesa ekstravazacije leukocita, luée se metaloproteinaze koje poticu strukturne

promjene i napredovanje aterosklerotske lezije (15, 16).

1.42 LEUKOCITNA MIGRACIJA | ADHEZIJA

Migracija 1 adhezija leukocita za endotel nuZna je za ucinkoviti upalni i imunoloski odgovor.

Kod kroni¢nih upalnih bolesti kao §to je ateroskleroza, dolazi do aktivacije endotelnih stanica
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i luenja kemokina koji pomazu migraciji, a u koju su ukljucene stani¢ne adhezivne molekule

— CAM (18).

KOTRUANIJE ADHEZIJA MIGRACIJA KROZ ENDOTEL

(=[] = | ] &« | « | =

LEUKOCIT

INTEGRINI SELEKTINI

DN

17
CAMS (ICAM, VCAM)

N 7

ENDOTELNE STANICE

A~
KEMOTAKSIJSKI FAKTORI
(McP-1)

Slika 1. Kotrljanje i migracija leukocita do mjesta upale. (vlastiti crtez)

1.4.2.1 STANICNE ADHEZIVNE MOLEKULE - CAM

CAM pripadaju imunoglobulinskoj superobitelji koja se sastoji od stani¢nih povrSinskih
proteina za prepoznavanje antigena (Cl-tip), za vezanje komplementa ili stani¢nu adheziju
(C2-tip). Nekoliko ih je uklju¢eno u leukocitnu adheziju, a izrazavaju ih endotelne stanice:
medustanicna adhezijska molekula (ICAM-1, ICAM-2), vaskularna stani¢na adhezijska
molekula (VCAM-1), trombocit-endotel, adhezijska molekula (PECAM-1) i mukozni adresini
(MadCAM-1). ICAM-1 je eksprimirana na leukocitima, fibroblastima, epitelnim i endotelnim
stanicama te sadrzi vezno mjesto za leukocitni integrin, $to je bitno prilikom adhezije za
endotel. MadCAM-1 ima sposobnost vezanja ouf; integrina i L-selektina. PECAM-1 se
nalazi na endotelnim stanicama, trombocitima i leukocitima, pretezito monocitima i

neutrofilima te sudjeluje u leukocitnoj migraciji.
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1.4.2.2 INTEGRINI

Integrini su transmembranski proteini koji se sastoje od nekovalentno vezanih o i 3 lanaca, a
posreduju u prijenosu signala (17). Za ekstravazaciju leukocita do mjesta upale vazna je
aktivacija 1 i B2 integrina, odnosno ousf: integrina i LFA-1 koji posreduju u leukocitnoj
adheziji te transendotelnoj migraciji. Vaznost integrina uocena je u dvjema nasljednim
bolestima s mutacijom gena za integrine, deficijenciji leukocitne adhezije 1 i Glanzmannovoj
trombasteniji. U LAD-u, mutacija 2 podjedinice rezultira pove¢anim brojem cirkuliraju¢ih
neutrofila zbog nedostatne funkcije - podjedinice. Stoga ne dolazi do adhezije i migracije
leukocita pa nema adekvatnog odgovora na upalni proces. U Glanzmannovoj trombasteniji,
zbog mutacije o ili B podjedinice integrina na trombocitima, ne dolazi do agregacije
trombocita i primjerene hemostaze (19).

Takoder, studija provedena na apolipoprotein E deficijentnim misevima, na dijeti bogatoj
mastima tijekom 12 tjedana, pokazala je poveCanu ekspresiju asf7 integrina i njegovih
liganada VCAM-1 i MadCAM-1 u aterosklerotskom plaku. Osim toga, uoceno je poveéanje
ekspresije asf7 integrina na limfocitima periferne krvi proporcionalno povecanju

aterosklerotskog plaka, $to govori o njegovoj ulozi u progresiji ateroskleroze (18).

