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Kratice

18-FDG PET /CT — 18F-fluorodeoksiglukoza pozitronskom emisijskom tomografijom
kompjutoriziranom tomografijom

ACT-1 — aktin 1

AD — atopijski dermatitis

ADAMTSLS - domena sli¢na dezintegrinu i metaloproteazi koja sadrzi motiv sli¢an
trombospondinu tipa 5

AMPs — antimikrobni peptidi (engl. antimicrobial peptides)

AP-1 — aktivatorski protein 1 (engl. activator protein 1)

ApoE — apolipoprotein E

AUC - podrucje ispod krivulje (engl. area under the curve)

B — bazalno mjerenje na regularnoj dijeti

BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

BSA — govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

BSA - skala povrsine tijela zahva¢enom promjenama (engl. body surface area)

Ca — kalcij

CAMs — stani¢ne adhezijske molekule (engl. cell adhesion molecules)

CCR6 — C-C kemokinskog receptora tip 6 (engl. C-C chemokine receptor type 6)

CD — klaster diferencijacije (engl. cluster of diferentiation)

CRP — C-reaktivni protein

C/EBP — (engl. CCAAT/enhancer binding protein)

cIMT - mjerenjem debljine intime-medije karotidne arterije (engl. carotid intima-media
thickness)

CTLA4 — protein 4 povezan s citotoksi¢nim T limfocitima (engl. cyfotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4)

CVI — cerebrovaskularni inzult

CTACK — kemokini koji privlace T limfocite u kozu (engl. cutaneous T cell-attracting
chemokine)

DAMP — molekularni obrasci povezani s oste¢enjem tkiva (engl. damage associated
molecular patterns)

DASH — americka inicijativa za sprjeavanje hipertenzije promjenom prehrambenih navika
(engl. The Dietary Approaches to Stopping Hypertension)

DBP — dijastolicki krvni tlak (engl. dyastolic blood pressure)

DKS — diferencijalna krvna slika

DLQI — dermatoloski indeks kvalitete zivota (engl. Dermatology Life Quality Indeks)



DMSO — dimetil sulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

ED — endotelna disfunkcija

ELISA — enzimski povezani imunosorbentni test (engl. Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)

ERK — kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular signal-regulated
kinase)

Fc — (engl. Fragment, crystallizable)

FC — omjer izrazaja (engl. fold change)

FMD - protokom posredovana dilatacija (engl. flow mediated dilation)

FoxP3 —transkripcijski ¢cimbenik FoxP3 (engl. Forkhead box protein P3)

FRS — Framinghamova ocjenu rizika (engl. Framingham risk score)

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

GSK 3B — kinaza 38 glikogen sintaze

GWAS - cjelogenomska asocijacijska studija (engl. genome-wide association study)
hBD — humani B-defenzin

HDL - lipoprotein visoke gustoce (engl. high density lipoprotein)

HLA — ljudski leukocitni antigen (engl. human leukocyte antigen)

hsCRP — C-reaktivni protein visoke osjetljivosti (engl. high sensitivity C-reactive protein)
HSDB — banka podataka o opasnim tvarima (engl. Hazardous Substances Data Bank)
HUVEC - endotelne stanice ljudske pupcane vene (engl. human umbilical vein endothelial
cells)

ICAM-1 — medustani¢na adhezijske molekula 1 (engl. intercellular adhesion molecule 1)
ICAM-3 — medustani¢na adhezijske molekula 3 (engl. intercellular adhesion molecule 3)
ICOS — inducibilni kostimulator T limfocita (engl. inducible T cell co-stimulator)

IFNy — interferon y

IKK — I-kapa kinaza

IL — interleukin

ILCs — urodene limfoidne stanice (engl. innate lymphoid cells)

IM — infarkt miokarda

IQR — interkvartilni raspon

K — kalij

KKS — kompletna krvna slika

K2EDTA - dikalijetilendiamintetraoctena kiselina

LAG3 — gen za aktivaciju limfocita 3 (engl. Lymphocyte-activation gene 3)



LDF - laserske Dopplerove protokometrije (engl. laser Doppler flowmetry)

LDF — laser Doppler (engl. Laser Doppler flowmetry)

LDL - lipoproteina niske gustoce (engl. low density lipoproteins)

LL-37 — humani katelicidinski antimikrobni protein LL-37

MACE — veliki kardiovaskularni dogadaji (engl. major adverse cardiovascular events)
MAP — srednji arterijski tlak (engl. mean arterial pressure)

MAIT — (engl. mucosal associated invariant T cells)

MAPK — Mitogenom aktivirana protein kinaza (engl. mitogen activated protein kinase)
MCP-1 — monocitni kemotakti¢ni protein 1 (engl. monocyte chemoattractant protein 1)
mDC — mijeloidna dendriti¢na stanica (engl. myeloid dendritic cell)

MIP-38- inflamatorni protein makrofaga (engl. macrophage inflammatory protein)
MHC - glavni kompleks histokompatibilnosti (engl. major histocompatibility complex)
Na — natrij

NaCl — natrijev klorid

NFATS — nuklearni faktor aktiviranih T limfocita (engl. nuclear factor of activated T-cells)
NF- kB — nuklearni faktor kB (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)

NK stanice — prirodnoubilacke stanice (engl. natural killer cells)

NK T stanice — (engl. natural killer T cells)

NO — dusikov oksid (engl. nitric oxide)

NS — niskoslana

NSD — niskoslana dijeta

PASI — indeks proSirenosti 1 tezine psorijaze (engl. Psoriasis Area and Severity Index)
PASI50 — 50 % smanjenje u indeksu proSirenosti i tezine psorijaze

PAT — periferna arterijska tonometrija (engl. peripheral arterial tonometry)

PBMC — mononuklearne stanice periferne krvi (engl. peripheral blood mononuclear cells)
PBS - fizioloska otopina puferirana fosfatima (engl. Phosphate — buffered saline)

PU — perfuzijske jedinice (engl. perfusion units)

pDC — plazmacitoidna dentriti¢na stanica (engl. plasmacytoid dentritic cell)

PMA — forbol — 12 — miristat — 13 — acetat (engl. phorbol — 12 — myristate —13 — acetate)
PRR — receptori za molekularne obrasce (engl. pattern recognition receptors)

PWYV - brzina pulsnog vala (engl. pulse wave velocity)

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

RNaza — ribonukleaza

RNS - reaktivni dusikovi spojevi (engl. reactive nitrogen species)
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RORyt — retinoi¢nim receptorom povezani nuklearni receptor y (engl. Retinoic — acid —
receptor — related orphan nuclear receptor gamma)

ROS - slobodni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen species)

SBP — sistolicki krvni tlak

SNP — natrijev nitroprusid

S100 — protein koji veze kalcij S100

sCAMs — topljive stani¢ne adhezijske molekule (engl. soluble cell adhesion molecules)
SDI — sociodemografski indeks

SGK1 —kinaza 1 regulirana serumom i glukokortikoidima (engl. serum and glucocorticoid-
regulated kinase 1)

SOD - superoksid dismutaza

SZO — svjetska zdravstvena organizacija

TAKI —kinaza 1 aktivirana TGF-beta

TCR — T stanicni receptor (engl. T cell receptor)

Tem — efektorska memorijska T stanica

Th — pomo¢nicki T limfociti (engl. T Helper Cells)

TLR — (engl. toll-like receptor)

TNF-o — faktor tumorske nekroze o

Treg — regulatorni T limfociti (engl. regulatory T cells)

TT — tjelesna tezina

VCAM-1 — vaskularna stani¢na adhezijska molekula 1, engl. vascular cell adhesion
molecule 1

VEGF-C — faktor rasta vaskularnog endotela C (engl. vascular endothelial growth factor C)
VS — visokoslana dijeta

vOT — gama delta T stanice

VIII



Popis tablica

Tablica 5.1. Karakteristike ispitanika, njihove Zivotne navike i komorbiditeti...........c............ 44
Tablica 5.2. Osnovna i antropometrijska obiljezja ispitanika prije i poslije provodenja dvotjedne
NISKOSIANE AIJETE. ...eouviiiiieiiieiieie ettt 46
Tablica 5.3. Hematoloski parametri iz pune krvi prije i nakon provodenja dvotjedne niskoslane
IJTC. eentieiie ettt ettt ettt ettt ettt et e et b e et e b e et e et e et e e enaeenbeennaeenne 47
Tablica 5.4. Biokemijski parametri iz seruma prije i nakon provodenja dvotjedne niskoslane
IJTC. erntieiit ettt ettt ettt ettt ettt a b e et e et e et e e nbeenbeeenaeenteeenaeenne 48
Tablica 5.5. Biokemijski parametri u uzorku 24-satnog urina prije i nakon provodenja dvotjedne
NISKOSIANE AIJETE. ...eouviiiiieiieeieee ettt e 49
Tablica 5.6. Hemodinamska mjerenja ispitanika prije i poslije LS dijete te jednokratna procjena
kardiovaskularnog rizika pomocu Framinghamovog kalkulatora
kardiovaskularnog rizika. ............cccceeiiiiiiiniii e 55
Tablica 5.7. Koncentracija proupalnih i protuupalnih citokina u serumu ispitanika prije i nakon
dvotjedne niskoslane dijete mjerene ELISA metodom. ...........ccceevveeriieniiennnnnne. 62
Tablica 5.8. Koncentracija proupalnih i protuupalnih citokina u serumu ispitanika prije i nakon
dvotjedne niskoslane dijete mjerene Luminex metodom. ...........ccceevveeirennnnne. 63
Tablica 5.9. Koncentracija proupalnih i protuupalnih citokina u supernatantu prije i poslije
dvotjedne niskoslane dijete. .........cccoevieriieiiiriiiiiiee e 64
Tablica 5.10. Linearni model, univarijantni 1 multivarijantni za serumom i glukokortikoidima
reguliranu Kinazu 1 (SGK1). c..cooiiiiiiiiiiiee e 71
Tablica 5.11. Sastav stani¢nih populacija i izrazaj SGK1, slobodni unos (RD) i NS dijeta. ... 73
Tablica 5.12. Sastav stani¢nih populacija na LS dijeti i izrazaj SGK1 na slobodnom unosu (B)

1 LS dijeti (Spearman rang-korelacije). ........cocueeeveeriieiienieeiieiieeieeieeee e 76

IX



Popis slika

Slika 1.1. IMUNOPAtOZENEZA PSOTIJAZE. ..ecuvveeureeeieeirieniieeteeeiieeieestreeteeseeesbeesseeeseessseenseessneeseens 5

Slika 1.2. Patogeneza endotelne disfunkcije kod oboljelih od psorijaze povezana je s upalom i

OKSTIAAtIVIIIII SEIESOIMNL. ..ottt sbe ettt sbe et st e sbeenne e 10
Slika 1.3. Regulacija skladiStenja NaCl u KOZi........ccoceeriiiiiieiiieiiiniiciiece e 14
Slika 4.1. Shematski prikaz protokola iStraZivanja. ..........ccecceeeeeereenienieneeienieneeesee e 23
Slika 4.2 Izracun indeksa prosirenosti i tezine psorijaze (PASI). ....ccoovvvvviirieniiiiiiiieeee, 25
Slika 4.3. BD FACSCanto II CILOMETAT. .......ccueeiiriieiiiieniierieeteeit ettt 31

Slika 4.4. Prikaz reprezentativne strategije odredivanja frekvencije Th17 populacije u perifernoj
krvi metodom protoCne CItOMEIITIC. ......eervierrrerireiieeieeieeeeeeieesireeieeeeeeieeseneeeeens 33

Slika 4.5. Prikaz reprezentativne strategije odredivanja frekvencije Treg populacije u perifernoj

krvi metodom protoCne CItOMEIITIC. ......eeruieriierireiierieeieeeteeieesireeieeereeaeeseneeeens 35
Slika 4.6 Uredaj Luminex 100/200, Luminex Corporation, Austin, Texas, USA. .................. 37
Slika 5.1. CONSORT dijagram tijeka iStraZivanja...........cccceeeveeruienieenieenieeniienreenieeseeeveenenes 42
Slika 5.2. Histogram frekvencija za trajanje psorijaze ispitanika. ..........ccccoeeeeriiieniencieeneenen. 45

Slika 5.3. Parne komparacije i promjene u tjelesnoj tezini, opsegu struka i indeksu tjelesne mase
izmedu baznih mjerenja na regularnoj dijeti i nakon niskoslane dijete. .................. 45
Slika 5.4. Parne komparacije analize kalkuliranog 24-satnog unosa natrija te analize 24-satne
natriureze izmedu regularne dijete i nakon 14-dnevne niskoslane dijete. ............... 50
Slika 5.5. Utjecaj 24-satne natrijureze na inicijalnom mjerenju na promjenu u 24-satnoj
natriurezi prije i poslije dvotjedne niskoslane dijete.........cccceoervieneriiniiininnennenne. 51
Slika 5.6. Promjena klini¢ki procijenjene tezine psorijaze pomocu PASI i DLQI vrijednosti
izmedu baznih mjerenja na regularnoj dijeti i nakon 14-dnevne niskoslane dijete. 52
Slika 5.7. Prediktori promjene PASI vrijednosti. ........ccccueevieeriieniieniiiiieeieeieee e 53
Slika 5.8. Parne komparacije za sistolicki i srednji arterijski tlak izmedu baznih mjerenja na
regularnoj dijeti i nakon 14-dnevne niskoslane dijete. .........ccccoecveriininiincnncnnenne. 54
Slika 5.9. Parne komparacije i promjena protoka mjerenih laser Doppler floumetrijom kao
odgovor na cetiri podrazaja (okluziju tijekom 1 minute, iontoforezu natrijevim
nitroprusidom, iontoforezu acetilkolinom te na lokalno zagrijavanje koze) na
regularnoj dijeti i nakon 14-dnevne niskoslane dijete. .........ccccoevveviiicnincnncnene. 56
Slika 5.10. Prediktori konacne vrijednosti acetilkolin-inducirane dilatacije na mjerenju nakon
14-dnevne niskoslane dijete. .........ccevvuiiiieiiiieiieiieeeeee e 58
Slika 5.11. Prediktori promjene acetilkolin-inducirane dilatacije (AChID) izmedu baznih

vrijednosti na regularnoj dijeti i vrijednosti nakon 14-dnevne niskoslane dijete. ... 60

X



Slika 5.12. Vrijednosti IL-23 u serumu (mjereno ELISA metodom) i TGF-f u serumu (mjereno
Luminex metodom) prije i poslije provodenja dvotjedne NS dijete........................ 62
Slika 5.13. Promjena u frekvenciji Th17 i Treg stanica izmedu baznih mjerenja na regularnoj
dijeti i nakon 14-dnevne niskoslane dijete. ..........ccoovreeiierieeiiienieeiieeeeee e 66
Slika 5.14. Vrijednosti SGK-1 kinaze u uzorcima stani¢nog lizata prije 1 poslije dvotjedne
NISKOSIANE AIJELE. ...eouviiiiieiieiie et 67
Slika 5.15. Korelacije rangova, bazalni koeficijent kreatinina [KEK (B), mL/min]................ 68
Slika 5.16. Korelacije 24-satne natriureze i razine serumom i glukokortikoidima reguliranom
KINazom 1 (SGKIL). c.veiiieiieeiii ettt e e e eenee e 69
Slika 5.17. Serumom i glukokortikoidima regulirana kinaza 1 (SGK1) u ovisnosti o rezidualnoj
NAIUTeZi NA LS diJ@th...ciiiiiiiiiiieiieceiee e 69
Slika 5.18. Marginalni efekti (generalni linearni model), omjer izrazaja serumom i
glukokortikoidima regulirane kinaze 1 (SGK1). ....cccooviiviiniiiiiniiniiinieicciceeee 70
Slika 5.19. Korelacije serumom i glukokortikoidima regulirane kinaze 1 (SGK1) i stani¢nih
populacija na regularnoj dijeti i nakon dvotjedne niskoslane dijete. ....................... 74
Slika 5.20. Korelacija rangova i marginalni efekti izmedu serumom i glukokortikoidima
regulirane kinaze 1 (SGKI1) i frekvencije CD25'FOXP3*Meh stanica (% od
CDI27MCD25 ™).ttt 75
Slika 5.21. Stani¢ne frekvencije na 14-dnevnoj NS dijeti vs. inicijalni izrazaj SGK1 (uobic¢ajena

dijeta, B; korelacije rangova). ........cceecueerieeiienieeieeie et 77

XI



Uvod

1. UVOD

1.1 Psorijaza

1.1.1 Psorijaza kao klinicki entitet

Psorijaza je kroni¢na, recidiviraju¢a, imunoloSki posredovana upalna bolest koze.
Karakteristicne promjene koZe u psorijazi su oStroograniceni, suhi, eritematozni plakovi s
adherentnim srebrnim ljuskama koji mogu biti lokalizirani ili Siroko rasprostranjeni na tijelu.
Patohistoloskom analizom koznih promjena uoc€avaju se hiperkeratoza (zadebljanje roznatog
sloja epidermisa), parakeratoza (prisutnost jezgara u stanicama roznatog sloja), akantoza
epidermisa (zadebljanje radi stani¢ne proliferacije u trnastom sloju epidermisa), vijugave i
prosirene zile te upalni infiltrat sastavljen pretezno od limfocita (1-3). Posljednjih desetljeca
postalo je jasno kako psorijaza nije samo bolest koja je ograni¢ena na kozu, nego je u svojoj
biti sustavna bolest. Naime, 20 — 30 % osoba oboljelih od psorijaze ve¢ ima ili ¢e razviti
psorijaticni artritis. Osim toga, u bolesnika s umjerenom do teSkom psorijazom postoji pove¢an
relativni rizik za metabolicki sindrom i aterosklerotsku kardiovaskularnu bolest (1). Psorijaza
takoder znacajno smanjuje kvalitetu Zivota oboljelih i predstavlja veliko socioekonomsko

opterecenje za oboljele osobe i zdravstveni sustav (4).

1.1.2 EpidemiolosSka obiljezja psorijaze

Psorijaza je bolest koja ima relativno visoku incidenciju i prevalenciju diljem svijeta. Znacajne
su razlike u incidenciji i prevalenciji prema geografskom poloZaju i socioekonomskom statusu
pojedinih zemalja (5) te je ucestalost psorijaze veca u sjevernoameri¢kim i zapadnoeuropskim
zemljama, u kojima zive populacije s visokim sociodemografskim indeksom (SDI). Tako je
prema studiji Globalnog optere¢enja bolestima (engl. Global Burden of Disease study) iz
2019. godine, prosjecna dobno standardizirana prevalencija iznosila je 503,6 / 100 000
stanovnika, u rasponu od 300,8 / 100 000 u zemljama s niskim SDI do 1072,2 / 100 000 u
zemljama s visokim SDI, dok su najviSe stope prevalencije pronadene u razvijenim
zapadnoeuropskim zemljama (npr. 2503,8 / 100 000 u Francuskoj) (6). Prema posljednjim
epidemioloSkim podatcima psorijaze u RH koji datiraju iz relativno davne 1989. godine
prevalencija je iznosila 1,6 % (7). Epidemioloski podatci iz isto¢ne Hrvatske, gdje je i ovo
istrazivanje provedeno, govore u prilog prevalenciji od 0,97 % (8).

Prevalencija psorijaze u stvarnosti mogla bi biti 1 veca jer neki oblici psorijaze, kao $to su

psorijaza noktiju i psorijati¢ni artritis, ¢esto ostaju neprepoznati (9).
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1.1.3 Etiopatogeneza vulgarne psorijaze

Psorijaza je bolest s poligenskom podlogom u kojoj razli€iti ¢imbenici iz okoline, kao §to su
trauma, infekcije, lijekovi i1 drugi cimbenici, mogu izazvati manifestnu bolest kod
predisponiranih pojedinaca (10). Naime, samo se dio patogeneze bolesti moze izravno povezati
s genima 1 lokusima identificiranim u cjelogenomskim asocijacijskim studijama (engl.
genome-wide association studies, GWAS) (11). Ta ¢injenica naglasava vaznost okoli$nih i
epigenetskih ¢imbenika u ranom razvoju klini¢ki manifestne bolesti, kao i u odrzavanju bolesti.
Epidemioloske studije povezale su traumu, psiholoski stres, pusenje, alkohol, infekcije
(Streptococcus spp.), pretilost 1 pojedine lijekove (kao Sto su nesteroidni protuupalni lijekovi i

litij) s pojavom bolesti (10,12—-14).

1.1.4 Imunopatogeneza psorijaze

Psorijaza je autoimuna bolest i mozemo ju smatrati modelom TNF-a — IL-23 — Thl7
posredovane upale (15,16). Istrazivanja zadnjih desetljeCa pomogla su u rasvjetljavanju
imunopatogeneze psorijaze, pa je danas jasno kako je rije¢ o medusobno isprepletenim
mehanizmima urodene i steCene imunosti. Dok u pustuloznoj psorijazi prevladava aktivacija
urodenog imunoloskog sustava, §to rezultira izbijanjem samoodrzive upale i nakupljanjem
leukocita, osobito neutrofila, u tkivu (16—18), u slu¢aju vulgarne psorijaze imunopatogeneza
ima druk¢iji tijek. Kod vulgarne psorijaze pocetna aktivacija urodene imunosti dovodi do
prekida imunoloske tolerancije i do odrzavanja autoimunosti. To vidimo po aktivaciji
pomo¢ni¢kih CD4+ T limfocita (engl. 7' helper cells, Th) 1 i Thl7 te nakupljanjem
oligoklonalnih T limfocita koji secerniraju IFN-y (interferon y), kao i citokina koji se izluuju
iz Th17 stanica u kozi koja je zahvadena psorijatiénim promjenama (19,20). Pocetni se
imunoloski dogadaji u psorijazi pokrecu kao odgovor na endogene signalne molekule koje luce
keratinociti prilikom odgovora na stres, infekciju ili ozljedu. Njih nazivamo molekularnim
obrascima povezanim s ozljedom (engl. damage associated molecular patterns, DAMP).
DAMP-ovi imaju sposobnost aktivirati receptore za molekularne obrasce (engl. pattern
recognition receptors, PRR) prisutne na veéini urodenih stanica, poput dendriti¢nih stanica i
makrofaga, nakon Cega slijedi aktivacija T limfocita i sekrecija kanonickih citokina koji
optimiziraju 1 usmjeravaju imunoloski odgovor ovisno o vrsti nokse. Tako u psorijazi dolazi
do lucenja IL-23 koji usmjerava autoreaktivne limfocite na proliferaciju i diferencijaciju u

smjeru Th17 imunoloskog odgovora. Najvise istrazivani medu tim signalnim molekulama su
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antimikrobni peptidi (engl. antimicrobial peptides, AMP) LL-37 (C-terminalni fragment
humanog katelicidina), humani B-defensin (hBD) i protein S100 (21,22). Ovi antimikrobni
peptidi, zajedno s drugim izlu¢enim citokinima i kemokinima, poticu aktivaciju dendriti¢kih
stanica u kozi, koje zauzvrat imaju nasljednu sposobnost prezentacije autoantigena naivnim
autoantigen-specificnim Th stanicama u regionalnom drenaznom limfnom c¢voru. Prilikom
prezentacije dolazi do aktivacije takvih naivnih autoantigen-specificnih Th stanica i do njihove
klonalne ekspanzije. Aktivirane Thl i Thl7 stanice poprimaju svojstva specificna za
udomljavanje u kozi, zbog kojih migriraju u kozu, gdje onda luc¢e IFN-y, interleukin (IL)-17 1
druge citokine i kemokine koji dovode do prekomjerne proliferacije i nedovoljnog sazrijevanja
keratinocita i kemotaksiju drugih imunoloskih stanica kao S§to su neutrofili, §to dovodi do
samoodrzavanja upale. Nadalje, nedavni je napredak u imunobiologiji doveo do oktri¢a
rezidentnih stanica u tkivima i novootkrivenih podvrsta urodenih limfoidnih stanica
(engl. innate lymphoid cells, ILCs) 1 limfoidnih stanica sli¢nih urodenima (engl. innate like
lymphoid cells), ¢ija se uloga u inicijaciji i odrzavanju upale u psorijazi jo§ uvijek istrazuje.
Naime, ¢ini se da aktivacija urodenih limfoidnih stanica 3, invarijantnih NK T stanica i ydT
stanica ovisna o IL-23 poput Th17 limfocita, a suprotno tome neovisna o signalizaciji
posredovanoj T-stanicnim receptorom (engl. T cell receptor, TCR) te predstavlja dodatni
rezervoar IL-17, koji je vaZan citokin u patogenezi kroni¢ne vulgarne psorijaze (23,24).

Kako je ve¢ naglaSeno, pocetna je faza psorijaze usko povezana s otpuStanjem AMP-a, koji se
takoder nazivaju 1 alarmini. Znacajno su visSe razine ekspresije LL-37, hBD, S100-proteina,
lipokalina 2 i ribonukleaze (RNaze) 7 nadene u psorijatiénim plakovima u usporedbi s kozom
zdravih donora (25,26). Najistaknutija uloga u odgovoru urodene imunosti i autoantigen-
specificnim T-stanicama pripisana je antimikrobnom peptidu LL-37. LL-37 otpustaju
keratinociti i on stvara komplekse sa vlastitim genetskim materijalom, koje zatim preuzimaju
dendriti¢ne stanice. Aktivacija plazmacitoidnih dendriti¢nih stanica (pDC) posredovana je
preko LL-37-DNA i LL-37-RNA-kompleksa vezanjem na foll-like receptor (TLR) 9 odnosno
TLR7, §to rezultira otpustanjem interferona tipa I (26).

Interferoni tipa I usmjeravaju sazrijevanje mijeloidnih dendriti¢nih stanica (mDC). Postoji 1
dodatni izravni LL-37 RNA-inducirani put aktivacije mDC preko TLRS. Zreli mDC migriraju
u regionalne limfne ¢vorove i izlucuju faktor nekroze tumora o (TNF-a) i interleukin
(IL)-12/23, ¢ime poticu diferencijaciju Thl i Th17 stanica (12,27). Sli¢an urodeni imunoloski
odgovor zabiljezen je za ljudski beta defensin (HBD) 2 i HBD4 (28). Osim toga, LL-37 ima
izravne ucinke na keratinocite i imunoloske stanice u psorijazi, ¢ime podupire aktivnu ulogu

keratinocita u upalnoj kaskadi otpustanjem IL-1, IL-6, TNF-a citokina, kemokina i interferona
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tipa I (29). Supresija apoptoze i poboljSanje funkcije epidermalne barijere u keratinocitima
takoder se pripisuju LL-37 (30).

Psorijaza ima jasnu genetsku pozadinu s dokazanim nasljednim rizikom od oboljevanja unutar
obitelji. Ukoliko je jedan blizanac obolio od psorijaze, rizik za razvoj psorijaze kod drugog
blizanca je 2 do 3 puta veci u slucaju da se radi o jednojajcanim blizancima nego kod
dvojajcanih blizanaca (31). Medu stotinama lokusa 1 gena povezanih s psorijazom, PSORS1
najistaknutiji je lokus identificiran na kromosomu 6p21, u regiji koja kodira humani leukocitni
antigen (engl. human leukocyte antigen; HLA)-C*06:02 (32). Ova alelna varijanta HLA-C
kodira molekulu MHC klase 1 koja je vazna za intracelularnu prezentaciju antigena i
imunoloski nadzor, a najvjerojatnije je ukljucena u prezentaciju autoantigena poput LL-37,
proteina povezanog s melanocitima ADAMTSLS (domena sli¢na dezintegrinu i metaloproteazi
koja sadrzi motiv sli¢an trombospondinu tipa 5) i ljudskog keratina 17 (33).

S druge strane, CD4+ i/ili CD8+ T stanice periferne krvi specificne za LL-37 identificirane su
u dvije tre¢ine bolesnika s umjereno teSkom do teskom plak psorijazom (34). Nakon stimulacije
s LL-37, T-stanice periferne krvi proizvele su IFN-y, IL-21, IL-22 1 IL-17 te su pridobile fenotip
efektorske stanice i fenotipske karakteristike za udomljavanje u kozi. Ekspanzija T-stanica
specificnih za LL-37 pozitivno je korelirala s tezinom bolesti i bila je ograni¢ena na odredene
HLA haplotipove, uklju¢uju¢i HLA-DR alele DR1, DR4, DR11 i HLA-Cw6*02. Ova otkrica,
zajedno s najranijim izvjes¢ima o oligoklonalnoj ekspanziji T-stanica u psorijati¢nim lezijama,
nedvosmisleno ukazuju da postoji autoimuna komponenta bolesti (35-37).

Konac¢no, stani¢ni i molekularni mehanizmi specificni za psorijazu izravno su povezani s
upalnim putem TNF-a — IL-23 — Th17 (15). Porodica citokina IL-17 sastoji se od Sest ¢lanova
(IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E 1 IL-17F), pri ¢emu su IL-17A i IL-17F prvenstveno
povezani s klinicki relevantnim signaliziranjem u psorijaze. IL-17A 1 IL-17F su razlicito
potentni, ali djeluju putem istog receptora (38). Bioloski ucinci IL-17A ve¢i su od onih koje
ima IL-17F, dok heterodimer IL-17A / IL-17F ima srednji u¢inak. Vezanje IL-17A na njegov
receptorski kompleks, sastavljen od dvije podjedinice IL-17RA i jedne podjedinice IL-17RC,
dovodi do regrutiranja ACT1 (aktin) adapterskog proteina i nizvodne aktivacije niza
unutarstani¢nih kinaza, ukljucuju¢i I-kapa B kinazu (IKK ), p38 mitogenom aktiviranu protein
kinazu (p38 MAPK), kinaza regulirana izvanstanicnim signalom (ERK), kinaza 1 aktivirana
transformiraju¢im faktorom rasta f (TAK1) i kinaza 3f glikogen sintaze (GSK-3p) (39). Ove
kinaze angaziraju transkripcijske faktore kao $to su nuklearni faktor kB (engl. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF- kB), aktivatorski protein 1 (AP-1) i
C/EBP (engl. CCAAT/enhancer binding protein) za proizvodnju proupalnih citokina, kemokina
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Slika 1.1. Imunopatogeneza psorijaze.

Kao odgovor na stres, infekciju ili ozljedu, keratinociti izlu¢uju antimikrobne peptide (LL-37, S100,
humani B-defensin), citokine i kemokine koji poti¢u aktivaciju dendriti¢nih stanica, koje zauzvrat imaju
nasljednu sposobnost predstavljanja autoantigena naivnim autoantigen-specificnim Th stanicama u
limfnim ¢vorovima u koje se drenira limfa iz tkiva. Aktivirane Thl i Thl7 stanice klonalno se
ekspandiraju, dobivaju specifi¢na svojstva za udomljavanje u kozu i akumuliraju se prvenstveno u
epidermisu, gdje nastavljaju otpustati velike koli¢ine IFN-y, IL-17 i drugih citokina. Rezidentne stanice
tkiva i nove podskupine urodenih limfoidnih stanica i limfoidnih stanica sliénih urodenima (engl. innate-
like lymphoid cells) predstavljaju dodatni rezervoar IL-17. Kemokini i citokini koje oslobadaju keratinociti
i Th limfociti privlace neutrofile u kozu, gdje pridonose upali i oksidativnom stresu. ILC3, urodena
limfoidna stanica 3 (engl. innate lymphoid cell 3); MAIT, invarijantna T stanica povezana sa sluznicom
(engl. mucosal-associated invariant T cell); pDC, plazmacitoidna dendriti¢na stanica (engl. plasmacytoid
dentritic cell); mDC, mijeloidna dendriticna stanica (engl. myeloid dendritic cell); Treg, regulatorna T

stanica; Th, T pomocna stanica; INF, interferon; LL37, antimikrobni katelicidin peptid LL37; HBD,
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humani beta defensin; S100, protein koji veze kalcij S100; IL, interleukin; ADAMTSLS5, domena sli¢na
dezintegrinu i metaloproteazi koja sadrzi motiv slican trombospondinu tipa 1 5; y3T, gama delta T stanice.
Autorska slika mentorice. Prethodno objavljena u Krajina I, Stupin A, Sola M, Mihalj M. Oxidative Stress
Induced by High Salt Diet—Possible Implications for Development and Clinical Manifestation of

Cutaneous Inflammation and Endothelial Dysfunction in Psoriasis vulgaris. Antioxidants. 2022;11:1269.

1.2 Psorijaza i komorbiditeti

U posljednjim je desetlje¢ima postalo jasno kako psorijaza, kao sustavna upalna bolest, moze
biti popracena razli¢itim sustavnim komorbiditetima. NajceSce bolesti koje prate psorijazu su
psorijaticni artritis, kardiovaskularne i cerebrovaskulanre bolesti, hiperlipidemija, hipertenzija,

pretilost, dijabetes i psihijatrijski poremecaji poput depresije 1 anksioznosti (40,41).

1.2.1 Kardiovaskularne bolesti i psorijaza

Medu svim navedenim komorbiditetima, kardiovaskularne su bolesti posebno vazne, zato $to
pridonose viS§im stopama smrtnosti osoba oboljelih od psorijaze u usporedbi s kontrolnom
skupinom (42-45). Ucestalost tzv. velikih kardiovaskularnih dogadaja (engl. major adverse
cardiovascular events, MACE), u koje ubrajamo infarkt miokarda (IM), cerebrovaskularni
inzult (CVI) i smrt od kardiovaskularnih dogadaja, povecana je u bolesnika sa psorijazom u
odnosu na op¢u populaciju. Incidencija MACE korelira s trajanjem i klini¢kom tezinom bolesti,
procijenjenim indeksom proSirenosti i tezine psorijaze (engl. psoriasis area and severity indeks,
PASI), povrSinom tijela zahva¢enim promjenama (engl. body surface area, BSA) i potrebama
za sustavnom terapijom ili fototerapijom psorijaze (46—-55). Prema prethodno objavljenim
podatcima, o¢ekivana zivotna dob osoba koje boluju od teske psorijaze znacajno je smanjena
(zene: -4,4 godine; muskarci -3,5 godina) (45).

