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POPIS I OBJASNJENJE KRATICA

NAFLD - nealkoholna masna bolest jetre (engl. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease)
NASH — nealkoholni steatohepatitis (engl. Non-Alcoholic Steatohepatitis)
NAFL — nealkoholna masna jetra (engl. Non-alcoholic fatty liver)

TNF-o — faktor nekroze tumora alfa (engl. Tumor necrosis factor alpha)
SMK - slobodne masne kiseline (engl. Free fatty acids)

IR— inzulinska rezistencija

LCFA- dugolanc¢ane masne kiseline (engl. Long-chain fatty acids)

DAG- diacilglicerol

TAG- trigliceridi

PNPLAZ3- engl. patatin-like phospholipase domain-containing 3

ITM- indeks tjelesne mase (engl. Body mass index)

TM- tjelesna masa

TV-tjelesna visina

MUFA- mononezasi¢ene masne kiseline (engl. Monounsaturated fatty acids)
HCC- hepatocelularni karcinom (engl. Hepatocellular carcinoma)

BSA- albumin govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin)

AST- aspartat-aminotransferaza

ALT- alanin-aminotransferaza

GGT- gama-glutamiltransferaza

ALP- alkalna fosfataza

EPA- eikozapentaenska kiselina

DHA- dohozaheksaenska kiselina

FDA- engl. Federal Drug Administration

EMA- engl. European Medicines Agency

GLP-1- engl. glucagon-like peptide 1

GIP- engl. gastrointestinal insulinotropic polypeptide
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1. UvOD

1.1. Nealkoholna masna bolest jetre - terminologija

Nealkoholna masna bolest jetre (engl. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) naj¢es¢i je uzrok
kroni¢nih bolesti jetre u zapadnim zemljama, a predvida se da ¢e do 2020. godine biti glavnim
uzrokom zatajenja i transplantacije jetre (Marjot i sur., 2018). NAFLD je prvi puta opisao Ludwig sa
suradnicima 1980. godine (Demir i sur., 2015), a obuhvaca cijeli spektar bolesti masne jetre u
pojedinaca bez znacajne potros$nje alkohola, u rasponu od masne jetre, steatohepatitisa do ciroze jetre.
Histoloski, NAFLD se moze kategorizirati kao nealkoholna masna jetra (engl. Non-alcoholic fatty
liver, NAFL) ili kao nealkoholni steatohepatitis (engl. Non-Alcoholic Steatohepatitis, NASH). NAFL
se definira kada > 5 % hepatocita pokazuje akumuliranje masti, ali bez hepatocelularnog osteéenja.
NASH se definira kada je uz prisutnost > 5 % hepatocita kod kojih se akumulira mast, prisutna i upala

uz hepatocelularno ostecenje sa ili bez fibroze (Chalasani i sur., 2018).

Posljednjih godina sve je veci broj publikacija koje govore u prilog tome da NAFLD nije samo bolest
ograni¢ena na jetru, nego je udruzena s nizom ekstrahepatalnih bolesti i stanja. Najcesce je povezana s
kardiovaskularnim bolestima, kroni¢énom bubreznom bolesti i dijabetesom tipa 2 (Mikolasevic¢ i sur.,
2016), pri ¢emu se smatra jetrenom manifestacijom metabolickog sindroma (Saltzman i sur., 2018).
Prevalencija NAFLD-a je 30-40 % u muskaraca i 15-20 % u zena, a kod oboljelih od dijabetesa tipa 2
javlja se ¢ak kod 70 % pacijenata (Byrne i Targher, 2015). Prekomjerni prehrambeni unos, pretilost i
inzulinska rezistencija, glavni su rizi¢ni faktori za razvoj NAFLD-a. Okolis$ni ¢imbenici, disbioza
crijevne mikrobiote, genetske varijacije (osobito PNPLA3 genotip) uz prethodnu pojavu dijabetesa
tipa 2, ciroze i bolesti masne jetre u obitelji, povecaju rizik NAFLD-a (Wai-Sun Wong i sur., 2018).

Unato¢ sve vecoj prevalenciji, NAFLD ostaje uglavnom nedijagnosticiran i netretiran u rutinskoj
medicinskoj praksi. Veéina bolesnika s NAFLD-om nema nikakvih simptoma, dok samo rijetki
navode nelagodu u gornjem desnom kvadrantu abdomena ili pojacani umor. Dijagnoza se najéesce
postavlja slu¢ajno tijekom pregleda abdomena ultrazvukom uc¢injenim zbog nekog drugog razloga, ili
nalazom povisenih jetrenih biokemijskih testova. Rano prepoznavanje od velike je vaZnosti za

pravodobno, ispravno i uspjesno lijeGenje (Bukmir i sur., 2015).

1.2. Patofiziologija nealkoholne masne bolesti jetre

Jetra ima glavnu ulogu u metabolizmu lipida; pri ulasku, proizvodnji, pohrani te eliminaciji lipida iz

organizma. Poremecaj u bilo kojem od tih procesa moze dovesti do NAFLD-a (Berlanga i sur., 2014).



Pojava i progresija NAFLD-a pripisuje se nizu ¢imbenika koji su dio teorije ,,viSestrukih udaraca®,
koja kaze da je NAFLD rezultat upale u jetri izazvane brojnim intestinalnim okida¢ima i onima
povezanim s masnim tkivom (Saltzman i sur., 2018). Takoder je posljedica neravnoteze izmedu unosa
I sinteze masti s jedne te njihove razgradnje i eliminacije iz organizma s druge strane (Gomer¢i¢
Palci¢, 2015).

Visceralno masno tkivo generira viSestruke signale koji utjeu na promjenu metabolizma lipida i
glukoze, $to dovodi do akumulacije masti u jetri (steatoza) i stvaranja proupalnih uvjeta koji su okidac
za oStecenje jetre (Rinella, 2015). Steatoti¢na jetra postaje osjetljiva na ,,druge udarce* (neravnoteza
adipocitokina/citokina, toksini kao $to su lipopolisaharidi koji ulaze u cirkulaciju uslijed bakterijskog
prerastanja u tankom crijevu i crijevne permeabilnosti, disfunkcija mitohondrija, oksidativni stres,
lipidna peroksidacija, aktivacija Kupfferovih i stelatnih stanica) koji su najvjerojatniji uzroci
hepatocelularne ozljede, poticanja upalne aktivnosti, apoptoze i fibroze u bolesnika s progresivnim
oblikom bolesti (Gomerc¢i¢ Palci¢, 2015).

Inzulinska rezistencija (IR) igra klju¢nu ulogu u patogenezi nastanka bolesti masne jetre. IR kao jedan
od simptoma metabolickog sindroma proizlazi iz kompleksnih interakcija proupalnih cirkulirajuc¢ih
medijatora s tkivima i organima, ali i genetske podloge te stila Zivota (prehrana, tjelesna aktivnost)
(Petta i sur., 2016). Povecana aktivacija hormon-osjetljive lipaze u adipocitima kod IR, unos hrane
bogate mastima i pojacana lipoliza dovode do poviSenja slobodnih masnih kiselina (SMK) u plazmi
(Gomerc¢i¢ Palci¢, 2015). Kroni¢na povisena razina SMK-a moze ometati metabolicke puteve
(Berlanga i sur., 2014) te rezultirati stvaranjem ceramida i diacilglicerola u jetri. Oni dodatno
pojacavaju jetrenu IR, progresiju oksidativnog stresa u mitohondrijima i endoplazmatskom retikulumu
te sintezu proupalnih citokina (faktor nekroze tumora alfa [TNF-a] i interleukina [IL-6, IL-1B]). Ti
¢imbenici dovode do oStecenja hepatocita i stanja lipotoksi¢nosti te u kona¢nici nastanka NASH-a ili

ciroze jetre (Gomerci¢ Palci¢, 2015) (slika 1.).

Pod fizioloskim uvjetima, sinteza triglicerida je stimulirana s ciljem odstranjenja viska SMK-a
(Berlanga i sur., 2014). Na temelju eksperimentalnih studija pokazalo se da akumulacija triglicerida
predstavlja protektivni mehanizam kada su hepatociti izlozeni potencijalnim toksi¢nim metabolitima
triglicerida (Gomer¢i¢ Pal¢i¢, 2015). SMK i kolesterol, osobito kada se akumuliraju u mitohondrijima,
smatraju se ,,agresivnim® lipidima koji dovode do TNF-a posredovanih ostecenja jetre i nastanka

reaktivnih kisikovih spojeva (Berlanga i sur., 2014).

Jedan od puteva koji doprinosi upalnim procesima u jetri kod pacijenata s NAFLD-om je i medusobna
povezanost mikroorganizama crijeva i jetre. Odredena vrsta prehrane (npr. hrana bogata fruktozom
i/ili polinezasi¢enim masnim kiselinama) mozda ne utjeCe direktno na jetrenu akumulaciju masti i
upalu, ali utjeCe indirektno putem promjene sastava crijevne mikrobiote — disbiozom (Demir i sur.,
2015) (slika 1.).
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Slika 1. Utjecaj razlicitih ¢imbenika na razvoj NAFLD-a, ciroze i hepatocelularnog karcinoma.
(DAG- diacilglicerol, TAG- trigliceridi, LCFA- dugolancane masne kiseline, PNPLA3- engl. patatin-
like phospholipase domain-containing 3) (Prilagodeno prema Byrne i Targher, 2015)

1.3. Terapijske moguénosti u lijecenju NAFLD-a

Vecina bolesnika s NAFLD-om je pretila i boluje od metaboli¢kog sindroma, stoga je cilj lijecenje
usmjeriti na pridruZzene metabolicke komorbiditete kao $to su inzulinska rezistencija, hiperlipidemija i
dijabetes tip 2. To se postize ponajprije promjenom zivotnih navika (Bukmir i sur., 2015; Chalasani i
sur., 2018), a potom i farmakoterapijom, iako trenutno nema odobrenih farmakoloskih sredstava za
lije¢enje NASH-a i NAFLD-a (Konerman i sur., 2018). Uspjesan tretman NAFLD-a poboljsat ¢e ishod
bolesti, tj. smanjiti progresiju NAFLD-a do ciroze i hepatolecularnog karcinoma, a time i smrtnost
(EASL i sur., 2016).

1.3.1. Promjena prehrambenih navika

Prehrana ima vazan ucinak u terapiji NAFLD-a (Sofi i Casini, 2014). Pokazalo se da su oboljeli od
NAFLD-a skloniji konzumaciji energetski bogate hrane, zasi¢enih masti, kolesterola i zasladenih

napitaka, dok istovremeno ne unose dovoljno svjezeg voca, zelenog povréa, vlakana i omega-3 masnih

kiselina (Chitturi i sur., 2018).



Kvaliteta masti u prehrani igra vaznu ulogu u patogenezi NAFLD-a pri ¢emu se blagotvornim pokazao
utjecaj mononezasi¢enih masnih kiselina (engl. monounsaturated fatty acids, MUFA). Zamjena
jednostavnih ugljikohidrata i zasi¢enih masti sa MUFA-om, npr. uvodenjem maslinovog ulja u
prehranu dovelo je do poboljsanja glikemije, krvnog tlaka i poviSenja HDL-kolesterola, istovremeno
prevenirajuci aterogenezu (Sofi i Casini, 2014).

Na temelju provedenih studija, pokazalo se da gubitak tjelesne mase od 7% ili viSe, uz pravilnu
prehranu tijekom najmanje jedne godine, moze poboljsati histologiju jetre u pacijenata s biopsijom
dokazanim NASH-om (Ahmed i sur., 2015). Kod gubitka tjelesne mase, preporuca se da to bude
postupno (do 1 kg/tjedan) uz prehranu sa smanjenjem energetskog unosa 500-1000 kcal. Nagli gubitak
kilograma se ne preporucuje i moze dovesti do pogorSanja NASH-a. Takve dijete moguce je
primjenjivati uz strogi nadzor i to uglavhom kao pripremu za barijatrijsku operaciju (Chitturi i sur.,
2018).