1.4.3 IMUNOLOSKE STANICE U UPALNOM ODGOVORU

Imunoloski sustav ima vaznu ulogu u upalnom odgovoru, a istrazivanja ukazuju na ulogu
razli¢itih populacija i subpopulacija imunoloskih stanica u remodeliranju krvnih zila. U KVB-
ima dolazi do pojacane ekspresije adhezivnih molekula i njihovih liganada, citokina,
leukocitne ekstravazacije, aktivacije imunoloskih stanica te oksidativnog stresa (20). U
dosadaS$njim istraZivanjima pokazalo se da konzumacija visokoslane dijete dovodi do
promjene leukocitne aktivacije i raspodjele leukocita kod Stakora, §to mozZe biti rani, neovisni

¢imbenik rizika ateroskleroze (21).
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2. HIPOTEZA

Visokoslana dijeta aktivira leukocite, Sto je mjerljivo odredivanjem specifi¢nih stani¢nih

adhezivnih molekula na njihovoj povrsini.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja jest utvrditi utjecaj visokoslane dijete na raspodjelu leukocitnih
subpopulacija (granulocita, monocita i limfocita) u krvi. Dodatni cilj je utvrditi utjecaj
visokoslane dijete na dinamiku leukocitne aktivacije utvrdivanjem izrazaja liganada na
leukocitima, komplementarnih aktivacijskim biljezima na endotelnim stanicama kod zdravih

Stakorica.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. USTROJ STUDIJE

Eksperimentalna studija na animalnom modelu.

Istrazivanje je provedeno sukladno propisanim etickim standardima za istraZivanja na
zivotinjama: nacelo zamjene, smanjenja i poboljSanja (3R; Reduce, Refine, Replace), Zakonu
o zastiti zivotinja (NN 135/06 i 37/13), te Pravilniku o zastiti Zivotinja koje se koriste u
znanstvene svrhe (NN 55/13 i 39/17).

Istrazivanje je provedeno u Osijeku u sklopu _HRZZ projekta #1P-2014-09-6380 pod
nazivom V-ELI Athero (Poremecéena vazorelaksacija i endotelno-leukocitna interakcija (ELI)
u razvoju aterosklerotskih lezija).

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za molekularnu i klini¢ku imunologiju, Zavoda za

fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku.

4.2. MATERIJALI

U istrazivanju su se koristile zdrave Sprague-Dawley $takorice starosti 10-11 tjedana (N = 17
po grupi). U toj su dobi podijeljene u dvije skupine te su uvedene u sedmodnevni dijetni
protokol.

Prva kontrolna skupina bila je na standardnoj prehrani s niskim udjelom soli uz obi¢nu pitku
vodu kroz 7 dana.

Druga skupina $takorica bila je na prehrani s visokim udjelom soli (4% NaCl u hrani) uz

obi¢nu pitku vodu kroz 7 dana.

4.3. PROTOCNA CITOMETRIJA

Nakon sedmodnevne dijete, Stakorice su anestezirane kombinacijom ketamina (75 mg/kg) i
midazolama (2.5 mg/kg). Nakon toga Stakorice su dekapitirane. Zatim su prikupljeni uzorci
periferne krvi u epruvete s EDTA antikoagulansom i spremljeni na led kako bi se sa¢uvao §to

ve¢i broj stanica. Prije bojenja protutijelima, stanice su inkubirane Fc blokom (BD
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Bioscience), a zatim su bez ispiranja inkubirane s mjeSavinom protutijela za tri razli¢ita
panela tijekom 20 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Tri razli¢ita panela koriStena su za
aktivaciju subpopulacija leukocita i izrazaj biljega adhezijskih molekula.