Takoder, kardiovaskularne su bolesti naj¢es¢i pojedinacni uzrok smrti u tih osoba (43). Nadalje,
postojanje kardiovaskularnih bolesti u bolesnika sa psorijazom povezana je i s pojacanim
koriStenjem zdravstvene skrbi, kao i1 vi§im troSkovima zdravstvene skrbi zbog lije¢enja ovih
stanja (40), Sto predstavlja i znacajan javnozdravstveni teret. lako prema podatcima iz brojnih
studija osobe oboljele od psorijaze imaju i veéi teret tzv. tradicionalnih kardiovaskularnih
¢imbenika rizika, kao $to su puSenje cigareta, pretilost, poviSeni krvni tlak, inzulinska
rezistencija ili dijabetes mellitus tipa II i hiperlipidemija (56-58), vec¢ina istraZivanja govori u
prilog tome da psorijaza predstavlja neovisni ¢cimbenik kardiovaskularnog rizika.
Framinghamova ocjena rizika (engl. Framingham risk score, FRS) alat je kojim se pomocu

podataka o tradicionalnim ¢imbenicima kardiovaskularnog rizika procjenjuje 10-godiSnji rizik
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za klini¢ki manifestnu kardiovaskularnu bolest i MACE (59). Cak se i kod mladih bolesnika s
psorijazom, koji su imali nisku FRS ocjenu, mjerenjem krvozilne upale pomocu
18F-fluorodeoksiglukoza pozitronskom emisijskom tomografijom kompjutoriziranom
tomografijom (18-FDG PET/CT) pokazalo kako je krvozilna upala povecana te da je jacina
upale povezana s duljim trajanjem bolesti. K tome, ranije je ve¢ dokazano kako upala krvnih
zila mjerena 18-FDG PET/CT-om ima prognosticku vrijednost za buducée kardiovaskularne
dogadaje (51,60—-62). Stoga se €ini da produljena izloZzenost sustavnoj upali u psorijazi moze
pridonijeti pove¢anom kardiovaskularnom riziku u bolesnika s psorijazom (63). Nadalje, treba
napomenuti da psorijaza povecava rizik i za razvoj tradicionalnih ¢imbenika kardiovaskularnog
rizika. Na primjer, psorijaza povecava ucestalost i dijabetesa 1 dislipidemije, Sto sugerira da ova
autoimuna bolest takoder moZe pridonijeti pove¢anom ukupnom kardiovaskularnom riziku

utjecudi na ucestalost tradicionalnih ¢imbenika rizika (64).

1.3 Utjecaj psorijaze kao kroni¢ne upalne bolesti na makro-/mikrovaskularnu funkciju

1.3.1 Endotel, endotelna funkcija i disfunkcija

Endotel, koji se sastoji od jednoga sloja endotelnih stanica, ¢ini unutrasnji sloj krvnih zila 1
limfnoga sustava te je u izravnom dodiru sa stanicama i tvarima koje cirkuliraju krvlju i limfom.
Zbog rasprostranjenosti krvnih Zila, od ve¢ih arterija i vena sve do kapilara, endotel je posvuda
prisutan u ¢ovjekovom tijelu. Broj endotelnih stanica iznosi otprilike 1 do 6 x 10" te se tako
procjenjuje kako je ukupna povrsina endotela u tijelu izmedu 3000 i 6000 m? (65,66). Sve do
70-ih godina prosSloga stolje¢a znanstvenici su smatrali endotel jednostavnom difuzijskom
barijerom, kako stanice i tvari iz krvi ne bi slobodno prodirale u okolna tkiva. Medutim,
napredak znanosti i brojna istraZivanja o ulozi endotela u zadnjih 50-ak godina, doveli su do
toga da danas znamo kako endotel ima brojne uloge: kontrolira protok krvi, sprjeava
agregaciju trombocita, regulira proliferaciju glatkih miSiénih stanica krvnih zila, regulira
permeabilnost stjenke krvnih zila, kao 1 migraciju leukocita i drugih imunoloskih stanica, uz
brojne druge funkcije.

Vrlo je vazna spoznaja da endotelne stanice kontroliraju tonus glatkih miSi¢a u tunici mediji
krvnih Zila koja se nalazi ispod bazalne membrane na koju prilijeze endotel. Regulaciju
krvozilnog tonusa ostvaruju preko razlicitih relaksiraju¢ih i1 kontrahiraju¢ih metabolita i
izravnim uc¢inkom na glatkomisi¢ne stanice (67,68).

Endotelna disfunkcija (ED) rani je znak kardiovaskularnih bolesti, koji obuhvaéa niz

patofizioloskih stanja, u rasponu od pocetne lokalizirane ozljede do neprikladne, trajne,
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globalne aktivacije endotela. ED karakterizirana je vazokonstrikcijskim, protrombotickim 1
proupalnim fenotipom (69,70), a obicno se odnosi na smanjenu proizvodnju i/ili
bioraspolozivost vazodilatatora dusikovog oksida (engl. nitric oxide, NO), kao na i neravnotezu
u relativnom doprinosu relaksirajucih i kontrahiraju¢ih metabolita izvedenih iz endotela, $to

dovodi do poremecaja mehanizama vaskularne relaksacije (71).

Osim oSteCenja endotel-ovisne vazodilatacije, patofizioloSke posljedice razvoja endotelne
disfunkecije su:

(1) abnormalna reaktivnost i spazam krvnih Zila;

(2) povecana permeabilnost endotela krvnih Zila za makromolekule;

(3) povecana ekspresija topljivih molekula stani¢ne adhezije (engl. soluble cell adhesion
molecules, SCAMs);

(4) regrutiranje i nakupljanje monocita/makrofaga u intimi krvnih Zila;

(5) smanjena sposobnost regeneracije endotelnih stanica te povecana proliferacija/migracija
stanica miSi¢nog sloja krvnih zila;

(6) poremecaj hemostaze (72—74).

PatofizioloSki ¢imbenici za koje je poznato da pridonose razvoju ED su: povecani oksidativni
stres zbog stvaranja slobodnih kisikovih radikala (engl. radical oxygen species, ROS),
aktivacija citokina u upalnim procesima, glikozilacija metabolita ukljucenih u dijabetes,
starenje, puSenje i1 hipertenzija, kroni¢na hiperkolesterolemija i/ili poviSena koncentracija
lipoproteina niske gustoce (engl. low density lipoproteins, LDL) u plazmi i njegovo nakupljanje
u stijenci krvnih zila, kao i kroni¢na sustavna infekcija bakterijama, virusima ili drugim
patogenima (72-77). S obzirom da je psorijaza kroni¢na upalna bolest pracena poviSenim
razinama oksidativnog stresa, ED je ocekivana 1 svakako povezana s visokim
kardiovaskularnim rizikom u bolesnika s psorijazom.

Vaznost endotelne disfunkcije takoder lezi u ¢injenici da je to stanje koje se moze kvantificirati
te odrazava rano i, jo$ uvijek, reverzibilno oStecenje vaskularne homeostaze (78), koje prethodi
stvaranju aterosklerotskih plakova. ED pridonosi progresiji stvaranja plakova i tako dovodi do
pojave kardiovaskularnih dogadaja (78—82). U endotelnoj disfunkciji mozemo uociti gubitak
antitrombotickih svojstava endotela, uz pojacanu regulaciju adhezijskih molekula, poput
VCAM-1 (vaskularna stani¢na adhezijska molekula 1, engl. vascular cell adhesion molecule 1)
1 ICAM-1 (medustani¢na adhezijska molekula 1, engl. intercellular adhesion molecule 1), koje
omogucuju adheziju leukocita, tj. podrzavaju novacenje monocita na vaskularnu stijenku, koje

se potom dalje diferenciraju u pjenaste stanice nakon nakupljanja modificiranih lipoproteina,
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Sto je kljucni korak u procesu aterogeneze (81,83—88). U jednoj prospektivnoj kohortnoj studiji,
protoci mjereni protokom posredovanom dilatacijom (engl. flow mediated dilation, FMD),
negativno su korelirali s kardiovaskularnim dogadajima neovisno o drugim, tradicionalnim KV
C¢imbenicima rizika (89). Te spoznaje naglasavaju potencijalnu prognosticku vrijednost
endotelne disfunkcije. Zbog Cinjenice da je endotelna disfunkcija reverzibilna, mogla bi biti
obecavajudi 1 vrijedan terapijski cilj u primarnoj prevenciji buducih velikih kardiovaskularnih

dogadaja u bolesnika s psorijazom (72).

1.3.2 Utjecaj psorijaze na vaskularnu i endotelnu funkciju

Tijekom posljednjih 40 godina, podatci iz veéine provedenih studija o endotelnoj funkciji u
psorijazi ukazuju na oSte¢enu makrovaskularnu endotelnu funkciju u bolesnika s psorijazom.
U tim je studijama koriStena raznolika metodologija, od FMD brahijalne arterije (90-94), koja
se najcesce koristila, preko brzine pulsnog vala (engl. pulse wave velocity, PWV), periferne
arterijske tonometrije (engl. peripheral arterial tonometry, PAT) (95), mjerenja debljine
intime-medije karotidne arterije (engl. carotid intima-media thickness, cIMT) (96), pa do razine
krutosti aorte (engl. arterial stiffness) (95). Samo u nekoliko studija s bolesnicima oboljelim od
psorijaze nije pronadena poremecena makrovaskularna reaktivnost (97). Nadalje, u nekoliko je
studija pronadeno da je makrovaskularna endotelna disfunkcija u bolesnika s psorijazom
izravno povezana s aktivnos$¢u psorijati¢ne bolesti, koja je bila procijenjena s PASI, opsegom
upale (mjerenim visokoosjetljivim  C-reatkivnim  proteinom, hsCRP) 1 opéim
kardiovaskularnim rizikom takvih bolesnika.

Iznenadujuce, vrlo je malo podataka o funkciji mikrovaskularnog endotela u bolesnika s
psorijazom, posebice podataka o koznoj mikrocirkulaciji, ¢ije oSteCenje moze igrati vaznu
ulogu u patofiziologiji kardiovaskularnih i metabolickih bolesti, osobito u bolesti koja
specificno zahvaca kozu (98), kao Sto je slucaj u psorijazi. Jedno je istrazivanje izvijestilo o
oSte¢enju mikrovaskularne endotelne funkcije koze u bolesnika s psorijazom, procijenjenim
mjerenjem indeksa protoka krvi u kozi tijekom lokalnog zagrijavanja (na 42 °C) pomocu laser
Doppler floumetrije (engl. laser Doppler flowmetry, LDF) (99). Osim toga, ista je studija
izvijestila kako nije doslo do poboljSanja mikrovaskularne dilatacije ovisnoj o NO nakon
mikrodijalize antioksidansa L-askorbata, Sto sugerira da se poremecena vazodilatacija ovisna o
endotelu kod psorijaze dogodila neovisno o pove¢anom oksidativnom stresu.

Dakle, podaci dostupni do danas (i molekularni i funkcionalni) pruzaju dokaze o znacajno
oslabljenoj funkciji makrovaskularnog endotela u bolesnika s psorijazom, vjerojatno

izazvanom modulacijom upalnih odgovora (ukljuc¢uju¢i TNF-a , IL-17A) i pove¢anim razinama
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oksidativnog stresa. Medutim, neistrazena endotelna funkcija u mikrocirkulaciji (osobito
kutanoj), kao i preciznija procjena uloge oksidativnog stresa u patogenezi endotelne disfunkcije

u bolesnika s psorijazom, otvaraju nove puteve za buduca istrazivanja.

Ilustracija patogenetskih mehanizama ED u psorijazi prikazana je na Slici 1.2.
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Slika 1.2. Patogeneza endotelne disfunkcije kod oboljelih od psorijaze povezana je s

upalom i oksidativnim stresom.

Kao odgovor na hiperslano mikrookruzenje, keratinociti i limfociti (a) luée proupalne citokine (tj.
interleukin (IL)-1B, IL-6, TNF-a) i kemokine, $to dovodi do endotelne aktivacije koju karakterizira
pojacana ekspresija molekula stani¢ne adhezije (CAMs) (b). Kao odgovor na kemokine i interakcije s
CAMs, periferni leukociti transmigriraju kroz stijenku krvnih zila do mjesta upale (c). Neutrofili su
dominantna vrsta stanica u leukocitnom infiltratu psorijazne koZe, odgovorni za stvaranje reaktivnih vrsta
kisika (ROS) i dusika (RNS) (d). Dodatni mehanizam oksidativnog stresa tijekom pove¢anog unosa soli
hranom ukljucuje supresiju RAS-a i odvajanje eNOS-a (e). LL-37, katelicidin antimikrobni peptid LL-37;
HBD, humani beta defensin; S100, protein koji veze kalcij S100; IL, interleukin; ROS, reaktivne vrste
kisika; RNS, reaktivne vrste dusSika; MMP-9, matriéna metaloproteinaza 9; self-DNA, vlastita
dezoksiribonukleinska kiselina; self-RNA, vlastita ribonukleinska kiselina; IFN-y, interferon y; TNF-a,

faktor nekroze tumora o; pDC, plazmacitoidna dendriti¢na stanica; Th17, T pomo¢nicke stanice 17; Thl,
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T pomoc¢nicke stanice 1; sLex, Sialyl Lewis X; CXCL1, C-X-C motiv kemokin ligand 1; CCL3, C-C motiv
kemokin ligand 3; COX, ciklooksigenaza; mr-200c, mikroRNA-200c; endokan, specificna molekula
endotelne stanice-1; ICAM-1, medustanicna adhezijska molekula 1; VCAM-1, molekula adhezije
vaskularnih stanica 1; AChR, acetilkolinski receptor; eNOS, endotelna sintaza dusSikovog oksida; NO,
dusikov oksid; BH4, tetrahidrobiopterin; ONOO, peroksinitrit; H>O,, vodikov peroksid; O,~, superoksid,
OH, hidroksid; HCIO, hipoklorna kiselina. Autorska slika mentorice. Prethodno objavljena u Krajina I,
Stupin A, Sola M, Mihalj M. Oxidative Stress Induced by High Salt Diet—Possible Implications for
Development and Clinical Manifestation of Cutaneous Inflammation and Endothelial Dysfunction in
Psoriasis vulgaris. Antioxidants. 2022;11:1269.

1.4 Utjecaj unosa kuhinjske soli na tijek upalnih bolesti

1.4.1 Unos soli u populaciji RH

Natrij (Na) je esencijalni mineral koji je neophodan za homeostazu na stani¢noj razini, kao i za
brojne fizioloSke funkcije organizma (100). U covjekovoj je prehrani primarno zastupljen u
obliku kuhinjske soli, tj. natrijevog klorida. U slu¢aju natrija se, kao i inace u medicini, istinitom
pokazala Paracelsusova izreka da ,samo doza ¢ini otrov“. Naime, premda je za zdravlje
organizma neophodan, postaje Stetan za ¢ovjekovo zdravlje, pa ¢ak i potencijalno fatalan kada
se konzumira u previsokoj dozi. Prema Banci podataka o opasnim tvarima (engl. Hazardous
Substances Data Bank, HSDB), procijenjena smrtonosna doza natrijevog klorida je otprilike
0,75 do 3 g/kg tjelesne mase (101). 1 gram soli sadrzava 393,4 mg natrija (102). Kako su se u
posljednjim desetlje¢ima nizala istrazivanja o utjecaju soli, postalo je gotovo dogmatski
prihvaceno da je sol vaZan Cimbenik rizika za razvoj hipertenzije te da podupire njezinu
progresiju, kao i razli¢ite kardiovaskularne komplikacije. To je i potvrdeno u brojnim meta-
analizama.

U sklopu strategije za prevenciju i kontrolu kroni¢nih nezaraznih bolesti, Svjetska zdravstvena
organizacija (SZO) izdala je preporuke da bi se unos soli trebao drzati ispod 5 g soli dnevno
(Sto odgovara 2000 mg Na) (103). Suvremenim prehrambenim navikama unosi se dvostruko
viSe soli nego Sto je preporuceno.

Kako su prehrambene navike razlicite diljem svijeta, dnevni unos natrija varira od samo 200 mg
u populaciji Yanomami Indijanaca u Brazilu do ¢ak 10 300 mg u populaciji stanovnika
sjevernih dijelova Japana (104).

Prehrana Hrvata nije iznimka u trendu previsokog unosa soli. Naime, u istrazivanju prosje¢nog

dnevnog unosa soli medu odraslim osobama u Republici Hrvatskoj, muskarci su unosili
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13,3+4,3g soli dnevno (223,6+ 74,0 mmol Na/24h wurin), dok su Zene unosile
10,2 + 4,2 g soli dnevno (177,3 £+ 69,1 mmol Na / 24h urin) (105).

1.4.2 Ucinak unosa soli kroz prehranu na imunolosku funkciju

Povecani unos soli hranom dovodi do disregulacije imunolo$kog sustava promicanjem
diferencijacije CD4+ stanica u Thl7 stanice te stoga podrzava razvoj i odrzavanje upale u
autoimunim bolestima (106-109). Naivni CD4+ T limfociti imaju nasljednu sposobnost
prilagodbe procesa sazrijevanja nakon susreta s antigenom u odnosu na njihovu promjenjivu
okolinu i prirodu antigenskog izazova. Njihova ogromna plasti¢nost ogleda se u rastucoj obitelji
Th podskupova, ukljuc¢uju¢i Thl, Th2, Tth, Th17, Th9 i Th22 itd. (110). Klasi¢ni signali za
aktivaciju i diferencijaciju T-stanica ukljucuju prepoznavanje kompleksa peptid — MHC (glavni
kompleks histokompatibilnosti, engl. major histocompatibility complex) od strane
komplementarnog T-stanicnog receptora, ukljucivanje kostimulacijskih receptora i
signalizaciju citokinima. Polariziraju¢i citokini i njihova nizvodna signalizacija prepoznati su
kao glavna sila koja tjera T limfocite prema njihovoj odgovarajucoj podskupini. Tip 3
imunoloskog odgovora odnosi se na imunoloske odgovore posredovane stanicama koje
proizvode citokine iz obitelji IL-17, koji se u prvom redu izlucuju tijekom infekcija piogenim
izvanstani¢nim bakterijama na epitelnim barijerama (kao Sto je npr. slucaj u infekcijama
bakterijama soja Staphylococcus aureus), dok iznimno u slu¢aju aberantne inicijacije takvi
imunoloski odgovori mogu dovesti do autoimunosti (111). Najbolja potvrda srediSnje uloge
ovih citokina u upalnom procesu psorijaze jest postizanje Ciste ili gotovo Ciste koze (bez bolesti)
kod osoba oboljelih od psorijaze nakon primanja bioloske terapije inhibitorima IL-17 ili IL-23
(112).

Nadalje, nedavne studije pruzile su dokaze o razli¢itim sudbinama T-stanica nakon aktivacije
kada su se lokalni uvjeti povezani s citokinskim miljeom promijenili. Na primjer, prisutnost
proupalnih citokina IL-6, samih ili u kombinaciji s IL-1f3, moze potaknuti transdiferencijaciju
FOXP3+ (Forkhead box P3 protein) regulatornih T-stanica u Th17 ili Treg/Th17 stanice (113).
Na taj nacin regulatorne T-stanice gube svoju sposobnost odrzavanja periferne tolerancije i
ograni¢avanja imunoloskih odgovora te dobivaju proupalne efektorske funkcije (113).

Osim klasi¢nih signala, sve viSe dokaza sugerira da okoli$ni ¢imbenici i metaboli¢ke promjene
u okolnom mikrookruzenju takoder mogu potaknuti (trans)diferencijaciju i prilagodbu
T-stanica tijekom upale i imunoloSkog sensinga. Ti vanjski signali ukljucuju vitamine
(114,115), razinu kisika (116), slobodne kisikove i dusikove radikale (117), lokalne metabolite

iz stanica domacina i komenzalnih te patogenih mikroorganizama (118) i, nedavno ubrojen,
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natrijev klorid (NaCl) (119).

Naime, dokazano je kako je medij s visokom koncentracijom soli jedan od nacina indukcije
polarizacije pomo¢nickih (CD4") limfocita putem IL-23 prema Th17 stani¢nom fenotipu (120).
Naime, na molekularnoj razini, stanice osje¢aju hiperosmotski stres u visokoslanom okruzenju
pomocu p38MAPK, s§to dovodi do nizvodne aktivacije NFATS (nuklearni faktor aktiviranih
T- stanica 5, engl. nuclear factor of activated T cells 5) 1 SGK1 (serumom i glukokortikoidima
inducirane kinaze 1, engl. serum and glucocorticoid-regulated kinase I) kaskade, ¢ime se
utiSava FOXO1 (engl. Forkhead box protein OI) (121-124). FOXO1 transkripcijski je
¢imbenik koji svojom aktivno$¢u negativno regulira razvoj Th17 stanica direktnom represijom
ekspresije retinoi¢nim receptorom povezanim nuklearnim receptorom y (engl. retineic-acid-
receptor-related orphan nuclear receptor gamma, RORyt) i IL-23R. Dakle, pojatanom
aktivnos¢éu SGK1 dolazi do utiSavanja FOXO1, vise razine ekspresije IL-23R te diferencijacije
prema Th17 stanicama (125). Ekspresija SGK1 u normalnim je uvjetima niska, ali se povecava
u slucaju povisene razine mineralo- i glukokortikoida, kao i u mediju s visokom koncentracijom
soli. Inhibicijom p38MAPK, NFATS5 i SGKI ponisten je u¢inak visokih koncentracija soli na
diferencijaciju prema Th17 limfocitima. Na taj je nafin ovaj put identificiran kao vaZan
intracelularni signalni put kojim sol dovodi do diferencijacije prema Th17 stanicama (120).
Takoder je vazno za napomenuti kako je Kleinewietfeld sa sur. primijetio da Th17 stanice
polarizirane pod ufinkom visoke koncentracije soli imaju visoko patogeni fenotip, koji je
karakteriziran poja¢anom ekspresijom proupalnih citokina, medu koje se ubraja i TNF-a (120).
Vazno je za napomenuti kako naivne i memorijske T-stanice recirkuliraju izmedu sekundarnih
limfoidnih organa i mjesta upale te pritom mijenjaju mikrookolis. Slijede dokazi koji podupiru
vaznu ulogu tkivnog NaCl u oblikovanju i ograni¢avanju Th17 imunoloskih odgovora.

Dugo se pretpostavljalo da koncentracije NaCl u tjelesnim teku¢inama i tkivima strogo
reguliraju bubrezi i endokrini sustav. Koncentracija natrija u serumu Zivotinja i ljudi u razli¢itim
fizioloskim 1 patoloSkim stanjima odrzava se unutar uskog raspona (126,127). Medutim, to ne
vrijedi za tkiva u kojima precizno mjerenje koncentracije natrija donedavno nije bilo moguce.
U tkivima NaCl brzo disocira na pozitivno nabijene natrijeve ione (Na") i negativno nabijene
kloridne ione (CI"). Slobodni Na" ioni zatim brzo uspostavljaju nekovalentne veze s negativno
nabijenim makromolekulama tkiva, kao Sto su glikozaminoglikani (GAG) i hijaluronska
kiselina, ¢ime se onemogucuje odredivanje njihove to¢ne koncentracije u tkivu (119). Napredne
tehnike ukljucuju¢i analizu neutronske aktivacije i magnetsku rezonanciju natrijem (**Na),
iznijele su na vidjelo Cinjenicu da se sadrzaj natrija u tkivu dinamicki prilagodava
prehrambenim promjenama u unosu soli i pokazuje varijabilni sadrzaj natrija u tkivu ovisno o

vrsti tkiva, spolu, dobi i upalnom statusu (128—-130).
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Tkivo posebno osjetljivo na prehrambene promjene u unosu natrija je koza (129). Upalna stanja
koze kao Sto su atopijski dermatitis (AD), psorijaza i bakterijske infekcije daju dodatne
potencijalne uzroke/mehanizme za nakupljanje natrija u kozi (131-133). Zanimljivo je da je
povecan broj transkripata hondroitin sintaze pronaden u koZzi nakon nakupljanja NaCl u
prehrani, Sto sugerira da opseg polimerizacije lanca glikozaminoglikana moze regulirati sadrZaj
natrija u kozi i drugim tkivima (134). Takoder postoje dokazi o dodatnom regulacijskom
mehanizmu putem modulacije protoka limfe. Naime, makrofazi su sposobni osjetiti
promjenjive koncentracije Na* i proizvesti faktor rasta vaskularnog endotela C (engl. vascular
endothelial growth factor C, VEGF-C) §to dovodi do hiperplazije/limfangiogeneze limfnih

kapilara i povecanog ¢iS¢enja soli iz koznih skladista (135).

Poveéan unos NaCl-a u prehrani
Upala (psorijaza, atopijski dermatitis)

Langerhansove
%/ ~stanice
=
* { ~—
= Epidermis
° ) t =

® > K
ILC3 > g

Mbo = T o

g s ~ MAIT

b B N L .
. 11 hondroitin sintaza
O VEGF-C 11 GAG polimerizacija
o ©
> . Limfne Zile C. . voT
o ) .
pDC H o Dermis
Tem reaktivacija??
O " Ee———
mDC S |135—145 mmol/L
5 ® . o
= D e ———
£, ,,,lj —
.|\ /
~— TGFp
. —

Th17

Th diferencijacijap?
Treg

Regionalni
limfni &vor

Slika 1.3. Regulacija skladiStenja NaCl u kozi.

Koncentracija NaCl (crvene tockice) u serumu odrzava se unutar uskog raspona (135-145 mmol / L) ¢ak i
pri razli¢itim razinama unosa soli hranom i u razli¢itim patoloskim stanjima. Noviji podatci ukazuju na to
da se sadrzaj NaCl u kozi znacajno mijenja kao odgovor na opterec¢enje hranom i na upalu. Pove¢ana GAG

polimerizacija (a) omogucuje skladiStenje Na*, dok neo(limfo)angiogeneza, koja je izazvana s VEGF-C,
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omogucuje uklanjanje NaCl iz koze (b). Koza je vazan dio imunoloskog sustava u kojemu su prisutne
stanice za imunoloski nadzor. Povecani sadrzaj Na® utje¢e na reaktivaciju Tem (c) u kozi, kao i na
diferencijaciju naivnih Th limfocita u regionalnim limfnim ¢vorovima (d). Mo, monociti; ILC3, urodena
limfoidna stanica 3; Tc, citotoksi¢na T stanica; MAIT, invarijantna T stanica povezana sa sluznicom; pDC,
plazmacitoidna dendriti¢na stanica; mDC, mijeloidna dendriti¢na stanica; Treg, regulatorna T stanica; Th,
T pomoc¢nicka stanica; Tem, efektorska memorijska T stanica; GAG, glikozaminoglikani; VEGF-C,
vaskularni endotelni faktor rasta C; IL, interleukin; TGFp, transformiraju¢i faktor rasta beta; y6T, gama
delta (yd) T stanice.

Autorska slika mentorice. Prethodno objavljena u Krajina I, Stupin A, Sola M, Mihalj M. Oxidative Stress
Induced by High Salt Diet—Possible Implications for Development and Clinical Manifestation of

Cutaneous Inflammation and Endothelial Dysfunction in Psoriasis vulgaris. Antioxidants. 2022;11:1269.

U slucaju psorijaze, prototipa TNFo — Th17 modela bolesti, nedavni podaci pokazali su
povecano zadrzavanje natrija i vode u lezionalnoj i nelezionalnoj kozi, ali samo u bolesnika s
umjerenim do teskim oblikom bolesti (PASI > 5), ali ne i kod onih s blagim oblikom
(PASI < 5). Akumulacija natrija u korelaciji je s teZinom bolesti 1 u¢estalo§¢u yo T stanica koje
izluCuju IL-17 u perifernoj krvi (131). U skladu s prethodnim izvje$¢ima, autori iste studije
izvijestili su o povecanom stvaranju IL-17A iz naivnih CD4" T stanica koje su primarno pod
Th17-polariziraju¢im citokinima i1 visokim koncentracijama NaCl. Pionirske studije ucinaka
indukcije ionskom soli na diferencijaciju Th17 stanica takoder su pokazale povecane patogene
efektorske funkcije Th stanica pod utjecajem visokog NaCl (120,136).

Naime, adaptivni prijenos naivnih CD4" T stanica diferenciranih pod Thl7-polariziraju¢im
citokinima i povecanom koncentracijom NaCl rezultirao je pogorSanjem simptoma bolesti
misjeg kolitisa 1 eksperimentalnog autoimunog encefalomijelitisa. Kasniji eksperimenti su
pokazali da imunomodulatorni u¢inci NaCl nisu primije¢eni samo na naivnim T pomo¢nickim
stanicama, ve¢ da povecane koncentracije NaCl utjeCu i na efektorske memorijske T stanice na
isti nacin, ¢ak i u odsutnosti Th17-polariziraju¢ih ¢imbenika (137). Zanimljivo, kada su ljudske
efektorske Th17 stanice ponovno stimulirane ex-vivo u uvjetima hipertonicnog NaCl-a, u
odsutnosti proupalnih citokina, dobile su protuupalni fenotip karakteriziran pojacanom
ekspresijom transkripata Foxp3, transformirajuceg faktora rasta B (engl. transforming growth
factor f, TGF-), IL10, gena za aktivaciju limfocita 3 (engl. lymphocyte-activation gene 3,
LAG3), inducibilnog T-stani¢nog kostimulatora (engl. inducible T Cell Costimulator, ICOS) i
protein 4 povezan s citotoksicnim T limfocitima (engl. cytotoxic T-lymphocyte associated
protein 4, CTLA4) (137).

Farmakoloska blokada p38 signalizacije ukinula je NaCl-induciranu pojac¢anu ekspresiju

IL-17A 1 FOXP3 u efektorskim Th17 stanicama. Radi toga moze se zakljuciti da su promatrani
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ucinci vjerojatno posredovani kroz aktivaciju puta p38MAPK i njegovih nizvodnih ciljeva
NFATS i SGK1 (138). Medutim, ako su iste stanice bile diferencirane u proinflamatornom
citokinskom okoliSu, prvenstveno u prisutnosti IL-1f 1/ ili IL-6, njihov Th17 stani¢ni potpis,
kao karakteriziran ekspresijom ROR-vyt, [L-22 i C-C kemokinskog receptora tip 6 (engl. C-C
chemokine receptor type 6, CCR6), bio je sacuvan (137). Nadalje, Cini se da ucinak nije bio
jednak u sluéaju svih efektorskih Th17 stanica. Cini se kako to ovisi o citokinskom okolisu
tijekom prvog susreta s antigenom.

Na primjer, specifi¢ni Th17 odgovor na C. albicans ovisi o prisutnosti IL-10. Takve efektorske
stanice reagiraju na hipertoni¢ne NaCl uvjete pojaavanjem proupalnih efektorskih funkcija
povezanih s Th17 stanicama (137).

U¢inci mikrookruZzenja tkiva s visokom koncentracijom NaCl-a na Th17 stanice mogu biti
razli¢iti — 1 proupalni i1 protuupalni. Takoder, ovise o kontekstu, prvenstveno o prisutnosti
proupalnih citokina poput IL-1p i IL-6. Ova otkri¢a imaju moguce implikacije za terapijske
strategije u lijeCenju kroni¢nih autoimunih bolesti. Ciljano ukidanje signalnog puta IL-1
pomocu agenasa za blokiranje IL-1 ili IL-1R moglo bi inducirati protuupalne Th17 odgovore u
tkivnom mikrookruzenju s visokim sadrzajem NaCl. S druge strane, smanjen unos soli mogao
bi smanjiti akumulaciju NaCl-a u tkivima i tako promovirati protuupalne Th17 efektorske

funkcije u osoba oboljelih od psorijaze i drugih autoimunih bolesti.

1.4.3 Ucinak unosa soli kroz prehranu na kardiovaskularni sustav i mikrocirkulaciju

Endotelna je disfunkcija reverzibilno stanje promijenjenog odgovora endotela na mehanicke ili
biokemijske utjecaje, za koje je poznato da prethodi procesu stvaranja aterosklerotskog plaka
(79-81). Aktivacija endotelnih stanica patofizioloski je usko povezana s endotelnom
disfunkcijom te je karakterizirana pojacanom ekspresijom medustani¢nih, vaskularnih i
leukocitnih adhezijskih molekula na povrSini endotelnih stanica (ICAM-1, ICAM-3, VCAM-
1, E- selektin) (81,83-85).

Poznato je da se endotelna disfunkcija javlja kod normotenzivnih i hipertenzivnih osoba koje
su osjetljive na sol, tj. reagiraju povisenjem krvnog tlaka na povecani unos soli hranom
(139,140). Medutim, primije¢eno je da kratkotrajni visok unos soli u prehrani moze rezultirati
oSte¢enjem endotelne funkcije neovisno o utjecaju na vrijednosti krvnog tlaka i osjetljivost na
sol te osobe kao i da oksidativni stres potencijalno igra vaznu ulogu u pojavi endotelne
disfunkcija u uvjetima visokog natrija (141,142).

Sve je ve¢i broj dokaza in vitro studija te studija na Zivotinjama i ljudima koji upucuju na to da

visok unos soli u prehrani utje¢e na endotelnu funkciju neovisno o povisenju krvnog tlaka. Na
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primjer, smanjenje endotel-ovisne vazodilatacije na acetilkolin uocen je u normotenzivnih
Stakora koji su bili na visokoslanoj (VS) dijeti, u usporedbi sa Stakorima na niskoslanoj (NS)
dijeti, Sto ukazuje na to da smanjena bioraspolozivost endogenog NO dovodi do smanjene
vaskularne dilatacije. Ovo je dodatno potkrijepljeno nalazom ocuvane vaskularne reakcije
nakon dodatka NO donora natrij nitroprusida (SNP). Zanimljivo je da je ovaj u€inak prehrane
s visokim unosom soli ponisten u prisutnosti ¢istaca slobodnih kisikovih radikala (engl. reactive
oxygen species, ROS), superoksid dismutaze (SOD), kao i SOD mimetika Tempola, koji je
karakteriziran ve¢om propusno$¢u membrane nego sam SOD, i katalaze (143,144).

Stoga se €ini da bi visok unos soli prehranom mogao uzrokovati poremecaj redoks ravnoteze i
povecati proizvodnju ROS-a (141,142). Premda oksidativni stres uzrokovan visokoslanom
prehranom primarno utjece na vaskularnu homeostazu kroz smanjenje bioraspolozivosti NO,
on takoder moze preko ucinka na nukleinske kiseline, proteine i lipide dovesti do promjene u
drugim biokemijskim i fizi€¢kim procesima (145).

U in vitro studiji na bifurkacijskoj proto¢noj stani¢noj kulturi s HUVEC (endotelne stanice
ljudske pupcane vene, engl. human umbilical vein endothelial cells), koja oponasa arterijsku
bifurkaciju, pokazalo se da uvjeti visoke koncentracije natrija uvelike povecavaju osjetljivost
endotelnih stanica na u¢inke TNF-a u uvjetima nejednolikih smicajnih sila i da je ovaj u¢inak
natrija ovisan o koncentraciji. Stoga je inkubacija s povecanim koncentracijama natrija in vitro
izazvala i povecanu ekspresiju VCAM-1 i E-selektina i dovela do veée adhezije monocita na
endotelne stanice u modelu s nejednolikim smi¢nim silama (146).