Od svih nacina prehrane kao dijelom terapije NAFLD-a, najboljim se pokazala mediteranska prehrana
koja je uz blagotvorne ucinke na jetru, bila efikasna pri smanjenju tjelesne mase (Sofi i Casini, 2014).
Provedene studije, kao i zna¢ajna PREDIMED studija, podupiru tezu da je mediteranska prehrana
povezana s nizom prevalencijom NAFLD-a. Blagotvoran u¢inak mediteranske prehrane povezan je s
poboljsanjem kardiometabolickog statusa (snizenjem serumskih triglicerida i regulacijom glikemije) i
antioksidativnim u€inkom komponenata mediteranske prehrane (polifenoli i vitamin E), ¢ime se

smanjuje oksidativni stres klju¢an u nastanku inzulinske rezistencije (Baratta i sur., 2017).

1.3.2. Povecanje tjelesne aktivnosti

Stetne posljedice pretilosti, dijabetesa i drugih komponenata metaboli¢kog sindroma u pacijenata sa
NAFLD-om, dodatno su povezane s nizom razinom tjelesne aktivnosti §to je primije¢eno kod oboljelih
(Ahmed i sur., 2015). Aerobna aktivnost, npr. hodanje i voznja biciklom, svima je dostupan nacin
brige za zdravlje. Uslijed aerobnog vjezbanja dolazi do vece potroSnje energije ¢ime je znacajniji
utjecaj na smanjenje tjelesne mase kao i na druge Cimbenike povezane s NAFLD-om, kao Sto su

HbA1c, krvni tlak i serumski kolesterol (Hashida i sur., 2017).

Vjezbe izdrzljivosti prikladnije su za oboljele od NAFLD-a kojima je kontraindicirano aerobno
vjezbanje, npr. kod pretilosti. Prema istrazivanjima, vjezbe izdrZljivosti dovele su do smanjenja
koli¢ine masti jetre uslijed povecane oksidacije, ali i poboljSanja glikemije jer se povecala ekspresija
transportnog proteina GLUT4 i enzima glikogen sintaze (Loomba i Cortez-Pinto, 2015). Postoje i
oboljeli kojima su umjerena aerobna aktivnost ili vjezbe izdrzljivosti izrazito teske, $to zbog morbidne

pretilosti, vezanosti uz krevet, starosti ili drugih komorbiditeta koji onemogucuju mobilnost.



Njima se preporu¢uju tzv. hibridni i akceleracijski treninzi, koji su se pokazali u¢inkovitima u sniZenju

biokemijskih pokazatelja NAFLD-a (Whitsett i Van Wagner, 2015).

Tako vjezbanje ima klini¢ki znacajan utjecaj na koli¢inu masti u jetri (smanjenje od 20 do 30 %), u
usporedbi s redukcijom tjelesne mase gdje dolazi i do smanjenja 80 % masti jetre, u¢inak je skroman
(Romero-Gomez i sur., 2017). Kombinirana strategija vjezbanja uz promjenu prehrambenih navika
bila je efikasnija u smanjenju masne jetre nego svaki ¢imbenik posebno ( 49,8 % zajedno vs. 30,2 %
posebno) (Ahmed i sur., 2015). Kako bi se postigli najbolji rezultati, vazan je multidisciplinarni

pristup lije¢nika, dijeteti¢ara, farmaceuta, psihologa i kineziologa (Chitturi i sur., 2018).

1.3.3. Upotreba dodataka prehrani

1.3.3.1. Silimarin

Ljekovita biljka sikavica (lat. Silybum marianum) od davnina je poznata u lijeGenju bolesti jetre.
Aktivna tvar u sikavici je silimarin - kompleksna mjeSavina sedam flavonolignana (Colica i sur.,
2017). Unato¢ metodoloSkim nedostacima provedenih studija na silimarinu, u dvije placebom
kontrolirane studije pokazalo se da silimarin znacajno pozitivno utjeCe na razinu AST-a (aspartat-
aminotransferaza) i ALT-a (alanin-aminotransferaza) u oboljelih od NASH-a. Isto tako, novije studije
na oboljelima od NAFLD-a pokazuju da silimarin moze dosegnuti vi$e razine u krvi, u odnosu na
zdravu kontrolnu skupinu (Hellerbrand i sur., 2016). Kao tretman pri lijeCenju NAFLD-a, preporucuje
se kombinacija silimarina uz promjenu Zivotnih navika. Silimarin je pokazao sli¢an ucinak kao i neki
lijekovi u vidu antioksidativnog (npr. NOX-1/4 inhibitori), antifibroznog (npr. antagonist galektin-3,
simtuzumab) i protuupalnog (npr. sirtuini) djelovanja, ali sa znatno nizim nuspojavama (Colica i sur.,

2017).
1.3.3.2. Vitamin D

Postoji poveznica izmedu deficita vitamina D i komponenata metabolickog sindroma, kao Sto su
inzulinska rezistencija i dislipidemija (Sharifi i Amani, 2017). Studije upucuju na izravnu ulogu
vitamina D u moduliranju upale jetre i nastanka fibroze te poboljSanju jetrenog odgovora na inzulin
(Sharifi i Amani, 2017). Smatra se da je u pozadini vezanje vitamina D na specifi¢ni vitamin D

receptor eksprimiran na razli¢itim vrstama stanica u jetri (Barchetta i sur., 2017).

Pregledni rad proucio je mnoge klinicke studije razli¢itog trajanja i koriStenih doza vitamina D,
medutim, rezultati su razli¢iti. Potrebna su daljnja randomizirana, placebom kontrolirana istrazivanja

kako bi se odredile odgovarajuce doze i u¢inkovitost vitamina D (Sharifi i Amani, 2017).



S obzirom da je preuranjeno govoriti o suplementaciji vitaminom D kao tretmanom lijeCenja NAFLD-
a, za pocetak se preporucuje slijediti smjernice Endokrinoloskog drustva (Endocrine Society) i
djelovati na deficit vitamina D kod oboljelih od NAFLD-a (Sharifi i Amani, 2017).

1.3.3.3. Vitamin E

Vitamin E glavni je antioksidans topiv u mastima u nasem tijelu, a uz antioksidativna svojstva
posjeduje i protuupalno te antiaterogeno svojstvo. U slozenoj patogenezi NAFLD-a, oksidativni stres
igra vaznu ulogu u nastanku ozljede hepatocita. Stoga, djelujuc¢i na komponente oksidativnog stresa,
vitamin E ¢ini obeéavajuci pristup NAFLD-u (El Hadi i sur., 2018). U placebo kontroliranoj PIVENS
studiji ispitivan je ucinak pioglitazona i vitamina E na NASH. PoboljSanje je bilo znacajnije u
oboljelih koji su uzimali visoke doze vitamina E (800 IU/dan) u usporedbi s placebom nakon 96
tjedana, dok za pioglitazon poboljsanje nije bilo statisticki zna¢ajno. Histoloska analiza je pokazala
smanjenje baloniranja hepatocita i lobularne upale uslijed primjene vitamina E, §to odrazava o¢ekivani
antioksidativni u¢inak pri smanjenju o$te¢enja uzrokovanih oksidativnim stresom. Zanimljivo je da je
doslo do znacajnog smanjenja jetrene steatoze i snizenja ALT-a, ali nije bilo utjecaja na stanje fibroze
(Chitturi i sur., 2018).

Medutim, postoji zabrinutost oko dugotrajne sigurnosti konzumacije vitamina E. Metaanaliza koja je
ispitivala u¢inak vitamina E na incidenciju mozdanog udara, pokazala je 22 % ve¢i rizik od
hemoragijskog mozdanog udara, dok je rizik od ishemijskog mozdanog udara bio manji 10 %.
Nadalje, vitamin E se povezuje i s blagim poveéanjem rizika tumora prostate. Dobivene rezultate treba
uzeti u obzir prilikom odabira tretmana NAFLD-a (El Hadi i sur., 2018).

1.3.3.4. Probiotici

Jetra se u najvecoj mjeri opskrbljuje krvlju portalnim krvotokom, pri ¢emu postoji anatomska 0s koja
povezuje jetru s crijevima. U slufaju poremecaja te osi uslijed intestinalne disbioze, bakterijskog
prerastanja tankog crijeva ili povecane crijevne propusnosti, moze do¢i do razvoja NAFLD-a.
Suplementacija probioticima u oboljelih od NAFLD-a dovodi do obnove crijevne mikrobiote i
smanjenja upalnih procesa u jetri (Lavekar, A.S. i sur., 2017). U randomiziranoj kontroliranoj studiji,
uoceno je poboljsanje vrijednosti jetrenih enzima u NAFLD pacijenata na terapiji gdje su uvedeni
Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus, u odnosu na placebo. U drugoj randomiziranoj
studiji, pacijenti su uz promjenu zivotnih navika (prehrana i tjelovjezba) uzimali kombinaciju
Bifidobacterium longum i fruktooligosaharida, dok je kod druge skupine bila samo ispitivana
promjena zivotnih navika. U prvoj skupini doSlo je do zna¢ajnog smanjenja steatoze i vrijednosti

TNF-a i AST (Singh i sur., 2017).



Relativno lako dostupni, niske cijene i bez prisutnih $tetnih nuspojava, probiotici ¢ine dobar izbor u
terapiji bolesnika oboljelih od NAFLD-a (Lavekar, A.S. i sur., 2017).

1.3.3.5. Omega-3 masne kiseline

Omega-3 masne kiseline, EPA (eikozapentaenska kiselina) i DHA (dokozaheksaenska kiselina) imaju
povoljan ucinak u regulaciji metabolickih puteva lipida u jetri, funkcije masnog tkiva, upale te
smanjenju nakupljanja triglicerida u jetri, na nain da smanjuju gensku ekspresiju nekoliko
transkripcijskih faktora koji su ukljuéeni u lipogenezu i akumulaciju triglicerida (Nobili i sur., 2016).
Rezultati metaanalize koja je proucavala utjecaj omega-3 masnih kiselina u tretmanu NAFLD-a,
podupiru blagotvoran u¢inak omega-3 m. K. u optimizaciji steatoze jetre, razine jetrenih enzima i
razine lipida u krvi (trigliceridi i HDL), pri ¢emu mogu usporiti napredak NAFLD-a (Lu i sur., 2016).
Medutim, pokazalo se da EPA i DHA nemaju isti u¢inak u regulaciji metabolickih puteva, odnosno da

DHA ima superiorniji utjecaj na kontrolu steatoze, upale i fibroze (Jump i sur., 2018).

S obzirom da je riba ograniceni resurs, raste interes za iskori$tavanje alternativnih izvora omega-3
m.k.. Ulje krila dobiveno iz antarkti¢kog ra¢ic¢a (lat. Euphausia superba), bogat je izvor omega-3
masnih kiselina vezanih uz fosfolipide, $to ih ¢ini biodostupnijim u odnosu na riblje ulje gdje su
dugolanc¢ane masne kiseline vezane za trigliceride. Uz to, ulje krila sadrzava i astaksantin, snazan

antioksidans, te vitamine A i E (Ulven i Holven, 2015).