Prvi panel sastoji se od: CD3 PerCP-eFluor® 710 (klon: eBioG4.18, eBioscience), CD11b/c
PE (klon: OX42, eBioscience), CD49d APC (klon: MRa4-1, eBioscience), MHC Il FITC
(Klon: HIS19, eBioscience), CD43 biotin (klon: W3/13, BioLegend). Drugi panel sastoji se
od: CD11b/c PE (klon: OX42, eBioscience), CD49d APC (klon: MRa4-1, eBioscience),
granulocitni marker FITC (klon: HIS48, eBioscience), a tre¢i panel od: CD3 PerCP-eFluor®
710 (klon: eBioG4.18, eBioscience), CD4 FITC (klon: SK3, eBioscience), CD11a PE (klon:
WT.1, eBioscience), CD49d APC (klon: MRa4-1, eBioscience), CD8 PE-Cy7 (klon: OX8,
eBioscience).

Eritrociti su lizirani BD LysingSolution 10 minuta/37°C i isprani dva puta tijekom pet minuta
na 400g/18°C. Dodano je biotinilirano protutijelo oznaceno streptavidinom APC Cy7 tijekom
30 minuta na sobnoj temperaturi u mraku, a zatim se ispralo. Nakon posljednjeg pranja,
stanice su fiksirane 1% formaldehidom. Najmanje 10000 stanica prikupilo se pomoé¢u BD
FACS Canto Il Cytometer (FACS Canto Il, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) i

analizirano koriste¢i FlowLogic software (Inivai Technologies, Menton, Australia).

4.4. STATISTICKE METODE

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (SD). Normalnost
distribucije podataka odredena je Kolmogorov—-Smirnovljevim testom. Podaci prije i nakon
dijetnog protokola usporedivani su paired t-testom u sluaju normalne distribucije, a
Wilcoxon rank-sum testom ukoliko podaci nisu normalno distribuirani. Kao prag statisticke
znaCajnosti uzima se p<0.05. Veli¢ina uzorka odredena je prema prijaSnjim studijama
provedenim na Katedri za fiziologiju i imunologiju te u skladu s poStednim principima rada s
pokusnim laboratorijskim Zivotinjama 3R. Za analizu je koristen SigmaPlot, v11.2 (Systat
Software, Inc., Chicago, IL, SAD).

10
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5. REZULTATI

U istrazivanju su se koristile zdrave Sprague-Dawley Stakorice. Kako bi ispitali raspodjelu
leukocitnih subpopulacija, Stakorice su podijeljene u dvije skupine. Prva kontrolna skupina
bila je na standardnoj prehrani, a druga skupina bila je na visokoslanoj dijeti (4% NaCl u
hrani) kroz 7 dana. Nakon toga uzeti su uzorci periferne krvi, a stanice su prikupljene
metodom protocne citometrije. Raspodjela leukocitnih subpopulacija - granulocita, monocita,
limfocita T i B u perifernoj krvi, analizirana je u obje skupine. Nakon dijetnog protokola,
podatci su usporedivani paired t-testom. Za statisticku analizu koristen je SigmaPlot, v11.2.
Rezultati dobiveni proto¢nom citometrijom za CD4 1 CD8 T limfocite prikazani su u Tablici
1. Statistickom analizom nije uo¢ena znac¢ajna razlika u ucestalosti CD49d i CD11b integrina
medu populacijama CD4 (p = 0, 4362 i p = 0,0761) i CD8 T limfocita (p = 0,6815 i p =
0,0516) kod Stakorica na NSD i VSD kako je prikazano na Slici 2. VSD nije znacajnije
mijenjala raspodjelu T limfocita (p > 0,05) (Slika 2., Tablica 1.).

Tablica 1. Izrazaj CD49d i CD11b na CD4 i CD8 T limfocitima iz periferne krvi Sprague-
Dawley Stakorica na VSD 1 NSD. Podatci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina i standardna
devijacija.

Dijetni protokol T limfociti  CD biljeg  Aritmeti¢ka sredina  Standardna devijacija

NSD CDh4 CD49d 171,27 11,04
CDh4 CD11b 342,37 18,31
CD8 CD49d 266,06 25,52
CD8 CD11b 1058,94 152,69

VSD CD4 CD49d 173,89 8,06
CD4 CD11b 360,71 36,98
CD8 CD49d 270,37 34,52
CD8 CD11b 1176,35 184,46

11
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Slika 3. Izrazaj CD49d i CD11b integrina na povrsini CD8 limfocita izoliranih iz $takorica na
VSD (B) odnosno NSD (C) dijeti.

