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1. UvOD

Nealkoholna masna bolest jetre (engl. Nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) najcesci je
uzrok kroni¢nih bolesti jetre Sirom svijeta. Posljednjih godina, prevalencija se povecala na
viSe od 30 % kod odraslih osoba, a incidencija jo$ uvijek raste. Vec¢ina oboljelih od NAFLD-a
ima jednostavnu steatozu, a u vise od treéine pacijenata NAFLD napreduje do teskog oblika
nealkoholnog steatohepatitisa (engl. Non-Alcoholic Steatohepatitis, NASH) (Dietrich i
Hellerbrand, 2014). Za potvrdu dijagnoze NAFLD-a, mora postojati dokaz o prisutnosti
steatoze jetre, bilo histoloski ili ultrazvuc¢no. Nadalje, ne smiju biti prisutni sekundarni uzroci
akumulacije masti, kao npr. znacajna konzumacija alkohola, dugotrajna upotreba lijekova ili
prisutnost monogenskih nasljednih bolesti (Chalasani i sur., 2018). Jedan od neinvazivnih
testova koji se pokazao korisnim u dijagnostici jer s velikom to¢nos¢u moze utvrditi bolest
masne jetre je Indeks masne jetre (engl. Fatty liver index) (Sun i sur., 2018). Inzulinska
rezistencija i pretilost smatraju se glavnim ¢imbenicima rizika NAFLD-a, zbog ¢ega NAFLD
dovodi do povecanog rizika za razvoj dijabetesa tipa 2 i kardiovaskularnih bolesti, te se
smatra jetrenom manifestacijom metaboli¢kog sindroma (Saltzman i sur., 2018). Posljednjih
desetak godina objavljen je veci broj studija koje govore o povezanosti NAFLD-a i
kardiovaskularnih bolesti, a pokazalo se da su kardiovaskularne bolesti, uz samu bolest jetre,
najces¢i uzrok povecanog mortaliteta u bolesnika s NAFLD-om. Moguce je da su bolesnici s
fibrozom 1 patohistoloski verificiranim NASH-om u veéem riziku nego bolesnici s
jednostavnom steatozom. Brojni autori predlazu redoviti probir na kardiovaskularne bolesti
kod bolesnika s NAFLD-om (Mikolasevi¢ i sur., 2016). Omega-3 indeks u terminologiju je
uveden prije nekoliko godina, a oznaCava sadrzaj eikozapentaenske (EPA) i
dokozaheksaenske kiseline (DHA) u eritrocitima, izrazen kao njihov udio u ukupnim masnim
kiselinama. Tvorci tog parametra tvrde kako je on odli¢an pokazatelj sadrzaja m-3 nezasi¢enih
masnih kiselina u tkivima, te predstavlja fizioloski znacajan i neovisan ¢imbenik rizika za
kardiovaskularne bolesti, s potencijalnim znac¢ajem u klini¢koj primjeni (Vranes$i¢ Bender,
2011).

S obzirom da oboljeli od NAFLD-a imaju veéi rizik smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti,
glavni cilj ovog istraZivanja bio je procijeniti kardiovaskularni rizik oboljelih od NAFLD-a
mjerenjem omega-3 indeksa. Takoder, cilj je bio i odrediti postoji li povezanost omega-3
indeksa s ostalim pokazateljima kardiovaskularnog rizika - antropometrijskim parametrima,

koncentracijom lipida u krvi, aktivno$¢u jetrenih enzima i vrijedno$¢u Indeksa masne jetre.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. Nealkoholna masna bolest jetre

Nealkoholna masna bolest jetre (engl. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) najcesci
je uzrok kroni¢nih bolesti jetre u zapadnim zemljama, a predvida se da ¢e do 2020. godine biti
glavni uzrok zatajenja i transplantacije jetre (Marjot i sur., 2018). NAFLD prvi put je opisao
Ludwig sa suradnicima 1980. godine (prema Demir i sur., 2015), a obuhvaca cijeli spektar
bolesti masne jetre u pojedinaca bez znaCajne potrosnje alkohola (definirano kao <40 g
dnevno za muskarce i <20 g dnevno za Zene), U rasponu od masne jetre, preko steatohepatitisa
i ciroze jetre, do hepatocelularnog karcinoma (engl. hepatocellular carcinoma, HCC) (slika
1). 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 oSte¢enja. 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 veéi broj publikacija koje
govore u prilog tome da NAFLD nije bolest ogranicena Samo na jetru, nego je udruZzena s
nizom ekstrahepatalnih bolesti i stanja. Najcesée je povezana s kardiovaskularnim bolestima,
kroni¢nom bubreznom bolesti 1 dijabetesom tipa 2 (Mikolasevi¢ i sur., 2016), pri ¢emu se

smatra jetrenom manifestacijom metabolickog sindroma (Saltzman i sur., 2018; Hok, 2018).