Suplementacija uljem krila u studiji na miSevima imala je znafajan utjecaj na smanjenje
hepatomegalije i steatoze (Ferramosca i Zara, 2014). U studiji koja je ispitivala utjecaj ribljeg ulja i
ulja krila u pacijenata s hiperlipidemijom bez iskljucenja terapije hipolipemicima, ulje krila imalo je
znacajniji ucinak na smanjenje ukupnog i LDL-kolesterola te triglicerida, ali i na pove¢anje HDL-
kolesterola nakon 3 mjeseca suplementacije (Berge i sur., 2014). Nadalje, u jednoj od studija
usporedivana je bioraspoloZzivost ulja raci¢a krila i ribljeg ulja. Konzumacija ulja krila dovela je do
znacajnijeg poviSenja razine EPA-e u plazmi i eritrocitima te ukupne vrijednosti omega-3 m.k., dok je

vrijednost omega-3 indeksa bila dvostruko veca usporedujuci s ribljim uljem (Ulven i Holven, 2015).

1.3.4. Farmakoterapija

Trenutno nema odobrenih farmakoterapijskih sredstava za lijecenje NASH-a i NAFLD-a od strane
FDA (engl. Federal Drug Administration) i EMA-e (engl. European Medicines Agency) (Konerman i
sur., 2018), zbog ¢ega se primjenjuju lijekovi s dokazanim ucinkom, iako u off-label' primjeni
(Rotman i Sanyal, 2017).

! primjena izvan odobrene indikacije



Teorija ,,viSestrukih udaraca® doprinijela je definiranju ciljanih stanja u NAFLD-u (Tilg, 2017). Cetiri
su glavne skupine lijekova s utjecajem na ciljane metabolicke puteve: (1) Lijekovi usmjereni na
smanjenje nakupljanja masti u jetri i nastali metabolicki stres. Lijekovi u toj grupi ukljucuju agoniste
receptora za aktivator proliferacije peroksisoma (npr. pioglitazon), lijekove koji utjeCu na farnesoid X
receptor zuéne kiseline (obetikolna kiselina), inhibitore de novo lipogeneze (aramchol), inkretine
(liraglutid) i faktore raste fibroblasta FGF-2. (2) Lijekovi usmjereni na oksidativni stres, upalu i
ozljede jetre nastale uslijed metabolickog stresa. U ovoj skupini su antioksidansi (vitamin E), lijekovi
koji djeluju na TNF-a (pentoksifilin) i imunosni modulatori (amlexanox, cenicriviroc). (3) Lijekovi
koji ciljano djeluju na crijeva pri ¢emu imaju utjecaj na interakciju izmedu jetre i crijeva. Tu pripadaju
agensi protiv pretilosti kao Sto su orlistat ili modulatori crijevnog mikrobioma. (4) Antifibrotici

(simutuzumab), ¢iji je cilj smanjiti napredovanje fibroze i nastale komplikacije (Rotman i Sanyal,
2017).

Brojni potencijalni lijekovi su u II. i IIl. fazi klini¢kih ispitivanja, a dobiveni podaci pokazuju
obecavaju¢e pomake u farmakoterapiji upale, fibroze i steatoze (Konerman i sur., 2018). Uzevsi u
obzir kompleksnu patogenezu NAFLD-a, ¢ini se da ¢e kombinirana terapija biti buduéi pristup u
lijeCenju NAFLD-a (Tilg, 2017).

1.3.5. Barijatrijska kirurgija

U pacijenata oboljelih od NAFLD-a koji ne reagiraju na promjenu zivotnih navika, kao ni na
farmakoterapiju, barijatrijska operacija je opcija kako za smanjenje tjelesne mase, tako i metaboli¢kih
komplikacija s dugoro¢nim stabilnim rezultatima (EASL i sur., 2016). Barijatrijska operacija predlaze
se kao terapija izbora kod oboljelih od dijabetesa tipa 2 ili metaboli¢kog sindroma sa II. i IIl. stupnjem
pretilosti (Chitturi i sur., 2018). Pokazalo se da barijatrijska operacija moze dovesti do poboljsanja
histoloSkog stanja jetre, ukljuéujuci steatozu, upalu i fibrozu, ¢ak i u morbidno pretilih pacijenata s
biopsijom dokazanim NASH-om (Shouhed i sur., 2017).

Mehanizam koji dovodi do poboljsanja pokazatelja NAFLD-a nakon barijatrijske operacije, povezan
je s poboljsanjem pokazatelja metabolickog sindroma. Uzroci poboljsanja nakon barijatrijske operacije
kompleksni su i povezani s izlu¢ivanjem gastrointestinalnih hormona inkretina, osobito GLP-1 (engl.
glucagon-like peptide 1) i GIP-a (engl. gastrointestinal insulinotropic polypeptide). Operacija utjece
na metabolizam adipokina, ali i smanjuje koli¢inu SMK-a §to doprinosi povecanju inzulinske
osjetljivosti te potice protuupalni ué¢inak imunomodulacijom (Cazzo i sur., 2017). U uspostavljanju
dugoroc¢ne kontrole tjelesne mase, sve vrste barijatrijskih zahvata: laparoskopska operacija Roux-en-Y
zelu¢anom premosnicom, “sleeve gastrektomija, podvezivanje zeluca podesivom trakom i duodenalni
prijelaz, pokazali su se dugoro¢no ucinkovitijima u odnosu na promjenu prehrambenih navika i

vjezbanje (Shouhed i sur., 2017).



1.3.6. Transplantacija jetre

NASH je trenutno druga najcesca i najbrZe rastuca indikacija za transplantaciju jetre u pacijenata sa
hepatocelularnim karcinomom (engl. hepatocellular carcinoma, HCC) u SAD-u (Chitturi i sur., 2018).
Indikacije za transplantaciju jetre kod NASH-om uzrokovane ciroze i HCC-a su iste kao i kod ostalih
bolesti jetre (Pais i sur., 2016). Stopa prezivljavanja nakon transplantacije jetre u pacijenata s NASH-
om ista je kao i kod drugih bolesti, pri ¢emu su pacijenti s NASH-om skloniji smrti zbog povezanih
rizi¢nih metaboli¢kih faktora, kao $to su pretilost, poviSen krvni tlak i dijabates (Zezos i Renner,
2014).

Morbidno pretili pacijenti (ITM > 40 kg/m?, indeks tjelesne mase) s cirozom uzrokovanom NASH-
om, kontraindicirani su za transplantaciju jetre zbog sporog cijeljenja rana, dugotrajne mehanicke
ventilacije, viSe stope odbacivanja presadenog organa i viSeg rizika od infekcija, zbog Cega im se
preoperativno savjetuje gubitak kilograma uz promjenu Zivotnih navika. U sluc¢ajevima kada pretili
pacijenti unato¢ naporu za gubitkom kilograma, nisu uspjeli, podvrgnuti su “sleeve* gastrektomiji
prije nego li je uCinjena transplantacija jetre. Primije¢eno je da je gubitak tjelesne mase bio odrziv,
medutim, ne preporuca se u rutinskoj klinickoj praksi prije nego $to se strategija validira (Siddiqui i
Charlton, 2016). Nakon transplantacije jetre u pacijenata s cirozom uzrokovanom NASH-om, moguce
je ponovno javljanje NASH-a koje je vremenski ovisno, a prema procjenama moze dosegnuti 100 % u

periodu od pet godina nakon transplantacije (Pais i sur., 2016).

1.4. NAFLD kao ¢imbenik rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti

NAFLD je dio multisistemske bolesti koja obuhvaca sloZene interakcije izmedu jetre, crijeva,
visceralnog i subkutanog masnog tkiva, miSi¢nog tkiva i kardiovaskularnog sustava. Jedna od polaznih
to¢aka je neravnoteZza u energetskom unosu i potroS$nji, a premasivanjem kapaciteta skladiStenja
masnog tkiva dolazi do akumulacije ektopiéne masti, uklju¢ujuéi i jetru. Kada se ovi mehanizmi
pokrenu, zapo€inje zacarani krug u kojem je medusobna povezanost razli¢itih ¢imbenika veoma

slozena pa je tesko procijeniti uzrocno-posljedi¢ne odnose (slika 2.) (Francque i sur., 2016)

Brojna retrospektivna i prospektivna istrazivanja pokazala su da bolesnici s patohistoloski
verificiranim NASH-om imaju odredeni stupanj disfunkcije sr¢anog endotela, dijastoli¢ku disfunkciju
lijevog ventrikula, povecanu debljinu intime i medije karotidnih arterija i ve¢u prevalenciju karotidnih

aterosklerotskih plakova u usporedbi s osobama koje nemaju NAFLD (Mikolasevi¢ i sur., 2016).



Dijabetes tipa 2 N A F L D Kardiovaskularne
bolesti
\ Crijeva’
Masno tkivo

Slika 2. NAFLD je dio slozene multisistemske bolesti (Prilagodeno prema Francque i sur., 2016)

Prema metaanalizi Wu i suradnika, pokazalo se da NAFLD i NASH nisu bili povezani s ukupnim i
kardiovaskularnim mortalitetom, ali jesu s povisenim rizikom od razvoja hipertenzije, ateroskeroze i
koronarne bolesti srca (Wu, S. i sur., 2016). U opservacijskoj studiji, Yoshitake i suradnici su pokazali
da osobe koje nisu pretile, a boluju od NAFLD-a imaju ve¢i rizik razvoja kardiovaskularnih bolesti u
usporedbi s pretilim i ne pretilim osobama bez NAFLD-a. Razlog tomu je akumulacija ektopi¢nog
masnog tkiva u jetri i oko srca koje predstavlja rizik za razvoj kardiovaskularnog incidenta. Nadalje,
utvrdena je povezanost povisenih adiponektina, leptina, TNF-a i IL-6 kod jetrene steatoze s rizikom od
kardiovaskularnih bolesti (Yoshitaka i sur., 2017).

S obzirom na uoCenu povezanost, kod oboljelih od NAFLD-a trebalo bi procijeniti rizik od
kardiovaskularnih bolesti. Procjenu rizika treba ponavljati svakih jednu do dvije godine, a ona bi
trebala obuhvacati tradicionalne ¢imbenike rizika od kardiovaskularnih bolesti uklju¢ujuéi pretilost,
dijabetes, dislipidemiju i hipertenziju (Patil i Sood, 2017). Nadalje, korisnim ¢imbenikom kod
procjene rizika za razvoj koronarne bolesti srca smatra se vrijednost ukupnog kolesterola mjerenog u
membranama eritrocitima jer odrazava lipidni profil tijekom duzeg vremenskog razdoblja (Namazi i
sur., 2014; Wu, M. i sur., 2017).

10



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Oboljeli od nealkoholne masne bolesti jetre imaju ve¢i rizik razvoja kardiovaskularnih bolesti.
Omega-3 masne kiseline su pokazale ucinak pri snizenju ¢imbenika rizika razvoja kardiovaskularnih
bolesti kao $to su razina triglicerida, ukupnog i LDL-kolesterola. Op¢i cilj ovoga rada bio je utvrditi
utjeCu li omega-3 masne kiseline ulja raci¢a krila na promjenu c¢imbenika rizika za razvoj

kardiovaskularnih bolesti kod oboljelih od NAFLD-a.

Hipoteza istrazivanja je da konzumacija kapsula ulja racica krila tijekom 6 mjeseci moze poboljsati
antropometrijske i biokemijske parametre kod ispitanika s dijagnosticiranom NAFLD-om. Pregledom
literature, utvrdeno je da nema istrazivanja koja su ispitivala utjecaj omega-3 masnih kiselina iz ulja

racica krila na ove ¢imbenike rizika kod oboljelih od NAFLD-a.
Specificni ciljevi ovog rada su:

1) Utvrditi moze li unos ulja ra¢ic¢a krila dovesti do promjene antropometrijskih parametara kao $to su

tjelesna masa i opseg struka, u usporedbi s placebom.