Na Slici 3. prikazani su rezultati dobiveni metodom proto¢ne citometrije, analizirani u
FlowLogic programu. Slika 3A prikazuje tockasti graf, a napravljen je u programu FlowLogic
software. Prikazana je shema postavljanja ograde (,,gate”), odnosno susljedne definicije
populacija. Za definiciju stani¢nih populacija koristila se veli¢ina (FSC; ,,forward scatter”) i
zrnatost (SSC; ,,side scatter”) stanica, a ograda je postavljena oko ciljnih stanica (CD8 T
limfociti) iz kojih je analiziran izrazaj CD biljega. Slika 3B i Slika 3C prikazuju
reprezentativne histograme ekspresije CD49d (VLA-4) i CD11lb (LFA-1) integrina na
povrsini CD8 limfocita izoliranih iz $takora na VSD (B) odnosno NSD (C) dijeti.

Visok unos soli doveo je do porasta broja granulocita s izrazajem CD11b kod $takorica na
VSD. Izrazaj CD11b znacajno je promijenjen, za razliku od ostalih leukocitnih populacija (p

= 0,042), dok se izrazaj CD49d nije znacajnije promijenio unosom soli (p = 0,8744). (Slika 5.)
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Slika 4. Izrazaj CD49d i CD11b integrina na monocitima.
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Slika 5. Izrazaj CD49d i CD11b integrina na granulocitima.

VsD

S obzirom na ostale leukocitne populacije periferne krvi, izrazaj CD49d integrina na

monocitima znacajnije je promijenjen kod Stakorica na VSD (p = 0,0103), Sto je prikazano na

Slici 4. Povecan unos soli utjecao je na smanjenje populacije monocita s izrazenim CD49d, ali

nije znacajnije utjecao na izrazaj CD11b na monocitima (p = 0,6991) (Slika 4.).

Podatci dobiveni proto¢nom citometrijom za granulocite i monocite prikazani su u Tablici 2. i

Tablici 3.
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Tablica 2. Izrazaj CD49d i Cdl11b integrina na granulocitima. Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina i standardna devijacija.

Granulociti CD bilieg ATitmeticka  Standardna

sredina devijacija
NSD CD49d 16,95 27,00
CD11b 387,94 65,07
VSD CD49d 159,65 20,29
CD11b 495,50* 128,42

*p < 0,05 za stakorice na VSD u odnosu na stakorice na NSD

Tablica 3. Izrazaj CD49d i CD 11b integrina na monocitima. Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina i standardna devijacija.

sredina devijacija
NSD CD49d 224,21 43,94
CD11b 216,35 55,27
VSD CD49d 187,32* 34,32
CD11b 226,17 87,86

*p < 0,05 za stakorice na VSD u odnosu na stakorice na NSD

15
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6. RASPRAVA

Brza regulacija adhezijskih interakcija medu krvnim stanicama te izmedu krvnih stanica i
endotela bitna je za odrzavanje vaskularnog integriteta i obrane od patogena (24). Zdrav,
neoStecen endotel selektivno je propusna barijera i ne dopusta aktivaciju i migraciju leukocita
niti agregaciju i adheziju trombocita. Ipak, izlozenost rizicnim ¢imbenicima kao $to je visok
unos soli hranom, mogu dovesti do endotelne disfunkcije i poremecene homeostaze.
Endotelna disfunkcija usko je vezana uz smanjenu bioraspolozivost NO, odnosno neravnotezu
izmedu vazokonstrikcijskih 1 vazodilatacijskih faktora, S§to dovodi do patofizioloskih
promjena. Dolazi do redukcije antioksidativnih, antiinflamatornih i antitrombotskih svojstava
endotela (zbog smanjene bioraspolozivosti NO), povecane propusnosti endotela, porasta
proinflamatornih citokina, ekspresije adhezijskih molekula VCAM 1 ICAM, Sto pridonosi
leukocitnoj adheziji i nastanku aterosklerotskih promjena (8, 13, 26). Istrazivanje provedeno
na zdravim Sprague-Dawley Stakoricama, koje su bile na visokoslanoj dijeti, pokazalo je da
tjedan dana visokog unosa soli znaCajno smanjuje vazodilatacijski odgovor srednjih
cerebralnih arterija, za razliku od skupine Stakorica na niskoslanoj dijeti te tako dovodi do
endotelne disfunkcije (27).