Maligne
tvorbe

Akumuliranje
masti u jetri

Hepatocelularni

Ciroza -
karcinom

Slika 1. Prirodni tijek nealkoholne masne bolesti jetre
(Prilagodeno prema Dietrich i Hellerbrand, 2014)



2.2. Epidemiologija nealkoholne masne bolesti jetre

Od NAFLD-a, naj¢es¢eg poremecaja jetre u zapadnim zemljama, boluje 17 - 46 % odraslih,
ovisno o dijagnosti¢koj metodi, dobi, spolu i etnickoj pripadnosti. Prisutan je kod 7 % osoba
normalne tjelesne mase, i to ¢esce kod zena i osoba mlade dobi s katalitiCkom koncentracijom
jetrenih enzima unutar preporuc¢enih vrijednosti. I kod takvih bolesnika bolest moze biti
progresivna (EASL i sur., 2016). Prevalencija NAFLD-a je 30 - 40 % u muskaraca i 15 - 20 %
u zena, a kod oboljelih od dijabetesa tipa 2 javlja se ¢ak u 70 % pacijenata (Byrne i Targher,
2015). Prevalencija NAFLD-a, ali i progresivnijih stadija veca je u starijoj zivotnoj dobi,
poglavito zbog dugog trajanja bolesti. Primije¢ena je razlika izmedu rasa, s najve¢om
prevalencijom NAFLD-a u Hispanoamerikanaca, zatim bijelaca, a najmanjom u
Afroamerikanaca, ukazuju¢i na postojanje genetske predispozicije za razvoj bolesti
(Gomerc¢i¢ Palci¢, 2015). Prekomjerni prehrambeni unos, pretilost i inzulinska rezistencija
glavni su ¢imbenici rizika za razvoj NAFLD-a. Okolisni ¢imbenici, disbioza crijevne
mikrobiote, genetske varijacije (osobito PNPLAS3 genotip) uz prethodnu pojavu dijabetesa
tipa 2, ciroze i bolesti masne jetre u obitelji, povecaju rizik za razvoj NAFLD-a (Wai-Sun
Wong i sur., 2018).

2.3. Patogenezanealkoholne 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®, a koja kaze da je NAFLD rezultat upale u jetri izazvane brojnim

okidac¢ima povezanim s masnim tkivom (Saltzman i sur., 2018; Hok, 2018).

Visceralno masno tkivo generira viSestruke signale koji utjeCu na promjenu metabolizma
lipida 1 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 oboljelih s progresivnom boles¢u (Gomeréi¢ Palci¢, 2015).



Inzulinska rezistencija (IR) igra klju¢nu ulogu u patogenezi nastanka NAFLD-a. Kao jedan od
simptoma metabolickog sindroma proizlazi iz kompleksnih interakcija proupalnih
cirkuliraju¢ih medijatora s tkivima i organima, ali i genetske podloge te stila zivota (Petta i
sur., 2016). Povecana aktivacija hormon-osjetljive lipaze u adipocitima kod IR, unos hrane
bogate mastima te pojacana lipoliza, dovode do povecanja koncentracije slobodnih masnih
kiselina (SMK) u plazmi (Gomer¢i¢ Pal¢i¢, 2015). Kroni¢na povecana razina SMK-a moze
ometati metaboliCke puteve (Berlanga i sur., 2014), te rezultirati sintezom 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 o [TNF-a] i interleukina [IL-6, IL-1B]). To dovodi do oStecenja hepatocita i stanja
lipotoksi¢nosti, a u konac¢nici i nastanka NASH-a ili ciroze jetre (Gomer¢i¢ Palcié, 2015)
(slika 2). Takoder, adiponektin, leptin, rezistin, TNF-a i IL-6 koji su vezani uz steatozu,

pridonose i ve¢em riziku od kardiovaskularnih bolesti (Yoshitaka i sur., 2017).