2) Utvrditi moZe 1i unos ulja rac¢i¢a krila dovesti do promjene biokemijskih parametara kao $to su
alkalna fosfataza (ALP), alanin-aminotransferaza (ALT), aspartat-aminotransferaza (AST), gama-
glutamiltransferaza (GGT), trigliceridi, ukupni kolesterol, LDL- i HDL-kolesterol, u usporedbi s

placebom.

3) Utvrditi moze li unos ulja raci¢a krila dovesti do promjene ukupnog kolesterola mjerenog u
eritrocitima u usporedbi s placebom. Pregledom literature, utvrdeno je da dosad nije bilo radova koji

su ispitivali ovaj pokazatelj.
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3. ISPITANICI, MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

Provedeno istrazivanje bilo je randomizirano, dvostruko slijepo i placebom kontrolirano. U
istrazivanju je sudjelovalo 14 ispitanika s ultrazvué¢no dijagnosticiranim NAFLD-om ili NASH-om, a
regrutirani su u Ambulanti za hepatologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb u periodu od sije¢nja do
lipnja 2017. godine. U intervencijskoj skupini bilo je 8 ispitanika, dok je u placebo skupini bilo 6
ispitanika. Prilikom prvog posjeta, ispitanici su upuceni u protokol istrazivanja te su potpisali
informirani pristanak (prilog 1.). Potom su provedena antropometrijska mjerenja te uzimanje uzorka
krvi koja je koristena za daljnje analize. Isto je ponovljeno na kraju istrazivanja. Biokemijsku analizu
jetrenih enzima ispitanici su obavili u nadleznim medicinsko-biokemijskim laboratorijima Domova
zdravlja. Ispitanicima je re¢eno da dan prije nego li dolaze u KBC izbjegavaju konzumaciju ribe,

morskih plodova i alkohol.

Kriteriji za sudjelovanje u istraZivanju bili su: upuéenost u protokol istrazivanja i potpisani informirani
pristanak, starost izmedu 18 i 70 godina, ITM manji od 40 kg/m?, opéenito dobro zdravlje ispitanika te

izbjegavanje konzumacije alkohola tijekom trajanja istrazivanja.

Iskljucujuci kriteriji bili su: alergija na $koljkaSe, poremecaji krvarenja, poremecaji apsorpcije uslijed
promjena u gastrointestinalnom sustavu, obavljena kolecistektomija, konzumacija alkohola vise od 14
jedinica tjedno, konzumacija droga, konzumacija vise od 6 $alica napitaka koja sadrze kofein na dan
(npr. Caj, kava) ili viSe od 1 litre pi¢a koje sadrzi metilksantin (npr. cola), antikoagulantna terapija,
konzumacija dodataka prehrani dugolan¢anih omega-3 masnih kiselina tri mjeseca prije ukljucivanja u
istrazivanje, konzumacija ribe vise od 2 puta mjese¢no, trudnoca i dojenje, HIV pozitivne osobe i

prisutnost hepatititisa B ili C.

Ispitanici su nasumic¢no podijeljeni u dvije skupine. Intervencijska skupina je unosila ulje ra¢ic¢a krila
Almagea KRILL OIL CARDIO+ (Tablica 1.), a druga placebo (1500 mg sojinog ulja; 1 kapsula sadrzi
500 mg sojinog ulja). U razdoblju od 6 mjeseci ispitanici su pili 1 kapsulu ujutro i 2 kapsule navecer
uz obrok s vodom. Ispitanicima je receno da tijekom trajanja istrazivanja, odnosno konzumacije
kapsula ne mijenjaju dosadasnji nacin zivota (prehrambene navike, tjelesna aktivnost, konzumacija

dodataka prehrani, itd.).
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Tablica 1. Sastav kapsula Almagea KRILL OIL CARDIO+

sadrzaj 1 kapsule:

sadrzaj 3 kapsule:

Ulje antarkti¢kog krila (lat. Euphausia superba) -

Superba™ Krill Oil, od &ega prirodno sadrzi: >00mg 1500 mg
Fosfolipidi 200 mg 600 mg
Fosfatidilkolin 150 mg 450 mg
Kolin 25 mg 75 mg
Ukupne omega-3 masne kiseline 110 mg 330 mg
EPA 60 mg 180 mg
DHA 27,5mg 82,5 mg
Vitamin E (D-alfa-tokoferol) 12 mg 36 mg
Selen (natrijev selenat) 55 ug 165 ug

Ovo istrazivanje odobrila su nadlezna eticka tijela: Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu i Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Zagreb, nakon temeljite

analize dostavljenog prijedloga istrazivanja i pratece dokumentacije. Istrazivanje se provodilo u skladu

sa svim primjenljivim smjernicama ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje istrazivanja te sigurnost

osoba koje u njemu sudjeluju, ukljué¢ujuéi Osnove dobre klinicke prakse, Helsinsku deklaraciju, Zakon

o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN 121/03) i Zakon o pravima pacijenata Republike

Hrvatske (NN 169/04).

3.2. Materijali

3.2.1. Uredaji

e Centrifuga Centrikon T-42K, Kontron Instruments, ltalija

e Centrifuga Technica Mikro 242, Zelezniki, Slovenija

o Spektrofotometar Camspec M-202, Cambridge, UK
e Uparivaé UNIVAPO 100H, opremljen jedinicom za hladenje UNICRYO MC 2L, Uniequip,

Martinsried, Njemacka

e Vibro-mijesalica Technica EV-202, Zelezniki, Slovenija

3.2.2. Pribor

o Eppendorf epruvete 2 mL

e Epruvete Bacto

Antropometrijska vaga TANITA body composition analyzer BC-420MA, Nizozemska
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3.2.3

Epruvete Falcon 50 mL
Erlenmeyerova tikvica

Filtar papir

Graduirane epruvete 10 mL
Konic¢ne epruvete 20 mL
Mikropipete Eppendorf (50 pL, 100 pL, 250 pL i 1000 pL)
Odmjerna tikvica od 100 mL
Odmjerna tikvica od 50 mL
Parafilm Sigma

Pipeta 5 mL

Staklene kapaljke

Staklene kivete

Stakleni lijevak

Stakleni Stapi¢

. Kemikalije

Destilirana voda (D.D. H20), pro¢is¢ena uredajem Milipore, Labena, Zagreb, Hrvatska
Folin-Ciocalteuov reagens

PRIPREMA: 1 mL otopine Folin-Ciocalteua (Fluka Sigma- Aldrich, Svicarska) promijesa se s
2 mL destilirane vode

I1zopropanol (99,9 % cistoc¢e), T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska

Kloroform, Sigma-Aldrich, Svicarska

Koncentrirana fosfatna kiselina (85 %-tna), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Koncentrirana sulfatna kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Ledena octena kiselina, Sigma-Aldrich, Svicarska

Lowryjev reagens

PRIPREMA: 100 mL 2 %-tne otopine Na,COsz; u 0,1 M NaOH (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
promijesa se s 1 mL 0,5 %-tne otopine CuSO. x 5H,0 (Kemika, Zagreb, Hrvatska) i 1 mL 2 %
-tne otopine K,Na-tartarata (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev klorid 0,9%, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska

Standardna otopina albumina govedeg seruma u vodi, ¥ = 1 mg/mL, Sigma-Aldrich, SAD
Standardna otopina kolesterola, y= 1 mg/mL, Dijagnostika, Sisak, Hrvatska

Zeljezov (I1T) klorid heksahidrat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
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3.3. Metode

3.3.1. Antropometrijska mjerenja

Tjelesna masa (u kg) ispitanika izmjerena je na antropometrijskoj vagi TANITA body composition
analyzer BC-420MA. Ispitanici su vagani bez obuce i S laganom odjecom na sebi. Podatak o tjelesnoj
visini dobiven je od ispitanika. Pomoc¢u podataka o tjelesnoj masi i visini, izra¢unat je indeks tjelesne
mase, ITM (kg/m?), na na¢in da se tjelesna masa u kilogramima podijeli s kvadratom visine u metrima.
Opseg struka (u cm) izmjeren je pomocéu centimetarske vrpce tako da je mjeren najuzi dio trupa

gledano s prednje strane. Antropometrijska mjerenja provedena su na pocetku i na kraju istraZivanja.

3.3.2. Uzorkovanije krvi

Ispitanicima je uzet uzorak krvi nataste u epruvete od 5 mL s dodatkom EDTA, u dnevnoj bolnici
Ambulante za upalne bolesti crijeva i klinicku prehranu KBC-a Zagreb, na pocetku i na kraju
istrazivanja. Daljnji postupak nastavljen je u laboratoriju Zavoda za kemiju i biokemiju, Medicinskog
fakulteta u Zagrebu. Njeznim okretanjem epruvete 8-10 puta, sadrzaj epruvete je promijeSan. Potom je
pipetirano 2x500 pL krvi u odvojene eppendorf epruvete (duplikat), nakon ¢ega je 10 minuta
centrifugirano pri 3000 o/min (Centrifuga Technica Mikro 242). Plazma je odvojena u eppendorf
epruvete. Talog eritrocita ispran je s 4x1 mL fizioloSke otopine, a izmedu svakog ispiranja
centrifugirano je 5 min. na 2000 o/min. Odvojena plazma i isprani eritrociti potom su pohranjeni u
zamrziva¢ na -80°C do daljnje analize. Plazma je koriStena za odredivanje serumskih lipida
(trigliceridi, ukupni kolesterol, HDL- i LDL- kolesterol), pri ¢emu je analiza provedena u medicinsko-

biokemijskom laboratoriju KBC-a Zagreb.

3.3.3. Ekstrakcija ukupnih lipida eritrocita

Na isprane smrznute eritrocite dodan je 1 mL destilirane vode, nakon ¢ega su ostavljeni u hladnjaku
kako bi preko noci doslo do hemolize membrana. Nakon hemolize, sadrZaj je promijesan na vortex
mijesalici (Technica EV-202) i potom centifugiran na 2000 o/min (Centrifuga Technica Mikro 242).
50 uL supernatanta izuzeto je u eppendorf epruvetu za odredivanje ukupnih proteina, a ostatak je
pipetom prebacen u Falcon epruvetu od 50 mL. Potom je 0,5 mL destilirane vode dodano u eppendorf
epruvetu i promijesano na vortex mijesalici kako bi se preostali sadrzaj isprao te pipetom prebacio u
Falcon epruvetu. Postupak je jo§ jednom ponovljen. Ekstrakcija ukupnih lipida eritrocita provedena je
metodom prema Rose i Oklanderu (Rose i Oklander, 1965). U Falcon epruvetu je dodano 5,5 mL
izopropanola, ostavljeno 1 h uz povremeno mijeSanje, potom 3,5 mL kloroforma (ostavljeno 1 h uz
povremeno mije$anje), nakon Cega je sadrzaj centrifugiran 30 min na 2500 o/min (Centrifuga
Centrikon T-42K). Kapalicom je pazljivo odvojena organska faza u kojoj se nalaze ukupni lipidi, te je

upareno do suha.
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3.3.4. Odredivanje ukupne mase proteina u eritrocitima

Masa ukupnih proteina u eritrocitima odredena je kolorimetrijskom metodom po Lowryju (Lowry i

sur., 1951). Slijepa proba, Sest reakcijskih smjesa standardne otopine albumina govedeg seruma (engl.

bovine serum albumin, BSA) poznatih koncentracija i uzorci proteina eritrocita pripremljeni su prema

tablici 2. u triplikatu.