Upala je povezana s poveCanim izrazajem proupalnih citokina: TNF-a i IL-1. Povecéane
razine ovih citokina poti¢u endotelne stanice i makrofage na pojacan izrazaj adhezijskih
molekula: VCAM-1, ICAM-1, MCP-1, IL-6, §to rezultira aktivacijom endotela (13). U
spontano hipertenzivnih Stakora (SHR), adhezija monocita, zajedno s izrazajem ICAM-1,
povecana je, Sto dovodi do promjena u mozdanoj mikrocirkulaciji te posreduje nastanku
spontane hipertenzije (14, 26). Kod pacijenata s hipertenzijom, nakon terapije amlodipinom,
uz smanjenje krvnog tlaka, uoceno je i znac¢ajno smanjenje serumskih razina ICAM i VCAM.
Takoder, uz smanjenje krvnog tlaka doslo je i do znacajno povecane ekspresije CD11a/LFA-1
(ligand za ICAM-1 i endokan) u trima leukocitnim populacijama (limfociti, monociti i
granulociti), dok se CD15 i CD49d/VLA-4 (VCAM-1 ligand) nisu zna¢ajnije mijenjali (26).
U ovom istraZzivanju, na Sprague-Dawley Stakoricama koje su bile na VSD, uocena je
znacdajna promjena u monocitnoj populaciji leukocita (p = 0,0103). Na Slici 4. i u Tablici 3.
prikazano je znacajno smanjenje broja monocita s izrazajem CD49d integrina kod Stakorica
na VSD (AS = 187,32), za razliku od Stakorica na NSD (AS = 224,21). Ovo smanjenje broja

monocita s izrazajem CD49d integrina, kod Stakorica na VSD, moZe ukazivati na pojaanu
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migraciju monocita u subendotel pod utjecajem soli i pocetak aterosklerotskih promjena. Uz
monocite na mjesto upale dolazi i mali broj limfocita, no on nije znacajnije promijenjen
unosom soli kako je prikazano na Slici 2. (p > 0,05) te u Tablici 1. Mogu¢ uzrok tome jest
premali uzorak zivotinja uzetih za istrazivanje i kratak period trajanja dijetnog protokola
Sprague-Dawley Stakorica. U studiji provedenoj na miSevima s induciranim kolitisom, opazen
je ucinak VSD na crijevni trakt. VSD je pojacala stvaranje IL-17 te odgovor pomo¢nickih
leukocita Th1l7 u donjem dijelu gastrointestinalnog sustava. Time je pokazano da VSD
promovira upalni odgovor u miSeva kojima je induciran kolitis i predstavlja jedan od rizi¢nih
¢imbenika za nastanak upalne crijevne bolesti (28).