U fizioloSkim uvjetima, stimulirana je sinteza triacilglicerola s ciljem odstranjenja viska
SMK-a (Berlanga i sur., 2014). Temeljem eksperimentalnih studija pokazalo se da
nakupljanje SMK u jetri moze dovesti do direktne ozljede hepatocita povecanjem
oksidativnog stresa i aktivacijom upalnih puteva iz cega proizlazi da je akumulacija
triacilglicerola vjerojatno protektivni mehanizam (Gomerc¢i¢ Pal¢i¢, 2015). Kolesterol i SMK,
osobito kada se akumuliraju u mitohondrijima, predstavljaju ,,agresivne lipide koji dovode
do ostecenja jetre posredovanih TNF-a i do nastanka reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, engl.

Reactive Oxigen Species) (Berlanga i sur., 2014; Hok, 2018).

Jedan od puteva koji doprinosi upalnim procesima u jetri kod pacijenata s NAFLD-om je i
medusobna povezanost metabolizma jetre i mikroorganizama crijeva. Odredena vrsta
prehrane (npr. hrana bogata fruktozom i/ili viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama)
mozda ne utjeCe direktno na jetrenu akumulaciju masti 1 upalu, ali utjece indirektno putem

promjene sastava crijevne mikrobiote — disbiozom (Demir i sur., 2015) (slika 2).



( NeuravnoteZena \ [ Visceralno masno tkivo, upala masnog tkiva i dijabetes tip 2 ]
prehrana
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Slika 2. Utjecaj razli¢itih ¢imbenika na razvoj nealkoholne masne bolesti jetre, ciroze i
hepatocelularnog karcinoma. (DAG - diacilgliceroli, TAG - triacilgliceroli, LCFA -
dugolancane masne kiseline, PNPLA3 - engl. patatin-like phospholipase domain-containing

3) (Prilagodeno prema Byrne i Targher, 2015)

2.4. Dijagnostika nealkoholne masne bolesti jetre

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 najéesée postavlja slucajno tijekom pregleda abdomena ultrazvukom u¢injenim
zbog nekog drugog razloga, ili nalazom povecanih vrijednosti jetrenih biokemijskih testova
(aspartat-aminotransferaza, AST,; alanin-aminotransferaza, ALT ili y-glutamil-transferaza,
GGT). Rano prepoznavanje bolesti od velike je vaznosti za pravodobno, ispravno i uspjesno
lijecenje (Bukmir 1 sur., 2015).



Zlatni standard u dijagnostici NAFLD-a predstavlja biopsija jetre, medutim, biopsija nije
prikladna za sve pacijente i ponekad moze dovesti do komplikacija. Stoga se Cesto u
dijagnostici masne jetre koriste neinvazivne tehnike kao s§to su magnetska rezonancija (MR),
raCunalna tomografija (CT) i ultrazvuk (UZV). Dok je MR vrlo osjetljiv u otkrivanju nizih
stupnjeva steatoze, ultrazvuk i CT pruzaju polukvantitativna mjerenja. Nadalje, ove metode su
povezane s velikim troskovima i obi¢no nisu prikladne za probir na velikoj populaciji (Jager i
sur., 2015). Radi neinvazivne dijagnostike NAFLD-a, do sada je razvijeno viSe bodovnih
sustava temeljenih na razli¢itim biomarkerima i ¢imbenicima rizika: SteatoTest, Indeks masne
jetre, NAFLD liver fat score (LFS), lipid accumulation product (LAP) i hepatic steatosis
index (HSI) (Gomer¢i¢ Palci¢, 2015). Njihova prednost je $to se mogu koristiti za probir na
velikoj populaciji, no zbog relativno kratke upotrebe ucinkovitost u predikciji NAFLD-a jos

uvijek nije poznata (Gomer¢i¢ Palci¢, 2015).

Indeks masne jetre (engl. Fatty liver index, FLI) razvijen je na talijanskoj populaciji dobi 18 —
75 godina, koja je ukljuCivala 216 osoba sa i 280 osoba bez sumnje na jetrenu bolest, a
prisutnost masne jetre identificirana je pomoc¢u ultrazvuka. FLI ukljuCuje Cetiri podatka iz
rutinske klinicke prakse: vrijednost indeksa tjelesne mase (ITM), koncentraciju
triacilglicerola, kataliticku koncentraciju GGT-a te opseg struka (Bedogni i sur., 2006).

Formula za izraCun Indeksa masne jetre glasi:

0,953 +loge(trigliceridi) +0,139+ITM + 0,718+ loge GGT+0,053 + opseg struka — 15,745

FLI = ( 1+e0,953+loge(trigliceridi) +0,139+ITM + 0,718+ loge GGT+0,053+ opseg struka — 15,75) 100
pri ¢emu je:

TG = koncentracija triacilglicerola (mg dL™); ITM = indeks tjelesne mase (kg m?);
GGT = kataliticka koncentracija y-glutamiltransferaze (U L™Y).