Tablica 2. Popis koristenih volumena pojedinih kemikalija prilikom pripreme reakcijskih smjesa

Broj epruvete Slijepa proba | 1 2 3 4 5 6 Proba
V (stand. otopina BSA)/ pL - 5 10 | 20 | 30 | 40 50 -
V (dest. H,O)/ pLL 200 195 | 190 | 180 | 170 | 160 | 150 150
V (uzorak)/ pL - - - - - - - 50
V (Lowryjev reagens)/mL 2,0 20120 |20|20|20]| 20 2,0

U reakcijsku smjesu doda se 2,0 mL Lowryjevog reagensa, sadrzaj epruveta Se promijeSa i ostavi

stajati 12 min na sobnoj temperaturi. Potom se u svaku epruvetu doda 200 pL Folin-Ciocalteu

reagensa uz brzo i snazno mijesanje na vibracijskoj mijesalici, te ostavi na sobnoj temperaturi 40 min.

Nakon razvijanja boje apsorbancija se izmjeri na spektrofotometru (Camspec M-202) pri valnoj duljini

A= 740 nm prema slijepoj probi. Na temelju vrijednosti apsorbancija izmjerenih za otopine poznate

koncentracije proteina konstruiran je bazdarni pravac (slika 3.).
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Slika 3. Bazdarni dijagram pomocu kojeg je odredena masa proteina u eritrocitima
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3.3.5. Odredivanje ukupnog kolesterola u eritrocitima

Odredivanje sadrzaja ukupnog kolesterola provedeno je u ekstraktu ukupnih lipida eritrocita
spektrofotometrijskom metodom prema Courchaine i sur. (1959) te Zlatkis i sur. (1963). Prvo je
pripremljena otopina 1, na nacin da je u odmjernu tikvicu od 100 mL dodano 2,5 g Zeljezovog (l11)
klorida i potom do oznake nadopunjeno koncentriranom fosfatnom kiselinom (85%-tna). Potom je
pripremljena otopina 2 na nacin da je 4 mL otopine 1 dodano u odmjernu tikvicu od 50 mL i
nadopunjeno do oznake koncentriranom sulfathom kiselinom. Pripremljena je standardna otopina
kolesterola koncentracije » = 1 mg/mL, ¢ijim razrjedivanjem je dobiveno 5 otopina poznate
koncentracije u rasponu od 10 do 100 ug/mL. U slijepu probu, epruvete s poznatim sadrZajem
kolesterola te u uzorke nepoznate koncentracije kolesterola dodan je 1,5 mL ledene octene Kiseline i
sadrzaj je promijeSan. Potom je dodan 1,0 mL otopine 2 i sadrZaj je promijeSan na vortex mijesalici.
Nakon 10 min stajanja na sobnoj temperaturi izmjerena je apsorbancija na spektrofotometru (Camspec
M-202) pri valnoj duljini A=550 nm prema slijepoj probi. Koristenjem vrijednosti apsorbancija

izmjerenih za standardnu otopinu konstruiran je bazdarni pravac (slika 4.).
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Slika 4. Bazdarni dijagram pomocu kojeg je odredena masa kolesterola u eritrocitima

Konacni rezultati su izrazeni kao mikrogrami kolesterola po miligramu proteina.
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3.3.6. Statisticka analiza

U statistickoj analizi koriStene su deskriptivne i analitiCke statisticke metode. Prikazani su postoci za
kategorijske varijable, srednja vrijednost i standardna devijacija. Pravilnost raspodjele numerickih
varijabli testirana je Kolomogorov-Smirnov i Shapiro Wilk testom, te su naknadno primjenjeni
paramatrijski i neparametrijski statisticki testovi. Za testiranje razlika izmedu dviju nezavisnih skupina
primjenjen je Studentov t-test ili MannWhitney U-test, dok je za testiranje razlika izmedu dviju
zavisnih skupina koti$ten Studentov t-test za uparene uzorke ili Wilcoxonov test. Za analizu korelacije
kori$ten je Pearsonov test. U svim testovima p-vrijednost <0,05 (dvostrani test) predstavljala je razinu
statisticke znacCajnosti. Statisticka obrada podataka ucinjena je u programu SPSS verzija 23 (IBM Inc.,
SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U istrazivanju je sudjelovalo 14 ispitanika oboljelin od NAFLD-a ili NASH-a koji su nasumi¢no
raspodjeljeni u dvije skupine, intervencijsku (ispitanici su pili kapsule ulja raci¢a krila) i placebo
(ispitanici su pili kapsule sojinog ulja). Niti istrazivac, niti ispitanici za vrijeme trajanja istrazivanja (6
mjeseci) nisu znali tko kojoj skupini pripada. Svi ispitanici su ispunili obaveze zadane protokolom
istrazivanja te niti jedan od ispitanika nije odustao. Za vrijeme trajanja istrazivanja nisu zabiljezeni
gastrointestinalni problemi kao ni Stetni ucinci uslijed konzumacije kapsula. lako je ispitanicima
reCeno da ne mijenjaju prehrambene navike, razinu tjelesne aktivnosti i konzumaciju dodataka
prehrani, tesko je pratiti jesu li se ispitanici zaista toga pridrzavali, te jesu li pili kapsule redovito, §to
se moglo odraziti na rezultate istrazivanja. Glavni nedostaci ovog istrazivanja su mali broj ispitanika i

nedostatak kontrolne skupine zdravih ispitanika zbog Cega je interpretacija rezultata otezana.

4.1. Antropometrijski parametri

Od antropometrijskih parametara, mjereni su tjelesna masa (TM) i opseg struka. Podatak od tjelesnoj
visini (TV) dobiven je od ispitanika. Indeks tjelesne mase (ITM) izracunat je na temelju podataka TM
i TV. U intervencijskoj skupini bilo je 8 ispitanika, od ¢ega 62,5 % Zena i 37,5 % muskaraca. Placebo

skupinu ¢inilo je 6 ispitanika od ¢ega 66,7 % Zena i 33,3 % muskaraca (slika 5.).

Raspodjela intervencijske skupine po Raspodjela placebo skupine po spolu
spolu (n=8) (n=6)

Slika 5. Raspodjela intervencijske i placebo skupine po spolu

Prosje¢na dob intervencijske skupine bila je 54,9 + 10,5 godina, pri ¢emu se raspon kretao od 39 do 64
godine. Srednja vrijednost tjelesne visine bila je 1,66 + 0,09 m. Prosjec¢na vrijednost TM na pocetku
istraZivanja iznosila je 84,9 + 14,6 kg, s rasponom od 60,2 kg do 99,9 kg. Na temelju izracunatog
indeksa tjelesne mase, u intervencijskoj skupini dva su ispitanika imala normalnu TM, jedan
prekomjernu TM, Cetiri ispitanika su patila od I. stupnja pretilosti, dok je jedan ispitanik patio od II.

stupnja pretilosti.
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Rezultati pokazuju da je srednja vrijednost ITM-a u intervencijskoj skupini bila 30,8 = 4,7 kg/m? §to
pripada kategoriji I. stupnja pretilosti, a potvrduje dosadasnje spoznaje da se NAFLD vec¢inom javlja
kod pretilih ljudi (Marjot i sur., 2018). Srednja vrijednost opsega struka u intervencijskoj skupini
iznosila je 104,88 + 11,44 cm, u rasponu od 83 do 117 cm. Samo je jedna ispitanica imala opseg struka
unutar preporucenih vrijednosti (muskarci < 102 cm, zene < 88 cm), dok je opseg struka svih ostalih
ispitanika bio ve¢i od preporucenog. Dobiveni rezultati potvrduju da je opseg struka veci od

preporucenog, jedan od rizi¢nih faktora povezanih sa NAFLD-om (Chalasani i sur., 2018).

Prosje¢na dob placebo skupine bila je 52,5 = 7,9 godina, pri ¢emu se raspon kretao od 46 do 64
godine. Srednja vrijednost tjelesne visine bila je 1,67 = 0,09 m. Prosjecna vrijednost TM na pocetku
studije iznosila je 88,9 + 7,4 kg, s rasponom od 76,9 kg do 96,6 kg. Na temelju izra¢unatog indeksa
tjelesne mase, u placebo skupini dva su ispitanika imala prekomjernu TM, dvoje ih je patilo od I.
stupnja pretilosti, a dvoje od Il. stupnja pretilosti. Rezultati pokazuju da je srednja vrijednost ITM-a u
placebo skupini bila 32,1 + 3,7 kg/m? $to pripada kategoriji I. stupnja pretilosti. Srednja vrijednost
opsega struka iznosila je 102,67 + 8,24 c¢m, u rasponu od 95 do 116 cm. U placebo skupini, samo je
jedan ispitanik imao opseg struka unutar preporucenih vrijednosti, dok su ostali ispitanici imali opseg

struka veci od preporucenog.

Uzevsi u obzir da svi ispitanici (n=14) boluju od NAFLD-a, na pocetku studije je prema vrijednostima
ITM-a njih 7,1 % imalo normalnu TM, 21,4 % prekomjernu TM, 57,1 % ih je patilo od I. stupnja
pretilosti, dok je njih 14,3 % patilo od Il. stupnja pretilosti. Sli¢ni podaci su dobiveni u studiji Parkera
i suradnika gdje su usporedivali antropometrijske parametre oboljelih od NAFLD-a sa zdravim
kontrolnim ispitanicima. Ispitanici sa NAFLD-om su imali statisti¢ki zna¢ajno veéi ITM, opseg struka

i koli¢inu visceralnog masnog tkiva (Parker i sur., 2015).

Na pocetku istrazivanja vidi se statisticki zna¢ajna jaka pozitivna povezanost ITM-a s opsegom struka
svih ispitanika oboljelih od NAFLD-a (r= 0,8551; p= 0,0001), dakle $to je ispitanik imao ve¢i indeks
tjelesne mase to je imao i veéi opseg struka (slika 6.). Dobiveno potvrduje i studija Parkera i
suradnika, gdje su ITM i opseg struka u oboljelih od NAFLD-a snazano medusobno korelirali, ali i bili

statisticki povezani sa koli¢inom masti jetre (Parker i sur., 2015).
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Slika 6. Povezanost ITM-a sa opsegom struka kod ispitanika (n=14) prije intervencije
(r=0,8551; p=0,0001)

4.1.1. Utjecaj intervencije na antropometrijske parametre

U intervencijskoj skupini je nakon 6 mjeseci konzumacije kapsula ulja ra¢ic¢a krila doslo do statisticki
znacajnog smanjenja tjelesne mase (p= 0,028), ITM-a (p= 0,043) i opsega struka (p= 0,041) (tablica
3.). Rezultate podupire i metaanaliza Du i suradnika gdje je na temelju 21. rada uoceno statisticki
znacajno smanjenje opsega struka uslijed konzumacije kapsula sa omega-3 masnim kiselinama, uz
promjenu zivotnih navika. Promjene na TM-u i ITM-u nisu bile statisticki znac¢ajne (Du i sur., 2015).
U studiji Ramprasatha i suradnika nisu uocene statisticki znacajne promjene na TM-u, ITM-u i opsegu

struka uslijed 4 tjedna duge intervencije uljem raci¢a krila kod zdravih ispitanika (Ramprasath i sur.,

2013).

U placebo skupini nije bilo statisti¢ki znacajnih promjena antropometrijskih parametara (tablica 3.).