Medutim, ova endotelna aktivacija pod u¢inkom TNF-a koja je dodatno povecana povisenom
koncentracijom natrija, bila je sprijeCena uvjetima laminarnog protoka i ¢ak obrnuta u uvjetima
statickog protoka, $to znaci da ove promjene u endotelu izazvane natrijem ovise o obrascu sila
smicanja (146,147). Osim toga, u€inak visoke koncentracije natrija na aktivaciju endotela pod
neujedna¢enim smic¢nim naprezanjem sprijecen je u odsutnosti TNF-a (146). Ova bi otkri¢a
mogla biti od posebnog interesa u kontekstu bolesti kao $to je psorijaza, kod kojih je ekspresija
TNF-a pojacana. Naime, natrij pojacava proaterogeni uc¢inak TNF-a na stani¢nu adheziju u
bifurkaciji karotidnih arterija (tj. u podru¢jima arterija koja su obicno sklona aterosklerozi) u
miseva s nedostatkom apolipoproteina E (ApoE) koji su hranjeni prema visokoslanom dijetnom

protokolu, u usporedbi s onima koji su hranjeni uobicajenim koli¢inama soli (146).

1.4.4 Soli psorijaza

Razina natrija u serumu regulirana je tako da se odrzava na oko 140 mmol / L (148). ViSak

natrija moze se ili izluciti iz tijela ili akumulirati u tjelesnim tkivima kao §to je koza
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(131,133,149-151). Kako je ve¢ ranije spomenuto, u nedavnoj studiji koju su proveli Maifeld
1 sur., pokazano je da pacijenti s PASI > 5 imaju ve¢i sadrZaj natrija, kako u lezionalnoj, tako 1
u nelezionalnoj kozi, u usporedbi s pacijentima s blazom klinickom slikom psorijaze i zdravim
kontrolnim ispitanicima (131). Medutim, u ovoj studiji nije se ispitivao unos natrija hranom,
tako da utjecaj unosa hranom na nakupljanje natrija u kozi pacijenata s psorijazom tek treba
razjasniti (152). Budué¢i da je poznato da visokoslani uvjeti pomicu diferencijaciju CD4+
stanica prema Th17 stanicama (106-109), ometaju Treg stanice (153) i takoder dovode do
povecanja proizvodnje ROS-a, smanjenje unosa soli moglo bi imati terapeutski znacaj u
kontekstu psorijaze i povezanih kardiovaskularnih komorbiditeta, ukljucujuéi oStecenje

endotelne funkcije (141,142), smanjenjem upale i oksidativnog stresa (152).

Budu¢i da niskoslana dijeta moze dovesti do oporavka endotelne mikrovaskularne funkcije 1
kod normotenzivnih i kod hipertenzivnih osoba (154,155), isti se ufinak moze ocekivati u
bolesnika s psorijazom s utvrdenom endotelnom disfunkcijom (90,91,96,96,99,156,157). Na
primjer, in vitro studija koju su proveli Wild i sur., pokazala je da je u¢inak TNF-a na aktivaciju
endotelnih stanica pod neujednacenim smi¢nim silama poveéan u visokoslanim uvjetima i da
taj ucinak ovisi o koncentracijama natrija (146). Ovo daje uvid u potencijal smanjenog unosa
natrijja hranom zato Sto natrij utjeCe na jedan od kljuénih mehanizama kojima je
mikrovaskularna funkcija poremecena u bolesnika s psorijazom. Budu¢i da TNF-a igra ulogu
u imunopatogenezi psorijaze i stoga je povisen u bolesnika s psorijazom (158), promjena u
prehrambenim navikama ovih bolesnika mogla bi u€initi vecu razliku u oporavku endotelne
funkcije kod osoba oboljelih od psorijaze nego u zdravih pojedinaca. Sve ovo dovodi do

pretpostavke da bi LS dijeta mogla koristiti pacijentima s psorijazom.

Unos smanjene koli¢ine kuhinjske soli mogao bi dovesti do oporavka endotelne disfunkcije,
Sto je prvi, ali jos uvijek reverzibilni korak u procesu aterogeneze (72). To bi dalje moglo
dovesti do smanjenja rizika od kardiovaskularnih bolesti, koji je prisutan kod bolesnika s
psorijazom neovisno o drugim, tradicionalnim, kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika, i moglo
bi smanjiti morbiditet, mortalitet i javnozdravstvene troSkove povezane s kardiovaskularnim
komorbiditetom u bolesnika s psorijazom. Doista bi bilo od velike vrijednosti dodatno ispitati

ucinak NS prehrane na funkciju endotela u bolesnika s psorijazom in vivo.
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2. HIPOTEZA
Smanjeni unos kuhinjske soli u prehrani u obliku dvotjedne niskoslane dijete dovodi do

promjene u ravnotezi Th17 i regulatornih T (Treg) limfocita te dovodi do smanjenja upale i

poboljsanja vaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji koZe oboljelih od vulgarne psorijaze.

19



Ciljevi istrazivanja

3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Glavni ciljevi ovog istrazivanja bili su odrediti u¢inak dvotjedne dijete s niskim unosom soli na
ravnotezu Th17 i1 Treg limfocita kao i ulogu SGK1 kinaze u njihovoj (trans)diferencijaciji kod
oboljelih od vulgarne psorijaze te utvrditi u€inak niskoslane dijete na vaskularnu reaktivnost u
mikrocirkulaciji koze te udio endotel-ovisnih 1 endotel-neovisnih ¢imbenika u vazodilataciji u

osoba oboljelih od vulgarne psorijaze.

Specifi¢ni su ciljevi ove studije bili sljedeci:
1. Odrediti udjele Th17 i Treg limfocita.
2. Odrediti izrazaj SGK1 kinaze u stani¢nom lizatu PBMC stanica.
3. Odrediti serumsku razine proupalnih i protuupalnih citokina.
4. Odrediti protoke u mikrocirkulaciji koze pomocu LDF metode, kao i udio endotel-

ovisnih i endotel-neovisnih ¢imbenika vazodilatacije.
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4. ISPITANICI I METODE

4.1 Ustroj studije

Ovo je istrazivanje prospektivna kohortna studija s jednom, nerandomiziranom skupinom
ispitanika oboljelih od vulgarne psorijaze, u kojoj su svi ispitanici dodijeljeni istom studijskom

protokolu.

4.2 Ispitanici

U istrazivanje je ukljueno 28 ispitanika oboljelih od kroni¢ne plak psorijaze s klinicki
procijenjenom tezinom bolesti PASI > 5 u trenutku ukljucenja u studiju. Svi su ispitanici
dodijeljeni istoj intervenciji. Ispitanici su prilikom ukljuc¢ivanja u istrazivanje upuceni kako se
trebaju kroz 14 dana pridrzavati dijete s niskim unosom kuhinjske soli (unos
soli <3,75g/dan). Ispitanici su regrutirani kao pacijenti Zavoda za dermatologiju i
venerologiju Klini¢kog bolnickog centra Osijek. Svi su ispitanici punoljetne osobe s razvijenom
klini¢kom slikom kroni¢ne plak psorijaze, koja je patohistoloski potvrdena.
Isklju¢ni kriteriji bili su:

- dob < 18 godina,

- postojanje drugih imunoloski posredovanih bolesti (uz iznimku autoimunih bolesti

Stitnjace 1 psorijati€nog artritisa — osobe s tim komorbiditetima bile su ukljucene),
- maligne bolesti,
- trenutne zarazne bolesti,

- alergijske reakcije unutar 6 tjedana prije pocetka istraZivanja.

Ispitanici nisu koristili lokalnu terapiju kortikosteroidima najmanje 2 tjedna prije ukljucivanja
u studiju, kao i 2 tjedna tijekom istrazivanja. Takoder, ispitanici nisu koristili ni sustavnu
terapiju lijekovima s utjecajem na psorijazu (metotreksat, retinoide, ciklosporin, sustavne
kortikosteroide, apremilast) ili biolosku terapiju najmanje 3 mjeseca prije i 2 tjedna tijekom
istrazivanja. Svakom je ispitaniku prilikom uklju€ivanja u studiju dodijeljena oznaka koja
ukazuje na studiju, redni broj ukljucenog ispitanika te redni broj mjerenja za tog ispitanika.

Svaki je ispitanik prilikom uklju¢ivanja u studiju potpisao informirani pristanak. Protokol je
ovog istrazivanja u skladu sa standardima utvrdenima posljednjom revizijom HelsinSke

deklaracije te je dobio odobrenje Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa:
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602-04/21-08/07, Broj: 2158-61-07-21-153 1 Klasa: 602-04/23-08/03, Broj: 2158-61-46-23-
41), kao i1 odobrenje Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Osijek (Broj: R2-
13170/2020). Istrazivanje je provedeno na Zavodu za dermatologiju i venerologiju Klini¢kog
bolnic¢kog centra Osijek, u Znanstvenom centru izvrsnosti za personaliziranu brigu o zdravlju
Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku te u Laboratoriju za molekularnu i klinicku imunologiju
Zavoda za fiziologiju 1 imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek, Sveucilista J. J.
Strossmayera u Osijeku i1 u Laboratoriju za klini¢ku fiziologiju i fiziologiju sporta Zavoda za
fiziologiju 1 imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek, SveuciliSta J. J. Strossmayera u
Osijeku. Takoder, provedeno je 1 u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog
bolnickog centra Osijek te Laboratoriju za molekularnu i HLA dijagnostiku Klini¢ckog
bolnickog centra Osijek. IstraZivanje je registrirano na Clinicaltrials.gov (ID: NCT0589264,
pod nazivom “Low-Salt Diet Effect on Thil7-Mediated Inflammation and Vascular Reactivity
in Psoriasis™).

Ova studija sufinancirana je Institucijskim znanstveno-istrazivackim projektima Medicinskog
fakulteta Osijek: IP2-MEFOS-2020 (PI Martina Mihalj) pod nazivom ,,U¢inci dijete sa
smanjenim unosom kuhinjske soli na Th17-posredovanu upalu i vaskularnu reaktivnost kod
oboljelih od vulgarne psorijaze* i P16-MEFOS-2023 (PI Martina Mihalj) pod nazivom ,,Uloga
sustavne uprale u razvoju metabolickog sindroma i vaskularne endotelne disfunkcije kod

pacijenata oboljelih od vulgarne psorijaze*.

4.3 Protokol istrazivanja

Svi ukljuceni ispitanici (N=28) dodijeljeni su istom istrazivackom protokolu te su prilikom dva
posjeta vremenskom razmaku od 14 dana uc¢injena dva mjerenja, prije i nakon provodenja dijete
s niskim unosom soli. Po uklju¢enju ispitanika u studiju, ispitanici su drzali dijetu s niskim
udjelom kuhinjske soli, s unosom natrija 1500 mg dnevno (3,75 g soli) (DASH diet, U.S.
Department of Health and Human Services, 2006) u razdoblju od 14 dana od ukljucenja u
studiju. Prilikom oba posjeta procijenjena je tezina klini¢ke slike psorijaze (pomocu PASI),
ispunjen je upitnik o utjecaju psorijaze na kvalitetu Zivota u proteklom tjednu (DLQI), u¢injena
su antropometrijska i hemodinamska mjerenja, uzeti su uzorci krvi za hematoloSke 1
biokemijske pretrage, za izolaciju mononuklearnih stanica periferne krvi (engl. peripheral
blood mononuclear cells, PBMC te pohranu seruma za naknadnu analizu citokina. Takoder je
prilikom oba posjeta mjeren protok u mikrocirkulaciji koZze pomoc¢u LDF metode. Na Slici 4.1.

shematski je prikazan protokol istrazivanja.
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4.4 Odredivanje antropometrijskih mjera

Ispitanicima se antropometrijskim mjerenjima izmjerila tjelesna visina, masa, opseg struka i
opseg bokova. Opseg struka izmjeren je na sredini izmedu donjeg ruba posljednjeg palpabilnog
rebra 1 gornjeg ruba Cristae ilicae zdjelice. Opseg bokova mjeren je oko najSireg dijela
straznjice. Pri oba mjerenja mjerna je traka bila paralelna s podom.

Na temelju podataka o visini i masi izracunat je indeks tjelesne mase (engl. body mass index,
BMI), jednostavan indeks koji se uobicajeno koristi za grubu procjenu uhranjenosti odraslih
osoba. Vrijednost BMI-a omjer je tjelesne mase u kilogramima i kvadrata tjelesne visine u
metrima (kg/m?) te je izraCunat pomocu standardne formule:

tjielesna tezina (k
vl = 7 (kg)

tjelesna visina (m)?
Na temelju mjera opsega struka i bokova izraCunao se omjer opsega struka i bokova (engl.
waist-to-hip ratio, WHR). WHR jednostavna je metoda koja se najcesSce koristi za ocjenu
raspodjele masnog tkiva na pojedinim dijelovima tijela i procjenu centripetalne debljine. Za
racunanje WHR koriStena je standardna formula:

0 truk
WHR = pseg struka (cm)
opseg bokova (cm)

4.5 Procjena teZine psorijaze

Tezinu vulgarne psorijaze odredena je primjenom indeksa proSirenosti i tezine psorijaze
(engl. Psoriasis Area and Severity Index, PASI) te dermatoloskim indeksom kvalitete zivota
(engl. Dermatological Quality of Life Index, DLQI).

4.5.1 Indeks proSirenosti i teZine psorijaze, PASI

Zbroj PASI odreduje povrsinu zahvacene koZe psorijaticnim promjenama, a zbroj eritema,
debljine plaka i deskvamacije pojedine regije mnozi se s numerickom vrijednosti tjelesne regije
1 s postotkom rasSirenosti lezija na odredenoj regiji. Vrijednosti PASI zbroja mogu biti od 0 do
72, pri ¢emu zbroj 72 oznacava najtezu klini¢ku manifestaciju bolesti. Prilikom ra¢unanja PASI

zbroja, koristio se kalkulator dostupan na stranici: http://pasi.corti.li.
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Kako je uredeno europskim konsenzusom, za procjenu tezine bolesti pomocu PASI zbroja
koriStena je sljedeca razdioba:

PASI < 10 — blaga psorijaza;

PASI > 10 — srednje teska i teska psorijaza (159).

Head Arms
Area 0% 0<10% 10-29% 30-49% 50-69% 70-89% 90-100% 0% <10% 10-29% ©30-49% 50-69% 70-89% 90-100%
Erythema (redness) 0 102 3 4 o 0o1 2 3 4 o
Induration (thickness) 0o1 2 3 4 ,I\ 0 1 203 4 ’I\
Desquamation (scaling) 001 2 3 4 II 0 102 3 4 Il
Trunk Legs
Area 0% <10% 10-29% ©30-49% 50-69% 70-89% 90-100% 0% <10% ©10-29% 30-49% 50-69% 70-89% 90-100%
Erythema (redness) 0o1 2 3 4 [ ] 001 2 3 4 o
Induration (thickness) 0 1 203 4 ,l\ 0 1 203 4 ’ I\
Desquamation (scaling) 0 102 3 4 II 0 102 3 4 I
Name: pv-Ls-31 (optional)
Birth date: (optional)

PASI = 14.2 (complete)

Slika 4.2 Izracun indeksa proSirenosti i teZine psorijaze (PASI).

Procjena tezine psorijaticne bolesti ispitanika u odredenom trenutku na temelju induracije, eritema i
ljuskanja. Head, glava; arms, ruke; trunk, trup; legs, noge; erythema, eritem; induration, induracija;
desquamation, deskvamacija, PASI, indeks prosirenosti i tezine psorijaze.

Preuzeto sa stranice: http://pasi.corti.li, uz dopustenje vlasnika internetske stranice.

4.5.2 Dermatoloski indeks kvalitete Zivota, DLQI

Za procjenu utjecaja psorijaze na kvalitetu zivota ispitanika, koriSten je Siroko primjenjivani
upitnik Dermatoloski indeks kvalitete zivota (engl. Dermatology Life Quality Index, DLQI).
Upitnik se sastoji od 10 pitanja koja se odnose na subjektivnu simptomatologiju bolesti u
ispitanika (svrbez, osjetljivost, bol i peckanje), osjecaj neugode i upadljivosti, utjecaj bolesti na
svakodnevne aktivnosti, odabir odjece, uc¢enje, funkcioniranje na poslu i u¢enju, problematiku
u druStvenim odnosima, utjecaj bolesti na spolni zivot te poteSkoce vezanima uz lijeCenje

bolesti. Vrijednosti DLQI skale mogu biti u rasponu od 0 do 30.
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4.6 Uzorkovanje krvi

Uzorci venske krvi uzeti su prilikom ukljucivanja u studiju te 14. dan nakon ukljucivanja u
studiju venepunkcijom kubitalne vene. Krv je uzorkovana u 3 vrste epruveta: epruvete s dikalij-
etilaminodioctenom kiselinom (K:EDTA; BD Vacutainer, Becton, Dickinson and Company,
Plymouth, UK) za analizu mononuklearnih stanica periferne krvi (PBMC) te kompletnu krvnu
sliku; epruvete s trinatrijevim citratom za analizu fibrinogena (BD Vacutainer, Dickinson and
Company, Plymouth, UK), epruvete obloZene silicijem za biokemijsku analizu seruma te
pohranu seruma radi kasnije analize citokina (BD Vacutainer, Becton, Dickinson and

Company, Plymouth, UK)

4.7 Uzorkovanje 24-satnog urina

Kako bi se dokazalo da su ispitanici provodili NS dijetu, prikupljeni su 24-satni uzorci urina
prema pravilima struke, tako da su prvi dan prikupljanja prvi jutarnji urin odbacili, potom
prilikom svakog idu¢eg mokrenja urin prikupljali u ¢istu bocu za skupljanje te su prvi jutarnji
urin drugog dana prikupljanja pridruzili uzorku. Ispitanici su urin prikupljali dan prije i ujutro
na dan studijskih posjeta, ponajprije radi analiziranja 24-satnog izlu¢ivanja natrija bubrezima,
kako bi se posredno preko primjerene formule procijenio unos natrija na regularnoj dijeti i na

niskoslanoj dijeti.

4.8 Mjerenje hematoloskih i biokemijskih parametara iz pune krvi, seruma i 24-satnog

urina

U roku 30 minuta od venepunkcije uzorci su bili transportirani u Zavod za klini¢ku i
laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Osijek, gdje su se odredile iz uzorka
pune krvi kompletna i1 diferencijalna krvna slika (KKS, DKS) te biokemijski parametri iz
seruma (glukoza, urea, kreatinin, urati, hsCRP, ukupni kolesterol, trigliceridi, lipoprotein
visoke gustoce [HDL, engl. high density lipoprotein], lipoprotein niske gusto¢e [LDL, engl.
low density lipoprotein], natrij [Na], kalij [K], kalcij [Ca], folna kiselina, vitamin B12, aktivnost
fibrinogena) koriste¢i standardne laboratorijske metode i protokole Zavoda za klinicku 1
laboratorijsku medicinu Klinickog bolni¢kog centra Osijek.

Nadalje, iz uzorka 24-satnog urina analizirali su se: koeficijent kreatinina, albumin, urea, Na,
K. Dnevni unos soli na temelju 24-satnog izlu€ivanja natrija urinom izraunat je pomocu

odgovarajuce formule (1 gram soli (NaCl) = 393,4 mg Na = 17,1 mmol Na).
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4.9 Mononuklearne stanice periferne krvi (engl. peripheral blood mononuclear cells,
PBMC)

4.9.1 Izolacija PBMC iz pune krvi

Uzorci venske krvi prikupljeni su u epruvetama volumena 10 mL koje sadrze
dikalijetilendiamintetraoctenu kiselinu (K;EDTA) (BD Vacutainer, Becton, Dickinson and
Company, Plymouth, UK). Uzorci su obradeni unutar 3 sata od venepunkcije. Reagensi i puferi
koji su se koristili u protokolu, bili su prethodno ohladeni i ¢uvani u hladnjaku, a onda su
zagrijani na sobnu temperaturu (otprilike 20 — 25 °C) prije pocetka izolacijskog protokola.
Otprilike 16 mL pune krvi razrijedeno je prethodno pripremljenom fizioloSkom otopinom s
dodatkom fosfatnog pufera (engl. phosphate-buffered saline, PBS) u omjeru 1 : 1 u cilindri¢noj
epruveti za centrifugu s konusnom bazom volumena 50 mL. Nadalje, tako razrijeden uzorak s
PBS-om pazljivo je nanesen na ~16 mL (volumen ovisan o volumenu uzorka) Ficoll-Paque®
PLUS gradacijskog medija za centrifugiranje, gusto¢e 1,077 £ 0,001 g/mL (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, Svedska), bez mijesanja slojeva. Uzorci su u epruvetama za
centrifugiranje centrifugirani 25 min pri relativnoj centrifugalnoj sili (engl. relative centrifugal
force, RCF) 800 G s iskljucenim centrifugalnim ko¢nicama, na sobnoj temperaturi (Rotina 380,
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Njemacka). Nakon §to se centrifuga potpuno zaustavila,
epruvete su izvadene i postavljene na stalak. Mononuklearne stanice periferne krvi vide se
nakon centrifugiranja uzorka kao mutni, bjelkasti prsten koji razdvaja slojeve Zute plazme s
trombocitima, a nalazi se na povrsini i bezbojnog Ficoll-Paque® PLUS medija, ispod kojega se
jo§ nalaze u crvenom sloju granulociti i eritrociti. Potom se prikupi sloj PBMC-a, i dva puta
ispere s 1 x PBS (centrifugal0 min, RCF 800G s uklju¢enim centrifugalnim koc¢nicama).
Supernatant je potom odbacen te su stanice resuspendirane u 5 mL 1 x PBS otopine. Potom se,
kako bi se odredila vijabilnost stanica, 50 pL suspenzije PBMC stanica obojala s 100 pl 0,4 %
otopinom triptan plave boje (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka) (160). Tako
pripravljen uzorak nanesen je Biirker-Tiirk komoricu/hemocitometar te su izbrojane mrtve

(plavo obojene) stanice te zive (neobojene) stanice. Broj Zivih stanica izraCunat je potom prema
. N . .y v .. . . .
formuli: 7 3 = x - 10* stanica/cm?, pri ¢emu N oznacava ukupan broj izbrojanih stanica, dok

broj 4 u nazivniku oznacava broj komorica u kojima su se stanice brojale, dok je broj 3 s kojim

se mnozi faktor razrjedenja.
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4.9.2 Kultivacija PBMC

PBMC kultivirane su u RPMI-1640 mediju s L-glutaminom (Sigma-Aldrich, Merck KGaA,
Darmstadt, Njemacka) i dodatkom 10 % fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum,
FBS; Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka) 1 penicilin-streptomicin antibiotika
(1 %) (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Njemacka). Tako pripravljene suspenzije
stanica pohranjene su u plo¢ama za kulturu stanica s 24 jazice u inkubatoru (Shel Lab, CO»
Series, Sheldon manufacturing Inc, OR, SAD) u uvjetima s temperaturom 37 °C, vlaznosti

zraka > 80 % 15 % COz na 24 sata prije daljnjih postupaka.
4.9.3 Postupak krioprezervacije i odmrzavanja PBMC stanica

Dimetil sulfoksid (DMSO; Supelco, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka) s FSB u omjeru 1 : 9
koristen je za krioprezervaciju. Za veéu uspjesnost ovog postupka kriotubice su bile uronjene u
izopropilni alkohol (Gram-mol, Gram-mol d.o.o0., Zagreb, Hrvatska) u Mr. Frosty spremniku
za zamrzavanje (Nalgene Labware, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) te na -80 °C

pohranjene na najmanje 24 sata u zamrzivacu.

Kod postupka odmrzavanja kriotubice s uzorkom uronjene su u vodenu kupelj ugrijanu na
37 °C, samo do odvajanja uzorka od stijenke kriotubice, $to je otprilike 1 minutu, kako ne bi
doSlo do toksi¢nog djelovanja DMSO na stanice. Potom je uzorak prebacen u epruvete za
centrifugu volumena 15 mL te je polako pipetom dodavan medij za kulturu stanica RPMI-1640
obogacen FBS-om i antibioticima koji je prethodno zagrijan na 37 °C. Tako pripravljen uzorak
je centrifugiran (5 min, 1500 RPMI, pri sobnoj temperaturi) te je nakon zavrSetka
centrifugiranja odbafen supernatant. Potom je dodano 5mL medija te su stanice nakon
resuspenzije ponovno centrifugirane (5 min, 1500 RPMI, pri sobnoj temperaturi), a supernatant
je ponovno odbacen po zavrSetku centrifugiranja. U uzorak je dodano 1,5 mL medija te je
uzorak resuspendiran i prebacen u ploce s 24 jazice i pohranjen u inkubator tijekom 24 sata
(~37°C, 5 % CO2, > 80 % vlaznosti zraka).

4.9.4 Odredivanje vijabilnosti stanica

Kako bi se izbjegla mogucénost sustavne pogreske zbog nespecificnog bojanja mrtvih ili
umirucih stanica te kako bi se odredila vijabilnost stanica, uzorci su bojani 0,4 % triptan plavom
otopinom te su zive stanice izbrojane u Biirger-Tiirkovoj komorici/hemocitometru pod
svjetlosnim mikroskopom. Stanice su takoder bojane bojom koja se moze fiksirati (engl.

Fixable Viability Dye, FVD) eFluorTM 780 (eBioscience™, Invitrogen by Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, MA, SAD), koju je nakon ekscitacije moguce detektirati pomocu protocne
citometrije s 633 nm crvenim laserom. Uzorci ukljuceni u zavr$nu analizu i izracune imali su

vijabilnost stanica od > 80 %.
4.9.5 Postupak negativne magnetske selekcije komercijalnim kitom

Nakon $to je uzorak odmrznut, a broj stanica podeSen na 1,2 x 107, tehnikom negativne
magnetske selekcije odvojene su CD4+ stanice. Negativna magnetska selekcija izvrSena je
komercijalno dostupnim kitom (MagniSortTM Human CD4+ T cell, Enrichment kit; Invitrogen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), s upotrebom smjese biotiniliranih protutijela
te magnetskih kuglica oblozenih streptavidinom, prema proizvoda¢evom protokolu (protokol
dostupan na: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/8804-6811.pdf, datum
pristupa: 13. 06. 2024).

Potom su uzorci prebaceni u polistirenske epruvete s okruglim dnom volumena 5 mL
(12 x 75 mm; BD Falcon, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, SAD), dva
puta isprane s 1 x PBS (centrifugirane 5 min, 800 G) te su potom stanice resuspendirane u
200 uL 1x PBS / 3 % FBS / 10 mM EDTA. Potom je dodano 40 pL smjese protutijela
(engl. Enrichment Antibody Cocktail) te je uzorak pomijesan pulsnom tehnikom na vorteksu
(IKA® Vortex GENIUS 3) pet puta i potom inkubiran na sobnoj temperaturi tijekom 10 minuta.
Po zavrSetku inkubacije, dodano je 4 mL 1 x PBS / 10 mM EDTA. Potom je uzorak u
epruvetama centrifugiran (800 G/ 5 min) te je nakon centrifugiranja supernatant odbacen 1
200 uL 1xPBS /3 % 1 FBS / 10 mM EDTA uz 40 pL MagniSort kuglica, koji su prije
dodavanja resuspendirani, dodani su u uzorak te pomijesani pulsnom tehnikom na vorteksu 5

puta i ostavljeni na inkubaciji (5 minuta, na sobnoj temperaturi).

Nakon inkubacije dodan je 1 x PBS / 10 mM EDTA do volumena od 2,5 mL i stanice su
resuspendirane. Epruvete su, jedna po jedna, umetnute u MagniSort magnet (eBioscience,
Affymetrix tvrtke Thermo Fisher Scientific, San Diego, CA, SAD) sve dok dno cijevi nije
dotaklo radnu povrSinu kroz rupu magneta i1 inkubirane su na sobnoj temperaturi tijekom
5 minuta. Nakon inkubacije, magnet koji je sadrzavao epruvetu je podignut i supernatant je
izliven u novu epruvetu od 5 mL jednim kontinuiranim pokretom bez mijesanja, kako se ne bi
smanjila Cistoca stanica. Epruvete koje sadrzavaju vezane stanice uklonjene su iz magneta i

odbacene. Negativno odabrane stanice nakon ovog postupka su spremne za aktivaciju.
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4.9.6 Aktivacija CD4+ T limfocita stimulacijom pomo¢u PMA-ionomicina

Kako bi se aktivirale CD4+ T stanice i1 potaknula proizvodnja citokina, magnetski sortirane
stanice kratko su (tijekom 4 sata) stimulirane forbol-12-miristat-13-acetatom (engl. phorbol
12-myristate 13-acetate, PMA) 1 ionomicinom. Aktivacija CD4 T-stanica provedena je u
plo¢ama s 24 udubljenja/jazice (tijekom 4 sata, ~ 37 °C, 5 % CO2 > 80 % razina vlaznosti
zraka) s komercijalno dostupnom mjesavinom za stimulaciju stanica (Cell Stimulation Cocktail
500x; eBioscienceTM, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) u
kona¢noj  koncentraciji od 2 uL/mL  (potpuni  protokol  dostupan  na
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/00-4970.pdf,  Datum  pristupa:
13. 06. 2024.).

Kalcijev klorid (CaCly) dodan je u stimulacijski medij kako bi se izazvala dugotrajna
intracelularna signalizacija kalcija koja bi izazvala stani¢ni odgovor (kona¢na koncentracija
5 uL/mL).

Brefeldin A otopina (1000x; eBioscienceTM, Invitrogen tvrtke Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD), u kona¢noj koncentraciji od 3 pL/mL, koriStena je kao inhibitor
transporta proteina do Golgijevog aparata s posljedicnom akumulacijom proteina u
endoplazmatskom retikulumu, kako bi se sprijecilo izlu¢ivanje citokina i omogucila procjena
stanica koje proizvode IL-17 proto¢nom citometrijom (s prethodnim intracelularnim bojenjem
IL-17) (dostupno na https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/00-4506.pdf,
Datum pristupa: 13. 06. 2024.)

Koktel za stimulaciju stanica, Brefeldin A i1 CaCl» dodani su istovremeno u suspenziju stanica.
Nakon zavrSetka Cetverosatne inkubacije, dodano je 200 puL 0,1 M EDTA 1i inkubirano

15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se reakcija zaustavila.

4.10 Protoc¢na citometrija

Protocna citometrija koristena je za analizu frekvencije CD4+Foxp3+ regulatornih T limfocita
1 CD4+IL-17A+ T pomo¢nih limfocita medu PBMC. Kako bi se uzorci pripremili, slijedio se
preporuceni protokol (dostupan na www.thermofisher.com) uz modifikacije, koji je u tom
modificiranom obliku viSe puta koriSten u nasem laboratoriju (153,161).

Mjerenje frekvencije Th17 i Treg stanica iz prikladno pripremljenih uzoraka provedeno je na
BD FACSCanto II citometru (FACSCanto II, Becton Dickinson, San Jose, CA, SAD) (Slika

4.3.), koji je opremljen plavim argonskim 488 nm i crvenim HeNe 633 nm laserima. Analiza i
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vizualizacija podataka izvedena je softverom FlowLogic (Inivai Technologies, Mentone,

Australija) uz odgovarajucu licencu.

Slika 4.3. BD FACSCanto II citometar.

BD FACSCanto II citometar (FACSCanto 11, Becton Dickinson, San Jose, CA, SAD) koristen je za analizu

frekvencija Th17 i Treg stanica iz prikladno pripremljenih uzoraka.

4.10.1 Izrada kompenzacijskih matrica za analizu uzoraka

Prije analize uzoraka na proto¢nom citometru izradene su kompenzacijske matrice, kako bi se
omogucila adekvatna analiza uzoraka. Naime, kako je u provedenim protokolima koristeno vise
fluorofora te je pri tome neizbjezno spektralno preklapanje izmedu pojedinih fluorofora,
adekvatna analiza bila bi bez kompenzacijskih matrica nemoguca. Prije pocetka pokusa na
uzorcima ispitanika, analizirali su se uzorci koji su bili pripravljeni kao jednobojne kontrole
(engl. single stained controls, SS), fluorescencija minus jedan (engl. fluorescence minus one,
FMO) kontrole te negativne kontrole, koje nam otkrivaju razinu spektralnog preklapanja i
pozadinskog bojenja te se matematickim izra¢unima u programu ti ucinci eliminiraju. Svi
kontrolni uzorci pripremljeni su prema istom protokolu kao 1 uzorci ispitanika koji su se nakon

toga analizirali. Budu¢i da su se u istrazivanju u sklopu ove doktorske disertacije koristila dva
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protokola, za analizu frekvencija Thl7 stanica i Treg stanica, izradene su 1 dvije
kompenzacijske matrice, svaka za svoj odgovaraju¢i protokol. Kompenzacijske matrice
izraCunate su koriStenjem kompenzacijskih kuglica (BD™ CompBeads Anti-Mouse Ig,
k/Negative Control Compensation Particle Set, BD Biosciences, Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ, SAD).

4.10.2 Odredivanje vijabilnosti stanica u uzorku

Priprema uzorka ukljucivala je oznaCavanje mrtvih stanica. Mrtve i oStecene stanice bile su
isklju¢ene iz daljnje analize pomoc¢u komercijalnog kita za odredivanje viabilnosti stanica,
dodavanjem 0,5 pL aminoreaktivne fiksabilne boje (Fixable Viability Dye (FVD)
eFluorTM 780; eBioscienceTM, Invitrogen tvrtke Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
SAD), koja se moze detektirati na protocnom citometru nakon ekscitacije crvenim laserom
valne duljine 633 nm, u 900 pL. PBS-a, uz inkubaciju u trajanju od 30 minuta na + 4 °C. Na
zivim, neoSteéenim stanicama ova se boja veze samo na amine na povrsini stanice. Medutim,
kako je stani¢na membrana stanica koje su oStecene ili mrtve permeabilnija, boja u takve stanice
ulazi te se, osim za slobodne amine koji nalaze na povrSini stanice, veZe 1 intracelularno, zbog
Cega takve oSteene i mrtve stanice emitiraju visestruko jaci fluorescentni signal. Potom se
dodavanjem 2 mL PBS-a te se uzorak nakon mijeSanja na vorteksu centrifugirao (800 G, 5

minuta), nakon ¢ega se odbacio supernatant.
4.10.3 Blokiranje nespecificnog vezanja protutijela (blok Fc fragmenata)

Nadalje, kako bi se sprijecilo nespecifiéno vezanje protutijela i nastanak lazno pozitivnih
rezultata na proto¢noj citometriji, dodano je 5 pL reagens za blokiranje ljudskog Fc fragmenta
(engl. Fragment, crystallizable) (BD Pharmigen™ Human BD Fc¢ Block™, BD Biosciences,
Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, SAD) uz 95 uL. PBS-a u uzorak. Nakon
S$to su uzorci inkubirani na sobnoj temperaturi 8§ minuta, dodana je u uzorak odgovarajuca
mjeSavina protutijela (ovisno o tome je li se bojio uzorak za detekciju Treg ili Th17 stanica) uz
PBS do ukupnog volumena 50 pL. Tako pripravljen uzorak s mjeSavinom protutijela inkubirao
se u mraku tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorak se 2 x isprao PBS-om,

kako je opisano na kraju prethodnog odlomka.
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4.10.4 Imunofenotipizacija PBMC stanica i analiza frekvencije Th17 i Treg stanica

Kako bi se odredila frekvencija Thl7 limfocita, CD4+ T Ilimfociti aktivirani su
PMA-ionomicinom te su se koristila protutijela obiljeZzena fluorokromima za intracelularne
antigene RORyt PE (klon: AFKJS-9, eBioscience™), IL-17A FITC (klon: eBio64DEC17,
eBioscience™) te protutijela obiljezena fluorokromima za ekstracelularne antigene
CD3 PerCP-eFluorTM 710 (klon: SK7, eBioscience™, Affymetrix by Thermo Fisher
Scientific, CA, SAD), CD4 PE-Cy7 (klon: SK3, eBioscience™), CD196 APC (klon: R6H1,
eBioscience™). Reprezentativne strategije odredivanja frekvencije Th17 limfocita prikazane

su na Slici 4.4.
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Slika 4.4. Prikaz reprezentativne strategije odredivanja frekvencije Th17 populacije u
perifernoj krvi metodom proto¢ne citometrije.