Vrijednost Indeksa masne jetre kre¢e se od 0 do 100. U Bedoginijevoj studiji je s velikom
dijagnosti¢kom to¢noséu odredeno da ispitanici s vrijednos¢u FLI < 30 nemaju masnu jetru,
dok je onima s FLI > 60 utvrdena bolest masne jetre (prema Jager-u i sur., 2015). Naknadno
provedene studije su pokazale da FLI s velikom to¢no$¢u ukazuje na bolest masne jetre, te da
je povezan s inzulinskom rezistencijom, ranom aterosklerozom i rizikom za sréane bolesti,

zbog ¢ega moze biti od koristi U ranoj dijagnostici (Sun i sur., 2018).



2.5. Terapijski pristup lijec¢enju nealkoholne masne bolesti jetre

Vecina oboljelih od NAFLD-a je pretila i boluje od metabolickog sindroma. Stoga je cilj
lijecenje usmyjeriti 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; Hok, 2018).

2.5.1. Promjena zivotnih navika

Prehrana igra vaznu ulogu u terapiji NAFLD-a. Od svih nacina prehrane, kao dijelom
terapije NAFLD-a najboljom se pokazala mediteranska prehrana koja je, uz blagotvorne
uéinke na jetru i kardiometabolicke ¢imbenike, bila uéinkovita pri smanjenju tjelesne mase
(Sofi i Casini, 2014). Provedene studije, uklju¢uju¢i PREDIMED  studiju, podupiru
pretpostavku da je mediteranska prehrana povezana s manjom prevalencijom NAFLD-a.
Blagotvoran u¢inak mediteranske prehrane povezan je s poboljSanjem kardiometabolickog
statusa (smanjenjem serumskih lipida i regulacijom glikemije) i antioksidativnim u¢inkom
komponenata mediteranske prehrane (polifenoli i vitamin E), ¢ime se smanjuje oksidativni

stres kljucan u nastanku inzulinske rezistencije (Baratta i sur., 2017).

Stetne posljedice pretilosti, dijabetesa i drugih komponenata metaboli¢kog sindroma u
pacijenata s NAFLD-om, dodatno su povezane s manjom 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. Tijekom aerobnog vjezbanja dolazi do
veée potrosnje energije, ¢ime je znacajniji utjecaj na smanjenje tjelesne mase kao i na druge
¢imbenike povezane s NAFLD-om, kao $to su glikirani hemoglobin HbAlc, krvni tlak i

serumski kolesterol (Hashida i sur., 2017).

2.5.2. Upotreba dodataka prehrani

Ljekovita biljka sikavica (lat. Silybum marianum) od davnina je poznata u lijeCenju
bolesti jetre. Aktivna tvar u sikavici je silimarin - kompleksna mjeSavina sedam

flavonolignana.



Kao tretman pri lijeCenju NAFLD-a, preporuuje se kombinacija silimarina uz
promjenu Zivotnih navika. Silimarin je pokazao slican ucinak kao i neki lijekovi u vidu
antioksidativnog (npr. NOX-1/4 inhibitori), protufibroznog (npr. antagonist galektin-3,
simtuzumab) i protuupalnog (npr. sirtuini) djelovanja, ali sa znatno manjim nuspojavama
(Colicai sur., 2017).

Jetra se u najvecoj mjeri opskrbljyje krvlju portalnim krvotokom, pri ¢emu postoji
anatomska os koja povezuje jetru s crijevima. U sluCaju poremecaja te osi uslijed intestinalne
disbioze, bakterijskog prerastanja tankog crijeva ili povecane crijevne propusnosti, moze doci
do razvoja NAFLD-a. Suplementacija probioticima u oboljelih od NAFLD-a dovodi do
obnove crijevne mikrobiote i smanjenja upalnih procesa u jetri (Lavekar i sur., 2017).

U slozenoj patogenezi NAFLD-a, oksidativni stres igra vaznu ulogu u nastanku
ozljede hepatocita. Vitamin E predstavlja obecavaju¢i pristup NAFLD-u djeluju¢i na
komponente oksidativnog stresa (ElI Hadi i sur., 2018). U placebo kontroliranoj PIVENS
studiji ispitivan je ucinak pioglitazona 1 vitamina E na NASH. PoboljSanje je bilo znacajnije u
oboljelih koji su uzimali visoke doze vitamina E (800 IU na dan) u usporedbi s placebom
nakon 96 tjedana, dok za pioglitazon poboljSanje nije bilo statisticki znacajno. Histoloska
analiza je pokazala smanjenje baloniranja hepatocita i lobularne upale uslijed primjene
vitamina E, S§to odrazava ocekivani antioksidativni u€inak pri smanjenju oStec¢enja
uzrokovanih oksidativnim stresom (Chitturi i sur., 2018).