Tablica 3. Usporedba vrijednosti antropometrijskih parametara prije i nakon intervencije

Broj Prije Nakon . p-vrijednost  p-vrijednost
T . . . . Promjena . . .
ispitanika intervencije  intervencije promjene  izmedu skupina
Tjelesna masa  Intervencijska 8 84,86 £ 14,57 83,00 + 14,39 -1,86 +2,39 0,028

Parametar Skupina

0,5245
(kg) Placebo 6 88,98+ 7,43  8962+9,17 0,63 +4,57 0,753
2 Intervencijska 8 30,78 £4,72 30,11 £4,69 —0,66+ 0,88 0,043
ITM (kg/m?) 0,6253
Placebo 6 32,07+3,70  32,38+5,04 0,32+ 1,69 0,753
Opseg struka  Intervencijska 8 104,88 £ 11,44 102,88 £11,21 —2,00 £2,20 0,041 0.8982
(cm) Placebo 6 102,67 + 8,24 105,00 + 14,27 2,33 + 6,83 0,683 ’
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4.2. Vrijednosti serumskih lipida

S obzirom da kod NAFLD-a dolazi do poremeéaja metabolizma lipida, ispitivane su vrijednosti
serumskih lipida: triglicerida, ukupnog kolesterola, LDL- i HDL-kolesterola, prije i nakon
konzumacije kapsula u intervencijskoj, odnosno, placebo skupini. Na pocetku istrazivanja nije uo¢ena
poveznost izmedu ITM-a, opsega struka i vrijednosti kolesterola mjerenog u eritrocitima sa razinom

serumskih lipida (tablica 4.).

Tablica 4. Stupanj povezanosti ITM-a, opsega struka i vrijednosti kolesterola u eritrocitima sa

vrijednostima serumskih lipida kod ispitanika (n=14) prije intervencije

Trigliceridi Ukupni LDL - HDL-

g kolesterol kolesterol kolesterol

IT™ (K /m2) r 0,2537 -0,1746 -0,0161 -0,6913
g p 0,3814 0,5506 0,9565 0,0062
Kolesterol u r -0,1794 -0,1624 -0,1999 0,1774
eritrocitima
(ug/mg) p 0,5395 0,5792 0,4932 0,5441
Opseg struka r -0,0186 -0,4260 -0,2925 -0,5057
(cm) P 0,9497 0,1288 0,3102 0,0651

Statisticki znacajna povezanost je uoCena jedino za ITM i HDL gdje je povezanost bila statisticki
umjereno negativna (r=-0,6913; p= 0,0062). Dakle, §to je ispitanik imao veéi indeks tjelesne mase to
su bile niZe vrijednosti HDL- kolesterola (slika 7.). Dobivena korelacija potvrduje dosadasnje spoznaje
prema kojima pretilost, nepravilna prehrana, nedovoljna tjelesna aktivnost, puSenje i alkohol utjecu na

snizenje vrijednosti HDL-a (Rashid i Genest, 2007).
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Slika 7. Povezanost ITM-a s HDL- kolesterolom kod ispitanika (n=14) prije intervencije
(r=-0,6913; p= 0,0062)
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4.2.1. Utjecaj intervencije na vrijednost serumskih lipida

U intervencijskoj skupini je na kraju studije doslo do blagog poviSenja vrijednosti triglicerida,
ukupnog i LDL- kolesterola, dok je HDL- Kkolesterol ostao nepromijenjen. Medutim, promjene nisu
bile statisticki znacajne (tablica 5). Rezultati ne iznenaduju s obzirom da su vrijednosti serumskih
lipida na razini skupine bile u granicama preporuc¢enog. Pocetne vrijednosti serumskih lipida u
intervencijskoj skupini bile su: trigliceridi 1,62 = 0,58 mmol/L (preporuka: <1,7 mmol/L), ukupni
kolesterol 4,57 + 1,09 mmol/L (preporuka: < 5 mmol/L), HDL- kolesterol 1,20 + 0,36 mmol/L
(preporuka: > 1 mmol/L) i LDL-kolesterol 2,64 = 0,92 mmol/L (preporuka: < 3 mmol/L). Sli¢ni
rezultati su dobiveni u prijasnjoj studiji Ramprasatha i suradnika na osobama sa normalnim
vrijednostima serumskih lipida, gdje je doslo do povisenja ukupnog i LDL-kolesterola usporedujuci sa
placebom. Prema istrazivanjima, potrebne su znacajno ve¢e doze EPA+DHA (2-4 g/dan) da bi doslo
do statisticki znaCajne promjene vrijednosti serumskih lipida u osoba sa normalnim vrijednostima
(Ramprasath i sur., 2013). U studiji Rundblada i suradnika, ulje raci¢a krila nije dovelo do znacajne
promjene vrijednosti triglicerida u zdravih ispitanika (Rundblad i sur., 2018).

U studiji Bunea i suradnika ulje raci¢a krila u dozi 1-3 g/dan (ovisno o ITM-u) u osoba sa
hiperlipidemijom bez NAFLD-a bilo je efikasno u smanjenju vrijednosti triglicerida, ukupnog i LDL-
kolesterola i povisenju HDL- kolesterola, usporedujuci sa placebom i ribljim uljem (Bunea i sur.,
2004). Sli¢no je pokazala studija Cicera i suradnika, gdje je kod osoba sa hiperlipidemijom bez
NAFLD-a uslijed konzumacije ulja raci¢a krila doSlo do sniZenja triglicerida i pobolj$anja statusa

HDL-a (Cicero i sur., 2015).

Tablica 5. Usporedba vrijednosti serumskih lipida i kolesterola mjerenog u eritrocitima

prije i nakon intervencije

. Broj Prije Nakon . p-vrijednost p-vrijednost
Parametar Skupina . . - . e | ..~ Promjena . . .
ispitanika intervencije intervencije promjene izmedu skupina
Trigliceridi (mmol/L) Intervencijska 8 1,62+0,58 1,68+0,52 0,06+0,52 0,674 0.4537
Placebo 6 1,59+£0,80 2,02+1,02 0,43+1,24 0,600

Ukupni kolesterol  Intervencijska 8 4,57+1,09 4,70+0,76 0,13 +0,79 0,574 0.3747
(mmol/L) Placebo 6 5224097 4,95+0,70 —0,27+0,82 0,345 ’

HDL kolesterol Intervencijska 8 1,20+ 0,36 1,20+ 0,35 0,003 £ 0,09 0,158 0.9299
(mmol/L) Placebo 6 1,13+0,37 1,12+0,49 0,01 +0,44 0,463 ’

LDL kolesterol Intervencijska 8 2,64+£0,92 2,74+0,66 0,11+0,55 0,401 0.0726
(mmol/L) Placebo 6 3,36+£0,76  2,91+0,65 -0,45+0,47 0,075 '

Kolesterol u Intervencijska 8 1,47+0,29 1,60+0,62 0,14+ 0,48 0,674 0.6333
eritrocitima (ug/mg) Placebo 6 1,65+0,85 1,66+0,47 0,003 + 0,54 0,917 '
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U placebo skupini pocetne vrijednosti triglicerida i HDL- kolesterola bile su unutar preporucenih
vrijednosti, dok su vrijednosti ukupnog kolesterola i LDL- kolesterola bile blago povisene. Nakon 6
mjeseci konzumacije kapsula sojinog ulja doslo je do blagog povisenja vrijednosti triglicerida i do
sniZzenja vrijednosti ukupnog, HDL- i LDL- kolesterola. Promjene, medutim, nisu bile statisticki

znacajne (tablica 5.).

4.3. Vrijednost ukupnog kolesterola mjerenog u eritrocitima

Vrijednosti mjerenja serumskih lipida mogu varirati ovisno o raznim ¢imbenicima, izmedu ostalog i
hrani koju su ispitanici tih dana konzumirali (Berge i sur., 2014). Ukupni kolesterol mjeren u
membranama eritrocitima odrazava lipidni profil tijekom duZeg vremenskog razdoblja, stoga se smatra
pouzdanijim ¢imbenikom rizika od kardiovaskularnih bolesti u odnosu na vrijednosti serumskih lipida
(Namazi i sur., 2014). Na pocetku istrazivanja nije uo¢ena statisti¢ki zna¢ajna povezanost vrijednosti

kolesterola mjerenog u eritrocitima sa tjelesnom masom i visinom (tablica 6.).

Tablica 6. Stupanj povezanosti vrijednosti kolesterola mjerenog u eritrocitima sa vrijednostima
ITM-a, tjelesne mase, tjelesne visine i opsega struka kod ispitanika (n=14) prije intervencije

I™ Tjelesna masa TJE_’I?S”a Opseg struka
visina
Kolesterol u r| -0,5505 -0,2380 0,4308 -0,5702
eritrocitima
(ug/mg) p 0,0413 0,4126 0,1241 0,0333

Uocena je statisticki znaCajna umjereno negativna povezanost vrijednosti kolesterola mjerenog u
eritrocitima s ITM-om (r=-0,5505; p= 0,0413) i opsegom struka (r=-0,5702; p= 0,0333). Prema tome,
$to je bio veéi opseg struka i indeks tjelesne mase ispitanika, vrijednost kolesterola mjerenog u
eritrocitima je bila niza (slika 8.). Nazalost, ove podatke nije moguée komentirati u odnosu na
relevantne znanstvene spoznaje, buduéi da ne postoje radovi koji su istrazivali vrijednosti ukupnog
kolesterola u eritrocitima u istrazivanoj populaciji. Stoga ovi podaci predstavljaju prvi znanstveni
doprinos u ovome podrucju, koji nije moguce interpretirati zbog nedostatka podataka i znanstvenih

radova.
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Slika 8. Povezanost vrijednosti kolesterola mjerenog u eritrocitima s ITM-om (r=-0,5505; p=0,0413)
i opsegom struka (r=-0,5702; p= 0,0333) kod ispitanika (n=14) prije intervencije

4.3.1. Utjecaj intervencije na vrijednost ukupnog kolesterola mjerenog u eritrocitima

Nakon 6 mjeseci intervencije, niti u jednoj skupini nije bilo statisticki zna¢ajne promjene vrijednosti
kolesterola mjerenog u eritrocitima (tablica 5.). Pregledom literature, utvrdeno je da dosad nije bilo
istrazivanja u kojima je ispitivana vrijednost kolesterola u eritrocitima oboljelih od NAFLD-a. Postoje
istrazivanja sa slicnim pokazateljem (kolesterol u membranama eritrocita) na oboljelima od

kardiovaskularnih bolesti (Wu, M. i sur., 2017), no vrijednosti se ne mogu usporediti.

4.4. Vrijednosti jetrenih enzima

Na pocetku i na kraju studije, izmjerene su vrijednosti jetrenih enzima- biomarkera ostecenja jetre, a to
su: alkalna fosfataza (ALP), alanin-aminotransferaza (ALT), aspartat-aminotransferaza (AST) i gama-
glutamiltransferaza (GGT). Na pocetku istrazivanja nije uo¢ena znacajna poveznost izmedu ITM-a,
opsega struka i vrijednosti kolesterola mjerenog u eritrocitima sa vrijednostima jetrenih enzima
(tablica 7.) Statisticki znacajna povezanost uocena je jedino za indeks tjelesne mase i ALT, gdje je
povezanost bila umjereno pozitivna (r= 0,6364; p= 0,0144). To zna¢i da $to je bio veéi indeks tjelesne

mase ispitanika, bila je i visa vrijednost alanin-aminotransferaze (slika 9.).
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Tablica 7. Stupanj povezanosti ITM-a, opsega struka i vrijednosti kolesterola mjerenog u eritrocitima

s vrijednostima jetrenih enzima kod ispitanika (n=14) prije intervencije

ALP ALT AST GGT
S 06364 0,3666 04423
g o| 08465 0,0144 0,1973 0,1133
Kolesterolu | r| 04533 20,0498 0.1249 20,0402
eritrocitima
wgmg | P| 01198 0,8657 0,6705 0,8915
Opsegstruka | 1| -0.2593 04470 0,0066 03051
(cm) p| 03922 0,1001 0,9822 0,2888