Prvotno su izdvojene jednostruke stanice (tzv. singlets) (Ai) na temelju povrsine i visine signala koji potjece od

pravocrtnog rasprSenja svjetlosti (engl. forward scatter area, FSC-A; engl. forward scatter height, FSC-H) te
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potom zive stanice (FVD negativna populacija) (Aii). U sljede¢em koraku definirana je populacija limfocita na
temelju pravocrtnog i postrani¢nog rasprsenja svjetlosti (FSC-A; side scatter area, SSC-A) koje daju podatke o
veli¢ini odnosno granuliranosti stanica (Aiii). Na temelju prisutnosti glikoproteina CD3 i CD4 definirana je
populacija pomoc¢ni¢kih T limfocita (B). Nadalje su na temelju izrazaja IL-17, i RORyt transkripcijskog
¢imbenika odredene frekvencije ukupnih pomoc¢nickih stanica koje luce IL-17 (Ci i Ciii), kao i Th17 linije
pomocnickih T limfocita (Cii i Ciii). FVD — fiksabilna boja za vijabilnost (engl. fixable viability dye); FITC —
fluoresceinski izotiocijanat (engl. fluorescein isothiocyanate); PE-Cy7 — fikoeritrin cijanin 7 (engl. phycoerythrin
coupled with cyanine dye (Cy7); PerCP — peridin klorofil (engl. peridinin chlorophyll protein). Za analizu

podataka i ilustraciju koristen je softver FlowLogic.

Da bi se odredila frekvencija Treg stanica, za detekciju intracelularnog transkripcijskog faktora
FOXP3 koristen je puferski set za bojenje (eBioscienceTM, Invitrogen tvrtke Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD) s FOXP3 PE protutijelom (klon: 235A/E7, eBioscienceTM).
protutijelom. Za bojanje povrSinskih antigena na stanicama, koriStena su u ovoj mjesSavini
protutijela: CD3 FITC (klon: OKT3, eBioscienceTM, Affymetrix od Thermo Fisher Scientific,
Kalifornija, SAD), CD4 PerCP-eFluorTM 710 (klon: SK3, eBioscienceTM), CDy177 (klon:
eBioRDRS, eBioscienceTM), CD25 APC (klon: BC96, eBioscienceTM). Reprezentativne

strategije odredivanja frekvencije Treg stanica prikazane su na Slici 4.5.
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Slika 4.5. Prikaz reprezentativne strategije odredivanja frekvencije Treg populacije u
perifernoj krvi metodom proto¢ne citometrije.

Prikazani su reprezentativni toCkasti grafikoni koji ilustriraju strategiju ,,postavljanja prozora®“, ukljucujuci
izuzeée mrtvih stanica (pozitivne na fiksabilnu boju za vijabilnost stanica, FVD) (A- i) i dvostrukih stanica na
temelju povrsine i visine signala koji potjece od pravocrtnog rasprsenja svjetlosti (engl. forward scatter area,
FSC-A; engl. forward scatter height, FSC-H) (A-ii). U sljede¢em koraku definirana je populacija limfocita na
temelju pravocrtnog i postrani¢nog rasprSenja svjetlosti (FSC-A; engl. side scatter area, SSC-A) koje daju
podatke o veli¢ini odnosno granuliranosti stanica (Aiii). Paneli B i C prikazuju komplementarne nacine
odredivanje udjela regulatornih stanica. U prvoj varijanti najprije su pomoc¢u CD3 biljega definirani T limfociti
(Bi), potom CD127 slabo pozitivni/negativni pomo¢nic¢ki T limfociti (Bii) te naposljetku CD25 i FOXP3 pozitivni
regulatorni T limfociti (Treg; Biii). U alternativnoj varijanti su na temelju CD3 i CD4 biljega najprije izdvojeni
pomoc¢nicki T limfociti (Ci), potom CD25 pozitivni i CD127 negativni pomoc¢nicki limfociti (Cii) te naposljetku
stanice koje uz CD25 biljeg izrazavaju i FOXP3, a odgovaraju Treg stanicama (Ciii). FVD — Fiksabilna boja za
vijabilnost stanica (engl. Fixable Viability Dye); live — zive stanice; singlets — jednostruke stanice; FITC —
fluoresceinski izotiocijanat (engl. fluorescein isothiocyanate); PE-Cy7 — fikoeritrin cijanin 7 (engl. phycoerythrin
coupled with cyanine dye (Cy7); PerCP — peridin klorofil (engl. peridinin chlorophyll protein); APC —

alofikocijanin (engl. allophycocyanin). Za analizu podataka i ilustraciju koristen je softver FlowLogic.
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4.11 Luminex metoda za odredivanje citokina iz seruma i supernatanta

4.11.1 Priprema supernatanta iz PBMC stani¢nih kultura tretiranih PMA-ionomicinom

Zamrznute PBMC su odmrznute te su preko no¢i ostavljene u mediju za kulturu stanica
(~37°C, 5% CO», >80 % razina vlaznosti). Potom je broj stanica bio podeSen na 200 000
stanica po 200 pL medija za stimulaciju stanica. Aktivacija PBMC stanica provedena je uz
pomo¢ medija za stimulaciju koji se sastojao od medija za kulturu stanica RPMI-1640 s
dodatkom PMA-ionomicina i CaCly, kako je opisano u odjeljku 4.9.6. Aktivacija CD4 stanica.
Aktivacija CD4+ T limfocita provedena je u plocama s 24 jazice (inkubacija tijekom 4 h,
~37°C, 5% CO2, > 80 % razina vlaznosti zraka). Nakon razdoblja inkubacije od 4 sata,

prikupljen je supernatant te je pohranjen na -80 °C do analize.

4.11.2 Multiplex i simplex kvantifikacija proinflamatornih i antiinflamatornih citokina

te kemokina u uzorcima supernatanta i seruma

Koncentracije proupalnih i protuupalnih citokina i kemokina (TGF-B1, IFN-y, IL-1p, IL-10, IL-
12p70, IL-17A (CTLA-8), IL-2, IL4, IL-6, IL-8, TNF a, CTACK, IL-18, IL-23, MIP-3f i
VEGF-A) mjereni su koriStenjem tri kompleta reagensa s magnetskim zrncima (Invitrogen
tvrtke Thermo Fisher Scientific, Be¢, Austrija) i platforme Luminex 200 (Luminex Corp.,
Austin, TX, SAD).

Za analizu su koriSteni kitovi koji su sadrzavali reagense, protutijela obiljezena magnetnim
kuglicama i plo¢e: Human HS ProcartaPlex Mix&Match 10-plex (Invitrogen tvrtke Thermo
Fisher Scientific, Be¢, Austrija) za odredivanje koncentracija IFN-y, IL-1p, IL-10, IL-12p70,
IL-17A (CTLA-8), IL-2, IL4, IL-6, IL-8 (CXCLS8), TNF-a; Human HS ProcartaPlex
Mix&Match 5-plex (Invitrogen tvrtke Thermo Fisher Scientific, Be¢, Austrija) za odredivanje
koncentracija CTACK (CCL27), IL-18, IL-23, MIP-33, VEGF-A; te ProcartaPlex Human TGF
beta 1 simplex (Invitrogen tvrtke Thermo Fisher Scientific, Be¢, Austrija) za analizu
koncentracije TGF-B1. Pri tome su se pratili protokoli proizvodaca koji su bili sadrzani uz
pojedine kitove. Nadalje, uz uzorke ispitanika analizirali su se i standardi, tj. ispitivani analiti
koji su od strane proizvodaca pripremljeni u poznatim koncentracijama te 6 serijskih
cetverostrukih razrjedenja.

Analiza podataka provedena je pomocu besplatnog softvera ProcartaPlex Analyst (eBioscience,

Affymetrix by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) i izrazena je kao koncentracija
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u pikogramima po mililitru. Mjerenja su obavljena u Laboratoriju za molekularnu i HLA
dijagnostiku, Klinicki bolni¢ki centar Osijek, Osijek, Hrvatska.
Uzorci su bili analizirani na uredaju Luminex 100/200 (Slika 4.6.), Luminex Corporation,

Austin, Texas, USA. Rezultati su ocitavani u softwareu Luminex xPonent, version 4.3.

Slika 4.6 Uredaj Luminex 100/200, Luminex Corporation, Austin, Texas, USA.

4.12 Kvantitativna ,,sendvi¢“ ELISA za mjerenje SGK1 u stani¢nim lizatima iz kultura

PBMUC stanica tretiranih PMA-ionomicinom

Kvantitativno odredivanje humane kinaze 1 regulirane serumom i glukokortikoidima
(engl. Serum and glucocorticoid — regulated kinase I; SGK 1) u uzorcima stani¢nog lizata
provedeno je koriStenjem komercijalno dostupnog kvantitativnog sendvi¢c ELISA kita
(MyBioSource, Inc., SD, SAD). Stani¢ni lizati za analizu pripremljeni su od PMA-
ionomicinom stimuliranih PBMC stanica ispitanika prema uputama za suspenzijske stanice od
proizvodaca. Stanice su isprane nekoliko puta u 1 x PBS i centrifugirane na 1000 G (2 — 8 °C,
5 minuta) (mikrocentrifuga Centric200R, Domel, Zelezniki, Slovenija). Pripremanje uzorka
ukljucivalo je dva ciklusa smrzavanja i odmrzavanja kako bi se razbile stani¢ne membrane.
Pripremljeni uzorci bili su odmah analizirani. Mjerenja su provedena na ¢itacu apsorbancije za

mikroplocice s 96 jazice (BioRad PR 3100 TSC, Bio-Rad Laboratories, CA, SAD).

4.13 Kbvantitativha ELISA za mjerenje koncentracija proupalnih citokina iz seruma

Za mjerenje koncentracije IL-6, IL-23, IL-17A 1 TNF-a citokina koriSteni su komercijalno
dostupni ELISA kitovi: Human IL-6 ELISA Kit (Invitrogen tvrtke Thermo Fisher Scientific,
Be¢, Austrija), Human IL-23 ELISA Kit (Invitrogen tvrtke Thermo Fisher Scientific, Bec,
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Austrija), Human IL-17A High Sensitivity ELISA Kit (Invitrogen tvrtke Thermo Fisher
Scientific, Be¢, Austrija), Human TNF-o High Sensitivity ELISA Kit (Invitrogen tvrtke
Thermo Fisher Scientific, Be¢, Austrija). Uzorci, koji su bili smrznuti na -80 °C, odmrznuti su
te potom pripremljeni prema uputama proizvodaca. Pripremljeni uzorci bili su odmah

analizirani. Mjerenja su provedena na c¢itau apsorbancije za mikroplocice s 96 jazice

(BioRad PR 3100 TSC, Bio-Rad Laboratories, CA, SAD).
4.14 Mjerenje arterijskog tlaka

Prilikom prvog i drugog studijskog posjeta kod ispitanika se arterijski tlak mjerio automatskim
oscilometrijskim sfigmomanometrom (OMRON M3, OMRON Healthcare Inc., Osaka, Japan).
Vrijednost arterijskog tlaka je izracunata kao medijan tri uzastopna mjerenja tlaka (mmHg). Iz
sistoli¢kih (engl. systolic blood pressure, SBP) i dijastolickih (engl. diastolic blood pressure,
DBP) vrijednosti krvnog tlaka, izraCunat je srednji arterijski tlak (engl. mean arterial pressure,

MAP), koji predstavlja prosjecni arterijski tlak tijekom jednog sr¢anog ciklusa, prema formuli:

__ (2:DBP)+SBP

MAP mmHg

4.15 Izracun Framinghamskog zbroja rizika
Podatci o dobi, spolu, statusu puSenja, ukupnom kolesterolu, HDL kolesterolu, SBP te
dosadasnjem lijeCenju antihipertenzivima koristeni su za izraCun Framinghamskog zbroja

rizika. Izraun je kalkuliran pomoc¢u online kalkulatora dostupnim na www.mdcalc.com.

4.16 Mjerenje protoka krvi i vaskularne reaktivnosti u mikrocirkulaciji koze

Tehnika laser Dopplera floumetrije (engl. Laser Doppler flowmetry, LDF) (MoorVMS-LDF,
Axminister, UK) koriStena je za mjerenje protoka krvi i reaktivnosti krvnih zila u koZznoj
mikrocirkulaciji, kao odgovor na cetiri podrazaja. Protoci i mikrovaskularna reaktivnost
mjereni su na zdravoj, psorijaticnim plakovima nezahvacenoj kozi volarnog dijela obje
podlaktice, 13 - 15 cm udaljenom od ru¢noga zgloba, pri cemu su prilikom oba studijska posjeta
mjerna mjesta bila jednaka. Mikrovaskularna reaktivnost odredena je mjerenjem promjena u
protoku kao odgovor na Cetiri razlicita podrazaja — vaskularnu okluziju, iontoforezu acetilkolina
(ACh), iontoforezu natrijevog nitroprusida (SNP) i lokalno zagrijavanje (42 °C) koze, tijekom
oba posjeta Laboratoriju za klini¢ku i sportsku fiziologiju, nasumi¢nim redoslijedom.
Mjerenja LDF tehnikom provedena su u toploj prostoriji (srednja vrijednost

+ SD temperature = 23.5 + 0.5 °C). Prije poCetka mjerenja, ispitanici su sjedili nekoliko minuta
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radi aklimatizacije, kako bi se izbjegao eventualni utjecaj vanjske temperature na protok krvi u
mikrocirkulaciji koze. Ispitanici su tijekom mjerenja lezali na ledima i mirovali te im je laserska
sonda bila prikladno pozicionirana kao $to je prethodno opisano. Prosjecna je vrijednost
bazalnog protoka krvi bila izmedu 5 1 10 PU. Odredivanje mikrovaskularne reaktivnosti pri
odgovoru na vaskularnu okluziju, tzv. post-okluzivna reaktivna hiperemija (engl. post-
occlusion reactive hyperaemia, PORH) neinvazivni je test koji mjeri promjene protoka krvi
prije i nakon jednominutne okluzije krvotoka mansetom na nadlakti¢noj razini. Naime, nakon
petominutnog bazalnoga mjerenja, napuhivanjem mansete izazvana je okluzija krvotoka kroz
ruku. Pri tome se manSeta, koja je bila postavljena na nadlakticu, napuhivala iznad vrijednosti
SBP ispitanika (= SBPispitanika + 30 - 50 mmHg) tijekom 1 minute. Protok krvi mjerio se tijekom
bazalnog mjerenja, tijekom okluzije manSetom, kao i prilikom reperfuzije, tj. hiperemije koja
fizioloski nastupa nakon okluzije. Promjene u protoku krvi biti izrazene u arbitrarnim mjernim
jedinicama — perfuzijskim jedinicama (engl. perfusion units, PU). Relativna promjena protoka
krvi prilikom reaktivne hiperemije, iskazuje se kao povrSina ispod krivulje (engl. area under
the curve, AUC) tijekom bazalnoga protoka, okluzije i reperfuzije, koja se izracuva pomocu
racunalnog programa. Konacni je rezultat izraZzen kao razlika izmedu postotaka promjene
protoka krvi tijekom reperfuzije i okluzije u odnosu na bazalne vrijednosti protoka krvi
(A R-O %). Iontoforeza je neinvazivni proces transdermalnog unosa nabijenih Cestica izvana
primijenjenim gradijentom struje niskog napona na kozi. Nabijene Cestice unose se u kozu
pomocu iontoforetske elektrode koja se pricvrséuje uz kozu uz sondu LDF-a. Nakon 5 minuta
bazalnog mjerenja protoka, iontoforezom su se transdermalno unijeli pozitivno nabijeni ACh
(1 %) primjenom anodne struje (7 pulsova direktne struje jakosti 0,1 mA kroz 30 s, s pauzom
od 30 s izmedu pojedinih pulsova) i negativno nabijeni SNP (1 %) uz pomoc¢ tri impulsa od
0,1 mA negativne struje tijekom 30 s, nakon ¢ega slijede Cetiri impulsa od 0,2 mA tijekom 30 s,
s 90 s izmedu svake doze. Takvi pulsni iontoforetski protokoli primjenjuju se radi postizanja
stabilnog platoa maksimalnog LDF odgovora. Mikrocirkulacijski odgovor na ACh i SNP
izraCunava se kalkulacijom AUC-a razlike tijekom bazalnog protoka krvi i nakon iontoforetske
primjene ACh ili SNP u racunalnom programu, a konacni je rezultat izrazen kao povecanje
protoka krvi nakon primjene ACh ili SNP u odnosu na bazalni protok krvi (povecanje protoka
krvi ACh ili SNP). Nadalje, lokalna termalna hiperemija (LTH) Cetvrti je stimulus na kojega je
mjeren odgovor krvnih Zila.

Nakon bazalnog mjerenja, lokalna temperatura je povecana s osnovne razine na 42 °C brzinom
od 0,1 °C/s 1 ostala je na 42 °C tijekom trajanja protokola grijanja, pomocu regulatora koznog
grijaca (moorVMS-HEAT, Moor Instruments, Axminster, UK). Protok krvi mjeren je tijekom
cijelog LTH protokola, sve dok protok krvi nije dosegao stabilan plato (30 — 45 minuta nakon
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pocetka zagrijavanja). Mikrocirkulacijski protok krvi i na ovaj stimulus odreden je racunalnim
programom koji izratunava AUC tijekom bazalnog protoka i prilikom postizanja stabilnog
platoa povecanog protoka krvi uzrokovanog lokalnim zagrijavanjem (stabilni plato ocekivan je
30 do 45 min od trenutka kada je lokalno zagrijavanje pocelo). Rezultat je izraZzen kao
povecanje protoka tijekom zagrijavanja u usporedbi s osnovnim mikrovaskularnim protokom.
LTH maksimalni je vazodilatatorni kapacitet krvnih Zila na stimulus lokalnog zagrijavanja koze
na temperaturu od 42 °C, koji se koristi za procjenu specificno NO-posredovane vazodilatacije
mikrocirkulacije koze ovisne o endotelu, budué¢i da je 60 — 70 % odgovora na platou
zagrijavanja ovisno o NO.

Testovi post-okluzivne reaktivne hiperemije, iontoforeze ACh i lokalne termalne hiperemije
smatraju se direktnim biljezima endotelne mikrovaskularne funkcije. Takoder, istrazivanja su
pokazala kako je plato maksimalne toplinske vazodilatacije izravno ovisan o NO, najvaznijem
vazodilatatoru porijeklom iz endotela. S druge strane, test iontoforezom SNP-a pokazatelj je

vazodilatacije u mikrocirkulaciji koZe neovisne o endotelu.

4.17 Statisti¢ke metode

Normalnost distribucije omjernih varijabli testirana je Sharipo-Wilkovim testom, a homogenost
varijanci Levenovim testom. Kontinuirani (brojani) podatci prikazani su aritmetickom
sredinom 1 (standardnom devijacijom) za varijable s normalnom distribucijom ili medijanom s
[interkvartilnim rasponom] (IQR, engl. interquartile range) za varijable koje ne prate normalnu
distribuciju. Za razliku od medijana, koristena je Hodges-Lehmann procjena (DescTools paket
0.99.52, repozitorij https://aakinshin.net/posts/hodges-lehmann-sen-shift-ci/, CC BY-NC-SA
4.0 licenca). Kategorijski podatci sazeti su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Za parnu
usporedbu (ponavljana mjerenja, omjerna ljestvica), koriSteni su parametrijski t-test parnih
uzoraka te neparametrijski Wilcoxonov test sume rangova, ovisno o kontekstu. Povezanost
(korelacija) izmedu kontinuiranih varijabli procijenjena je Pearsonovim ili Spearmanovim
korelacijskim testom, ovisno o normalnosti distribucije i linearnosti podataka. Neparametrijske
parcijalne korelacije testirane su analizom PS (engl. probability-scale) reziduala (PResiduals
1.0-1) (162,163). Za tako identificirani skup dva ili viSe potencijalnih prediktora, raS¢lamba
prediktivne vrijednosti (relativnog doprinosa i znac¢aja) pojedinih kovarijata u¢injena je Shapley
regresijom, odnosno upotrebom SHAP (SHapley Additive exPlanations) metode (xgboost
v1.7.7.1, shapviz 0.9.3). Time je postignuta dekompozicija multivarijatnog modela na SHAP
vrijednosti, ¢ija je prednost (uz dobre teorijske temelje) agnosticki pristup ucenju i razumna

ucinkovitost u zasi¢enom modelu s neovisnim ili blago koreliranim prediktorima (164).
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Iznimno, generalni linearni model (GLM, [me4 1.1-34 knjiznica) koriSten je za log-
transformirane omjerne varijable nakon provedene dijagnostike, ukljuc¢ujuci procjenu inflacije
varijance, inspekciju kvantilnih (g-¢) krivulja, inspekciju linearnosti te kontrolu normalnosti 1
homogenosti reziduala (performance 0.11.0 paket). Za graficki prikaz marginalnih u¢inaka u
GLM (aditivni model, bez interakcija) koriStene su marginaleffects 0.17.0, sjPlot 2.8.15 1 jtools
2.2.2 knjiznice. Analiza tablica kontingencije u¢injena je y? ili egzaktnim Fisherovim testom.
Ukoliko nije drugacije naznaceno, dvostrani P < 0,05 predstavlja prag znacajnosti, bez
korekcije za broj testova.

Za statistiCku analizu i graficki prikaz koristen je program R 4.3.2 GUI 1.80 Big Sur ARM build
(8281) (www.r- project.org) u RStudio sucelju (v 2023.12.1+402, RStudio Inc., Boston, MA,
SAD) s paketom fBasics, Microsoft PowerPoint for Mac v16.19. Za analizu i graficki prikaz
podataka koriSteni su dodatni R paketi: ggstatsplot 0.12.3.9000, ggpubr 0.6.0, corrplot 0.9.2,
cowplot 1.1.1, Hmisc 5.1-1, RColorBrewer v1.1-3, igraph 1.5.1, ggraph 2.1.0, reshape2 1.4.4,
scales 1.3.0, tidyverse 2.0.0, shiny 1.7.5.1, magrittr 2.0.3 1 stats 4.3.1. Kodovi potrebni za

reprodukcija slika i rezultata dostupni su na opravdan zahtjev.
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5. REZULTATI

CONSORT dijagram za transparentno izvje$¢ivanje o ispitivanjima prikazan je na Slici 5.1.
28 osoba oba spola koje boluju od psorijaze dodijeljene su istom studijskom protokolu u kojem
je intervencija bila dvotjedna niskoslana dijeti s unosom soli 3,75 g/dan (Sto je ekvivalentno
1500 mg natrija dnevno) (DASH diet, U.S. Department of Health and Human Services, 2006).
Jedan je ispitanik iskljucen iz studije zbog COVID infekcije tijekom razdoblja intervencijske
dijete, dok je 6 ispitanika iskljuceno iz analize podataka radi nedostatnog provodenja niskoslane
dijete, Sto je dokazano nalazom 24-satne natrijureze. Ukljucivanje ispitanika provodilo se u
razdoblju od 25. 10. 2021. do 10. 03. 2023. godine. Drugi posjet u studijskom protokolu za

svakog je ispitanika bio 14 dana nakon prvog posjeta.

Ukljucivanje u Uklju&eni u studiju
istraZivanje (N=865)

Iskljuceni (N=37)

.| O Nisu ispunili ukljucne kriterije
(N=20)

[0 Odbili sudjelovati (N=17)

O Drugi razlozi (N=0)

A4

Dodijeljeni na intervenciju NISKOSLANA
DIJETA (N=28)

- dobili dodijeljenu intervenciju (N=28)

- nisu dobili dodijeljenu intervenciju (N=0)

[ Pracenje ]

A

Nestali tijekom pracenja (N=0)
Intervencija prekinuta (COVID infekcija 12. dan
intervencije (N=1)

T

!

Analizirani (N=21)
- Isklju€eni iz analize (nisu provodili intervenciju
— porast Na u 24h urinu) (N=6)

Slika 5.1. CONSORT dijagram tijeka istraZivanja.

Graficki opisano regrutiranje studija: ukljucivanje, intervencija, praéenje, analiza podataka (izvor: izradila

autorica disertacije).
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U Tablici 5.1. prikazani su podatci iz upitnika o karakteristikama, Zivotnim navikama i
zdravstvenom stanju ispitanika. Treba istaknuti da je 5 ispitanika (25 %) bolovalo od
psorijaticnog artritisa. Osim toga, 8 je ispitanika (38,09 %) imalo arterijsku hipertenziju. Ve¢ina
je ispitanika ranije provodila lokalnu kortikosteroidnu terapiju za psorijazu, dok su samo 3
ispitanika (14,3 %) bila u tijeku svoje bolesti lijeCena sustavnim lijekovima, jednako je toliko
lijeceno fototerapijom te su svi ispitanici bili naivni za bioloske lijekove.

Na regularnoj dijeti nema znakova raslojavanja ni grupiranja (UMAP), §to potvrduje

ispunjenost dva vazna uvjeta: slucajno uzorkovanje i uniformni, homogeni uzorak ispitanika.
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Tablica 5.1. Karakteristike ispitanika, njihove Zivotne navike i komorbiditeti.

Rezultati

Karakteristike ispitanika N (god) / (%)
N (Z/M) 21 (12/9)
Dob (godine) 46,7 (15,7)
Trajanje psorijaze 12 [7-26]

Zivotne navike

Pusaci

Bivsi pusaci
- Godine pusSenja
- Godine nepusenja

Redovito pijenje alkoholnih pica

5 (23,8 %)
7 (33,3 %)
13,8 (8.5)
19,7 (12,9)
3 (14,2 %)

Komorbiditeti

- Psorijati¢ni artritis

- Arterijska hipertenzija

- Terapija antihipertenzivima
- Preboljeli AIM

- Hiperlipidemija

- Diabetes mellitus tip II

5 (25 %)
8 (38,09 %)
8 (38,09%)
1 (5 %)
11 (52 %)
1 (5 %)

Dosadasnje lijecenje psorijaze

Lokalna terapija kortikosteroidima

Lijecenje sustavnim lijekovima za psorijazu*
- Metotreksat
- Acitretin
- Leflunomid

Lijecenje fototerapijom*

Lijecenje bioloSkom terapijom*

18 (85,7 %)
3 (14,3 %)
1(5%)
1(5%)
1(5%)

3 (14,29 %)
0 (0 %)

Podatci su izrazeni kao apsolutni broj ispitanika s odredenom karakteristikom te kao postotak (%) od ukupnog
broja analiziranih ispitanika. Rezultati numerickih varijabli izrazeni su kao srednja vrijednost i (standardna
devijacija) za normalnu distribuciju varijabli ili kao medijan i [interkvartilni raspon] za varijable koje nisu

normalno distribuirane. N- broj, engl. number; Z — zene; M — muskarci; AIM- akutni infarkt miokarda.

Histogram frekvencija za trajanje psorijaze ispitanika prikazan je na Slici 5.2.
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Broj ispitanika

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Duzina trajanja psorijaze (godine)

Slika 5.2. Histogram frekvencija za trajanje psorijaze ispitanika.

Medijan Framinghamskog zbroja kardiovaskularnog rizika (FRS) pri inicijalnom studijskom

posjetu iznosi 1,1 [0,1 —4].

5.1 Ucinak niskoslane dijete na antropometrijska mjerenja

Znacajno su se smanjili indeks tjelesne mase, tjelesna tezina i opseg struka nakon dvotjedne
niskoslane dijete. NS dijeta nije dovela do znacajne promjene u opsegu bokova ili omjeru stuka

1 bokova u odnosu na inicijalno mjerenje na regularnoj dijeti ispitanika (Slika 5.3., Tablica 5.2.).

Vwicoxon = 148,00, 2= 0,0007 Vwicoxon = 139,00, 2= 0,0032 Vwicoxon = 147,00, P=0,0009

120- 35-

30-

TT (kg)
0S (cm)
BMI (kg/m2)

80 - 25-

50- . , 60- i | . . !
B NS B NS B NS
(n = 20) (n=20) (n = 20) (n = 20) (n = 20) (n = 20)

Slika 5.3. Parne komparacije i promjene u tjelesnoj tezZini, opsegu struka i indeksu tjelesne

mase izmedu baznih mjerenja na regularnoj dijeti i nakon niskoslane dijete.

Usporedba distribucija prije i poslije dijetalne intervencije, za tjelesnu tezinu, opseg struka i indeks tjelesne
mase. Prikaz je violinski dijagram (dijagram lokalne gustoce tocaka), s pridruzenim kutijastim dijagramom
(engl. boxplof). Medijan (W, koji je brojcano iskazan) oznacen je debljom vodoravnom linijjom unutar

svakog pravokutnika, ¢ije su granice omedene prvom (Q1) i trecom kvartilom (Q3). Okomite linije izvan
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pravokutnika predstavljaju 1.5 x IQR (Q3-Q1). Svaka toc¢ka odgovara jednom ispitaniku, a isprekidane
linije izmedu toc¢aka povezuju dva mjerenja istog ispitanika. n = ukupan broj ispitanika. Znacajne razlike
(dvostrani P < 0,05) oznacene su crvenim P-vrijednostima (Wilcoxonov parni test sume rangova). NS —
niskoslana dijeta; B — bazalno mjerenje na regularnoj dijeti; V wiicoxon — zbroj rangova dodijeljenih

razlikama s pozitivnim predznakom; TT — tjelesna tezina; OS — opseg struka; BMI — indeks tjelesne mase.

Tablica 5.2. Osnovna i antropometrijska obiljeZja ispitanika prije i poslije provodenja
dvotjedne niskoslane dijete.

Bazalno mjerenje Nakon 2 tjedna P
RD NSD vrijednost
N (Z/M) 20 (12/9)

Dob (godine) 46.7 (15,7)

BMI (kg/m?) 26,6 [25,7—-29,1] 26,1 [25,2 —28,8] <0,001*
TT (kg) 85 [72 —94] 83,5 [76,7 —90,9] <0,001*
OS (cm) 97 [89 — 104] 96,3 [91,6 — 104] 0,003*

OB (cm) 106 [104 - 110] 107 [102 — 108] 0,145
WHR 0,91 10,72 — 1,07] 0,915 0,72 — 1,03] 0,147

Rezultati su izrazeni kao medijan i [interkvartilni raspon] za varijable koje nisu normalno distribuirane.
NSD - niskoslana dijeta, eng. low salt diet; RD — regularna dijeta; N — broj ispitanika, engl. number; Z. —
zene; M — muskarci; BMI — indeks tjelesne mase, engl. body mass index; TT — tjelesna tezina; OS — opseg
struka; OB — opseg bokova; WHR — omjer struka i bokova, engl. waist-to-hip ratio.

* P <0,05 NSD vs. RD (Wilcoxonov test sume rangova).

5.2 Uc¢inak niskoslane dijete na krvnu sliku i osnovne biokemijske parametre u krvi i

24-satnom urinu kod osoba koje boluju od psorijaze

Nalazom leukocita i diferencijalne krvne slike, vidi se kako ispitanici nisu pri uklju¢ivanju u
studiju bolovali od akutnih infektivnih bolesti. Nije bilo znacajne promjene koli¢ine krvnih

stanica sve tri loze nakon NS dijete (Tablica 5.3).
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Tablica 5.3. Hematolo$ki parametri iz pune krvi prije i nakon provodenja dvotjedne

niskoslane dijete.

Laboratorijski parametri Bazalno Nakon 2 tjedna Ref. P
mjerenje NSD interval
RD
Kompletna krvna slika
- eritrociti (x 10'%/L) 4,88 (0,39) 4,89 (0,41) 3,86 -5,08 0,771
- leukociti (x 10°L) 7 (1,75) 6,67 (1,75) 3,4-9,7 0,215

- trombociti (x 10%/L) 256 [202 —288] 235[203 —304] 158 —424 0,955

Diferencijalna krvna slika

- eozinofili 2[1-2] 0-7
- bazofili 21— 2] 0-1
- seg. granulociti 59 (8,6) 44 - 172
- limfociti 29,3 (6,3) 20 -46
- monociti 716—8] 2-12

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) za normalnu distribuciju varijabli ili
kao medijan 1 [interkvartilni raspon] za varijable koje nisu normalno distribuirane.
RD - regularna dijeta ispitanika; NSD — niskoslana dijeta. * P < 0,05 NSD vs. RD (T-test parnih uzoraka,

Wilcoxonov test sume rangova).

Svi su ispitanici imali urednu bubreznu funkciju te normalnu razinu elektrolita u serumu.
Niskoslana dijeta dovela je do poviSenja serumskog kreatinina, premda su vrijednosti bile na
obje dijete unutar referentnih intervala. Nije bilo statisticki znacajnog utjecaja na razinu ureje,
natrija 1 kalija u serumu. NS dijeta znacajno je povecala koncentraciju kalcija u serumu
ispitanika, u usporedbi s bazalnim mjerenjem pri regularnoj dijeti ispitanika, pri ¢emu su i jedna
1 druga vrijednost unutar referentnog raspona. U Tablici 5.4. opisani su ucinci dvotjedne dijete
s niskim udjelom soli na serumske biokemijske parametre u ispitanika oboljelih od psorijaze te

je naznacen referentni interval za izmjerene parametre.
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Tablica 5.4. Biokemijski parametri iz seruma prije i nakon provodenja dvotjedne

niskoslane dijete.