Postoji poveznica izmedu nedostatka vitamina D i komponenata metabolickog
sindroma, kao $to su inzulinska rezistencija i dislipidemija (Sharifi i Amani, 2017). Smatra se
da je u pozadini vezanje vitamina D na specifiéni vitamin D receptor eksprimiran na
razli¢itim vrstama stanica u jetri (Barchetta i sur., 2017). S obzirom da je preuranjeno govoriti
0 suplementaciji vitaminom D kao tretmanom lijeCenja NAFLD-a, za pocetak se preporucuje
slijediti smjernice Endokrinoloskog drustva (engl. Endocrine Society) i djelovati na deficit
vitamina D kod oboljelih od NAFLD-a (Sharifi i Amani, 2017).

Omega-3 viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (m.k.) (PUFA, engl. polyunsaturated
fatty acids), eikozapentaenska kiselina (EPA) i dokozaheksaenska kiselina (DHA), imaju
povoljan ucinak u regulaciji metabolickih puteva lipida u jetri, funkcije masnog tkiva, upale te
smanjenju nakupljanja masti u jetri, na nacin da smanjuju gensku ekspresiju nekoliko
transkripcijskih faktora koji su ukljuceni u lipogenezu i akumulaciju triacilglicerola (Nobili i
sur., 2016).



Rezultati metaanalize koja je proucavala utjecaj omega-3 PUFA u tretmanu NAFLD-a,
podupiru njihov blagotvoran u¢inak u optimizaciji steatoze jetre, razine jetrenih enzima i
razine lipida u krvi (triacilgliceroli i HDL), pri ¢emu mogu usporiti napredak NAFLD-a (Lu i
sur., 2016).

2.5.3. Farmakoterapija

Trenutno nema odobrenih farmakoterapijskih sredstava za lijecenje NASH-a i NAFLD-a od
strane FDA (engl. Food and Drug Administration) i EMA (engl. European Medicines
Agency) (Konerman i sur., 2018), zbog Cega se primjenjuju lijekovi s dokazanim u€inkom,

iako u primjeni izvan odobrene indikacije (,,off-label*) (Rotman i Sanyal, 2017).

Cetiri su glavne skupine lijekova s utjecajem na ciljane metaboli¢ke puteve: (1) usmjereni na
smanjenje nakupljanja masti u jetri i nastali metabolicki stres; (2) usmjereni na oksidativni
stres, upalu i ozljede jetre nastale uslijed metaboli¢kog stresa; (3) koji ciljano djeluju na
crijeva pri ¢emu imaju utjecaj na interakciju izmedu jetre i crijeva; (4) antifibrotici, ¢iji je cilj
smanjiti napredovanje fibroze i nastale komplikacije (Rotman i Sanyal, 2017). Brojni
potencijalni lijekovi su u II. i III. fazi klinickih 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

budu¢i pristup u lije¢enju (Tilg, 2017).

2.5.4. Kirurski zahvati

U pacijenata oboljelih od NAFLD-a koji ne reagiraju na promjenu zivotnih navika,
kao ni na farmakoterapiju, opcija je barijatrijska operacija, kako za smanjenje tjelesne mase,
tako 1 metabolickih komplikacija s dugorocnim stabilnim rezultatima (EASL 1 sur., 2016).
Barijatrijska operacija se predlaze kao terapija izbora kod oboljelih od dijabetesa tipa 2 ili
metabolickog sindroma sa II i Il stupnjem pretilosti (Chitturi i sur., 2018). Pokazalo se da
barijatrijska operacija moze dovesti do poboljSanja histoloSkog stanja jetre, ukljucujuci
steatozu, upalu i fibrozu, ¢ak i u morbidno pretilih pacijenata S NASH-om dokazanim
biopsijom (Shouhed i sur., 2017).



NASH je trenutno druga naj¢esca i najbrze rastuca indikacija za transplantaciju jetre u
pacijenata sa hepatocelularnim karcinomom u SAD-u (Chitturi i sur., 2018). Indikacije za
transplantaciju jetre kod NASH-om uzrokovane ciroze i hepatocelularnog karcinoma su iste
kao 1 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 metabolickih faktora, kao §to su pretilost, povisen
krvni tlak i dijabetes (Zezos i Renner, 2014). 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; Hok, 2018).