Cini se da su renin-angiotenzin sustav i kisikovi radikali odgovorni za poja¢anu leukocitnu
adheziju. Nedavna istrazivanja pokazala su kako visokoslana dijeta u Dahl SS Stakora dovodi
do pojacane leukocitne adhezije. Nije prepoznat tocan mehanizam, no uoceno je da postoji
razlika izmedu ranije i kasnije faze VSD. U Dahl SS stakora, koji su bili na VSD i tretirani
losartanom (blokator angiotenzinskih receptora), u ranoj fazi dijete nije doSlo do smanjenja
leukocitne adhezije. U kasnijoj fazi VSD, leukocitna je adhezija bila gotovo potpuno
prekinuta, Sto govori o bitnoj ulozi RAAS u leukocitnoj adheziji i posljedicnom organskom
oste¢enju (14). Animalne studije pokazale se da lijekovi koji se koriste za lijeCenje
hipertenzije (inhibitori angiotenzin konvertiraju¢eg enzima, blokatori kalcijskih kanala) imaju
pozitivhu ulogu u smanjenju stvaranja ROS-a djelovanjem na smanjenje aktivnosti NADPH-
oksidaze, ali i smanjenje izrazaja biljega upale (29). Takoder, u istraZivanju provedenom na
Dahl SS Stakorima, uoceno je da kroni¢no niske koncentracije angiotenzina Il tijekom VSD
(ili paradoksalno, nisko slane dijete kod Dahl SS $takora) utjecu na aktivnost antioksidativnih
mehanizama i dovode do nastanka oksidativnog stresa smanjenjem aktivnosti enzima, kao $to
je superoksid dismutaza (10, 11).

U patofizioloskim okolnostima, kao §to je produljena sréana ishemija, neutrofilnigranulociti
su glavni izvor ROS-a tijekom reperfuzije. Osim toga, proizvode citotoksi¢ne radikale u borbi
protiv patogena (13). U ovom istrazivanju utvrdene su znacajne statistiCke promjene u
populaciji granulocita. Zabiljezen je porast broja granulocita s izrazajem CD11b integrina kod
Stakorica koje su bile na VSD (AS = 495,50), za razliku broja granulocita kod stakorica na
NSD (AS = 387,94) (Slika 5, Tablica 2.). Razlog porasta broja granulocita s izrazenim CD11b
moZe biti pocetna faza upalnog procesa na krvnim Zilama te njihovo mobiliziranje na mjesto
upalne promjene. Nije doslo do znacajne promjene u izrazaju CD49d integrina na
granulocitima (p = 0,8744), ¢emu uzrok moze biti premali broj zivotinja na VSD uzet kao
uzorak (Slika 5, Tablica 2.).
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Sve je vise dokaza koji govore o negativhom utjecaju VSD na endotelnu funkciju. U
dosadasnjim, ali i u ovom istrazivanju, uocen je utjecaj VSD na raspodjelu leukocitnih
subpopulacija. Rezultati upucuju da VSD mijenja raspodjelu granulocita i monocita, dok se
raspodjela T limfocita nije znacajnije mijenjala (p > 0,05). Posebno se isti¢e porast broja
granulocita s izrazajem CD11b (LFA-1) integrina, te smanjenje broja monocita s izrazenim
CD49d (VLA-4) integrinom. Interakcija CD49d/VCAM-1 i CD11b/ICAM-1 adhezijskih
molekula vrlo je bitna prilikom leukocitne adhezije i migracije, a njihova pojacana ekspresija
moze biti uzrok nastanka pocetnih aterosklerotskih lezija.

Preliminarni rezultati istrazivanja potvrdili su hipotezu da visokoslana dijeta aktivira
leukocite, $to je mjerljivo odredivanjem specificnih CD molekula, CD49d i Cd11b integrina
na njihovoj povrSini, N0 za bolje razumijevanje mehanizama aktivacije i utjecaju VSD na
specificne stanicne biljege, potrebni su dodatni eksperimenti na ve¢em broju eksperimentalnih

zivotinja 1 s duljim dijetnim protokolima.
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7. ZALJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:
1. Visokoslana dijeta utjeCe na raspodjelu leukocitnih subopopulacija, sto je vidljivo u
promjeni broja monocita i granulocita kod $takorica na visokoslanoj dijeti.
2. Smanjenje broja monocita s izrazajem CD49d integrina te porast broja granulocita s
izrazajem CD11b integrina kod Stakorica na visokoslanoj dijeti moze ukazivati na

njihovu ulogu u pocetnim fazama nastanka aterosklerotske lezije.
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8. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Utvrditi utjecaj visokoslane dijete na raspodjelu leukocitnih
subpopulacija u krvi. Utvrditi utjecaj visokoslane dijete na dinamiku leukocitne aktivacije
utvrdivanjem izrazaja liganada na leukocitima komplementarnih aktivacijskim biljezima na

endotelnim stanicama kod zdravih $takorica.