Biokemijski Bazalno mjerenje  Nakon 2 tjedna Ref. P

parametri RD NSD interval

- urea (mmol/L) 5,4 [4,5-6,1] 5,1[4,6 -5,8] 2,8-3,8 0,876

- kreatinin (umol/L) 71,4 (7,8) 78,4 (12,7) 49 -90 0,005*

- GUK (mmol/L) 5,3 (0,84) 44—-64

- urati (umol/L) 300 (68) 134 —337

Lipidogram

- kolesterol (mmol/L) 4,93 (0,75) <5

- trigliceridi (mmol/L) 1,41 (0,7) <1,7

- HDL (mmol/L) 1,45 (0,28) >1,2

- LDL (mmol/L) 3,24 (0,6) <18

- HDL/LDL (%) 29 (5,88) >20

Elektroliti

- natrij (mmol/L) 140 [139 — 140] 139 [138 —140] 137 - 146 0,415

- kalij (mmol/L) 4,3 [4-4,7] 4,3 14,1 -4,5] 39-5,1 0,678

- kalcij (mmol/L) 2,39(2,35-2,42] 2,42[2,4-2,46] 2,14-2,53 0,049*

Upalni parametri

- hsCRP (mg/L) 1,51 [0,8 —2,7] 1,58 [0,61-2,89] <5 0,651

Koagulacije

- aktivnost 3,5(0,72) 3,5(0,78) 1,8-3,5 0,662
fibrinogena (g/L)

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) za normalnu distribuciju varijabli ili
kao medijan 1 [interkvartilni raspon] za varijable koje nisu normalno distribuirane.
RD —regularna dijeta; NSD — niskoslana dijeta; GUK — glukoza u krvi; HDL — lipoproteini visoke gustoce,
engl. high density lipoproteins; LDL — lipoproteini niske gustoée, engl. low density lipoproteins; hsCRP —
visokoosjetljivi C reaktivni protein, engl. high-sensitivity C reactive protein.

* P <0,05 NSD vs. RD (T-test parnih uzoraka, Wilcoxonov test sume rangova).

Kako je ve¢ prikazano na Slici 5.1., statisticki su analizirani podatci od 21 ispitanika koji su se
pridrzavali niskoslane dijete, $to je potvrdeno nalazom 24-satne natrijureze. U Tablici 5.5. 1 na
Slici 5.4. prikazan je utjecaj dijete s niskim unosom soli na promjenu biokemijskih parametara

u uzorku 24-satnog urina. 24-satna natriureza smanjila se za vise od polovice (p < 0,001%).
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Unos natrija tijekom 24 sata, kalkuliran odgovaraju¢om formulom iz vrijednosti 24-satne
natriureze, smanjio se takoder za vise od polovice (p < 0,001%*). Nije bilo promjene u drugim

analiziranim parametrima u 24-satnom urinu nakon dvotjedne NS dijete.

Tablica 5.5. Biokemijski parametri u uzorku 24-satnog urina prije i nakon provodenja
dvotjedne niskoslane dijete.

Laboratorijski Bazalno Nakon 2 tjedna Ref. P
parametri mjerenje NSD interval  vrijednost
RD

- 24-h koeficijent 154 [136 - 171] 134 [130 — 164] 80— 180 0,313
kreatinina
(umol/24/kg)

- albumin u 24-h urinu 5,6 [3,1 -9,3] 5,7[5,5-6,9] <30 0,838
(mg/dU)

- urea u 24-h urinu 326 [271 —355] 284[222,5-315,7] 200-350 0,455
(mmol/dU)

- natrij u 24-h urinu 178,3 (58,6) 83,1 (55,8) 40-220 <0,001*
(mmol/dU)

- kalij u 24-h urinu 60,2 (17,1) 58,6 (22,1) 25-125 0,639
(mmol/dU)

- IzraCunati 24-satni 4101,6 (1348,3) 1912,7 (1282,8) - <0,001*

unos natrija (mg/dan)

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i (standardna devijacija) za normalnu distribuciju varijabli ili
kao medijan i [interkvartilni raspon] za varijable koje nisu normalno distribuirane. NSD — niskoslana
dijeta, engl. low salt diet; 24-h — 24-satni. * P < 0,05 NSD vs. RD (T-test parnih uzoraka, Wilcoxonov test

sume rangova).
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Slika 5.4. Parne komparacije analize kalkuliranog 24-satnog unosa natrija te analize

24-satne natriureze izmedu regularne dijete i nakon 14-dnevne niskoslane dijete.

Usporedba distribucija prije i poslije dijetalne intervencije, za 24-satnu natriurezu i kalkulirani 24-satni
unos natrija. Prikaz je violinski dijagram (dijagram lokalne gustoce toc¢aka), s pridruZzenim kutijastim
dijagramom (engl. boxplot). Medijan (1, koji je broj¢ano iskazan) oznacen je debljom vodoravnom linijom
unutar svakog pravokutnika, ¢ije su granice omedene prvom (Q1) i trecom kvartilom (Q3). Okomite linije
izvan pravokutnika predstavljaju 1.5 x IQR (Q3-Q1). Svaka to¢ka odgovara jednom ispitaniku, a
isprekidane linije izmedu tocaka povezuju dva mjerenja istog ispitanika.
n = ukupan broj ispitanika. Znacajne razlike (dvostrani P < 0,05) oznacene su crvenim P-vrijednostima
(Wilcoxonov parni test sume rangova). NS — niskoslana dijeta; B — bazalno mjerenje na regularnoj dijeti;
V wilcoxon — Zbroj rangova dodijeljenih razlikama s pozitivnim predznakom; Na — natrij; Na/24h dU —

ekskrecija natrija u 24-satnom urinu.

Najmanji otklon (redukcija) u dnevnoj natruiurezi zabiljeZen je u ispitanika s najnizim bazalnim
unosom soli, u kojih dodatna dijetalna restrikcija malo utjece na ve¢ ionako niski unos natrija
(Slika 5.5A). Naprotiv, u ispitanika s viSim bazalnim unosom NaCl odgovor na dijetalnu
restrikciju je Sirok: od minimalnog pada natriureze do 90 % smanjenja ekskrecije. Kompletna
supresija unosa soli u odgovoru na dijetu je rijetkost (Slika 5.5B). Rezultat je Sirok raspon
preklapanja u dnevnom unosu soli izmedu dvije skupine, osobito izmedu ispitanika s najnizim
bazalnim unosom soli i ispitanika s najvi§im ostatnim unosom soli na NS dijeti. U takvom
kontekstu izolacija u€inka kratkorone promjene unosa soli na ovisne varijable tezak je zadatak.
Na tom tragu, natriurija niza od najnize vrijednosti na regularnoj dijeti (Na/dUmin~97)
zabiljezena je u 12/21 ispitanika na LS dijeti. Ta podskupina, koja nudi jasniji i neometani uvid
u zbivanja na istinski niskom unosu soli, smatrat ¢e se uzom jezgrom NS skupine u pojedinim

analizama.
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Slika 5.5. Utjecaj 24-satne natrijureze na inicijalnom mjerenju na promjenu u 24-satnoj

natriurezi prije i poslije dvotjedne niskoslane dijete.

A. Gornji panel, kompletna kohorta. B. Donji panel, test robustnosti, odstranjena je jedna strSeca vrijednost
(dNamax).

R predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Zuta linija predstavlja regresijski pravac. Zasjenjena
regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka odgovara jednom ispitaniku. dNa — 24-satna
natrijureza pri inicijalnom mjerenju (mmol/dU); ANa/dU — promjena 24-satne natrijureze prije i poslije

dvotjedne niskoslane dijete (mmol/dU).

5.3 Ucinak niskoslane dijete na teZinu psorijaze i utjecaju na kvalitetu Zivota osoba koje

boluju od psorijaze

Doslo je do statisticki znacajnog poboljsanja klinicke slike psorijaze Sto se vidi iz smanjenja
PASI zbroja za 12 % nakon provodenja niskoslane dijete (PASI; RD 6,8 [5,1 -11,2] vs. NSD
6,4 [5 —9,5], Wilcoxonov test sume rangova, p = 0,002); razlika medijana -1,3 (Hodges-
Lehmann-Sen procjena, 95 % CI (-3,5, 1) (Slika 5.6.) DLQI vrijednosti prije i nakon NS

dijete nisu se znacajno razlikovale (Slika 5.6.).
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Slika 5.6. Promjena Kklini¢ki procijenjene teZine psorijaze pomocéu PASI i DLQI
vrijednosti izmedu baznih mjerenja na regularnoj dijeti i nakon 14-dnevne niskoslane

dijete.

Usporedba distribucija prije i poslije dijetalne intervencije, za vrijednosti PASI zbroja i DLQI upitnika.
Prikaz je violinski dijagram (dijagram lokalne gustoce to¢aka), s pridruzenim kutijastim dijagramom (engl.
boxplot). Medijan (1, koji je broj¢ano iskazan) oznacen je debljom vodoravnom linijom unutar svakog
pravokutnika, Cije su granice omedene prvom (Q1) i treCcom kvartilom (Q3). Okomite linije izvan
pravokutnika predstavljaju 1.5 x IQR (Q3-Q1). Svaka toc¢ka odgovara jednom ispitaniku, a isprekidane
linije izmedu toc¢aka povezuju dva mjerenja istog ispitanika. n = ukupan broj ispitanika. Znacajne razlike
(dvostrani P < 0,05) oznacene su crvenim P-vrijednostima (Wilcoxonov parni test sume rangova). NS —
niskoslana dijeta; B — bazalno mjerenje na regularnoj dijeti; V wilcoxon — zbroj rangova dodijeljenih
razlikama s pozitivnim predznakom; PASI — indeks proSirenosti i tezine psorijaze, engl. psoriasis area

and severity index; DLQI — dermatoloski indeks kvalitete zivota.

Smanjenje PASI zbroja nakon niskoslane dijete u odnosu na regularnu dijetu osobito je bila
vidljiva u zena (PASI zene; RD 6,5 [5,1 — 11,45] vs. NSD 5,55 [4,3 - 9,55], Wilcoxon test sume
rangova, p = 0,0023), dok kod muskih ispitanika nije bilo dokaza za promjenu PASI zbroja
nakon NS dijete (PASI muskarci; RD 8 [6 — 11,1] vs. NSD 8 [5,6 — 9,5], Wilcoxon test sume
rangova, p = 0,391). Takoder, redukcija PASI zbroja korelirala je s dobi ispitanika (APASI vs.
Dob, R = -0,6, p=0,004), tako da je poboljSanje klini¢ke slike psorijaze bilo izraZenije kod
starijih ispitanika, Sto je graficki prikazano na Slici 5.7. Relativna vaznost individualnih
prediktora testirana je neparametrijskom Shapley regresijom.

Promjena PASI vrijednosti nije statisticki znacajno korelirala s razinom 24-satne natrijureze

niti kalkuliranim unosom natrija.
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Slika 5.7. Prediktori promjene PASI vrijednosti.

A. Razlike mjerenja (A, NS-B) za PASI vrijednosti za zene i muskarce, kutijasti dijagrami s medijanom i
interkvartilnim rasponom (IQR) (engl. box-and-whisker plots, Tukey-ev prikaz). Medijan (koji je broj¢ano
iskazan) oznacden je debljom okomitom linijom unutar svakog osjencanog pravokutnika, ¢ije su granice
omedene prvom (Q1) i trecom kvartilom (Q3). T-linije izvan pravokutnika predstavljaju 1.5 x IQR (Q3-
Q1). Strsece su vrijednosti (engl. outliers) prikazane sivim tockama. Tockasta okomita linija prolazi kroz
nulu te dijeli pozitivne od negativnih vrijednosti (A, NS-B). Svaka toc¢ka odgovara jednom ispitaniku.
Znacajne razlike oznaCene su masnim crvenim P-vrijednostima (Wilcoxonov parni test). B., C, D. R
predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Crna linija predstavlja regresijski pravac (metoda
najmanjih kvadrata). Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka odgovara
jednom ispitaniku. E. Prikazane su pripadne Shapleyeve vrijednosti za spol, dob, IL-17*"RORyt %P (NS),
IL-12p70 (B) kao prediktore, padaju¢im redoslijedom znacaja. Boja svake toCke na grafikonu predstavlja
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vrijednost odgovarajuce kontinuirane varijable, pri ¢emu zuta (svjetlija boja) oznacava vise vrijednosti, a
ljubicasta (tamnija boja) nize vrijednosti (kolorirana vrpca, viridis inferno paleta). Iznimka je spol kao
kategorijska varijabla, u kojem Zuta oznacava zenski spol, a ljubicasta muski. PASI — indeks proSirenosti
i tezine psorijaze, engl. psoriasis area and severity indeks; APASI — promjena indeksa prosirenosti i tezine
psorijaze nakon niskoslane dijete u odnosu na bazalno mjerenje na regularnoj dijeti; IL-17"RORyt %P
(NS) - IL-17"RORyt” pomo¢nic¢ki T limfociti (postotak od roditeljske populacije), mjerenje nakon
dvotjedne niskoslane dijete (%); IL-12p70 (B) — vrijednost interleukina 12p70 u serumu, bazalno mjerenje

na regularnoj dijeti.

Prediktivna vrijednost spola i dobi za promjenu PASI vrijednosti vidljiva i na Slici 5.7E., gdje
su graficki prikazane SHAP vrijednosti (engl. Shapley Additive exPlanations, Shapleyeva
vrijednost) za svakog pojedinog ispitanika (engl. beeswarm plot, pcelinji roj). Spol se pokazao
najja¢im prediktivnim ¢imbenikom za promjenu PASI vrijednosti nakon niskoslane dijete.
Nadalje, promjena u PASI vrijednostima poglavito je bila vidljiva u osoba starije Zivotne dobi.
Medu prediktivnim faktorima za promjenu PASI vrijednosti nakon niskoslane dijete izdvojile
su se jo$ i razine baznih mjerenja IL-12p70, koje su pozitivno korelirale s kasnijom promjenom
PASI (APASI vs. IL-12p70 (B); R = 0,47, p = 0,03). S promjenom PASI pozitivno je korelirao
i postotak IL-17"RORyt stanica od roditeljske populacije.

5.4 Utjecaj niskoslane dijete na hemodinamska mjerenja

Nakon 14-dnevne niskoslane dijete doslo je do znacajnog pada u vrijednostima sistolickog i
srednjeg arterijskog tlaka, dok nije bilo znacajne promjene u vrijednostima dijastolickog tlaka
(Slika 5.8., Tablica 5.6.).
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Slika 5.8. Parne komparacije za sistolicki i srednji arterijski tlak izmedu baznih mjerenja

na regularnoj dijeti i nakon 14-dnevne niskoslane dijete.

Usporedba distribucija prije i poslije dijetalne intervencije, za vrijednosti sistolickog i srednjeg arterijskog

tlaka. Prikaz je violinski dijagram (dijagram lokalne gustoce to¢aka), s pridruzenim kutijastim dijagramom
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(engl. boxplof). Medijan (u, koji je broj¢ano iskazan) oznacen je debljom vodoravnom linijom unutar
svakog pravokutnika, ¢ije su granice omedene prvom (Q1) i trecom kvartilom (Q3). Okomite linije izvan
pravokutnika predstavljaju 1.5 x IQR (Q3-Q1). Svaka toc¢ka odgovara jednom ispitaniku, a isprekidane
linije izmedu toc¢aka povezuju dva mjerenja istog ispitanika. n = ukupan broj ispitanika. Znacajne razlike
(dvostrani P < 0,05) oznacene su crvenim P-vrijednostima (Wilcoxonov parni test sume rangova). NS —
niskoslana dijeta; B — bazalno mjerenje na regularnoj dijeti; V wiicoxon — zbroj rangova dodijeljenih
razlikama s pozitivnim predznakom; SBP — sistolicki krvni tlak; DBP — dijastolic¢ki krvni tlak; MAP —
srednji arterijski tlak.

Tablica 5.6. Hemodinamska mjerenja ispitanika prije i poslije LS dijete te jednokratna
procjena  kardiovaskularnog rizika pomocu Framinghamovog kalkulatora

kardiovaskularnog rizika.

Hemodinamska Inicijalno Nakon 2 tjedna LS dijete P
mjerenja i procjene mjerenje vrijednost
KV rizika (regularna dijeta)
SBP (mmhg) 129 [117 - 135] 119 [110-131] 0,021*
DBP (mmbhg) 82 [78 —86] 75 72,8 — 85,3] 0,079
MAP (mmhg) 98,3 192,6 —102,3] 90 (84,3 —97,7] 0,0066*
bpm (N) 69 [64 — 83] 75 [67 — 86] 0,177

Rezultati su izrazeni kao medijan i interkvartilni raspon (za varijable koje nisu normalno distribuirane).
LS- niskoslana dijeta, engl. low salt diet; SBP- sistolicki krvni tlak, engl. systolic blood pressure; DBP-
dijastolicki krvni tlak, engl. diastolic blood pressure; MAP- srednji arterijski tlak, engl. mean arterial
pressure;  bpm —  otkucaja u  minuti, engl. beats per  minute; N-  broj.
* P < 0,05 LS vs. bazno mjerenje na regularnoj dijeti (T-test parnih uzoraka, Wilcoxonov test sume

rangova).

Doslo je do znacajnog povecanja AChID za 16 % (AChID; RD 12,16 (5,20) vs. NSD 14,84
(6,58), T-test parnih uzoraka, p = 0,029), [razlika medijana 2,67 (Hodges-Lehmann-Sen
procjena, 95 % CI (-1,62, 6,3)]. Nadalje, vrijednosti PORH, premda su bile u prosjeku za 9 %
vece nakon niskoslane dijete, nisu dosegnule granicu statisticke znacajnosti (PORH Imin delta
R.O.; RD 98 [85,69 — 113,38] vs. NSD 115,01 [99,00 — 127,16], Wilcoxon test sume rangova,
p = 0,056). Takoder, nije bilo statisticki znacajne promjene u SNPID niti u promjeni LTH.
Utjecaj niskoslane dijete na hemodinamska mjerenja pomoc¢u LDF metode prikazani su na Slici

5.9.
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Slika 5.9. Parne komparacije i promjena protoka mjerenih laser Doppler floumetrijom
kao odgovor na cetiri podrazaja (okluziju tijekom 1 minute, iontoforezu natrijevim
nitroprusidom, iontoforezu acetilkolinom te na lokalno zagrijavanje koZe) na regularnoj

dijeti i nakon 14-dnevne niskoslane dijete.

Usporedba distribucija prije i poslije dijetalne intervencije, za protoke mjerene laser Doppler floumetrijom
kao odgovor na Cetiri podrazaja: A. okluziju tijekom 1 minute, B. iontoforezu natrijevim nitroprusidom,
C. iontoforezu acetilkolinom te D. lokalno zagrijavanje koze. Prikaz je violinski dijagram (dijagram
lokalne gustoce tocaka), s pridruzenim kutijastim dijagramom (engl. boxplot). Medijan (L, koji je brojéano
iskazan) oznacden je debljom vodoravnom linijom unutar svakog pravokutnika, ¢ije su granice omedene
prvom (Q1) i trecom kvartilom (Q3). Okomite linije izvan pravokutnika predstavljaju 1.5 x IQR (Q3-Q1).
Svaka tocka odgovara jednom ispitaniku, a isprekidane linije izmedu to¢aka povezuju dva mjerenja istog
ispitanika. n = ukupan broj ispitanika. Znacajne razlike (dvostrani P < 0,05) oznacene su crvenim P-
vrijednostima (Wilcoxonov parni test sume rangova). NS — niskoslana dijeta; B — bazalno mjerenje na
regularnoj dijeti; AUC — prostor ispod krivulje, engl. area under the curve; V wilcoxon — Zbroj rangova
dodijeljenih razlikama s pozitivnim predznakom; PORH 1min — postokluzivna reaktivna hiperemija nakon
1 minutne okluzije, AUC; SNPID (SNP/B) — natrijevim nitroprusidom inducirana dilatacija (protok nakon
iotoforeze natrijevim nitroprusidom / bazalni protok), AUC; AchID (Ach/B) — acetilkolinom inducirana
dilatacija (protok nakon iontoforeze acetilkolinom / bazalni protok), AUC; LTH — poveéanje protoka

nakon lokalnog zagrijavanja koze na 42 °C, AUC.
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Uocena je negativna korelacija inicijalnog mjerenja AChID s dobi ispitanika (R = -0,46,
p = 0,034) (Slika 5.10.).

Trajanje psorijaze, dob te omjer struka i bokova negativno su korelirali s AChID vrijednosti
nakon NS dijete. Nadalje, vrijednosti AChID pri baznom mjerenju, kao i vrijednost natrija u

serumu pozitivno su korelirale s vrijednostima AchID nakon NS dijete (Slika 5.10).
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Slika 5.10. Prediktori konacne vrijednosti acetilkolin-inducirane dilatacije na mjerenju

nakon 14-dnevne niskoslane dijete.
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A,C,D,E,F, G. R predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Crna linija predstavlja regresijski pravac
(metoda najmanjih kvadrata). Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka
odgovara jednom ispitaniku. B. Veli¢ina i smjer promjene u Ach-induciranoj dilataciji nakon NS dijete
[AAchID (B/NS)]. Parcijalne Spearmanove korelacije, znacajne rezidualne poveznice nakon kontrole za
pocetnu vrijednost [z, AchID (B)]. Obojena okomita vrpca i linije kodiraju parcijalni korelacijski
koeficijent (rho). H. Prikazane su pripadne Shapleyeve vrijednosti za dob, AChID (B), WHR (B), trajanje
psorijaze i pocetne vrijednosti natrija u serumu kao prediktore, padaju¢im redoslijedom znacaja. Boja
svake tocke na grafikonu predstavlja vrijednost odgovaraju¢e kontinuirane varijable, pri ¢emu Zuta
(svjetlija boja) oznacava viSe vrijednosti, a ljubicasta (tamnija boja) nize vrijednosti (kolorirana vrpca,
viridis inferno paleta). SHAP vrijednost — Shapleyeva vrijednost; AChID (B) — Dilatacija izazvana
acetilkolinom (protok nakon acetilkolinske iontoforeze / bazalni protok) bazalno mjerenje na regularnoj
dijeti, AUC; WHR (B) — Omjer struka i bokova (bazalno mjerenje na reduglarnoj dijeti); AChID (LS) —
Dilatacija izazvana acetilkolinom (protok nakon acetilkolinske iontoforeze / bazalni protok) mjerenje
nakon dijete s niskim unosom soli, AUC; AAChID (B/NS) — promjena u dilataciji izazvanoj acetilkolinom
prije i nakon dijete s niskim unosom soli, AUC; BMI — indeks tjelesne mase, kg/m?; Na/s — natrij u serumu,

mmol/L.

Zenski se spol ispoljio kao vazan prediktivni ¢imbenik i za promjenu AChID nakon dvotjedne
NS dijete u odnosu na bazalno mjerenje na regularnoj dijeti. Tako je kod Zena promjena AChID
nakon niskoslane dijete u odnosu na regularnu dijetu bila statisticki znacajna (AAChID (B/NS)
u zena; RD 106,91 — 14,29] vs. NSD 15,27 [8,37 — 19,98], p = 0,027), dok u muskih ispitanika
nije bilo znacajne promjene AChID (AAChID (B/NS) u muskaraca; RD 13,49 [11,44 — 15,54]
vs. NSD 11,91 [11,87 — 19,99], p = 0,496), Sto je vidljivo i na Slici 5.11. Vrijednosti BMI na
prvom mjerenju negativno su korelirale s promjenom acetilkolin-inducirane dilatacije (BMI vs.
AAchID (B/NS), R =-0,66, p = 0,0016). Nadalje, kao vazan negativni prediktor ispoljilo se i
trajanje psorijaze, naime trajanje psorijaze negativno je koreliralo s promjenom AChID
(trajanje psorijaze vs. AAchID (B/NS), R =-0,46, p = 0,036). Pronadena su jo$ dva dodatna
prediktora za promjenu AChID, a to su bile vrijednosti triglicerida na inicijalnoj studijskoj
posjeti (trigliceridi vs. AAChID, R =-0,55, p=0,0092) i vrijednost urata pri bazalnom mjerenju
na regularnoj dijeti (urati vs. AAchID, R =- 0,61, p=0,0031) (Slika 5.11.).
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Slika 5.11. Prediktori promjene acetilkolin-inducirane dilatacije (AChID) izmedu baznih

vrijednosti na regularnoj dijeti i vrijednosti nakon 14-dnevne niskoslane dijete.

A. Razlike mjerenja (A, LS-B) za AChID, kutijasti dijagrami s medijanom i interkvartilnim rasponom
(IQR) (engl. box-and-whisker plots, Tukey-ev prikaz). Medijan (koji je broj¢ano iskazan) oznacen je
debljom okomitom linijom unutar svakog osjenc¢anog pravokutnika, ¢ije su granice omedene prvom (Q1)
i trecom kvartilom (Q3). T-linije izvan pravokutnika predstavljaju 1.5 x IQR (Q3-Q1). Strsece su
vrijednosti (engl. outliers) prikazane sivim tockama. Svaka to¢ka odgovara jednom ispitaniku. Znacajne

razlike oznacene su masnim crvenim P-vrijednostima (Wilcoxonov parni test). B, C, D, E, G, H. R
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predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Crna linija predstavlja regresijski pravac (metoda
najmanjih kvadrata). Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka odgovara
jednom ispitaniku. F. Prikazane su pripadne Shapleyeve vrijednosti za BMI, trigliceride, urate, trajanje
psorijaze i spol kao prediktore, padaju¢im redoslijedom znacaja. Boja svake tocke na grafikonu predstavlja
vrijednost odgovarajuce kontinuirane varijable, pri cemu zuta (svjetlija boja) oznacava vise vrijednosti, a
ljubicasta (tamnija boja) nize vrijednosti (kolorirana vrpca, viridis inferno paleta). Iznimka je spol kao
kategorijska varijabla, u kojem zuta oznacava zenski spol, a ljubi¢asta muski. AAChID (B/NS) — promjena
u dilataciji izazvanoj acetilkolinom prije i nakon dijete s niskim unosom soli; Z —zene; M — muskarci; BMI
—indeks tjelesne mase; SHAP vrijednost — Shapleyeva vrijednost; LTH (NS) — lokalna termalna hiperemija
nakon dijete s niskim unosom soli; ALTH (B/NS) — promjena lokalne toplinske hiperemije prije i nakon

dijete s niskim unosom soli.

5.5 Ucinak niskoslane dijete na koncentraciju citokina u serumu i supernatantu

Nadalje, u Tablici 5.7. 1 5.8. prikazan je ucinak dvotjedne dijete s niskim unosom soli na
vrijednosti citokina u serumu psorijaticara, pri ¢emu je u Tablici 5.7. prikazano mjerenje
pomocu pojedinacnih sendvi¢ ELISA kitova, dok su u Tablici 5.8. rezultati dobiveni multipleks
kvatifikacijskom tehnikom (Luminex). U Tablici 5.9. vide se vrijednosti citokina u prikladno
pripremljenom supernatantu dobivenog multipleks kvantifikacijskom metodom (Luminex).
Dvotjedna je niskoslana dijeta dovela do smanjenja koncentracije IL-23 u serumu ispitanika,
kao Sto je vidljivo u Tablici 5.7. te na Slici 5.12. Premda postoji tendencija povecanju
protuupalnih citokina TGF-§ nakon NS dijete (Slika 5.8. i Slika 5.12.), ono nije bilo statisticki
znacajno tako da nema dovoljno dokaza o takvoj povezanosti.

Na regularnoj dijeti serumski TNF-a negativno je korelirao s natriurezom (R = -0,5, p = 0,029,
n = 19). Na NS dijeti serumski TNF-a negativno korelira s udjelom CD25"FOXP3" stanica u
CD25*CD127" frakciji (R = -0,5, p = 0,018), uglavnhom na racun porasta udjela FOXP3-"°
stanica (R = 0,49, p = 0,03). Visi omjer serumskih razina TNF-a nakon i prije 14-dnevne
restrikcije unosa soli (omjer izrazaja (engl. fold change, FC), NS vs. bazalna dijeta); povezan
je pak s manjim udjelom IL17°'RORyt" stanica u Th frakciji tijekom dijetalne intervencije
(R=-0,53,p=0,014).

S izuzetkom poveznice izmedu cirkuliraju¢eg IL-6 i MAP (R= 0,48, p=0,027, n=21,
regularna dijeta), nije zabiljeZena korelacija drugih mjerenih kovarijata s razinom ovih citokina.

Takoder, reakivnost mikrocirkulacije koZe nije povezana s razinom 4 serumska citokina.
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Rezultati

Tablica 5.7. Koncentracija proupalnih i protuupalnih citokina u serumu ispitanika prije

i nakon dvotjedne niskoslane dijete mjerene ELISA metodom.

Serumska koncentracija Bazalno mjerenje Nakon 2 tjedna P
proupalnih i protuupalnih RD NSD vrijednost
citokina

Proupalni citokini

IL-23 (pg/mL) 57,95 52,94 -73,01] 54,61 [51,26 —58,79] 0,037*
IL-17A (pg/mL) 1,26 [0,80 —2,78] 1,38 [0,85 —2,3] 0,609
TNF-a (pg/mL) 0,23 [0,09 - 0,41] 0,22 [0,12-0,35] 0,861

Protuupalni citokini
IL-6 (pg/mL) 4,44 3,88 —5,40] 4,68 [3,72 - 5,96] 0,225

Rezultati su izrazeni kao medijan i [interkvartilni raspon] za varijable koje nisu normalno distribuirane.
RD - regularna dijeta, NSD — niskoslana dijeta; IL-23 — interleukin 23; IL-17A — interleukin 17A; TNF-
o — tumor nekrotizirajuci faktor a; IL-6 — interleukin 6. * P < 0,05 NSD vs. RD (T-test parnih uzoraka,

Wilcoxonov test sume rangova).
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Slika 5.12. Vrijednosti IL-23 u serumu (mjereno ELISA metodom) i TGF- u serumu
(mjereno Luminex metodom) prije i poslije provodenja dvotjedne NS dijete.

Usporedba distribucija prije i poslije dijetalne intervencije, za IL-23 u serumu mjerenog ELISA metodom
i TGF-B u serumu mjerenog Luminex metodom. Prikaz je violinski dijagram (dijagram lokalne gustoce
toc¢aka), s pridruzenim kutijastim dijagramom (engl. boxplof). Medijan (n, koji je brojéano iskazan)
oznacen je debljom vodoravnom linijom unutar svakog pravokutnika, ¢ije su granice omedene prvom (Q1)
i treCom kvartilom (Q3). Okomite linije izvan pravokutnika predstavljaju 1.5 x IQR (Q3-Q1). Svaka tocka

odgovara jednom ispitaniku, a isprekidane linije izmedu to¢aka povezuju dva mjerenja istog ispitanika.
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Rezultati

n = ukupan broj ispitanika. Znacajne razlike (dvostrani P < 0,05) oznacene su crvenim P-vrijednostima
(Wilcoxonov parni test sume rangova). NS — niskoslana dijeta; B — bazalno mjerenje na regularnoj
dijeti, tswdent — parni t-test, Closy, — 95% interval pouzdanosti (engl. confidence interval); ghedges — mjera
veli¢ine ucinka za razliku izmedu srednjih vrijednosti; V wiicoxon — Zbroj rangova dodijeljenih razlikama s
pozitivnim predznakom; IL-23 — interleukin 23; TGF-B — transformirajuci faktor rasta ; ELISA —

Enzimski povezani imunosorbentni test (engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

Tablica 5.8. Koncentracija proupalnih i protuupalnih citokina u serumu ispitanika prije

i nakon dvotjedne niskoslane dijete mjerene Luminex metodom.

Proupalni i Bazalno mjerenje Nakon 2 tjedna P

protuupalni citokini RD NSD

Proupalni citokini

IFN-y (pg/mL) ,4 10,3 -0,67] 0,35[0,3 - 1,18] 0,809
IL-1B (pg/mL) 0,06 [0,03 —0,09] 0,06 [0,03 —0,11] 0,349
IL-2 (pg/mL) 0,54 [0,48 — 0,68] 0,54 [0,48 — 0,75] 0,733
IL-8 (pg/mL) 0,17[0,13 —0,41] 0,16 [0,15—0,24] 0,917
IL-12 (pg/mL) 0,20 [0,20 — 0,30] 0,25 [0,20 — 0,30] 0,275
IL-10 (pg/mL) 0,36 [0,30 — 0,60] 0,26 [0,14 — 0,38] 0,431
Protuupalni citokini
IL-4 (pg/mL) 1,12 10,99 —5,23] 1,24 10,99 — 5,23] 0,733

TGF-B1 (pg/mL) 633,39 [537,38 — 698,62] 681,25 [524,47 - 883,02] 0,300

Rezultati su izrazeni kao medijan i [interkvartilni raspon] za varijable koje nisu normalno distribuirane.

RD —regularna dijeta; NSD — niskoslana dijeta; TNF- o — tumor nekrotizirajuéi faktor o; IFN-y — interferon
v; IL-1p — interleukin 1pB; IL-2 — interleukin 2; IL-8 — interleukin 8; IL-12 — interleukin 12; IL-4 —
interleukin 4; TGF-B1 — transformirajuéi fakor rasta B1; IL-6 — interleukin 6. * P < 0,05 NSD vs. RD (T-

test parnih uzoraka, Wilcoxonov test sume rangova).
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Tablica 5.9. Koncentracija proupalnih i protuupalnih citokina u supernatantu prije i

poslije dvotjedne niskoslane dijete.

Koncentracija Bazalno mjerenje Nakon 2 tjedna P
citokina u RD NSD vrijednost
supernatantu
Proupalni citokini
IFN- v (pg/mL) 803,89 [61,64 — 1517,57] 465,6 [202,2 — 1339,6] 0,641
IL-1B (pg/mL) 55,6 [1,61 —91,61] 28,98 [7,92 — 54,90] 0,25
IL-2 (pg/mL) 84 [8,74-140,53] 61,98 [39,04 — 145,14] 0,25
IL-17A (pg/mL) 30,27 [10,15 —40,56] 11,31 [8,17 —40,48] 0,125
TNF-a (pg/mL) 148,8 [16,51 —301,34] 87,6 [43,39 — 211, 51] 0,426
IL-8 (pg/mL) 66,08 [55,12 —-207,39] 98,83 [32,37 — 149,83] 0,496
IL-10 (pg/mL) 7,4110,34 -17,75] 4,13 0,21 —13,41] 0,148
IL-12 (pg/mL) 50,58 [26,89 — 53, 08] 16,8 [9,88 —40,7] 0,125
IL-23(pg/mL) 269,08 [16,02 — 1397,49] 23,47 [11,04 — 968] 0.3591
MIP-3f3 (pg/mL) 735,89 [33,76 — 3172,78] 1940,5 [26,8 — 3036,8] 0,712
IL- 18 (pg/mL) 99,37 [8,39 - 611,33] 17,16 [7,45 — 537,60] 0,979
IL-6 (pg/mL) 44,56 (3,77 - 91,81] 25,84 [16,16 — 53,46] 0,570
Protuupalni citokini
IL-4 (pg/mL) 865,4 [105,3 —1160,7] 666,3 [436,7 — 1001,9] 0,063
Kemokini
CTACK (pg/mL) 13,38 [0,95 — 74,08] 1,68 [1,13 —85,42] 0,712
Faktori rasta
VEGF-A (pg/mL) 17,08 [4,16 — 55,58] 9,52 [4,27 — 46,97] 0,818

Rezultati su izrazeni kao medijan i [interkvartilni raspon] za varijable koje nisu normalno distribuirane.