2.6. Nealkoholna masna bolest jetre i kardiovaskularne bolesti

NAFLD je dio multisistemske bolesti koja obuhvaca slozene interakcije izmedu jetre, crijeva,
visceralnog i subkutanog masnog tkiva, miSi¢nog tkiva i kardiovaskularnog sustava, a jedna
od polaznih toaka je neravnoteZza U energetskom unosu i potros$nji (Francque i sur., 2016).
Kada se ovi mehanizmi pokrenu, zapocinje zacarani krug u kojem je medusobna povezanost
razli¢itih ¢imbenika veoma slozena, pa je teSko procijeniti uzrocno-posljedi¢ne odnose
(Francque i sur., 2016). Brojna retrospektivna i prospektivna istrazivanja su pokazala da
bolesnici s patohistoloski verificiranim NASH-om imaju odredeni stupanj disfunkcije sréanog
endotela, dijastolicku disfunkciju lijevog ventrikula, poveéanu debljinu intime i medije
karotidnih arterija i vecu prevalenciju karotidnih aterosklerotskih plakova u usporedbi s
osobama koje nemaju NAFLD (MikolaSevi¢ i sur., 2016).

U studiji koja je 18 godina pratila 132 ispitanika sa biopsijom dokazanim NAFLD-om,
ispitivan je wuzrok smrtnosti. Na prvom su mjestu bili tumori, a odmah iza njih
kardiovaskularne bolesti (Misra i sur., 2009). Prema metaanalizi Wu i suradnika, pokazalo se
da su NAFLD i NASH, iako nisu bili povezani s ukupnim i kardiovaskularnim mortalitetom,
bili povezani s povec¢anim rizikom od razvoja hipertenzije, ateroskleroze i koronarne bolesti
srca (Wu i sur., 2016). U opservacijskoj studiji, Yoshitake i sur. (2017) su pokazali da osobe
koje nisu pretile, a boluju od NAFLD-a, imaju veci 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.
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Nadalje, utvrdena je povezanost povecanih koncentracija adiponektina, leptina, ¢imbenika
nekroze tumora o (TNF - a) i interleukina IL-6 kod jetrene steatoze s rizikom od
kardiovaskularnih bolesti (Yoshitaka i sur., 2017). S obzirom na uocenu povezanost, kod
oboljelih od NAFLD-a bi trebalo procijeniti rizik od kardiovaskularnih bolesti, a procjenu
rizika treba ponavljati svakih jednu do dvije godine (Patil i Sood, 2017). Omega-3 indeks
predstavlja koristan biomarker za kardiovaskularne bolesti, a moze biti i koristan pokazatelj
NAFLD rizika (Parker i sur., 2015).

2.7. Procjena kardiovaskularnog rizika

Poveznica izmedu omega-3 PUFA i niske smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti, prvi put je
uocena krajem sedamdesetih godina proslog stoljeca istrazivanjem grenlandske populacije
Eskima, u Cijoj su prehrani dominirali Kitovi, tuljani, morske ptice i ribe (prema Balk i
Lichtenstein-u, 2017). U usporedbi s kohortom Danaca, populacija Eskima je imala manje
aterogen lipidni profil, manji broj trombocita, visi status omega-3 PUFA u membranama
trombocita i duze protrombinsko vrijeme (Bowen i sur., 2016). Pretpostavilo se da je manja
ucestalost kardiovaskularnih bolesti posljedica antitrombotskog ucinka prehrane bogate
omega-3  nezasi¢enim  masnim  kiselinama, posebice  eikozapentaenskom i
dokozaheksaenskom. Ovi su nalazi bili temelj za vise od cetiri desetljeca opservacijskih i
intervencijskih studija kojima se ispitivao ucinak omega- 3 PUFA na rizik od

kardiovaskularnih bolesti (Bowen i sur., 2016).