Nacrt studije: eksperimentalna studija na animalnom modelu

Materijali i metode: Zdrave Sprague-Dawley stakorice, starosti 10-11 tjedana, podijeljene su
u dvije skupine: prva skupina bila je na standardnoj prehrani, a druga na prehrani s visokim
udjelom soli (4 % NaCl u hrani) tijekom 7 dana. Prikupljene stanice iz uzoraka periferne krvi
analizirane su proto¢nim citometrom. Podaci prije 1 nakon dijetnog protokola usporedivani su
paired t-testom u slucaju normalne distribucije, a Wilcoxon rank-sum testom ukoliko podaci

nisu normalno distribuirani. Za analizu je koristen SigmaPlot, v11.2.

Rezultati: Dobiveni rezultati pokazuju da VSD mijenja raspodjelu granulocita i monocita, ali
nije znacajnije promijenila raspodjelu T limfocita. Izrazaj CD49d i CD11b na CD4 i CD8 T
limfocitima nije znaCajno promijenjen unosom soli (p > 0,05), dok je doSlo do statisti¢ki
znaajnog smanjenja broja monocita s izrazenim CD49d (p = 0,0103) i porasta broja
granulocita s izrazenim CD11b (p = 0,0042) kod $takorica na VSD u odnosu na $takorice na
NSD.

Zakljuc¢ak: VSD utjeCe na raspodjelu nekih leukocitnih subopopulacija. Smanjenje broja
monocita s izrazajem CD49d te porast broja granulocita s izrazajem CD11b integrina moze

ukazivati na njihovu ulogu u poéetnim fazama nastanka aterosklerotske lezije.

Kljuéne rijec¢i: aktivacija, distribucija, leukociti; Sprague-Dawley Stakorice; visokoslana

dijeta
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9. SUMMARY

The effect of high salt diet on distribution and activation of leukocytes in Sprague-

Dawley rats

Objectives:  To determine the effect of high salt diet on distribution of leukocyte
subpopulations in blood. Determine the effect of high salt diet on dynamics of leukocyte
activation by determining ligand expression on leukocytes complementary activation markers
on endothelial cells of healthy rats.

Study design: experimental study on animal model

Materials and Methods: Healthy Sprague-Dawley rats, at the age 10-11 weeks were divided
into two groups. The first group was on a standard diet and the second group was on the high
salt diet (4 % NaCl) for 7 days. Cells collected from peripheral blood samples were analyzed
by flow cytometer. Data before and after the dietary protocol were compared with t-paired test
in case of normal distribution or Wilcoxon runk-sum test if data were not normally

distributed. SigmaPlot, v 11.2, was used for analysis.

Results: The results show that the high salt diet changes the distribution of granulocytes and
monocytes, but did not significantly alter the distribution of T lymphocytes. The expression of
CD49d and CD11b on CD4 and CD8 T lymphocytes was not significantly altered by the
intake of salt (p > 0.05), while there was a statistically significant decrease in monocyte
counts with expressed CD49d (p = 0,0103) and increase in the number of granulocytes
expressed with CD11b (p = 0.0042) in rats on the high salt diet in comparison with rats on

low salt diet.

Conclusion: The high salt diet affects the distribution of some leukocyte subopopulations.
Reduce in number of monocytes expressing CD49d and increase in number of granulocytes
expressing CD11b integrin may indicate their role in the initial stages of the atherosclerotic

lesion.

Keywords: activation, distribution, high salt diet; leukocytes; Sprague-Dawley rats
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