RD - regularna dijeta; NSD — niskoslana dijeta; IFN-y — interferon v; IL-1B — interleukin 1p; IL-2 —

interleukin 2; IL-17A — interleukin 17A; TNF- a — tumor nekrotizirajuci faktor a; IL-8 — interleukin 8; IL-

10 —interleukin 10; IL-12 — interleukin 12; IL-23 —interleukin 23; MIP3 — inflamatorni protein makrofaga,

engl. macrophage inflammatory protein; IL-18 — interleukin 18; IL-4 — interleukin 4; IL-6 — interleukin 6;

CTACK - kemokini koji privlace T limfocite u kozu, engl. cutaneous T cell-attracting chemokine; VEGF-

A — faktor rasta vaskularnog endotela A, engl. vascular endothelium growth factor A. * P < 0,05 NSD vs.

RD (Wilcoxonov test sume rangova).
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5.6 Ucinak niskoslane dijete na frekvencije Th17 i Treg stanica kod osoba koje boluju
od psorijaze

Frekvencija ukupnih perifernih T pomo¢nih stanica koje luce IL-17 nije se znacajno promijenila
nakon dvotjedne niskoslane dijete (CD4*IL-17A* % roditeljske, RD 1,11 [0,66 — 1,32], vs. NSD
0,95 [0,69 — 1,54], Wilcoxon test sume rangova, p = 0,651). Doslo je do statisticki znacajnog
smanjenja udjela Th17 stanica, koje su definirane kao IL-17"RORyT" stanice od ukupnih
(IL-17*"RORYT" od ukupnih, RD 0,01 [0,00 — 0,06], vs. NSD 0,01 [0,00 — 0,02], p = 0,009),
[razlika medijana -0,018 (Hodges-Lehmann-Sen procjena, 95 % CI (-0,03, 0)].

Nije doslo do znaajne promjene Treg stanica definiranih kao CD25'FOXP3*high stanice.

Nadalje, nije doslo do znacajne promjene u omjeru Th17 i Treg stanica (Slika 5.13.).
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Slika 5.13. Promjena u frekvenciji Th17 i Treg stanica izmedu baznih mjerenja na

regularnoj dijeti i nakon 14-dnevne niskoslane dijete.

Usporedba distribucija prije i poslije dijetalne intervencije, za pojedine stani¢ne subpopulacije Th17 i Treg
stanica. Prikaz je violinski dijagram (dijagram lokalne gustoce tocaka), s pridruzenim kutijastim
dijagramom (engl. boxplot). Medijan (1, koji je brojcano iskazan) oznacen je debljom vodoravnom linijom
unutar svakog pravokutnika, ¢ije su granice omedene prvom (Q1) i trecom kvartilom (Q3). Okomite linije
izvan pravokutnika predstavljaju 1.5 x IQR (Q3-Q1). Svaka to¢ka odgovara jednom ispitaniku, a

isprekidane linije izmedu toc¢aka povezuju dva mjerenja istog ispitanika.
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n = ukupan broj ispitanika. Znacajne razlike (dvostrani P < 0,05) oznac¢ene su crvenim P-vrijednostima
(Wilcoxonov parni test sume rangova). NS — niskoslana dijeta; B — bazalno mjerenje na regularnoj dijeti,
V wilcoxon — Zbroj rangova dodijeljenih razlikama s pozitivnim predznakom; IL-17*RORyT" (% ukupnih) —
pomocnic¢ki T limfociti 17 (% od ukupnih); IL-17"RORyT* (% roditeljskih) — pomo¢nicki T limfociti 17
(% od roditeljskih); CD25'FOXP3*hieh (% ukupnih) — regulatorni T limfociti (% od ukupnih);
CD25"FOXP3*high (% roditeljskih) — regulatorni T limfociti (% od roditeljske populacije); Th17/Treg —

omjer pomoc¢nickih T limfocita 17 i regulatornih T limfocita.

5.7 Uc¢inak niskoslane dijete na SGK1 kinazu i njezinu ulogu u transdiferencijaciji

Individualni odgovor SGK1 na dijetalnu restrikciju procijenjen je omjerom izrazaja nakon (NS)
i prije (B) ogranicenja unosa soli (FC, SGK1ns/SGK13).
Na grupnoj razini, srednji izrazaj SGK1 podjednak je na obje dijete (Slika 5.14.), no bez

sli¢nosti medu individualnim razinama u korelacijskom testu (R = 0,14, p = 0,6) (Slika 5.17.)
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Slika 5.14. Vrijednosti SGK-1 kinaze u uzorcima stani¢nog lizata prije i poslije dvotjedne
niskoslane dijete.

Rezultati mjerenja SGK-1 kinaze u uzorcima stani¢nog lizata ELISA metodom prije i poslije dvotjedne
niskoslane dijete prikazani su kao promjena koncentracije izmedu bazalnog mjerenja i poslije dvotjedne
niskoslane dijete za svakog pojedinac¢nog ispitnika. SGK1 - kinaza 1 regulirana serumom i
glukokortikoidima; B — bazalno mjerenje prije 14-dnevne niskoslane dijete. NS — mjerenje nakon 14-

dnevne niskoslane dijete.

U stacionarnim uvjetima (steady-state, slobodni unos soli na regularnoj dijeti ispitanika),
bazalni izrazaj ukupne SGKI1 visi je u osoba s loSijom bubreznom funkcijom (koeficijent

kreatinina, Slika 5.15.)
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Rezultati

ZabiljeZene su individualne varijacije u veli¢ini i smjeru odgovora SGK 1 na smanjeni unos soli,
ve¢inom unutar |logosFC| = 1 raspona (12/17 ispitanika), ali uz vecéu disperziju, gotovo
podjednako u smislu relativnog porasta (logoFC > 1, n = 1) i pada izrazaja na NS dijeti
(logoFC < -1, n = 4). Unutar ukupnog ocekivanog budzeta greske za ovakav tip mjerenja,
rezultat upucuje prvenstveno na relativnu stabilnost izrazaja SGK1 u veéine ispitanika, barem

unutar prva dva tjedna razmjerno liberalne NS dijete.
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Slika 5.15. Korelacije rangova, bazalni koeficijent kreatinina [KEK (B), mL/min].

Zuta i plava crta predstavlja regresijski pravac (zuti — na regularnoj dijeti; plavi — na niskoslanoj dijeti,
metoda najmanjih kvadrata). Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka
odgovara jednom ispitaniku. SGK1 — serumom i glukokortikoidima regulirana kinaza 1; KEK (B)- klirens
kreatinina, bazalno mjerenje na regularnoj dijeti; R — Spearmanov koeficijent korelacije; FC — omjer
izrazaja (fold change); LS — nakon niskoslane dijete; B — bazalno mjerenje; dNa — dnevna natriureza pri

bazalnom mjerenju, mmol/dU; dNa2 — dnevna natriureza nakon niskoslane dijete, mmol/dU).

U cjelini, visi omjer izrazaja SGK1 (FC, NSD vs. RD) uocen je u ispitanika s vi§im bazalnim
unosom soli, viSim rezidualnim unosom soli na NS dijeti (Slika 5.16.) i viSom kaliurijom
(K /dUns, R=0,65,p=0,005). U generalnom linearnom modelu pocetna natriureza i postignuti
stupanj redukcije unosa neovisno su povezani s odgovorom SGK1 na NS dijetu (Tablica 5.16.),

bez jasnog praga ucinka (Slika 5.16., Slika 5.17.).
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Slika 5.16. Korelacije 24-satne natriureze i razine serumom i glukokortikoidima

reguliranom kinazom 1 (SGK1).

R predstavlja Spearmanov koeficijent korelacije. Crna linija predstavlja regresijski pravac (metoda
najmanjih kvadrata). Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka odgovara
jednom ispitaniku. FC — omjer izrazaja (engl. fold change); NS — nakon niskoslane dijete; B — bazalno
mjerenje na regularnoj dijeti; dNa — dnevna natriureza pri bazalnom mjerenju; dNa2 — dnevna natriureza

nakon niskoslane dijete).

NajviSe vrijednosti zabiljezene su pritom u ispitanika s visokom bazalnom (pocetnom)
ekskrecijom 1 najmanjim padom natriureze (redukcijom unosa) na NS dijeti

(ANa/dU = dNa2 - dNal; Slika 5.17., Slika 5.18.).
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Slika 5.17. Serumom i glukokortikoidima regulirana kinaza 1 (SGK1) u ovisnosti o

rezidualnoj natriurezi na LS dijeti.

Veli¢ina krugova razmjerna je rezidualnoj natriurezi (dNa2) na LS dijeti (mmol/dU, mjerilo gore lijevo).
Promjena 24-satne natriureze prije i poslije niskoslane dijete ogleda se u boji krugova (kolorirana vrpca,

mmol/dU, desno gore). Plava crta predstavlja regresijski pravac (metoda najmanjih kvadrata). Zasjenjena
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regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka odgovara jednom ispitaniku. SGK1 — serumom
i glukokortikoidima regulirana kinaza 1; FC - omjer izrazaja (fold change) ; LS — nakon niskoslane dijete;
B — bazalno mjerenje; dNa — dnevna natriureza pri bazalnom mjerenju; dNa2 — dnevna natriureza nakon

niskoslane dijete
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Slika 5.18. Marginalni efekti (generalni linearni model), omjer izrazaja serumom i

glukokortikoidima regulirane kinaze 1 (SGK1).

Panel A. Razlicite razine promjene dnevne natriureze (mmol/dU) oznacene su razli¢itim bojama, Cije su
reprezentativne vrijednosti naznacene s desne strane prvoga grafa. Sjencana polja odgovaraju 95 %
intervalu pouzdanosti (CI). Panel B. i C. Pseudo-log ordinata. Okomiti usjeci na apsici oznacavaju
pojedinacna mjerenja (ispitanike).

SGKI1 — serumom i glukokortikoidima regulirana kinaza 1; FC — omjer izrazaja (fold change); NS —
niskoslana dijeta; B — bazalno mjerenje na regularnoj dijeti; dNa — dnevna (24-satna) natriureza

(mmol/dU); ANa/dU — promjena 24-satne natriureze prije i poslije dvotjedne niskoslane dijete (mmol/dU).
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Tablica S5.10. Linearni model, univarijantni i multivarijantni
glukokortikoidima reguliranu kinazu 1 (SGK1).
log(SGK1, FC)
Prediktori S 95 % CI P df
(Odsjecak)  -8.15 13,84 —-2,46 0,013 15
dNa [log] 1.55 0,44 — 2,66 0,015 15
R2,= 0,289 F (1,15)=7,51,P=0,015
log(SGK1, FC)
Prediktori S 95 % CI P df
(Odsjecak)  -2,74 444 —-1,04 0,006 15
dNa2 [log] 0,59 0,20 — 0,98 0,01 15
R2,=0,328 F (1,15) = 8,82, P = 0,0096
log(SGK1, FC)
Prediktori S 95 % CI P df
(Odsjecak)  -9,39 14,61 —-4,17 0,003 14
ANa/dU 0,01 0,0006 - 0,012 0,048 14
dNa [log] 1,89 0,85-2,93 0,003 14
R?,= 0,429 F (2,14)=7,02,P =0 0077

Zza

Rezultati

serumom

i

Multikolinearnost je paralelno testirana i pazljivo isklju¢ena. SGK1 — serumom i glukokortikoidima
regulirana kinaza 1; FC — omjer izrazaja (fold change); p regresijski koeficijent, CI — interval pouzdanosti
(confidence interval), df — broj stupnjeva slobode (degrees-of-freedom); dNa — dnevna (24-satna)
natriureza, bazalno mjerenje na regularnoj dijeti (mmol/dU); dNa2 — dnevna (24-satna) natriureza nakon

niskoslane dijete (mmol/dU); ANa/dU — promjena 24-satne natriureze prije i poslije dvotjedne niskoslane

dijete (mmol/dU).

Naprotiv, nizi SGK1 omjer nakon NS dijete uocen je poglavito u ispitanika s niskom po¢etnom

1 post-intervencijskom ekskrecijom NaCl. Medu njima, najnizi omjer izrazaja SGK1 uocen je

u ispitanika s najviSim vrijednostima serumskog TNF-a na NS dijeti (R =-0,78, p = 0,00007,

n=16).

Analiza podataka u uzoj jezgri NS skupine potvrduje i proSiruje ova zapazanja (12 ispitanika

kod kojih je natriurija niza od najnize vrijednosti na regularnoj dijeti (Na/dUmnin~97).
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U ovoj podskupini mjereni apsolutni izrazaj SGK1 na 14-dnevnoj NS dijeti razmjeran je
ostatnoj natriurezi i dijetalnom unosu NaCl (oba R = 0,83, p = 0,01), u prilog kontinuiteta
povezanosti u najnizem rasponu dijetalnog unosa soli. Sli¢no, apsolutni izrazaj (koli¢ina) SGK1
na NS dijeti inverzno je povezan sa serumskom koncentracijom TNF-a (R =-0,76, p = 0,028).
Jedna od zanimljivosti je i pozitivna povezanost rezidualnog izrazaja SKG1 na 14-dnevnoj
niskoslanoj dijeti s FRS procjenom 10-godi$njeg rizika za kardiovaskularnu smrt i AIM
(R=0,79, p = 0,037), unato¢ nedostatku povezanosti SGK1 s ulaznim komponentama FRS
zbroja.

Povezanost stani¢nih frekvencija s izrazajem SGK1 znacajno varira izmedu dvije vremenske
tocke, na regularnom i sniZzenom unosu soli. Sli¢nost izmedu dvije dijete zapaZena je za
Th stanice, sugeriraju¢i povezanost viSeg izrazaja SGK1 s nizim udjelom pomo¢nickih
T stanica.

Na redovitoj dijeti dominiraju asocijacije s CD25"FOXP3"high stanicama (Treg): bazalni izrazaj
SGK1 nominalno je visi u osoba s nizom frekvencijom ukupnih T stanica, CD25"FOXP3hieh,
CD25'FOXP3" i CD25"CD127'"¥ stanica u cirkuliraju¢im populacijama (Tablica 5.11., Slika
5.19.). Na kratkoro¢noj NS dijeti predvode korelacije s RORyt" T stanicama: apsolutni izrazaj
SGK1 visi je u osoba s visim udjelom CD4"RORyt" T stanica, osobito IL17'RORyt", ali i IL17-
RORyt" klase (Tablica 5.11.). Medu ostalim poveznicama izrazaj SGK1 na NS dijeti snazno
zrcali porast udjela CD25"FOXP3"eh stanica, uz recipro¢ni pad udjela CD25"FOXP3 7oV stanica
prvenstveno u CD25"CD127"Y frakciji (Tablica 5.11., Slika 5.20.), ali ne i medu ukupnim
pomo¢nic¢kim T limfocitima. Oprez je, naravno, nuzan u tumacenju NS asocijacija, jer sustav
nakon 14-dnevne dijete moguce jo§ nije postigao novo ravnotezno stanje u svim frakcijama,

odrazavajudi tranzicijska zbivanja.

72



Rezultati

Tablica 5.11. Sastav stani¢nih populacija i izrazaj SGK1, slobodni unos (RD) i NS dijeta.

Populacija (RD)- Populacija (NS)-
pulacija ( %, 2 » pulacija (NS) %, R »
SGK1 (RD) SGKI (NS)
ukupne T T - 0,51 0,038 pomoénicke T P (ly) - 05 0,041
pomoéni¢ke T T (ly) - 0,53 0,028 CD4'RORyt" T (T) 0,52 0,033
; T 0,54
CD25*FOXP3high - 0, 0,027 IL17- RORyt" T 0,52 0,034
(Th)
CD25'FOXP3*  T(T) - 0,52 0,032 IL17*RORyt" T 0,58 0,014
0.5 ~ P(CD25"
CDI1270v T - 0, 0,033 CD25"FOXP3hizh 0,73 0,00081
CD127%v)
0.51 P (CD25*
CD25'CDI270% T - 0, 0,036 CD25"FOXP3-/low 0,73 0,00089
CD127%v)

SGK1 — serumom i glukokortikoidima regulirana kinaza 1; RD — regularna dijeta; NS — mjerenje nakon
niskoslane dijete; % — postotak; R — Spearmanov koeficijent korelacije; ukupne T — frekvencija ukupnih
T limfocita; pomo¢nicke T — frekvencija pomoc¢nickih T limfocita; CD — engl. cluster of differentiation;
IL17*RORyt" — Th17 stanice; CD25*FOXP3high — Treg limfociti; CD25"FOXP31°% — nedavno aktivirane Treg.
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Slika 5.19. Korelacije serumom i glukokortikoidima regulirane kinaze 1 (SGK1) i

stani¢nih populacija na regularnoj dijeti i nakon dvotjedne niskoslane dijete.

Prikazane su korelacije rangova izmedu SGK1 i stani¢nih subpopulacija CD25"FOXP3* (% od ukupnih),
CD25'FOXP3*high (% od roditeljskih), FOXP3*high (% od roditeljskih) i FOXP3*igh (% od ukupnih). Zuta

i plava crta predstavlja regresijski pravac (zuti — na regularnoj dijeti; plavi — na niskoslanoj dijeti, metoda

najmanjih kvadrata). Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka odgovara

jednom ispitaniku. SGK1 — serumom i glukokortikoidima regulirana kinaza 1; bazalno mjerenje na

regularnoj dijeti; R — Spearmanov koeficijent korelacije; FC - omjer izrazaja (fold change); NS — nakon

niskoslane dijete; B — bazalno mjerenje na regularnoj dijeti.
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Slika 5.20. Korelacija rangova i marginalni efekti izmedu serumom i glukokortikoidima
regulirane kinaze 1 (SGK1) i frekvencije CD25'FOXP3*high stanica (% od
CD127"°"CD25%).

Zuta i plava crta predstavlja regresijski pravac (zuti — na regularnoj dijeti; plavi — na niskoslanoj dijeti,
metoda najmanjih kvadrata). Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka
odgovara jednom ispitaniku. Na desnom grafikonu prikazani su marginalni efekti. SGK1 — serumom i
glukokortikoidima regulirana kinaza 1; bazalno mjerenje na regularnoj dijeti; R — Spearmanov koeficijent
korelacije; FC - omjer izrazaja (fold change); NS — nakon niskoslane dijete; B — bazalno mjerenje na

regularnoj dijeti.

Na tom tragu, vecina uocenih stani¢nih asocijacija na NS dijeti dijeli povezanost s ishodiSnom
koli¢inom SGK1 na redovitoj dijeti (Tablica 5.12., RORyt" i CD25"FOXP3"° frakcije).
Drugim rije¢ima, pocetna koli¢ina SGK1 mjerena prije dijetalne restrikcije unosa soli solidan
je, ako ne i snazniji, prediktor RORyt" i CD25"FOXP3°¥ stani¢nih frekvencija na NS dijeti
(Slika 5.21.). Za ove klase stanica promjena unosa soli, ¢ini se, prije nego promjena ukupne
koli¢ine SGK1, vodec¢a je odrednica kratkorocnog remodeliranja, barem u prvim danima

dijetalne restrikcije soli.
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Tablica 5.12. Sastav stani¢nih populacija na LS dijeti i izrazaj SGK1 na slobodnom unosu

(B) i LS dijeti (Spearman rang-korelacije).

Populacija (NS), Populacija (NS),
pSGKJlRf)N ) % K P pSGKJlN(sN ) % K P
CD4*RORyt* T 0,67 0,0032 CD4*RORyt* T(T) 0,52 0,033
IL17- RORyt* P 0,52 0,034 IL17- RORyt* P 0,5 0,039
IL17*RORyt* P 0,61  0,0088 IL17*RORyt* T 0,58 0,014
P
CD25'CDI127% (i) -0,65 10,0044 CD25'FOXP3hi (CD25* 0,73 0,00081
CDI127%)
P
CD25*FOXP3° (:h) -0,64 0,006 CD25*FOXP3"° (CD25*  -0,73 0,00089
CDI127%)

NS — mjerenje nakon niskoslane dijete; SGK1rp — serumom i glukokortikoidima regulirana kinaza 1 (bazalno
mjerenje na regularnoj dijeti); SGK1ns — serumom i glukokortikoidima regulirana kinaza 1 (mjerenje nakon
niskoslane dijete); CD - engl. cluster of differentiation; IL17"RORyt" — Thl7 stanice; CD25'FOXP3hieh —
Treg limfociti; CD25"FOXP3-1% — nedavno aktivirane Treg stanice.
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Rezultati

Slika 5.21. Stani¢ne frekvencije na 14-dnevnoj NS dijeti vs. inicijalni izrazaj SGK1

(uobicajena dijeta, B; korelacije rangova).

Radi lakSe usporedbe prevladavaju¢ih trendova prije i nakon dijete, izostavljen je jedan niz strSecih

vrijednosti (PV-LS-16, citometrija na uobic¢ajenoj dijeti).

Svih pet grafikona prikazuju korelacije rangova izmedu SGKI1 (bazalno mjerenje) i stani¢nih
subpopulacija CD4"RORyt* (% od roditeljskih), CD4"RORyt" (% od roditeljskih), IL-17"RORyt* (% od
roditeljskih), IL-17RORyt" (% od roditeljskih) i CD25*FOXP37°% (% od ukupnih). Zuta i plava crta

predstavlja regresijski pravac (Zuti — na regularnoj dijeti; plavi — na niskoslanoj dijeti, metoda najmanjih

kvadrata). Zasjenjena regija pokazuje 95 % interval pouzdanosti, a svaka tocka odgovara jednom
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ispitaniku. SGK1 — serumom i glukokortikoidima regulirana kinaza 1; R — Spearmanov koeficijent
korelacije; B — bazalno mjerenje; NS — mjerenje nakon niskoslane dijete; %T — postotak od ukupnih; %P

— postotak od roditeljskih.

78



Rasprava

6. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja govore u prilog tome da je 14-dnevna dijeta s niskim udjelom soli
kod osoba koje boluju od psorijaze imala povoljan utjecaj na imunoloSke ¢imbenike koji
sudjeluju u etiopatogenezi psorijaze, na klinicku sliku psorijaze, kao i na vaskularnu reaktivnost
periferne mikrocirkulacije. Naime, doslo je do smanjenja frekvencije Th17 stanica, smanjenja
koncentracije IL-23 u serumu te do klinickog poboljSanja bolesti koje se ocituje u smanjenju
PASI zbroja. Osim toga, kod ispitanika koji boluju od psorijaze je nakon dvotjedne niskoslane
dijete doslo do povecanja protoka na iontoforezu acetilkolinom (AChID) u perifernoj
mikrocirkulaciji koze, §to govori u prilog poboljSanju vaskularne reaktivnosti na temelju
endotel-ovisne vazodilatacije. Povec¢anje AChID negativno je koreliralo s trajanjem psorijaze.
Kako odgovor na zagrijavanje koze (LTH) nije dosegnuo granicu statisticke znacajnosti,
mozemo zakljuciti da je poboljSanje vaskularne reaktivnosti uzrokovano ¢imbenicima iz
endotela koji nisu NO. Izrazaj SGK1 je u veéine ispitanika bio razmjerno stabilan unutar dva
tjedna razmjerno liberalne NS dijete, a daljnje su analize utvrdile da je u bazalnim uvjetima

izrazaj bio visi kod pacijenata s lo§ijom bubreznom funkcijom.

6.1 Niskoslani dijetni protokol

Kako je uuvodu ve¢ naglaseno, unos soli prema posljednjim podatcima populacije u Hrvatskoj
znacajno premasuje preporuceni unos od strane SZO. Naime, prema SZO, unos soli bi trebao
biti nizi od 5 g soli dnevno (2000 mg Na dnevno). Prema posljednjem istrazivanju u Hrvatskoj
unos je soli kod muskaraca iznosio 13 (4) g soli (5232 (1692) mg Na) dnevno, a kod Zena je
bio 10 (4) g soli (4013 (1652) mg Na) dnevno. Do sada nije provedeno epidemiolosko
istrazivanje unosa soli u psorijati¢ara u RH. U velikoj prospektivnoj kohortnoj studiji UK
Biobank iz Ujedinjenog Kraljevstva, recentno objavljenoj u svibnju 2024. godine, uocena je
pozitivna povezanost izmedu ucestalosti dodavanja soli hrani i rizika od psorijaze. Pozitivna
povezanost bila je neovisna o brojnim drugim ¢imbenicima rizika i mogla bi biti djelomicno
posredovana pretilos¢u i upalom (165).

U skladu s tim istrazivanjem, ispitanici koji boluju od psorijaze u ovom su istrazivanju svojom
regularnom dijetom takoder unosili vise soli od preporucenoga u danu (10,2 (3,4) g soli, tj. 4102
(1348) mg Na). Dnevni unos natrija u muskih psorijati¢ara pritom je bio znacajno visi nego u
zena (unos Na, muskarci 12,3 (3,5) g soli (4942 (1385) mg Na) vs. Zene 8,7 (2,37) g soli (3471
(948) mg Na), Student-T test, p = 0,009).
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Primjena niskoslanog dijetnog protokola do sada je najviSe istraZivana na kardiovaskularnim
bolesnicima, zbog toga §to je opéeprihvaceno da je visok unos soli u prehrani vazan ¢imbenik
rizika za razvoj i odrZavanje hipertenzije. Pokazalo se kako je tzv. DASH (engl. Dietary
Approaches to Stop Hypertension) dijeta povoljno djelovala na zdravstveno stanje tih
bolesnika. DASH dijeta je u ovom istrazivanju, kao i u brojnim prethodnim istrazivanjima na
Zavodu za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek, sluzila kao osnova dijetetske
intervencije (166).

Prije ukljucivanja u studiju veéi broj potencijalnih ispitanika odustao je od studije upravo zbog
potrebe za provodenjem niskoslane dijete u sklopu istrazivackog protokola. Razlozi za
odustajanje prije uklju¢ivanja u studiju podudarali su se s ve¢ objavljenim preprekama za
provodenje niskoslane dijete, a to su nedostatak dostatne razine obrazovanja osoba, razina
interferencije niskoslane dijete s drustvenim 1 obiteljskim Zivotom i dostupnost, odnosno
priustivost zdravijih i manje slanih prehrambenih alternativa (167).

U studiji s niskoslanim dijetnim protokolom na osobama koje boluju od sréanog zatajenja
pokazalo se kako je adherencija za niskoslanu dijetu ve¢a kod Zena te da su Zene bolje razumjele
Sto treba poduzeti kako bi se bolje provodila niskoslana dijeta (168). U nasem je istraZivanju
ukupno 6 ispitanika iskljuceno iz analize radi nepridrzavanja niskoslane dijete, od kojih su 5
(83,3 %) bili muskarci, dok je medu njima bila samo 1 (16,7 %) Zena, ¢ime se potvrduju
prethodno objavljeni podatci. Medu ispitnicima koji su imali smanjenje 24-satne natrijureze te
su stoga ukljuceni u statisticku analizu nije bilo statisticki znacajne razlike u provodenju dijete
(A unos Na, za muske ispitanike: -1997 [-2878 — -961,64] vs. za Zenske ispitanice: -1751,90 [-
3005 - -1455], mg Na, Mann-Whitney test, p =0,754).

6.2 Ucinak niskoslane dijete na antropometrijska mjerenja

U posljednje su vrijeme brojne studije pokazale jaku povezanost izmedu prehrane s visokim
udjelom soli i pretilosti, ¢ak i nakon prilagodbe ukupnog unosa kalorija (169,170). Svedska
studija na 86 muskaraca otkrila je da visok unos soli pozitivno korelira s tjelesnom tezinom 1
indeksom tjelesne mase, ¢ak i nakon korekcije unosa kalorija (171). U presjecnoj studiji sa 184
ispitanika u Ujedinjenom Kraljevstvu, opseg struka i masa tjelesne masti bili su ve¢i kod osoba
s povecanim unosom soli (172). U nedavnoj randomiziranoj kontroliranoj studiji u kojoj su
ispitanici randomizirano dodijeljeni 2-mjese¢nom dijetnom protokolu s niskim unosom soli 1
dijetnom protokolu s uobi¢ajenim unosom soli koji je bio prilagoden jednakom unosu kalorija,
pokazalo se kako je doSlo do veceg gubitka tjelesne tezine i smanjenja BMI u grupi koja je
provodila niskoslanu dijetu (173). Medutim, zakljucak studije je kako se smanjenje BMI i

tjelesne tezine moZze pripisati smanjenju udjela retenirane tekucine, a ne smanjenju udjela
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ukupnog ili visceralnog masnog tkiva. Nema dovoljno dokaza da niskoslana dijeta dovodi do
smanjenja udjela visceralnog masnog tkiva, budu¢i da nije dosegnuta granica statisticke
znacajnosti od p < 0,05 (p = 0,08). Rezultati trenutnog istrazivanja u skladu su s prethodno
opisanima, tako da svjedofimo smanjenju tjelesne tezine (TT, RD 82,9 (13,9) vs. NSD 81,9
(13,3), T test za parne uzorke, p < 0,001), indeksa tjelesne mase (BMI, RD 26,6 [25,7 — 29,1]
vs. NSD 26,1 [25,2 — 28,8], Wilcoxon test sume rangova, p < 0,001) i opsega struka (OS, RD
96,2 (14,3) vs. NSD 95,5 (13,3), T test za parne uzorke, p = 0,02) nakon dvotjedne niskoslane
dijete u odnosu na inicijalno mjerenje na regularnoj dijeti. Vrijedno je pri tome naglasiti kako
je prilikom pojasnjavanja niskoslane dijete koriStene u ovom istrazivanju (koja je varijanta
DASH dijete) u pismenim uputama, kao i usmeno, ispitanicima pojasnjeno da prilikom ove
dijete nije potrebno reducirati kalorijski unos. Prednost ovih rezultata u odnosu na rezultate iz
vecéine dosadasnjih studija s ovom tematikom, koje su bile presjecne, jest to Sto je ovdje rijec o
prospektivnom kohortnom istrazivanju. Doduse, u ovom istrazivanju nismo mjerili tjelesni
sastav, tako da podatke o smanjenju udjela masti i vode u tijelu nakon niskoslane dijete nismo
dobili. Takoder, kako nije mjeren tocan unos kalorija te je on stoga nepoznat, i ne moze se sa

sigurnosc¢u re¢i jesu li ispitanici smanjili i unos kalorija.

6.3 Ucinak niskoslane dijete na krvnu sliku i osnovne biokemijske parametre u krvi kod

osoba koje boluju od psorijaze

Postoje dokazi da niskoslana dijeta dovodi do smanjenja broja monocita u diferencijalnoj
krvnoj slici (174). U ovom istrazivanju diferencijalna krvna slika ucinjena je samo u jednom
navratu kako bi se iskljucila subklini¢ka akutna infekcija, ali buduéi da nije u¢injena na drugom
mjerenju nakon niskoslane dijete, podatci nazalost nisu dostupni za parnu komparaciju.

U ovoj je studiji niskoslana dijeta dovela do poviSenja serumskog kreatinina, premda su u obje
dijete vrijednosti bile unutar referentnih intervala

lako ovaj rezultat na prvi pogled iznenaduje jer se smatra da niskoslana dijeta ima
renoprotektivni u€inak (175), ovaj je u¢inak niskoslane dijete ve¢ opisan u pojedinim studijama.
Primjerice, u jednom randomiziranom istrazivanju na osobama koje boluju od kroni¢ne
bubrezne bolesti, pokazalo se kako niskoslana dijeta dovodi do pada eGFR (procijenjene brzine
glomerularne filtracije, engl. estimated glomerular filtration rate) te posljedi¢no tome do
porasta kreatinina i urata u serumu u odnosu na visokoslanu dijetu (176). Nadalje, niZe su bile
razine kreatinina u skupini s dodatkom soli u odnosu na skupinu s dodatkom placeba (177).

Cini se kako visok unos soli moze dovesti, barem kratkoro¢no, do veceg klirensa kreatinina
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(176). Nije bilo statisticki znacajnog utjecaja na razinu ureje, natrija i kalija u serumu. Ve¢ina
dostupnih istrazivanja u literaturi ne opisuje takav uc¢inak niskoslane dijete.

Sol u prehrani istrazivala se i u konceptu osteoporoze, buduci da je primije¢eno kako visi unos
soli u prehrani moze inducirati kalciuriju (178). U nedavnom se istraZzivanju provedenom na
Zavodu za fiziologiju 1 imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek pokazalo kako je nakon
visokoslane dijete doSlo do znacajnog smanjenja kalcija u serumu (179). Nadalje, ranije je
opisano kako je razina kalcija u serumu osoba koje boluju od psorijaze niza u odnosu na
kontrolnu skupinu, pri ¢emu nije bilo korelacije s tezinom psorijaze (180).

U ovom istrazivanju doslo je do znacajnog poviSenja koncentracije kalcija u serumu nakon
dvotjedne niskoslane dijete, u usporedbi s inicijalnim mjerenjem pri regularnoj dijeti ispitanika.
I jedna i druga vrijednost bile su unutar referentnog raspona. Kako je razina kalcija u serumu
psorijaticara niza, niskoslana dijeta i u tom segmentu moze koristiti osobama koje boluju od
psorijaze.

U jednoj su metaanalizi analizirani podatci iz ukupno 33 studije s niskoslanom dijetom te nije
uocen znacajnan ucinak niskoslane dijete na razinu proteinurije i albuminurije (181). U ovom
je istrazivanju analizirana albuminurija te nije bilo znacajne promjene u razini albumina u

dnevnom urinu §to je u skladu s dostupnim podatcima u literaturi.

6.4 Ucinak niskoslane dijete na teZinu psorijaze i utjecaj na kvalitetu Zivota osoba koje

boluju od psorijaze

Kako je ovo je prvo istrazivanje intervencijom niskoslanog dijetnog protokola na osobama koje
boluju od psorijaze, sva su saznanja dobivena u ovom istrazivanju nova.

PASI i DLQI indikatori su za procjenu tezinu psorijaze, pri ¢emu se s ova dva upitnika mjere
razliciti aspekti ove bolesti (182). Tako primjerice na vrijednosti dobivene iz DLQI upitnika
viSe utjecu psorijaticne lezije na posebnim lokalizacijama kao §to su lice, vlasiste, dlanovi,
tabani, nokti i genitalna regija, dok je zbog malog udjela povrSine ovih regija PASI zbroj manje
osjetljiv na postojanje ovih promjena (183).

U vedini studija nema korelacije ili postoji tek slaba korelacija izmedu apsolutnih PASI i
apsolutnih DLQI vrijednosti (184). Dok je u vecini postojecih studija prisutna korelacija izmedu
poboljsanja PASI i DLQI vrijednosti nakon terapije (185), u nekim studijama takve korelacije
nije bilo. Primjerice, u brazilskoj studiji na 35 ispitanika nije bilo korelacije u promjeni PASI i
DLQI vrijednosti prije i poslije 2-mjesecne sustavne terapije (186).

Do sada je proucavan utjecaj dijetnih intervencija na klini¢ki procijenjenu tezinu psorijaze.