2.7.1. Metabolizam omega-6 i omega-3 nezasi¢enih masnih kiselina

Ljudskom organizmu esencijalne su dvije nezasi¢ene masne kiseline — linolna (LA) i o-
linolenska (ALA); prva je omega-6, a druga omega-3 nezasi¢ena masna kiselina. Enzimskim
reakcijama u organizmu one se konvertiraju u viSestruko nezasicene masne kiseline duljih
lanaca. Naoko male strukturne razlike dviju PUFA uzrokuju razli¢ito ponasanje u organizmu
(Vranesi¢ Bender, 2011). Obje masne kiseline su ishodni spojevi u sintezi eikozanoida - grupe
bioaktivnih spojeva koji kao signalne molekule utjecu na fizioloske procese. Ovisno 0
ishodnom spoju, eikozanoidi mogu uzrokovati upalne procese ako im je preteCa LA, ili

djelovati protuupalno, ako im je preteca ALA (Balk i Lichtenstein, 2017) (slika 3).

11



Za normalno funkcioniranje naSeg organizma potrebne su nam obje masne kiseline, pri ¢emu
je veoma vazan omjer, a preporuka je da omjer omega-6 i omega-3 PUFA u prehrani iznosi

4:1 (Vranesi¢ Bender, 2011).

®-6 masne kiseline

Linolna kiselina
18:2 n-6

®-3 masne Kiseline
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18:3 n-3
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18:4 n-3

u «— FElongaza ——7——* ﬂ

Dihomo - y- linolenska kiselina

Eikozatetraenska kiselina

20:3 n-6 20:4 n-3 1 Fik idi
i idi: ‘ ikozanoidi:
M \ u +——— Delta- 5- desaturaza —— u g —_—
Prostaglandini [T ——— e e e P e 5 Prostaglandini
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4 n- 1 5 .
Tromboksani L__ _— _2_0_‘1 ’_1_6 ______ 1 b Eu_fff _______ _: Troml.)ooksam
(serija- 2) / u l (serija- 3)
Leukotrieni / Elongaza " \ Leukotrieni
(serija- 4) /' Dokozatetraenska kiselina Dokozapentaenslca kiselina (serija- 5)
Resolvini / 22:4 n-6 225 n-3 ;4 Resolvini
Lipoksini ! u “—— Flonpaza ———» u Lipoksini
Tetrakozatetraenska kiselina Tetrakozapentaenska kiselina
24:4 n-6 24:5 -3
u +——— Delta- 6- desaturaza ———» n
Tetrakozapentaenska kiselina Tetrakozaheksaenska kiselina
24:5 n-6 24:6 n-3
u +————— [- oksidacija —— u
..................... '
Dokozapentaenska kiselina i Dokozaheksaenska kiselina | Resolvini
225 6 L_________Z_Zf_fi____d Neuroprotektini

Slika 3. Metabolizam -6 1 ®-3 nezasi¢enih masnih kiselina

(Prilagodeno prema Wall i sur., 2010)

Put sinteze EPA 1 DHA nije u¢inkovit, a primjenom izotopa je uoceno da se 0,1-7,9 % ALA
pretvara u EPA-u, dok se 0,1% - 3,8 % pretvara u DHA. Zbog neucinkovitosti puta sinteze iz
ALA, unos EPA i DHA prehranom kljucan je kako bi se ostvarili blagotovorni u¢inci na

zdravlje (Bowen i sur., 2016).
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Zanimljivo je da se biosinteza EPA i DHA iz prehrambenih izvora pokazala ucinkovitijom
kod Zena nego kod muskaraca, osobito pretvorba u DHA, kada je prehrambeni unos EPA i
DHA nizak. Smatra se da je to prilagodba visokoj fetalnoj potrebi za DHA tijekom trec¢eg
tromjesecja trudnoce i razvoja mozga fetusa. Nadalje, pokazalo se da status DHA raste i za
vrijeme koriStenja hormonske nadomjesne terapije i hormonske terapije u transseksualnosti

(Metherel, 2007).

2.7.2. Prehrambeni izvori i preporuke za unos omega-3 nezasic¢enih masnih kiselina

Glavni prehrambeni izvori a-linolenske masne kiseline su sojino i repi¢ino ulje, lanene
sjemenke 1 orasasti plodovi, dok su masna riba i plodovi mora glavni izvor EPA i DHA (Balk
i Lichtenstein, 2017). I divlje i uzgojene vrste riba predstavljaju dobar izvor omega-3 PUFA, a
prema nekim istrazivanjima, uzgojena riba moze sadrzavati i ve¢e koncentracije EPA i DHA.
Pored pozeljnog profila masnih kiselina, masne ribe i morski plodovi su nutritivno vrijedan
izbor zbog visokog sadrzaja proteina, niskog sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina, te sadrzaja
Cesto deficitarnih mikronutrijenata kao §to su vitamin D i By, selen i magnezij (Bowen i sur.,
2016). Ulje racica krila, ulje jetre bakalara i ulje algi predstavljaju odlican alternativni izvor
EPA i DHA (Tur i sur., 2012). Sve je dostupnija i hrana obogacena omega-3 nezasi¢enim
masnim kiselinama, ukljucuju¢i kruh, mlije¢ne proizvode, jaja, meso, ulje, itd. Hrana se
obogacuje ili se zivotinje direktno hrane ribljim uljem (npr. uljem haringe, lososa, tune,
incuna). Konzumacija obogacene hrane je odlican nacin povecanja statusa EPA i DHA u

vegana, vegeterijanaca ili osoba koje ne konzumiraju ribu (Tur i sur., 2012).