Sli¢no potvrduje i studija Sanyal i suradnika, gdje je uoCena statisticki zna¢ajna pozitivha povezanost
izmedu visih vrijednosti ALT-a i GGT-a sa masnom jetrom kod oboljelih od NAFLD-a. Takoder,
ALT i GGT su znacajno pozitivno korelirali sa opsegom struka, ITM-om, HDL-om, trigliceridima i
glukozom mjerenom nataste (Sanyal i sur., 2015). U studiji Colak i suradnika na dvije skupine
studenata (pretili vs. normalna TM), pokazalo se da su vrijednosti ALT, AST i GGT bile viSe u pretilih

studenata. Isto tako, ALT je pozitivno korelirao sa opsegom struka i ITM-om (Colak i sur., 2013).
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Slika 9. Povezanost ITM-a s ALT-om kod ispitanika (n=14) prije intervencije (r= 0,6364; p=0,0144)

4.4.1. Utjecaj intervencije na vrijednost jetrenih enzima

Uslijed intervencije kapsulama ulja racica krila, nije doslo do promjene na AST-u, ALP-u i ALT-u u
odnosu na pocetno stanje, ali je doSlo do blagog snizenja GGT-a. Promjene, medutim, nisu bile
statisticki znacajne. U placebo skupini je doslo do statisticki neznacajnog sniZenja svih jetrenih enzima

(tablica 8).
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Tablica 8. Usporedba vrijednosti jetrenih enzima prije i nakon intervencije

Parametar ~ Skupina
ALT (UIL) Intervencijska
Placebo
ALP (UIL) Intervencijska
Placebo
Intervencijska
AST (UIL) Placebo
Intervencijska
GGT (ULL) Placebo

Broj
ispitanika
8

6
8
5
8
6
8
6

Prije
intervencije
54,88 + 20,78
75,33 £ 35,95
86,88 + 29,99
93,60 + 22,48
39,88 £ 12,35
57,33 + 25,93
56,00 + 29,18

232,33 +£219,49 215,00 +215,32 —17,33 + 222,99

Nakon
intervencije
55,63 £ 31,65
45,67+ 17,71
87,62 +£ 23,22
84,40 £10,38
41,63 + 25,45
46,50 + 40,89
45,50 + 13,37

Promjena

0,75 £ 25,57
—29,67 +£ 37,21
0,75+ 18,76
9,20 £ 15,35
1,75 £ 26,78
-10,83 + 32,52
—10,50 + 24,42

p -vrijednost
promjene
0,833
0,173
0,866
0,225
0,866
0,345
0,362
0,917

p -vrijednost
izmedu skupina

0,0939
0,3111
0,4421

0,9325

Sli¢ni rezultati su dobiveni u metaanalizi Lu i suradnika gdje se pokazalo da omega-3 masne kiseline

utjeCu na poboljSanje GGT-a kod oboljelih od NAFLD-a, ali ne znac¢ajno na ALT i AST (Lu i sur.,

2016). Hals i suradnici su proveli istrazivanje na Covjekolikim majmunima s dislipidemijom i

dijabetesom tipa 2 (imaju sli¢an lipidni profil, transportne proteine i enzime kao i ¢ovjek). Uslijed 12

tjedana duge intervencije majmuni su dobivali ulje raci¢a krila, ali nisu utvrdene statisti¢ki znacajne
promjene na AST-u, ALT-u i ALP-u (Hals i sur., 2017).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja, ¢iji je cilj bio odrediti utjecaj omega-3 masnih kiselina ulja raci¢a
krila na razli¢ite antropometrijske i krvne parametre kod oboljelih od NAFLD-a i dobivenih rezultata,

moze se zakljuciti:

e Hipoteza rada nije u cijelosti potvrdena, buduci da nije doslo do poboljSanja svih parametara
koji ukazuju na kardiovaskularni rizik u ovih bolesnika.

e Utvrdena je statisticki znacajna jaka pozitivna povezanost indeksa tjelesne mase s opsegom
struka ispitanika (r= 0,8551; p= 0,0001) prije intervencije. Dakle, $to je ispitanik imao veci
ITM to mu je i opseg struka bio veci.

e U intervencijskoj je skupini nakon 6 mjeseci doslo do statisti¢ki znacajnog smanjenja tjelesne
mase (p= 0,028), ITM-a (p= 0,043) i opsega struka (p= 0,041). U placebo skupini nije doslo
do statisticki znacajne promjene antropometrijskih parametara.

o Utvrdena je statisti¢ki zna¢ajna umjereno negativna povezanost indeksa tjelesne mase sa
vrijednostima HDL-kolesterola (r= -0,6913; p= 0,0062) prije intervencije. Dakle, $to je
ispitanik imao ve¢i ITM to su mu bile nize vrijednosti HDL-kolesterola.

e Nakon 6 mjeseci intervencije, niti u jednoj skupini nije doslo do statisticki znac¢ajne promjene
vrijednosti triglicerida, ukupnog kolesterola, HDL- i LDL- kolesterola.

e Utvrdena je statistiCki znaCajna umjereno negativha povezanost vrijednosti kolesterola
mjerenog u eritrocitima s indeksom tjelesne mase (r= -0,5505; p= 0,0413) i opsegom struka
(r=-0,5702; p= 0,0333) prije intervencije. Dakle, sto je bio veci opseg struka i ITM ispitanika,
vrijednost kolesterola mjerenog u eritrocitima je bila niza.

e Nakon 6 mjeseci intervencije, niti u jednoj skupini nije doslo do statisticki znac¢ajne promjene
vrijednosti kolesterola mjerenog u eritrocitima.

e Utvrdena je statisticki znaCajna umjereno pozitivnha povezanost indeksa tjelesne mase sa
vrijednostima alanin-aminotransferaze (r= 0,6364; p= 0,0144) prije intervencije. Dakle, $to je
ispitanik imao veci ITM, to je bila visa vrijednost ALT-a.

e Nakon 6 mjeseci intervencije, niti u jednoj skupini nije doslo do statisticki znacajne promjene
vrijednosti jetrenih enzima.

e Ovim istrazivanjem obuhvacen je mali broj ispitanika, potrebna su daljnja istrazivanja koja bi
obuhvatila uz veci broj ispitanika i zdravu kontrolnu skupinu. Navedeno bi pridonijelo laksoj
interpretaciji rezultata, osobito kod pokazatelja vrijednosti kolesterola mjerenog u eritrocitima

koji dosad nije ispitivan.
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8. SAZETAK

Marija Hok

Utjecaj ulja racdica krila na ¢imbenike rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod oboljelih

od nealkoholne masne bolesti jetre

Nealkoholna masna bolest jetre (engl. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) naj¢es¢i je uzrok
kroniénih bolesti jetre u zapadnim zemljama. Obuhvaca cijeli spektar bolesti masne jetre u pojedinaca
bez znacajne potro$nje alkohola, u rasponu od masne jetre, steatohepatitisa do ciroze jetre. S obzirom
da oboljeli od NAFLD-a imaju ve¢i rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti, cilj ovog rada bio je
ispitati utjecaj omega-3 masnih Kkiselina ulja raci¢a krila na razliCite c¢imbenike rizika
(antropometrijske i krvne parametre) kod oboljelih od NAFLD-a. Istrazivanje je bilo randomizirano,
dvostruko slijepo i placebom kontrolirano, a trajalo je 6 mjeseci. Obuhvatilo je 14 ispitanika oboljelih
od NAFLD-a, dobi 39 do 64 godine koji su rasporedeni u dvije skupine. U intervencijskoj skupini
ispitanici su pili kapsule ulja racic¢a krila, dok su u placebo skupini pili kapsule sojinog ulja. Analize
uzoraka krvi provedene su u nadleZznim medicinsko-biokemijskim laboratorijima ispitanika te u
medicinsko-biokemijskom laboratoriju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb. KoriStene metode za
odredivanje vrijednosti ukupnog kolesterola u eritrocitima bile su: metoda po Lowryju i metode po
Courchaineu i Zlatkisu. Rezultati istrazivanja su pokazali da je u intervencijskoj skupini doslo do
statisti¢ki zna¢ajnog smanjenja tjelesne mase (p= 0,028), ITM-a (p= 0,043) i opsega struka (p= 0,041),
u odnosu na placebo skupinu u kojoj promjena nije bila statisti¢ki znac¢ajna. Medutim, niti u jednoj od
skupina nije doslo do statisti¢ki znacajne promjene vrijednosti serumskih lipida, kolesterola mjerenog
u eritrocitima i jetrenih enzima. S obzirom da je ovo prvo istrazivanje na tu temu, potrebna su daljnja

istrazivanja koja bi obuhvatila veci broj ispitanika i kontrolnu skupinu zdravih ispitanika.

Kljuéne rijeci: Nealkoholna masna bolest jetre, ulje raci¢a krila, omega-3 masne Kkiseline,

kardiovaskularne bolesti.
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9. SUMMARY

Marija Hok

Effects of krill oil on risk factors for the development of cardiovascular diseases in patients with

non-alcoholic fatty liver disease

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common cause of chronic liver disease in
Western countries. It includes the entire range of fatty liver diseases in individuals without significant
alcohol consumption, ranging from fatty liver, steatohepatitis to liver cirrhosis. Considering that
NAFLD patients have a higher risk of developing cardiovascular disease, the aim of this thesis was to
examine the influence of omega-3 fatty acids of krill oil on various risk factors (anthropometric and
blood parameters) in NAFLD patients. The study was randomized, double blind and placebo
controlled, and lasted for 6 months. It included 14 NAFLD patients, ages 39 to 64, divided into two
groups. In the intervention group subjects consumed krill oil capsules, while in placebo group
consumed soybean oil capsules. Blood sample analyzes were performed in the competent medical-
biochemical laboratories of the subjects and in the medical-biochemical laboratory of the University
Hospital Centre Zagreb. The methods used to determine total cholesterol values in erythrocytes were:
Lowry's method and methods by Courchaine and Zlatkis. The results of the study showed that there
was a statistically significant reduction in body mass (p= 0.028), BMI (p= 0.043) and waist
circumference (p= 0.041) in the intervention group compared to the placebo group where the change
was not statistically significant. None of the groups showed statistically significant changes in serum
lipids, cholesterol measured in erythrocytes and liver enzymes. Considering that this is the first
research on this subject, further research should involve a larger number of subjects and a control

group of healthy subjects.

Key words: Non-alcoholic fatty liver disease, krill oil, omega-3 fatty acids, cardiovascular disease.
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PRILOZI

Prilog 1. Informirani pristanak za sudjelovanje u klinickom ispitivanju

INFORMIRANI PRISTANAK ZA SUDJELOVANJE U KLINICKOM ISPITIVANJU
Naziv ispitivanja: ,,Primjena ulja ra¢i¢a krilla kod nealkoholne masne bolesti jetre*
ISTRAZIVACI: prof.dr.sc. Zeljko Krznarié, dr.med.
prof.dr.sc. Adriana Vince, dr. med.
doc.dr.sc. Darija Vranesi¢ Bender, dipl.ing.
Mirja Josié, dipl.ing.
Adresa provodenja istraZivanja:

— KBC Zagreb, Kispati¢eva 12, 10000 Zagreb (Centar za klini¢ku prehranu)

— Klinika za infektivne bolesti "Dr. Fran Mihaljevi¢", Mirogojska 8, 10000 Zagreb (Zavod za infekcijske

bolesti jetre i febrilna stanja)
Uvod

Cilj ovog informiranog pristanka je upoznavanje ispitanika sa svrhom i nac¢inom sudjelovanja u ispitivanju.
Nakon upoznavanja s detaljima ispitivanja, ispitanik daje pristanak za sudjelovanje u ispitivanju $to potvrduje
svojim potpisom. Potrebno je naglasiti kako ispitanik moze odbiti sudjelovanje u ispitivanju u bilo kojem

trenutku. Istrazivac je obavezan odgovoriti na sva pitanja ispitanika koja su povezana sa samim ispitivanjem.