NajviSe je istrazivana dijeta s niskim unosom kalorija. Najvece takvo istrazivanje bila je
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randomizirana kontrolirana studija s 303 pretila ispitanika koji boluju od psorijaze te su lijeceni
sustavnom terapijom, u kojem se ispitivao u€inak promjene zivotnih navika uvodenjem dijete
s niskim unosom kalorija i redovitom tjelovjezbom. Nakon 20 tjedana doslo je do znacajnog
smanjenja PASI u skupini s promjenom Zivotnih navika, u odnosu na kontrolnu skupinu (48 %
vs. 26 % smanjenje u medijanu PASI, p = 0,02) te je znacajno veci broj ispitanika u toj skupini
dosegnuo PASI50 (50 % vs. 34 %, p = 0,006) (187).

U ovom je istrazivanju doSlo do smanjenja PASI vrijednosti za 12 % nakon samo 2 tjedna
niskoslanog dijetnog protokola. Iznenadujuce je pri tome da nije pronadena korelacija izmedu
pada PASI vrijednosti i 24-satne natrijureze niti kalkuliranog 24-satnog unosa natrija medu
ispitanicima €iji su se podatci statisticki analizirali. Vazno je napomenuti da su svi analizirani
ispitanici provodili niskoslanu dijetu $to je i dokazano nalazom 24-satne natrijureze.
Uspostavilo se da su samostalni prediktori za veée smanjenje PASI u ovoj studiji bili Zenski
spol i veéa Zivotna dob. Stovise, dok je kod Zenskih ispitanika promjena PASI na niskoslanoj
dijeti bila statisticki znacajna, kod muskih ispitanika znacajne promjene u PASI uopce nije bilo.
Promjena PASI korelirala je s dobi ispitanika (R = - 0,6, p = 0,004).

Premda je ve¢a promjena PASI kod Zena na prvi pogled neocekivana, potencijalno ima
bioloSkog smisla. Naime, kod Zena je prevalencija Th17 posredovanih autoimunih bolesti veca,
Sto je objasnjeno time da estradiol i progesteron poveéavaju produkciju IL-17A u Thl7
stanicama (188). Kako je u nasem istrazivanju doslo do pada relativnog udjela Th17 stanica
uslijed niskoslane dijete, to se postavlja kao mogu¢ podleze¢i mehanizam za ovakve rezultate.

Potrebno je uciniti dodatna istrazivanja da bi se rasvijetlili mehanizmi.

6.5 Utjecaj niskoslane dijete na hemodinamska mjerenja

6.5.1 Izbor metodologije u istraZivanju vaskularne reaktivnosti u istraZivanju

Prethodno je ve¢ istaknuto da je vecina istrazivanja vaskularne reaktivnosti kod osoba koje
boluju od psorijaze do sada provedena na provodnim i otporni¢kim krvnim zilama. Medutim,
najranije promjene i oSteenja krvnih Zzila dogadaju se zapravo u mikrocirkulaciji.
Mikrocirkulacija je splet krvnih zila s unutarnjim promjerom manjim od 100 pm. S veéim
brojem spoznaja o vaznosti mikrocirkulacije razvile su se tijekom godina brojne tehnike
procjene protoka u malim krvnim Zilama (189). U posljednja je tri desetljeca mikrocirkulacija
koze dosla u fokus istrazivanja, za $to postoje dva glavna razloga. Prvi je, naime, taj §to veci
broj istrazivanja govori u prilog tome da endotelna funkcija u mikrocirkulaciji moze sluziti kao

ogledalo sustavne funkcije 1 disfunkcije krvnih Zila i mehanizama koji su u njihovoj podlozi.
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Drugi je taj Sto je zbog vrlo lake dostupnosti koze kao organa i sama mikrocirkulacija koze
puno pristupac¢nija za neinvazivne tehnike ispitivanja mehanizama endotelne funkcije (190—
192).

Nadalje, na animalnom modelu reumatoidnog artritisa, autoimune bolesti srodne psorijazi,
dokazano je da mikrovaskularna endotelna disfunkcija prethodi endotelnoj disfunkciji u
velikim krvnim Zilama, $to potkrepljuje sumnju kako bi mikrovaskularna endotelna disfunkcija
mogla biti jo§ raniji pokazatelj kardiovaskularnog rizika u takvim upalnim bolestima (193).
S obzirom na to da je do sada samo jedno istrazivanje u psorijazi koristilo laser Doppler
floumetriju s mjerenjem indeksa protoka krvi u mikrocirkulaciji koze tijekom lokalnog
zagrijavanja na 42 °C, zakljuujem da je mikrocirkulacija u psorijazi do sada vrlo neistrazeno
podrucje (99). Kako je navedena studija doSla do zakljucka o postojanju endotel-ovisne
endotelne disfunkcije, koja je do sada u mnogim studijama ustanovljena kod psorijatiara na
provodnim i otporni¢kim krvnim zilama, metoda LDF-a ¢inila se metodom koja bi mogla u
ovom protokolu dati dobar uvid u stanje krvnih Zila i utjecaj niskoslane dijete na endotelnu
funkciju, uz pristupac¢nu lokalizaciju. U podrucju istrazivanja endotelne disfunkcije u opc€oj
populaciji moze se prona¢i mnostvo ¢lanaka s koriStenjem ove metodologije. Do sada je na
zdravim ispitanicima, profesionalnim sporta§ima i kardiovaskularnim bolesnicima u vise
navrata LDF metodom ustanovljen ucinak kratkotrajne visokoslane dijete na pogorSanje
endotel-ovisne endotelne disfunkcije u Laboratoriju za klini¢ku fiziologiju i fiziologiju sporta
Medicinskog fakulteta Osijek. Stoga je LDF metoda uhodana te se pokazala reproducibilnom 1

osjetljivom na promjene koje izaziva unos soli u organizmu (194).

6.5.2 Utjecaj niskoslane dijete na mjerenja arterijskog tlaka i otkucaje srca u minuti

Ve¢ je dugo u medicini poznat koncept kako je visok unos soli u prehrani ¢imbenik rizika za
razvoj hipertenzije. Prije viSe od 100 godina su, u nedostatku efektivnih antihipertenzivnih
lijekova, Ambard i sur. preporucivali vrlo restriktivnu dijetu s niskim unosom soli radi
smanjenja vrijednosti krvnog tlaka, koja je u to vrijeme manjka farmakoterapije uspijevala
smanjiti razine krvnog tlaka, doduse uz cijenu vrlo netolerabilne dijete (195).

Medunarodno epidemiolosko istrazivanje INTERSALT, koje je publicirano 1988. godine, bilo
je prvo tako veliko istrazivanje utjecaja unosa soli (tj. 24-satnom natrijureze iz koje se unos soli
moze izracunati formulom) na vrijednosti krvnog tlaka. Bilo je to multicentri¢no istrazivanje u
kojemu su se prikupljali podatci iz 52 sredista u 32 drzave, s konacno vrlo velikim uzorkom
ispitanika jer se u svakom od 52 sredista ukljucilo 100 musSkaraca i 100 Zena. Rezultati
istrazivanja govorili su u prilog tome kako je nizi unos soli bio nezavisni ¢imbenik koji je bio
povezan s nizim vrijednostima sistolickog krvnog tlaka, dok je ucinak na vrijednosti
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dijastolickog krvnog tlaka bio slabiji (196). Problem ovoga istrazivanja bio je taj Sto su, nakon
Sto bi se iz analize iskljucile 4 plemenske populacije s vrlo niskim unosom soli i vrlo niskim
vrijednostima tlaka, mnoge korelacije izgubile na znacajnosti pa je ovo istrazivanje, premda
veliko i dobro smisljeno, bilo ipak uzrokom polemika i kontroverzi (197).

Uz mnogobrojne studije koje su ipak govorile u prilog povoljnom utjecaju niskoslane dijete na
kardiovaskularni sustav, nasle su se i dvije vazne negativne studije koje su demantirale povoljan
utjecaj niskoslane dijete i cak govorili u prilog Stetnosti niskoslane dijete. U jednoj je studiji
primjerice preporuceno izbjegavanje vrlo slane hrane te se u samo jednom navratu uzimao
uzorak 24-satnog urina radi procjene natrijureze, nakon cega je ucinjen follow-up posjet 3,8
godina poslije. Uoceno je kako su muskarci, €iji je unos soli pri tom jednokratnom mjerenju
bio u najnizoj kvartili, znac¢ajno ¢eS¢e oboljevali od infarkta miokarda, §to je dovelo autore do
zakljucka da je nizak unos soli ¢ak i rizi¢ni ¢imbenik za infarkt miokarda (198). Osim $to je
zanemareno da uzimanje uzorka 24-satne natrijureze u jednom navratu nije bilo reprezentativno
za unos soli u razdoblju duzem od 3 godine, nije uoceno ni to da je u tih muskaraca s vrlo
niskom ekskrecijom natrija i kreatinin u 24-satnom urinu bio vrlo nizak, §to je upucivalo na to
da uzorci 24-satnog urina nisu bili primjereno prikupljeni. Radilo se, dakle, o muskarcima koji
su ve¢ u startu bili manje suradljivi za provodenje zadanih uputa u istrazivanju (197).

Na tragu vecine istrazivanja koja govore u prilog Stetnosti soli je i SZO u sklopu svog programa

za prevenciju kroni¢nih nezaraznih bolesti izdala preporuke za smanjenje unosa soli (103).

Nije iznenadujuce kako je do sada utjecaj unosa soli na razinu krvnog tlaka pomno istrazivan.
Filippou i sur. nedavno objavili sustavni pregledni ¢lanak s metaanalizom podataka iz
randomiziranih klini¢kih istrazivanja o utjecaju DASH dijete na krvni tlak (199). U usporedbi
s kontrolnom dijetom, sistolicki i dijastolicki krvni tlak znacajno su se smanjili nakon DASH
dijete, neovisno o tome boluju li ispitanici od hipertenzije. Zanimljiv je podatak i to kako je
DASH dijeta dovela do veéeg smanjenja sistoliénog krvnog tlaka u klinickim studijama s
DASH dijetom s unosom natrija > 6 g soli dnevno (2400 mg Na dnevno) u odnosu na klinicke
studije u kojima je dijetetskom intervencijom smanjen unos natrija < 6 g soli dnevno (< 2400
mg dnevno). Pri tome je vece smanjenje sistolickog i dijastolickog tlaka uoceno kod osoba
mladih od 50 godina (199).

Ovo je prvo istrazivanje u kojemu se proucava utjecaj unosa soli i niskoslane dijete na
hemodinamske parametre osoba koje boluju od psorijaze, koja je i sama po sebi rizicni faktor
za kardiovaskularne bolesti i razvoj metaboli¢kog sindroma. Rezultati trenutnog istraZivanja
dvotjedne niskoslane dijete na ispitanicima koji boluju od psorijaze potvrduju do sada poznate

podatke o utjecaju soli na vrijednosti krvnog tlaka na opcoj populaciji. Naime, u ovom je
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istrazivanju primije¢eno smanjenje vrijednosti sistolickog krvnog tlaka za 8 %, kao 1 vrijednosti
srednjeg arterijskog tlaka koje predstavljaju prosjecni arterijski tlak tijekom jednog srcanog

ciklusa (sistole i dijastole) za 7 %. Vrijednosti dijastolickog tlaka nisu se znac¢ajno smanjile.

6.5.3 Oporavak o endotelu ovisne endotelne funkcije u mikrocirkulaciji koZe osoba koje

boluju od psorijaze nakon 2-tjedne niskoslane dijete

U brojnim je istrazivanjima dokazano kako je endotelna disfunkcija, koja je vazan korak u
procesu nastanka aterosklerotskog plaka, prisutna u osoba koje boluju od psorijaze (200).

Ovo je prvo istrazivanje s intervencijom niskoslanom dijetom kod psorijatiara i prou¢avanjem
njezinog ucinka na endotelnu funkciju. Kod zdravih i hipertenzivnih je osoba utjecaj soli na
endotelnu funkciju ekstenzivno proucavan.

U ovoj studiji doslo je do znacajnog oporavka vaskularne reaktivnosti ovisne o endotelu u
obliku povecanja dilatacije od 16 % kao odgovor na acetilkolin (AChID). Zanimljivo je da su
vrijednosti AChID-a nakon dvotjedne niskoslane dijete, kao i promjena vrijednosti AChID-a
nakon NS dijete negativno korelirale s trajanjem psorijaze, Sto implicira da je porast vrijednosti
AChID-a bio ve¢i kod onih kojima je psorijaza nedavno dijagnosticirana, u usporedbi s onima
s produzenim tijekom bolesti. Budu¢i da dulje trajanje bolesti sugerira dulje kumulativno
trajanje upale niskog stupnja u tijelu, bilo bi vrijedno dodatno istraziti ovaj koncept u vezi
reverzibilnosti endotelne funkcije smanjenjem unosa soli.

Porast vrijednosti PORH-a nije bio statisticki znacajan (p =0,056). Kako je promjena
vrijednosti PORH-a bila na samoj granici statisticke znacajnosti, razumno je razmotriti
mogucénost kako bi kod veceg uzorka i promjena u PORH-u mogla dosegnuti statisticku
znacajnost tako da bi veéi uzorak ispitanika u buducem istrazivanju mogao rasvijetliti ovu
dilemu. Periferni mikrovaskularni odgovor na lokalno zagrijavanje koriSten je za procjenu
specificno NO-posredovane endotelno-ovisne vazodilatacije mikrocirkulacije koze. Poznato je
da lokalno zagrijavanje koze proizvodi dvofazni porast krvotoka koze, s brzim pocetnim
povecanjem protoka unutar prvih 90 - 120 s nakon pocetka zagrijavanja, nakon cega slijedi
produljeni porast protoka krvi koji doseze plato nakon 20 - 30 minuta zagrijavanja. Cini se da
je po€etni vrhunac uglavnom rezultat refleksa aksona lokalnog osjetnog Zivca, dok se je faza
platoa pretezno posredovana endotelnim ¢imbenicima, to¢nije NO (60 - 70% odgovora na
plato) (201).

Dakle, povec¢anje LTH izmedu dva posjeta nije bilo znacajno. Medutim, zbog negativne
korelacije trajanja psorijaze s vrijednostima LTH nakon NS dijete i promjenom u LTH izmedu
dva studijska posjeta, ¢ini se da je kod bolesnika s psorijazom koji dulje boluju od psorijaze

smanjena bioraspolozivost NO nakon NS dijete u usporedbi s onima kojima je bolest nedavnije
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dijagnosticirana, $to bi moglo biti posljedica dugotrajnih promjena na krvnim Zzilama
uzrokovanih psorijazom. Budu¢i da je doslo do porasta AChID-a i nije bilo statisticki znac¢ajnog
povecanja protoka s LTH na 42°, moze se zakljuciti kako je oporavak vaskularne funkcije u
mikrocirkulaciji koze psorijaticara nakon niskoslane dijete uglavnom posredovan endotel-
ovisnim ¢imbenicima koji nisu NO.

Naime, na hiperemiju induciranu toplinom utjecaj imaju u prvom redu NO, ali i druge tvari kao
Sto su neurotransmiteri, hiperpolariziraju¢i faktori porijeklom iz endotela (engl. endothelium-
derived hyperpolarizing factors, EDHF) uz vjerojatno jos i druge tvari. Zanimljivo je da EDHF
nema veliki utjecaj na mikrovaskularnu funkciju u normalnim okolnostima (202), ali u stanjima
smanjene bioraspolozivosti NO postaje vazan mehanizam (203), Sto bi mogao biti slucaj u
bolesnika s psorijazom, osobito u onih koji su imali dulje trajanje bolesti.

Cinjenica da nije bilo promjene u SNPID vrijednostima, ukazuje na to da vaskularna reaktivnost
nije oporavljena pomocu endotel-neovisnih mehanizama. U svojoj biti su ova saznanja u skladu
1 s trenutno dostupnom literaturom, budu¢i da trenutni dokazi o endotelnoj funkciji u psorijazi
govore u prilog tome da je rije¢ o poremecaju endotel ovisne funkcije. Stoga ima smisla da
prilikom njezinog oporavka dolazi do oporavka u mehanizmima koji su u prvom redu i bili
osteceni. Uc¢inak krace dijete s povecanim ili smanjenim unosom soli na vaskularnu reaktivnost
vec je prokuSan koncept te je u mnostvu radova opisan. Kako je raslo znanje o u¢inku soli na
endotelnu funkciju i vaskularnu reaktivnost, tako su se testirale granice ovog koncepta, pa sada
znamo kako ¢ak 1 samo jedan visokoslani obrok dovodi do pogorSanja endotelne funkcije unutar
30 minuta kod zdravih osoba (204). Nadalje, smanjeni unos soli je i kod normotenzivnih
ispitanika doveo do poboljasnja endotel-ovisne vazodilatacije neovisno o promjenama
izmjerenog krvnog tlaka u mirovanju. Ovi podatci sugeriraju dodani kardioprotektivni u¢inak
smanjenog unosa soli koji je neovisan o smanjenja krvnog tlaka (155). U nasem istrazivanju
oporavak mikrovaskularne reaktivnosti ne korelira s promjenama vrijednosti arterijskog tlaka

prije i nakon niskoslane dijete.

U mnogim je istraZzivanjima pronadena korelacija izmedu stupnja endotelne disfunkcije i
klini¢ke tezine psorijaze procijenjene PASI zbrojem (205,206) ili duzinom trajanja bolesti
(207). U ovom istrazivanju nije pronadena znacajna korelacija stupnja vaskularne reaktivnosti
s tezinom klinicke slike psorijaze. Kako je ve¢ prethodno naglaseno, u ovom je istraZivanju
promjena AChID i LTH negativno korealirala s trajanjem psorijaze. Rezultati ove studije
govore u prilog tome da je za poboljsanje vaskularne reaktivnosti nakon niskoslane dijete
vaznije koliko dugo osoba boluje od psorijaze nego kolika je klinicka tezina psorijaze

procijenjena PASI zbrojem. Treba naravno uzeti u obzir i narav PASI zbroja, a to je da nam
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ovaj indeks govori o klini¢koj tezini psorijaze u jednoj vremenskoj tocki i da te vrijednosti kod
istog pacijenta mogu fluktuirati kroz vrijeme, s obzirom na to da se u slucaju psorijaze radi o
kroni¢noj, ali intermitentno-recidiviraju¢oj bolesti. Neke studije u kojima je proucavana veza
izmedu klini¢kih znacajki psorijaze sa endotelnom disfunkcijom takvu povezanost nisu nasle
(90). Radi procjene utjecaja dugotrajne upalne aktivnosti niske razine na endotelnu funkciju u
psorijazi, mnogi su znanstvenici proucavali utjecaj upalnih biomarkera, u prvom redu CRP-a i
hsCRP-a. I u ovom segmentu se u postojecoj literaturi nalaze kontradiktorni podatci, tako da je
u nekim istrazivanjima pronadena korelacija izmedu upalnih parametara, dok u drugima takve
povezanosti nije bilo (200). U ovom istrazivanju veza izmedu upalnih markera i vaskularne

reaktivnosti nije pronadena.

Vaznost TNF-a u endotelnoj disfunkciji je dokazana u mnogim istrazivajima in vivo i in vitro.
U kontekstu psorijaze, potvrdena je i u randomiziranoj kontroliranoj studiji Holzera i sur. iz
2021. godine, time §to je prilikom terapije inhibitorima TNF-a doslo do povecanja protoka
mjerenog FMD tehnikom, u odnosu na kontrolne skupine s lijeCene drugim terapijskim
opcijama (208). DoduSe, i druge su se terapijske intervencije pokazale ucinkovitima. U
prospektivnoj kohortnoj studiji, pokazalo se kako je terapija metotreksatom i ustekinumabom
(monoklonalnim anti-IL-12/23 protutijelom) dovela do znac¢ajnog smanjenja debljine intima-
medije kod ispitanika, koje je bilo ¢ak i izrazenije nego na TNF-a inhibitore (209). Nadalje,
uspjesnost ustekinumaba potvrdena je i u madarskoj kohortnoj studiji u kojoj je dokazano kako
je nakon 6 mjeseci trajanja terapije doslo do smanjenja debljine intime-medije i oporavka
vaskularne funkcije, ali da je taj ucinak bio veéi u nekalcificiranim arterijama, nego u
kalcificiranim (210). Time se istiCe vaznost rane intervencije primarnom 1 sekundarnom
prevencijom endotelne disfunkcije, koja je jo§ uvijek reverzibilno stanje, prije nego dode do
progresije do aterosklerotskog plaka i njegove kalcifikacije. NS dijeta mogla bi biti od osobitog
znacaja za prevenciju u kojih lijecenje sustavnim lijekovima nije indicirano ili kod kojih postoje
kontraindikacije. Rezultate na tom tragu imali su 1 Jokai i sur. koji su istrazivali u¢inak TNF-a
inhibitora, koji su takoder doveli do oporavka cIMT kod osoba bez vidljive ateroskleroze, dok
kod osoba s postojeCom aterosklerozom takvog oporavka nije bilo (211). Premda ova
istrazivanja imaju klini¢ku vrijednost, ona nam ipak ne rasvjetljavaju mehanizme koji stoje u
podlozi tog ucinka, budu¢i da nisu mjerene frekvencije Th17 i Treg limfocita, kao ni pro-
upalnih i protu-upalnih citokina. Premda in vitro istrazivanja imaju svoja ograni¢enja u
donosenju zaklju¢aka o onome Sto se zbiva in vivo u ljudskom organizmu, vrijedno je
spomenuti istrazivanje Wild i sur. Naime, ovi su znanstvenici otkrili da je u prisutnosti

visokoslanih uvjeta povecan ucinak TNF-o na aktivaciju endotelnih stanica u 3D
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bifurkacijskom modelu arterije, pod neujednacenim silama smicanja, uobic¢ajenim arterijskim
regijama koje su sklone aterosklerozi in vivo. Takoder, pokazalo se da ovaj proaterogeni uc¢inak

TNF-a ovisi o koncentraciji NaCl (146).

Nadalje, kao prediktivni faktor za veéi oporavak endotel-ovisne endotelne funkcije kod
psorijaticara na niskoslanoj dijeti se ispoljio nizi BMI. Naime, postojala je negativna korelacija
izmedu vrijednosti BMI i promjene AChID (R = - 0,66; p = 0,0016). Moguce je objasnjenje to
$to masno tkivo samo po sebi dovodi do proinflamatornog stanja organizma. Naime, masno
tkivo promovira sekreciju i otpuStanje pro-upalnih medijatora, kao §to su IL-6, IL-1p, TNF-a,
leptina te stimulira monocitni kemotakti¢ni protein 1 (engl. monocyte chemoattractant protein
1, MCP-1), tako da je time pretilost sama po sebi rizicni ¢cimbenik za razvoj endotelne funkcije
(212). U literaturi se doduSe nalazi i istrazivanje na animalnom modelu, u kojemu je
dugotrajnija niskoslana dijeta u trajanju od 16 tjedana, dovela do toga do smanjenja ekspresije
MCP-1, IL-6 and TNF-a. Ekspresija je ovih citokina bila je manja za viSe od 50% u masnom
tkivu miSeva na NS dijeti u odnosu na Stakore na VS dijeti (213). Stoga, postoji mogucnost da
bi duze trajanje dijete ipak dodatno poboljSalo endotelnu funkciju i kod osoba s visim BMI te
da se u rezultatima ove studije radi o tranzicijskim zbivanjima, buduéi da se u ovoj studiji

istrazivao ucinak niskoslane dijete koja je provodena samo 2 tjedna.

Nadalje, prediktivni ¢imbenik za bolji oporavak AChID bio je i Zenski spol. U pocetku su
istrazivanja endotelne funkcije provodena samo na muskarcima, kako bi se mogli prouciti
patofizioloski obrasci bez utjecaja osciliraju¢eg hormonskog statusa u Zena na krvozilni sustav.
Poznato je kako u opcoj populaciji postoje razlike u incidenciji, prevalenciji 1 ishodu

kardiovaskularnih bolesti izmedu muskaraca i zena (214).

Nadalje, postojala je negativna korelacija izmedu bazne razine urata u serumu i promjene
AchID prije 1 nakon niskoslane dijete kod bolesnika sa psorijazom (R = -0,61; p = 0,0031).
Inace, ¢ini se da postoji veza izmedu poviSene razine urata i psorijaze u zapadnoj Europi (215).
Smatra se kako je uzrok tomu vjerojatno brza izmjena stanica i dugotrajna upala prisutna u
psorijazi (216). Vazno je naglasiti da se visoka razina urata smatra nezavisnim biomarkerom za
endotelnu disfunkciju u ljudi (217). U metaanalizi iz 2018. godine je pronadeno i kako terapija
alopurinolom dovodi do poboljSanja endotelne funkcije (218). Budu¢i da su u ovom istrazivanju
psorijaticari s po¢etnom visljom razinom urata imali manje promjene AChID nakon niskoslane
dijete, moguce je kako sol kod psorijatiara nije involvirana u mehanizam endotelne disfunkcije

uzrokovane hiperuricemijom.
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6.6 Ucinak niskoslane dijete na koncentraciju citokina u serumu i supernatantu

Yi i sur. su 2015. godine objavili istrazivanje utjecaja soli u prehrani koje je provedeno 6
zdravih astronauta tijekom 205 dana simulacije svemirske misije. Ispitanici su tako provodili
vrlo kontroliranu dijetu s dnevnim dozama od 12 g, 9 g i 6 g soli te ponovnog izlaganja 12 g
soli na kraju istrazivanja, pri ¢emu se dijeta sa svakom razinom soli u prehrani provodila kroz
50-ak dana. Nakon kontrolirane niskoslane dijete u toj je studiji uo¢eno smanjenje produkcije
proiflamatrornih citokina IL-6, IL-23, IL-17, dok je razina IL-10 bila povecana. Zanimljivo je
za napomenuti da se u tom istrazivanju nije smanjila frekvencija Th17 stanica, kao glavnog
izvora IL-17, ali se smanjila koncentracija IL-17 u plazmi nakon kontrolirane NS dijete (174).
U istrazivanju na mladim zdravim ispitanicima provedenom u Laboratoriju za klinicku i
laboratorijsku imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek, kratkotrajna dijeta s visokim udjelom
soli (~ 14,7 g soli/dan) dovela je do znacajnog povecanja serumske koncentracije proupalnih
citokina IFN-y, TNF-a, IL-9 i IL-17A, ali i protuupalnih citokina IL-10 i TGF-B1 u odnosu na
razinu izmjerenu nakon dijete s niskim udjelom soli (3,75 g soli) koja joj je prethodila (153).
Nasuprot tomu, u dvostruko-slijepom placebo-kontroliranom istrazivanju Niiranena 1 sur. u
Finskoj koje je provedeno na 106 ispitanika, u kojem su ispitanici randomizirani na habitualnu
i zdravu nordijsku dijetu te potom dodatno na dijetu s uobic¢ajenim udjelom soli (10 mg dnevno)
1 dijetu sa smanjenim udjelom soli (5 mg dnevno), s crossoverom udjela soli u dijeti nakon 12
tjedana. U toj studiji je pokazano kako nije doslo do znacajne promjene u frekvenciji Th1, Th2
ili Th17 stanica ovisno o udjelu soli u prehrani. Takoder, nije doSlo ni do promjene u
koncentraciji u 45 razli¢itih citokina, kemokina i faktora rasta u tri razli¢ite vremenske tocke
pomoc¢u multipleks analiza. Tako su istrazivaci zakljucili kako klini¢ki relevantne promjene u
udjelu soli u prehrani nemaju utjecaja na imunoloski odogovor (219).

U ovom istraZivanju je pronadena statisticki znacajna razlika izmedu koncentracije 1L-23 u
serumu prije i nakon provodenja niskoslane dijete (IL-23, RD 57,95 [52,94 — 73,01] vs. NSD
54,61 51,26 — 58,79], Wilcoxon test sume rangova, p = 0,037). Drugim rijec¢ima, NS dijeta kod
osoba oboljelih od psorijaze dovodi do smanjenja serumske koncentracije ovog patogenetski
vaznog citokina, koji se u kontekstu psorijaze ¢esto naziva glavnim regulatorom (engl. master
regulator) (220). Ovo su svakako vrijedni podatci, osobito uzevsi u obzir izvrsnu klinicku
ucinkovitost inhibitora IL-23 ustekinumaba, guselkumaba, tildrakizumaba i risankizumaba,
koji su posljednjih godina zauzeli vazno mjesto u lijeCenju bolesnika s psorijazom, osobito onih
s teSkom klinickom slikom (221). Podatci ovog istrazivanja Osim toga, nije bilo razlike u

drugim mjerenim citokinima, kemokinima i faktorima rasta pod utjecajem niskoslane dijete.
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6.7 Ucinak niskoslane dijete na frekvencije Th17 i Treg stanica kod osoba koje boluju

od psorijaze

U istrazivanju niskoslane dijete na ispitanicima s reumatoidnim artritisom (RA) i sistemskim
lupus eritematozusom (SLE) proucavao se utjecaj udjela soli u prehrani na frekvenciju Th17 i
Treg stanica. Dijeta je provodena tako Sto je su ispitanici prvo provodili niskoslanu dijetu
tijekom 3 tjedna, potom dijetu s normalnim unosom soli (definirana kao niskoslana dijeta kojoj
je dodano 5 grama natrija dnevno). U tome je istrazivanju doSlo do smanjenja frekvencije Th17
stanica (koje su bile definirane kao populacija CD4*IL-17" stanica) te povecanja frekvencije
Treg stanica nakon niskoslane dijete (222). Neke studije o prehrambenom utjecaju soli na
imunoloski sustav zdravih ispitanika takoder su imale konceptualno sli¢ne rezultate. Tako je
primjerice u istrazivanju Lou i sur. doslo do pomaka omjera Th17/Treg stanica prema Th17
stanicama nakon sedmodnevne visokoslane dijete i do pomaka prema Treg stanicama nakon
sedmodnevne niskoslane dijete (223).

U nedavnom istrazivanju ucinka soli u Laboratoriju za klini¢ku i molekularnu imunologiju na
Medicinskom fakultetu Osijek takoder se proucavao ucinak soli u prehrani na frekvenciju Th17
1 Treg stanica. Nije bilo znacajne promjene Th17 i Treg stanica nakon 7-dnevne visokoslane
dijete u odnosu na niskoslanu dijetu na mladim zdravim ispitanicima. U istoj je studiji medutim
pronadena umjerena pozitivna korelacija izmedu IL-23 koncentracije u serumu i frekvencije
Th17 stanica, Sto podupire tezu o IL-23/Th17 putu aktivacije Th17 stanica (153). U ovom

istrazivanju nije bilo korelacije izmedu Th17 stanica i IL-23 citokina u serumu.

6.8 Ucinak niskoslane dijete na SGK1 kinazu i njezinu ulogu u transdiferencijaciji

Trenutni dokazi upucuju na to kako je povecani Th17 odgovor u uvjetima s visokim postotkom
soli posredovan je aktivacijom p-38 te indukcijom nuklearnog faktora aktiviranih T stanica 5
(engl. nuclear factor of activated T cells 5, NFATS) i1 serumske glukokortikoidne kinaze-1
(SGK1) (120,224). SGK1 djeluje kao senzor eckstracelularnog gradijenta Na® i kao
transkripcijski faktor osjetljiv na sol (225) te promovira ekspresiju IL-23R. IL-23/IL-23R
interakcija je kljucna za diferencijaciju Th17 stanica (226). Istodobno, dokazi sugeriraju da
SGK1 takoder igra klju¢nu ulogu u inhibiciji Treg stanica koja je posredovana IL-23R, pa se
moze re¢i kako SGK1 reciproc¢no regulira razvoj Th17 1 Treg stanice. Tako nedostatak SGK1
dovodi do zastite od autoimunosti te povecava autotoleranciju tako §to se promice razvoj Treg
stanica i poboljSava njihovu supresijsku funkciju te smanjuje frekvenciju Th17 stanica (227).
U prethodnom istrazivanju provedenom u Laboratoriju za klinicku i laboratorijsku imunologiju

pronadena je znaCajna razlika u relativnoj koncentraciji ukupne SGK1 nakon 7-dnevne
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visokoslane dijete u odnosu na niskoslanu dijetu. Premda je na grupnoj razini srednji izrazaj
SGKI1 bio podjednak na obje dijete te je kod vecine ispitanika izrazaj SGK1 bio relativno
stabilan, u ovom istrazivanju je vis$i omjer izrazaja SGK1 bio prisutan u ispitanika s viS§im
bazalnim unosom soli, vi§im rezidualnim unosom soli na NS dijeti i viSom kaliurijom. Isto tako,
nizi je omjer SGK1 uocen u ispitanika s niskom pocetnom i postintervencijskom dnevnom
natriurezom. Medu tim je ispitanicima, najnizi omjer izrazaja SGKI1 uocen u ispitanika s
najvisim vrijednostima serumskog TNF-a na NS dijeti (p =- 0,78, p = 0,00007, n = 16).
Nedavno objavljeni rezultati jednog in vitro istraZivanja naglasila su mogucéu povezanost
izmedu TNF-a 1 SKG1. Naime, u tom je istrazivanju nakon inhibicije SGK1 doslo do pojac¢anog
lu¢enja TNF-a iz humanih monocita stimuliranih s P. gingivalis (228). Pretragom literature u
bazama podataka nisam pronasla do sada objavljenih podataka sa sli¢nim podatcima iz humanih
istrazivanja, tako da ovo istrazivanje nudi prve takve podatke.

Uzeto u cjelini, takvi rezultati upucuju na dvojaki zakljucak: SGKI1 odgovor potrebno je
razmatrati kako u kontekstu duljine trajanja dijete, tako i u kontekstu restriktivnosti unosa soli,
odnosno doze (strogosti dijete) 1 u¢inka.

Unato¢ kompromisu u statistickoj snazi, analiza podataka u uzoj jezgri NS skupine potvrduje i
proSiruje ova zapazanja (12 ispitanika kod kojih je natriurija niza od najniZe vrijednosti na
regularnoj dijeti (Na/dUmin~97)), tako Sto je u toj podskupini apsolutni israzaj SGK1 nakon 2-
tjedne NS dijete bio razmjeran ostatnoj natriurezi i dijetalnom unosu NaCl-a (R = -0,76,
p =0,028).

U ovom je istrazivanju na regularnoj dijeti razina SGK1 bila vi$a u osoba s nizom frekvencijom
Treg stanica (CD25"FOXP3"igh) Medu ostalim poveznicama, izrazaj SGK 1 na NS dijeti snazno
zrcali porast udjela Treg (CD25"FOXP3"ieh) stanica. Oprez je, naravno, nuzan u tumacenju NS
asocijacija, jer sustav nakon 14-dnevne dijete moguce joS$ nije postigao novo ravnotezno stanje
u svim frakcijama, odrazavajudi tranzicijska zbivanja.

Cini se da je za ove klase stanica promjena unosa soli, prije nego promjena ukupne koli¢ine
SGK1, vodeca odrednica kratkoro¢nog remodeliranja frekvencija stani¢nih populacija, barem
u prvim danima dijetalne restrikcije. Medu ostalim poveznicama, izrazaj SGK1 na LS dijeti
snazno zrcali porast udjela CD25"FOXP3 "¢l stanica, uz reciproéni pad udjela CD25"FOXP3-
/low stanica.

Osim navedenih uloga u imunoloskom sustavu, SGK1 regulira transport natrijevih iona u
bubrezima te je poviSena SGK1 jedan od ¢imbenika rizika za razvoj oStecenja bubrega (229) i
sudjeluje u nastanku sréanog remodeliranja i fibroze i doprinosi razvoju sréanog zatajenja i
aritmija (230-232). U uvjetima na regularnoj dijeti, ukupna koli¢ina SGK1 u stani¢nim lizatima

ispitanika sa psorijazom bila je veca u osoba s loSijom bubreznom funkcijom. Nadalje, vazno

92



Rasprava

je napomenuti da je u ovom istrazivanju pronadena povezanost izmedu Framinghamskog zbroja
s procjenom 10-godisnjeg rizika za AIM 1 kardiovaskularnu smrt (R = 0,79, p = 0,037) iako
nema poveznice SGK1 i ulaznih komponenti iz kojih se FRS racuna. Ovi podatci isticu kako je

1 u ovom istrazivanju pronadena poveznica izmedu SGK1 i bolesti bubrega i srca.
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Zakljucak

ZAKLJUCCI

Ovo istrazivanje nudi klinicke, funkcionalne 1 laboratorijske dokaze o povoljnom utjecaju

niskog unosa soli prehranom na zdravlje osoba koje boluju od psorijaze.

Glavni su zakljucci ovog istrazivanja:

Dvotjedna NS dijeta dovela je do poboljsanja klinicke slike psorijaze mjerene PASI zbrojem.
Kao prediktivni ¢imbenici za vece smanjenje PASI zbroja bili su Zenski spol i visa zivotna
dob.

Dvotjedna NS dijeta dovela je do smanjenja sistolickog i srednjeg arterijskog tlaka kod osoba
koje boluju od psorijaze.

Dvotjedna NS dijeta dovela do poboljsanja o endotelu ovisne vaskularne reaktivnosti u
mikrocirkulaciji koze u osoba koje boluju od psorijaze, neovisno o promjeni arterijskog
tlaka, a vjerojatno pod utjecajem ¢imbenika iz endotela, koji nisu NO.

Dvotjedna NS dijeta dovela je do smanjenja relativne frekvencije Th17 stanica u osoba koje
boluju od psorijaze. Nije doSlo do znacajnog smanjenja Treg stanica. Takoder, nije se
znacajno promijenio omjer Th17 i Treg stanica.

Dvotjedna NS dijeta dovela je do smanjenja koncentracije IL-23 u serumu osoba koje boluju
od psorijaze, Sto podupire vaznost utjecaja prehrambenog unosa soli na IL-23/Th17 osovinu.
Izdrazaj SGK1 bio je relativno stabilan prije 1 poslije dijete, Sto implicira da on nije

sudjelovao u promjenama razine citokina i zastupljenosti Th17 stanica u ovoj studiji.

Ovo istrazivanje otvara nove vidike u lije€enju psorijaze te potencijalno drugih Thl7

posredovanih autoimunih bolesti.

Cini se da je takva prehrambena intervencija kod ljudi izvediva, a ovaj pristup predstavlja vrlo

atraktivan koncept za komplementarno lije¢enje osoba koje boluju od psorijaze uz standardnu

medicinsku skrb.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti ucinak dvotjedne dijete s niskim unosom soli (NS dijete) na
ravnotezu Th17 1 Treg limfocita te ulogu SGK1 kinaze u njihovoj (trans)diferencijaciji kod
oboljelih od vulgarne psorijaze te utvrditi dolazi li do oporavka vaskularne reaktivnosti u
mikrocirkulaciji koze nakon NS dijete.

Nacrt studije: Studija je ustrojena kao prospektivna kohortna studija u kojoj su svi ispitanici
podvrgnuti istoj intervenciji (NS dijeti) te su bili sami sebi kontrole.

Ispitanici i metode: Sudjelovalo je 28 ispitanika koji boluju od kroni¢ne plak psorijaze s
PASI > 5. Ispitanici su provodili dijetu s niskim unosom soli (NS, ~3,5 g soli/dan). Prije i poslije
provodenja NS dijete mjerili su se: a) tezina psorijaze s PASI i DLQI; b) frekvencija Th17 i
Treg stanica u krvi protocnom citometrijom; c) procjena protoka u mikrocirkulaciji koze u
odgovoru na iontoforezu acetilkolinom (ACh) (endotel-ovisna vazodilatacija) i natrijevim
nitroprusidom (SNP) (endotel-neovisna vazodilatacija), te na lokalnu hipertermiju
(vazodilatacija ovisna o NO) pomocu Laser Doppler floumetrije (LDF); d) biokemijski i upalni
parametara iz krvi i 24-satnog urina; e) serumski proinflamatorni i protuupalni citokini pomoc¢u
ELISA i Luminex metode; f) SGKI1 u stanicnim lizatima iz kulture PBMC stanica ELISA
metodom. Analizirani su podatci 21 ispitanika koji su se adekvatno pridrzavali NS dijete
(smanjenje 24-h ekskrecije Na).

Rezultati: NS dijeta dovela je do znacajnog poboljSanja klinic¢ke slike odredene PASI zbrojem,
Sto je bilo izrazenije kod osoba Zenskoga spola i starijih ispitanika. Vaskularna reaktivnost
ovisna o endotelu, procijenjene ACh induciranom dilatacijom (AChID), povecala se za 16 %,
neovisno o promjenama krvnog tlaka. Trajanje psorijaze negativno je koreliralo s promjenom
ACHhID i promjenom LTH nakon NS dijete, Sto sugerira da kumulativno trajanje upale niskog
stupnja smanjuje reverzibilnost endotelne funkcije tijekom protokola za prehrambenu redukciju
soli. Smanjila se frekvencija Th17 stanica u psorijaticara nakon NS dijete te se smanjila i
koncentracija IL-23 u serumu. Razina izrazaja SGK1 bila je relativno stabilna prije i poslije NS
dijete.

Zakljucak: Ovo istrazivanje pruza dokaze o dodatnoj dobrobiti ranog uvodenja NS prehrane u
protokole lijecenja bolesnika s umjerenom do teskom psorijazom.

Registracija studije: Clinical Trials ID NCT05892640.

Kljucéne rijeci: psorijaza; dijeta s niskim unosom soli; Th17 stanice; regulacijski T limfociti,
citokini.
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9. SUMMARY

“Effects of Low Salt Dietary Intake on Thl7-Mediated Inflammation and Vascular
Reactivity of Skin Microcirculation in Patients with Psoriasis”

Objectives: To determine the effect of a two-week diet with low salt intake (LS diet) on the
balance of Thl7 and Treg lymphocytes and the role of SGKI1 kinase in their
(trans)differentiation in participants suffering from psoriasis vulgaris, and to examine whether
a recovery of vascular reactivity occurs after the LS diet.

Study design: The study was designed as a prospective self-controlled cohort study in which
all subjects underwent the same intervention (low salt diet).

Participants and methods: 28 participants suffering from chronic plaque psoriasis (with PASI
score > 5) were enrolled in the study. The subjects followed a diet with a low salt intake (LS,
~3.5 g salt/day). Before and after the implementation of the LS diet, the following
measurements were made: a) clinical psoriasis severity with PASI and DLQI; b) Th17 and Treg
frequencies in blood by flow cytometry; c) flow assessment in skin microcirculation in response
to iontophoresis with acetylcholine (ACh) (endothelium-dependent vasodilation), sodium
nitroprusside (SNP) (endothelium-independent vasodilation), and to local hyperthermia (NO-
dependent vasodilation) using Laser Doppler Flowmetry (LDF); d) biochemical and
inflammatory parameters in serum and 24-hour urine samples; ) serum proinflammatory and
anti-inflammatory cytokines with ELISA and Luminex assay; f) SGKI in cell lysates from
PBMC cell culture with ELISA. Adherence to the LS diet was tested by sodium excretion in
24-hour urine samples, and data of 21 subjects who adequately adhered to the LS diet were
analysed.

Results: The LS diet significantly reduced PASI values, which was more pronounced in women
and subjects of older age. Endothelium-dependent vascular reactivity assessed trough AchID
was increased by 16%, independently of blood pressure changes. Psoriasis duration correlated
negatively with the change in AChID and the change in LTH after the LS diet, suggesting that
the cumulative duration of low-grade inflammation reduces the reversibility of endothelial
function during salt-reducing protocols. The frequency of Th17 cells in psoriatic patients
decreased after the LS diet, as did IL-23 serum concentrations. The level of SGK1 was
relatively stable before and after the NS diet.

Conclusion: This study provides evidence for the added benefit of early introduction of the LS
diet in the treatment protocols of patients with moderate to severe psoriasis.
Trial registration: Clinical Trials ID NCT05892640.

Keywords: Psoriasis; low salt diet; Th17 cells; regulatory T lymphocytes, cytokines.
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Osijek, 2024.

Clanstva:

Europska akademija dermatologije i venerologije (engl. European Academy of Dermatology
and Venereology, EADV), od 2023.

Hrvatsko drustvo za bolesti glave i vrata Slavonije i Baranje (HDBGVSB), od 2023.
Medunarodno drustvo za dermatoskopiju (engl. International dermoscopy society, 1DS), od
2022.

Hrvatsko dermatovenerolosko drustvo (HDVD), od 2018.

Hrvatski lije¢nicki zbor (HLZ), od 2018.

Hrvatska lije¢nicka komora (HLK), od 2017.

Hrvatsko katolicko lijecnic¢ko drustvo (HKLD), od 2015.

Hrvatsko drustvo za neuroznanost (HDN), od 2013.

Publikacije u znanstvenim ¢asopisima:

1. Krajina I, Stupin A, Sola M, Mihalj M. Oxidative Stress Induced by High Salt Diet—
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2. Mili¢ Vranjes I, Skolka I, Jakab J, Krajina I, Krajina V, Santi¢ A, Zibar L. Sexual
function in hemodialysis and post-renal transplant women in a relationship: a cross-
sectional study. International Urology and Nephrology. 2022. doi: 10.1007/s11255-021-
03095-z.

3. Krajina I, Mili¢ J, Vukovi¢ D, Jaki¢ M, Zibar L. Pulmonary Rhodococcus equi infection
in a renal transplant patient: case report with review of literature. Medica Jadertina,

2021; 51 (3), 283-288.
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Kuna L*, Bozi¢ I*, Kizivat T, Bojani¢ K, MrSo M, Kralj E, Smoli¢ R, Wu GY, Smoli¢
M. Models of Drug Induced Liver Injury (DILI) — Current Issues and Future
Perspectives. Current Drug Metabolism. 2018; 19. doi:
10.2174/1389200219666180523095355 *equally contributing authors

Bozi¢ I, Omanovi¢ T, Kuna L, Kizivat T, Smoli¢ R, Véev A, Smoli¢ M.
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European Medical Journal. 2017;1:108-20. doi: 10.26332/ seemed;j.v1il.21

Bozi¢ I, Mili¢ J, Sijan 1. Zrcalni neuroni i njihova potencijalna uloga u psihopatologiji.
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Sijan I, Mili¢ J, Bozi¢ I. Severe epileptic encephalopathies in children: West and
Lennox-Gastaut syndromes. Gyrus. 2015;3:92-6. doi:10.17486/gyr.3.1022

Publikacije u stru¢nim knjigama:

1.

Smoli¢ M, Omanovié T, Bozié¢ I, Bili¢-Cur¢i¢ I, Smolié¢ R, Véev A. Pharmacogenomic
Testing in the Era of Patient-Tailored HCV Treatment. U: Smoli¢ M, Véev A, Wu GY,
urednici. Update on  Hepatitis C. InTech. 2017. Str.173-189. doi:
10.5772/intechopen.70794. Dostupno na adresi:
https://www.intechopen.com/chapters/56954. Datum pristupa: 30. 06. 2024.

Sazetci sa skupova - SaZetci u zbornicima i ¢asopisima:

1.

Krajina, Ivana; Stefani¢, Mario; Stupin, Ana; Mili¢, Jakov; Mihalj, Martina. Prediktori
utjecaja prehrane s niskim udjelom soli na klinicku tezinu i vaskularnu funkciju u
bolesnika s psorijazom - prakti¢ni vodi¢ za odabir pacijenata // 8. Kongres hrvatskih
dermatovenerologa s medunarodnim sudjelovanjem - Knjiga sazetaka. Osijek: Hrvatsko

dermatovenerolosko dustvo HLZ-a, 2024. str. 5-5.
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Marija; Tolusi¢ Levak, Maja; Kozul, Maja. Postoji li dovoljno dokaza za uvodenje
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. Krajina, Ivana; Kolobari¢, Nikolina; Mili¢, Jakov; Sola, Marija; Matijevi¢, Tatjana;
Stupin, Ana; Mihalj, Martina. Two-Week Low-Salt Diet Significantly Reduces Serum
IL-23 Levels in Psoriasis Patients — Results from a Preliminary Study / RECOOP 19th
Bridges in Life Sciences Conference and 9th Sciences and Arts Exhibition. Bratislava:
RECOOP, 2024. str. 140-140.
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Njemacka, 11.10.2023-14.10.2023. 2013: P2566.

. Krajina, Ivana; Stupin, Ana; Mihalj, Martina. Short term low salt diet reduces
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Annual Meeting of Croatian Physiological Society with International participation
Osijek, September 28-30, 2023.. Osijek: Medicinski fakultet Osijek, 2023. str. 23-23

. Krajina Ivana, Matijevi¢ Tatjana, Kozul Maja, Veki¢ Muzevi¢ Marina, Curié Filip,
Kuric Igor. Patch test results from University Hospital Osijek. Book of Abstracts. 2023.
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Pavlovi¢, Oliver. Dermatoskopija u dijagnostici Morbus Bowen genitalne regije. // 14.
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Maja; Pluzari¢, Vera; Veki¢ Muzevi¢, Marina; Biljan, Darko; Drenjancevi¢, Ines.
Vasodilatation in skin microcirculation of psoriasis patients receiving TNF-alpha-
blocking therapy. // 92nd Hungarian Dermatological Society Congress and XVIIIL.
Dermatology-Pharma Exhibition. Debrecen, Madarska, 28. 11. 2019. - 30. 11. 2019.

123



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Zivotopis

Pluzaric, Vera, Kuric, Igor; Krajina, Ivana; Skerlev, Mihael

Tinea stopala uzrokovana Alternaria spp u 10-godiSnjeg djecaka // XV. Prosinacki
simpozij ,,Poucna iskustva i znanstveni izazovi u dermatoloskoj praksi - odabrani
sluc¢ajevi‘ - zbornik radova. Zagreb: / 2018.

Krajina, Ivana; Kuric, Igor; Ljubojevi¢ Hadzavdié, Suzana; Sola, Marija; Biljan, Darko
Aquagenic pruritus associated with polycythemia vera - a case report. / 6. Kongres
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Ocjenski radovi - Diplomski radovi:

Ivana Bozi¢. Farmakogeneticki biljeg i1 individualne razlike u pojavnosti jetrenog oStecenja

uzrokovanog anastrozolom. 2016, Medicinski fakultet Osijek.

Tecajevi trajne edukacije:

1. Uvod u dermatoskopiju. Klinicki bolnicki centar Sestre Milosrdnice, Klinika za kozne
1 spolne bolesti. Centar za edukaciju dermatoskopije. 28. rujna 2018.

2. International Short Course on Dermoscopy. Katedra za dermatologiju, Medicinski
fakultet Graz, Austrija. 13. — 17. srpnja 2021.

3. Specijalna podrucja dermatoskopije. Klinicki bolnicki centar Sestre Milosrdnice,
Klinika za koZne i spolne bolesti. 17. studeni 2023.

4. Introduction to Statistics & Data Analysis in Public Health. Imperial College London

(online), Coursera. 2. veljace 2024.

Ostale aktivnosti:

- Demonstratorica na:

- Katedri za anatomiju i neuroznanost, Medicinski fakultet Osijek (2012. — 2015.)

- Katedri za farmakologiju, Medicinski fakultet Osijek (2014. —2015.)

- Katedri za mikrobiologiju i parazitologiju, Medicinski fakultet Osijek (2014.)
2013.—-2015. — Zamjenica ¢lana Studentskog zbora i Fakultetskog vije¢a, Medicinski fakultet
Osijek
2015. — Praksa na Odjelu za infektologiju i tropsku medicinu, AKH, Be¢, Austrija
2012. — Studentska razmjena, Odjel za kardiologiju, Bolnica sv. Cirila i Metoda, Skoplje,
Makedonija
2014.-2015. — Volontiranje u Laboratoriju za farmakologiju na Medicinskom fakultetu Osijek
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Prilog 1. Dermatoloski indeks kvalitete zivota (DLQI)

DERMATOLOSKI INDEKS KVALITETE ZIVOTA pLal
Mati¢ni broj bolesnika (Bolnicki): Datum: Rezultat:

Ime: Dijagnoza:

Adresa:

Cilj ovog upitnika je odrediti koliko je problem s VaSom koze utjecao na Vas zivot TIJEKOM
PROTEKLOG TJEDNA. Molimo Vas da oznacite po jedan kvadrati¢ za svako pitanje.

1. | Tijekom proteklog tjedna, koliko Vas je koZa svrbjela, bila osjetljiva, Vrlo mnogo | O
boljela ili peckala? Mnogo O
Malo O
Nimalo O
2. | Tijekom proteklog tiedna, u kojoj mjeri ste se zbog stanja Vase koze Vrlo mnogo | O
osjeéali neugodno ili upadljivo? Mnogo O
Malo O
Nimalo O
3. | Tijekom proteklog tjedna, u kojoj mjeri Vas je stanje Vase koze Vrlo mnogo O
ometalo pri odlaZenju u kupovinu ili u odrzavanju Vaseg domaiili Mnogo O
vrta? Malo O | Ne odnosi se na
Nimalo O | moj sluéaj O
4. | Tijekom proteklog tjedna, u kojoj mijeri je stanje Vase kozZe utjecalo Vrlo mnogo | O
na odabir odjeée koju ste nosili? Mnogo O
Malo O | Ne odnosi se na
Nimalo O [ moj slugaj O
5. | Tijekom proteklog tiedna, u kojoj mjeri je stanje Vase koze utjecalo Vrlo mnogo | O
na VaSe drustvene il slobodne aktivnosti? Mnogo a )
Malo 0O | Ne odnosi se na
Nimalo 0 | moj sluéaj OO
6. | Tijekom proteklog tiedna, u kojoj mjeri Vam je stanje Vase koze Vrlo mnogo | O
oteZalo bavljenje sportom? Mnogo o
Malo O | Ne odnosi se na
Nimalo O | moj sluéaj O
7. | Tijekom proteklog tjedna, je li Vas stanje VaSe kozZe sprjecavalo u Da O
radu ili uéenju? Ne O
Ne odnosi se na
moj slucaj O
Ako je odgovor "Ne", u kojoj mjeri Vam je tijekom proteklog tjedna Mnogo o
stanje Vase koze bilo problem pri obavljanju posla ili pri uéenju? Malo L
Nimalo O
8. | Tijekom proteklog tiedna, u kojoj mjeri Vam je Vasa koza stvarala Vrlo mnogo | O
probleme u odnosu s partnerom ili s nekim od Vasih bliskih prijatelja Mnogo O
ili rodaka? Malo O | Ne odnosi se na
Nimalo O [ moj slugaj O
9. | Tijekom proteklog tjedna, u kojoj mjeri Vam je stanje VaSe koze Vrlo mnogo | O
uzrokovalo neke seksualne poteskoée? Mnogo O
Malo O | Ne odnosi se na
Nimalo O | moj sluéaj O
10| Tijekom proteklog tiedna, koliki problem Vam je predstavljalo lijeéenje Vrlo mnogo | O
VaSe koze, primjerice tako da Vam je stvaralo nered u kuéi ili Vam Mnogo O
oduzimalo vrijeme? Malo O | Ne odnosi se na
Nimalo O | moj sluéaj O

Molimo Vas da provjerite da li ste odgovorili na SVAKO pitanje. Hvalp Vam.

©ay Finlay, GK Khan, Travanj 1992. Ne smije biti umnozZavano bez dozvole autora.
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Prilog 2. Upute za dvotjednu niskoslanu dijetu (DASH dijetni protokol)

Niskoslana dijeta — upute

Ukljucili ste se kao ispitanik u istraZivanje u sklopu kojega je
potrebno kroz iducih 14 dana provoditi niskoslanu dijetu.
Slijede upute kako niskoslanu dijetu uspjesno provoditi u
kuénim uvijetima.

Dozvoljeni dnevni unos natrija iznosi 1500mg.

U ovoj dijeti slobodno mozZete birati namirnice po svojoj Zelji,
samo treba paziti da dnevni unos natrija ne prelazi 1500mg
(odnosno da unos soli ne prelazi 3,75g soli). lako se natrij i sol
Cesto shvacaju kao sinonimi, natrij i sol NISU isto. Natrij je
mineral i jedan od kemijskih elemenata koji se nalaze u soli.
Natrij je, dakle, jedan od sastojaka soli, dio soli.

Veliku vecinu, gotovo 80 % kuhinjske soli koju unosimo, nalazi
se skrivena u polugotovoj, gotovoj, konzerviranoj i
restoranskoj hrani. Ostalu kuhinjsku sol dodajemo
dosoljavanjem pri kuhanju i tijekom obroka, a najmaniji dio
nalazi se prirodno u hrani.

Stoga, preporucujemo da za vrijeme provodenja ove dijete
izbjegavate polugotovu i gotovu hranu, kao i zasoljavanje
tijekom i nakon kuhanja. Kako biste pravilno mogli provoditi
dijetu pazed¢i da dnevni unos natrija ne prelazi 1500mg,
preporucujemo da Citate deklaraciju proizvoda te u odjeljku o
hranjivim vrijednostima proizvoda potrazZite: sol (najcesce
izrazena u gramima, g) ili natrij (najesée izrazen u
miligramima, mg).

Podatci o hranjivim vrijednostima (sol ili natrij) Cesto su izraZeni
prosjecnim vrijednostima u 100 grama proizvoda ili prema
serviranju (per serving). Obratite pozornost na to koliko grama
ukupno ima vas proizvod.

U ovoj se uputi za niskoslanu dijetu preporucuje racunati
koli¢inu natrija iz proizvoda. U praksi je na deklaraciji o
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U ovoj dijeti
slobodno
moZete birati
namirnice po
svojoj Zelji,
jedino treba
paziti da
dnevni unos
natrija ne
prelazi

1500mg
(odnosno da

unos soli ne
prelazi 3,75g
soli).
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navedena sol, a ne natrij.

Koli¢inu soli je jednostavno preracunati u koli¢inu
natrija,

provodenja ove dijete.

Unos soli ili natrija izraCunajte ovisno o tome

Obratite pozornost na to da

kako biste vrijednosti natiia u  ngtrjj moZe biti i skriven u hrani
miligramima onda mogli zbrajati u svrhu

koliko ¢ete grama ili serviranja nekog proizvoda . .
konzumirati. puno natr/ja I SO/I.

Kako biste koli¢inu soli istaknutu na deklaraciji
preracunali u natrij, moZete to udiniti prema formuli:

{kolitina soli}g x 400 = {koli¢ina natrija}mg

Isto moZete, ukoliko preferirate, uciniti i online na linku putem pametnih telefona ili raunala:

https://www.heartfoundation.org.au/health-professional-tools/sodium-and-salt-converter

Namirnice koje u sebi imaju veliku koli¢inu natrija:

Kruh i pekarski proizvodi: Kruh je jedan od glavnih izvora natrija u obrocima. Jedna $nita
kruha moZe sadrzavati od 100 do 300 mg natrija. Neke vrste kruhova imaju jos$ i vise
natrija u sebi! Ukoliko uzimate gotove proizvode u trgovinama, pazljivo procitajte
naljepnice i odaberite marku s najmanjim udjelom natrija. Ostala pecena roba, poput
krafni, muffina i kolac¢a od mjeSavina za pecenje, takoder ima u sebi puno natrija. Prasak
za pecivo ima visok udio natrija.

Zitarice za doruéak: Koli¢ina soli u gotovim Zitaricama za dorucak jako varira pa je vazno
pazljivo Citati naljepnice.

Zacini i umaci: Vecina zacina koji se kupuju u trgovini, poput kecapa, senfa, preljeva za
salatu, umaka od soje, slastica, umaka za rostilj i umaka od Spageta, ima veliku koli¢inu
natrija u sebi. PaZljivo procitajte naljepnice i kupujte proizvode s smanjenim sadrzajem ili
bez natrija kad god je to moguce. Jos bolje, napravite sami domace umake i preljeve.
Sir i mlijecni proizvodi: Vedina ljudi ne misli na sol kada je sir u pitanju, ali sol se koristi u
procesu proizvodnje sira i oni su znacajan izvor natrija u prehrani. Mlijeko takoder sadrzi
natrij, preko 100mg natrija po Salici mlijeka.

Konzervirana hrana: Sol se koristi za aromu i oCuvanje vecine konzerviranih namirnica
poput juha, variva i povréa. Tzv. "juhe iz vrecice" imaju ogromnih 1000mg natrija po
porciji. Konzervirani grah takoder sadrzi visok udio natrija. Tako jedna 3alica kuhanog
nekonzerviranog graha sadrzi 12 mg natrija, dok 1 Salica konzerviranog graha sadrzi ¢ak
856 mg natrija. Razlika je velika! Potrazite verzije s malo soli i bez soli ili napravite svoje.

2|stranica
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e Uslijededoj tablici navedeno je gdje sve ima natrija i u kojim (okvirnim) koli¢inama.

Vrsta hrane

RiZa, kuhana bez soli, 1 salica 9
Gotovi musli ili Zitarice (uvijek provjeriti na pakiranju) 0-360
Kruh (1 $nita) 100-175
Tjestenina, 1 Salica, kuhana u nezasoljenoj vodi 1
Powiée
1 srednji krumpir, kuhan ili pecen, nezasoljen 20
1 srednji batat, kuhan ili pecen, nezasoljen 53
1 salica kuhanog Spinata (bez soli) 126
1 salica bundeve, kuhana ili pe€ena, nezasoljena 2
1 srednja tikvica, kuhana u nezasoljenoj vodi 20
1 salica kelja, kuhanog u nezasoljenoj vodi 30
1 glavica zelene salate iceberg, nezasoljena 78
1 salica graha iz konzerve 856
1 salica graha, nekonzerviran, kuhan bez soli 12
1 salica graska, nekonzerviran, kuhan bez soli 6
1 salica graska iz konzerve 428
1 kom crvenog luka 3
1 srednji krastavac 6
1 srednja rajéica 6
100g pasirane rajcice (Passata Podravka) 52
1 salica konzerviranog umaka od rajcice 1284
1 kom susene cherry rajcice 42
1 salica konzerviranog soka od rajcice 654
1 salica brokule, kuhane u nezasoljenoj vodi 64
1 salica gljiva, pripravljene bez soli 3
1 Salica konzerviranih gljiva 663
Voee

1 marelica 4
1 srednja banana 1
1 srednja naranca 0
1 salica dinje 26
1 salica lubenice 2
1 srednja jabuka 1
1 nektarina 0
1 kivi 2

2

1 salica jagoda
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Milijeko (1 salica) 107
Jogurt (1 salica) 175
Kiselo vrhnje (100g) 36
Svjeii sir (100g) — uvijek pogledati sastav na proizvodu 100
Dukatela sirni namaz 100g 240
Feta sir (100g) 1000
Mozarella (100g) 534
Emmentaler (100g) 365
Gauda (100g) 819
Edamer (100g) 965
Brie (100g) 629
Camembert (100g) 842
1 ¢.Zl. margarina 153
1 kugla sladoleda 40-60
‘Sjemenke i oradasti proizvodi
Kikiriki (neslani, 1/3 3alice) 0-5
Kikiriki (slani, 1/3 3alice) 120
1/3 salice badema, nezasoljeni 0
1/3 3alice oraha, nezasoljeni 1
1/3 3alice ljenjaka, nezasoljeni 0
1/3 3alice pistacija 115
% Salice suncokretovih sjemenki 135
‘Meso, riba, jaja
Tuna (iz konzerve, 100g) 230-350
Sunka (100g) 1020
Svinjetina (100g), nezasoljena, nedimljena 100- 200
junetina, piletina, puretina (100g), nezasoljena, nedimljena 100 - 200
Pileca prsa, 1 kom 130
Pileca jetrica, 1kom, nezasoljena 15
1 jaje, kuhano, nezasoljeno, kuhano u nezasoljenoj vodi 62
1 jaje, kajgana 162
R
Kava, 1 salica, bez mlijeka 4-8
Milijeko, 1 salica 98
Caj, 1 3alica 2
Jamnica, gazirana, 2 dL 170
Sok od jabuka, 1 salica 7
Vino, crno, 1 dL 4
Vino, bijelo, 1 dL 5
Pivo, alkoholno pice, 0.33L 14
Zestoka alkoholna pi¢a (rum, gin, vodka, whiskey) 0

4|stranica



1 ¢.2l. Secera

1¢.2l. papra

1¢.2l. origana

1 ¢.2l. crvene paprike

1 &.Zl. Chilli praha

1 &2l curry praha

1¢.2l. meda

1¢.2l. soli

1 "prstohvat soli"

1.2l vegete

1 ¢.Zl. sode bikarbone

1 vrecica praska za pecivo (pogledati pakiranje)
1 ¢.Zl. maslinovog ulja
1¢.Zl. suncokretovog ulja
1 l. sirupa od ¢okolade

1 salica konzervirane juhe iz vreice

1 jusna Zl. sojinog umaka (konzervirani)
100 g Stapica s kikirikijem

Velika porcija pomfri-ja iz McDonaldsa
1 komad Capricosa pizze

1 komad pite

1 porcija tjestenine s gotovim umakom iz vrecice
Sendvic iz fast food restorana

Zrnati sir s dodatkom soli

Konzerva kiselog kupusa

Konzervirani umak od rajcice

Vafla, 1 kom
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902
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1600
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300 - 400
1053
800 - 1700
850
1530
1284
384

Prilozi



Prilozi

Primjeri dnevnih menija:

O
Q
=S
L

3/4 3alice zobenih pahuljica 1
1 srednja banana 1
1 $nita kruha s cjelovitim Zitaricama 140
1 salica mlijeka s malo masnoce 107
1 Zlicica mekog margarina 26
1 Salica soka od narance 5
Rutak
100g svinjske lopatice, nezasoljene 150
1 salica mahuna, pirjano s 1 Zli¢icom 12
maslinovog ulja
2 pecena krumpira krumpir 40
1 Zlica kiselog vrhnja, bez masti 10
1 Zlica svjeZeg sira 40
1 Zlicica senfa 145
1 zZlica nasjeckanog mladog luka 5
1 3nita integralnog kruha 100
1 jabuka 1
1 dL crnog vina 5
Vekera
3/4 3alice pileée salate* 120
1 kriske integralnog pseni¢nog kruha 150
1 3alica kriski krastavaca 2
1 salica cherry rajcice 6
1 Zlica sjemenki suncokreta 0
1 Zlic¢ica kiselog vrhnja 10
1 ¢asa soka od jabuka 7
Ugine tijekomdana
1 banana 1
1 salica nezasoljenih badema 0
1 salica voénog jogurta od jagode 120
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Prilozi

)
Q
S
N

1/2 3alice zobenih pahuljica 1

1 salica jogurta 175
1 malo pecivo od pseni¢nog brasna 150
1 salica kave s malo mlijeka 20
1 zlicica mekog margarina 26
1 salica soka od jabuke 7

Rugak

1i pol salica Spageta 3

% Salice umaka od rajcica* 253
1 ¢ajna Zli¢ica parmezana 150
1 3alica Spinata 25
1 salica gljiva, nekonzerviranih 10
1 Zlicica senfa 145
1 Zlica nasjeckanog mladog luka 5

1 $nita integralnog kruha 100
1 jabuka 1

1 dL crnog vina 5

Sendvic od pileéih prsa

100 g pilecih prsa 75

1 $nita integralnog kruha 140

1 Zlica svjeZeg sira 40

1 list zelene salate 0

1 rajcica 5

1 ¢asa soka od jabuka 7

Ugine tijekomdana

1 jabuka 1

% Salice susenih marelica 0

1 salica voénog jogurta 120
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Prilozi

Dan 3.
‘Dorutak  Natijmg
1 kriska cjelovitog pseni¢nog kruha 149
1 Zlicica margarina 26
1 salica voénog jogurta 173
1 breskva 0
1 salica soka od grejpa 4
Ruak
1 pileéa prsa 130
1 salica rize 9
1 salica graska 12
100 g vrhnja za kuhanje 4
1 dinstani crveni luk 3
1 Zlicica senfa 145
1 Zlica nasjeckanog mladog luka 5
1 jabuka 1
Vetera
1/2 3alice salate od tunjevine* 171
1 kriske integralnog pSenic¢nog kruha 140
1 salica kriski svjezeg krastavca 2
2 kom rajcice rajcice 5
1/2 3alice svjeieg sira, nemasno 100
1 velika lista zelene salate 5
1 ¢asa soka od jabuka 7
Utinetijekomdana
2 salice jagoda 4
Kajgana od 1 jajeta 162
1 salica voénog jogurta od jagode 120
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Prilozi

Salata od piletine (recept iz Dan 1)

1 pileca prsa, kuhana, u kockama i bez koze

1/4 3alice celera, nasjeckanog

1 Zlica limunovog soka

Prstohvat papra i bosiljka

1 Zlicica kiselog vrhnja

1. Pecite piletinu narezanu na kockice i stavite u hladnjak.

2. U velikoj zdjeli kombinirajte ostatak sastojaka, dodajte ohladeno
piletinu i dobro promijesajte.

Umak od rajcica (recept iz Dan 2)

2 Zlice maslinovog ulja

2 mala luka, nasjeckana

3 reznja ¢eSnjaka, nasjeckana

1i pol salica tikvica, narezane na kriske

1 Zlica origana, susena

1 Zlica bosiljka, susena

200 g rajcica, nasjeckanih

200 ml pasirane rajcice

1 3alica vode

1. U srednje tepsiji zagrijte ulje. Pirjajte luk, ¢eSnjak i tikvice
u ulju 5 minuta na srednje jakoj vatri.

2. Dodajte preostale sastojke i pirjajte poklopljeno 45 minuta.
Posluzite preko Spageta.

Salata od tunjevine (recept iz Dan 3)

2 konzerve tune od 150 g

1/2 3alice sirovog celera, nasjeckanog

1/3 3alice mladog luka, nasjeckanog

3 Zlice kiselog vrhnja

Prstohvat papra

1. Isperite i ocijedite tunu kroz 5 minuta. Razbiti se vilicom.
2. Dodajte celer, luk i vrhnje i dobro promijesajte.
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