Vase sudjelovanje u istrazivanju treba se temeljiti na jasnom razumijevanju ciljeva istrazivanja i nacina i
postupaka za njegovo provodenje te mogucih koristi ili rizika za Vas kao ispitanika. Stoga Vas molimo da, prije
donosenja odluke, pazljivo procitate i proucite ovu obavijest, a ako u njoj naidete na bilo kakve nejasnoce ili
nepoznate rijedi i izraze da o tome pitate istrazivace i lijeCnike koji u istrazivanju sudjeluju i duzni su Vam i

spremni odgovoriti na svako pitanje.
OPIS KLJUCNOG PROBLEMA I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Nealkoholna masna bolest jetre (NAFLD) je jetrena manifestacija metabolickog sindroma. Pretilost i inzulinska
rezistencija su glavni ¢imbenici koji doprinose razvoju ove bolesti. NAFLD manifestira se jetrenim oste¢enjima
koji se karakteriziraju kao steatoza, steatohepatitis i fibroza koji mogu dovesti do ciroze. Steatoza jetre
reverzibilno je stanje, no upalno stanje jetre koje se dogada kod pacijenata s nealkoholnim steatohepatitisom
(NASH) moze rezultirati oStecenjima jetrenih stanica koja povecéavaju rizik od ciroze jetre, zatajenja i
karcinoma. NAFLD, a posebno NASH povecava rizik od ateroskleroze i kardiovaskularnih bolesti. Trenutno ne

postoji adekvatna terapija lijekovima stoga je pronalazak sigurne 1 ucinkovite terapije imperativ.

Inicijali bolesnika:
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Ranija istrazivanja pokazala su kako omega — 3 masne Kiseline imaju blagotvoran u¢inak na metabolicki

sindrom, a nedavno se pokazalo kako imaju i utjecaj kod NAFLD-a.

Ulje krilla je bogat izvor omega — 3 masnih kiselina eikozapentaenske (EPA) i dokozaheksaenske (DHA) masne
kiseline, a ove dugolantane masne kiseline se nalaze u obliku fosfolipida, za razliku od ribljeg ulja gdje se
nalaze u obliku triglicerida. Postoje dokazi kako je apsorpcija omega — 3 masnih kiselina u obliku fosfolipida

vecéa u usporedbi s apsorpcijom iz triglicerida.

Hipoteza istrazivanja je da unos ulja raci¢a krilla u obliku dodatka prehrani tijekom 6 mjeseci moze poboljsati

zdravlje jetre kod ispitanika s dijagnosticiranom nealkoholnom masnom bolesti jetre.
CILJ I SVRHA ISTRAZIVANJA

Istrazivat ¢e se ima li unos ulja raciéa krilla tijekom 6 mjeseci utjecaj na zdravlje jetre $to e se provjeravati na
dva nacina, iz uzorka krvi te pomocu ultrazvuka. Tijekom istrazivanja uzimanje uzorka krvi kao i ultrazvucna
pretraga obavit ¢e se dva puta. Prvi put ée biti na pocetku istrazivanja, a drugi na kraju istrazivanja odnosno

nakon 6 mjeseci. Predvideno trajanje projekta je 6 mjeseci od studenog 2015. do travnja 2016. godine.
ULOGA VAS KAO ISPITANIKA U ISTRAZIVANJU

Ispitivanje ¢e obuhvatiti 60 ispitnika s dijagnosticiranim NAFLD ili NASH koji ¢e nasumi¢no biti podijeljeni u
dvije skupine. Jedna skupina ¢e unositi ulje raci¢a krilla Almagea KRILL OIL CARDIO+ (1500 mg ulja radica
krilla od kojih EPA 180 mg, DHA 82,5 mg, Vitamin E 36 mg, selen 165 mcg), a druga placebo (1500 mg
sojinog ulja). Ispitivanje ¢e dodatno obuhvatiti i 30 zdravih ispitanika kao kontrolnu skupinu koji ¢e unositi ulje

radica krilla krilla AlImagea KRILL OIL CARDIO+.

Istrazivat ¢e se do kakvih je promjena doslo na krvnim parametrima nakon 6 mjeseci u usporedbi s pocetnim
stanjem: markeri inzulinske rezistencije, lipidni profil (ukupni kolesterol, LDL, HDL, trigliceridi), omega - 3
indeks, jetreni enzimi (ALT, AST, GGT)). Takoder ¢e se usporediti rezultati biokemijskih parametara skupine
koja je unosila ulje racica krilla sa rezultatima skupine koja je unosila placebo, a usporedba ¢e biti izvrSena i s
rezultatima kontrolne skupine (zdravi ispitanici) koji su unosili ulje raci¢a krilla. Ista analiza ¢e biti provedena s

rezultatima ultrazvucéne pretrage.
Istrazivaci se obavezuju da prikupljene osobne podatke nece koristiti za drugu namjenu.

Takoder, ispitanici nece u svrhu ovog istrazivanja biti podvrgnuti dodatnim nestandardnim postupcima veé
uklju¢uje krvnu pretragu i ultrazvuénu pretragu koje su dio standarne medicinske dijagnostike i pracenja stanja

pacijenata s NAFLD/NASH.
Ispitanici ¢e takoder biti zamoljeni da vode dnevnik prehrane u trajanju od nekoliko dana kako bi se utvrdile

njihove prehrambene navike.

Inicijali bolesnika:
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KOJE SU ZA VAS MOGUCE PREDNOSTI I KORISTI OD SUDJELOVANJA?

Prednosti sudjelovanja u studiji su kontrola zdravstvenog stanja pod nadzorom lije¢nika te jedinstvena prilika
ispitivanja omega - 3 indeksa. Omega - 3 indeks oznadava sadrzaj EPA+DHA u eritrocitima izraZen kao postotak
od ukupnih masnih kiselina, a predstavlja fiziolo$ki relevantan i neovisan ¢imbenik rizika za kardiovaskularne
bolesti s potencijalnim znac¢ajem u klini¢koj primjeni. Omega - 3 masne kiseline unosimo putem prehrane, a
namirnice bogate ovim mastima su plava riba (srdela, skusa, tuna, incuni) te riba iz hladnih mora (haringa,
losos), alge, zooplankton i plodovi mora, kao i neke namirnice biljnog porijekla. Omega - 3 indeks ukazuje na

sadrZaj omega - 3 masnih kiselina u tkivima.
KOJI SU ZA VAS MOGUCI RIZICI SUDJELOVANJA U ISTRAZIVANJU?

Moguéi rizici su lakSe nuspojave poput gastrointestinalnih smetnji (nadimanje, dispepsija, vjetrovi, podrigivanje,

povrat Kiseline) te alergijskih reakcija uslijed preosjetljivosti na bilo koju komponentu dodatka prehrani.

MOZETE LI ODBITI SUDJELOVATI U ISPITIVANJU?

Vase sudjelovanje u ovom ispitivanju u cijelosti je dobrovoljno. Slobodni ste odbiti sudjelovati u ispitivanju te u
svakom trenutku mozete napustiti ispitivanje bez ikakvih posljedica ili gubitka zdravstvene skrbi. Vasa odluka
da se povucete iz ispitivanja nece utjecati na Vasu buducu skrb. Ispitiva¢ moze prekinuti Vase sudjelovanje u
ispitivanju ako je uvjeren da je to u Vasem najboljem interesu ili ako se ne pridrzavate uputa ispitanika. Jam¢imo

da ¢e Vasa dokumentacija ostati strogo povjerljiva, a Vas identitet zasticen.
POVJERLJIVOST | PRAVO UVIDA U DOKUMENTACIJU

Svi Vasi osobni podaci biti ¢e pohranjeni i obradivani u elektronickom obliku, a voditelj projekta i njegovi
suradnici su duzni u potpunosti postivati propisane postupke za zastitu osobnih podataka. U nase baze podataka
Vi Cete biti uneseni prema inicijalima imena i prezimena i pomocu posebnog koda. Vasu medicinsku
dokumentaciju ¢e pregledavati samo voditelj projekta i njegovi suradnici, a Vase ime nikada nece biti otkriveno
tre¢im osobama. Pristup Va$oj dokumentaciji mogu imati i predstavnici Etickog povjerenstva u ustanovi u kojoj
se lijecite (lokalno eticko povjerenstvo) te predstavnici Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta, koje je

odgovorno za odobravanje i nadzor nad provodenjem ovog istrazivanja.

ZA STO CE SE KORISTITI PODACI DOBIVENI U OVOM ZNANSTVENOM ISTRAZIVANJU?

Podaci dobiveni ovim istrazivanjem prezentirat ¢e se putem znanstvenih i strucnih publikacija, a rezultati ¢e biti

prikazani na stru¢nim sastancima i kongresima.
TKO ORGANIZIRA I FINANCIRA OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istrazivanje provodi se u sklopu znanstvenog projekta ,,Primjena ulja raci¢a krilla kod nealkoholne masne
bolesti jetre, a financira se iz osobnih sredstava. Provode ga i organiziraju Klinicka jedinica za klinicku
prehranu (KBC Zagreb), Zavod za infekcijske bolesti jetre i febrilna stanja (Klinika za infektivne bolesti "Dr.

Fran Mihaljevi¢") i Zavod za kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Inicijali bolesnika:
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TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istrazivanje odobrila su nadlezna eticka tijela: Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu 1 Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Zagreb, nakon temeljite analize dostavljenog
prijedloga istrazivanja i prate¢e dokumentacije. Istrazivanje se provodi u skladu sa svim primjenljivim
smjernicama ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje istrazivanja te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju,
ukljucujué¢i Osnove dobre klinicke prakse, HelsinSku deklaraciju, Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike

Hrvatske (NN 121/03) i Zakon o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04).

KOGA MOZETE KONTAKTIRATI ZA DODATNE OBAVIJESTI I UPITE?

Ako su Vam potrebne bilo kakve dodatne informacije, ili imate dodatnih pitanja, slobodno se obratite voditelju

projekta ili njegovim suradnicima, kako slijedi:

1. Ime i prezime voditelja projekta: prof.dr.sc. Zeljko Krznarié, dr.med.

Adresa voditelja projekta: Klinicki bolni¢ki centar Zagreb
Klinicka jedinica za klini¢ku prehranu
Kispaticeva 12, 10000 Zagreb

Broj telefona voditelja projekta: +385 1 2367 730
2. Ime i prezime suradnika projekta: doc.dr.sc. Darija Vranes$i¢ Bender, dipl.ing.
Adresa suradnika projekta: Klini¢ki bolni¢ki centar Zagreb

Klinicka jedinica za klini¢ku prehranu
Kispaticeva 12, 10000 Zagreb
Broj telefona suradnika projekta: +385 1 2367 730

O VASOJ PISANOJ SUGLASNOSTI ZA SUDJELOVANJE U OVOM ISTRAZIVANJU

Presliku dokumenta (potpisne stranice) koji trebate potpisati ako pristajete sudjelovati u ovom istrazivanju dobit

¢ete Vi i voditelj istrazivanja. Izvorni primjerak dokumenta ¢e zadrzati i ¢uvati voditelj istrazivanja.

Hvala Vam sto ste procitali ovaj dokument i razmotrili mogucnost Vaseg sudjelovanja u ovom znanstvenom
istrazivanju. Ova obavijest sastavljena je u skladu s odredbama Zakona o zdravstvenoj zastiti Republike

Hrvatske (NN 121/03) i Zakona o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04).

Procitao/la sam ovu informaciju i pristajem sudjelovati u ispitivanju pod nazivom ,,Primjena ulja raci¢a

krilla kod nealkoholne masne bolesti jetre.*

IME i PREZIME ISPITANIKA

POTPIS ISPITANIKA: Datum:

dan/mjesec/godina
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