Istrazivanje o navikama i preferencijama potroSaca o konzumaciji ribe u Hrvatskoj proveo je
Eurofish (medunarodna organizacija za razvoj ribarstva i akvakulture u Europi) u suradnji s
Ministarstvom poljoprivrede Republike Hrvatske. Istrazivanje je provedeno na
reprezentativnom uzorku od 1001 ispitanika na razini Sest okrupnjenih regija (Slavonija,
SrediSnja Hrvatska, Sjeverna Hrvatska, Zagreb, Istra i Primorje te Dalmacija). Rezultati su
pokazali da vecina ispitanika konzumira ribu (87 %). lzrazito veliki postotak konzumacije
ribe zabiljezen je u regiji Istra i Primorje (97 %), dok je takva tendencija manja u
kontinentalnim regijama. Manji dio ispitanika ne konzumira ribu i to prvenstveno jer im se ne
svida okus/miris (54 %) ili nemaju naviku (27 %). U svim regijama je zabiljezeno da

ispitanici konzumiraju ribu zbog dobrog okusa (58 %) i dobrog utjecaja na zdravlje (47 %).
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Stanovnici Hrvatske najces¢e konzumiraju oslic¢a (40 %), srdelu (38 %) i Sarana (24 %), dok
je redoslijed na razini regija drugaciji. Nadalje, hrvatski potrosaci konzumiraju ribu kod kuce
jednom ili nekoliko puta tjedno (71 %), s uCestalijom konzumacijom jednom tjedno (44 %) i s
izrazenijom frekvencijom u jadranskim regijama — Dalmaciji, Istri i Primorju. Potrosaci

preferiraju divlju ribu (62 %) naspramribe iz uzgoja (13 %) (Eurofish, 2017).

Prema preporukama EFSA-e (engl. European Food Safety Authority), odgovaraju¢i unos
ALA bi trebao ¢initi 0,5 % ukupno unesene energije kod svih populacijskih skupina. Nadalje,
EFSA preporucuje da bi odrasle osobe trebale unositi 0,25 g EPA + DHA/dan pri ¢emu Se
dodatnih 0,1 - 0,2 g DHA preporucuje trudnicama i dojiljama. Preporuke Americkog
udruzenja za bolesti srca (engl. American Heart Association) za unos EPA+DHA su: zdrave
osobe 0,5 g/dan, osobe s koronarnom bolesti srca 1g/dan, a osobe s hipertrigliceridemijom 3-4
g/dan (Castro i Calder, 2018). Da bi se zadovoljile preporuke za unos EPA i DHA kod
zdravih osoba, Americke prehrambene smjernice 2015 - 2020 preporucuju dva Serviranja
masnije ribe tjedno (Balk i Lichtenstein, 2017).

2.7.3. Mehanizam kardioprotektivnog djelovanja omega-3 nezasi¢enih masnih kiselina

BioloSke membrane gradene su od velikog broja raznovrsnih molekula lipida, proteina i
ugljikohidrata. Za odrzavanje fluidnosti i elasti¢nosti membrana kljucna je grada molekula
fosfolipida, odnosno ¢injenica da je na glicerol u molekuli fosfolipida vezana nezasi¢ena
masna kiselina (Bureti¢ - Tomljanovié, 2014). Duljina i zasi¢enost masnih kiselina vezanih na
fosfolipide utjeCe na svojstva stani¢nih membrana mijenjanjem mikrodomena lipidnih splavi i
kaveola koji koncentriraju membranske proteine i lipide, te funkcioniraju kao signalne
platforme (Mozaffarian i Wu, 2011). Omega-3 nezasi¢ene masne kiseline imaju protuupalni i
protufibrozni u¢inak koji se ostvaruje modifikacijom: signalizacije nuklearnog faktora kB
(NF-xB) i transformiraju¢eg faktora rasta p (TGF-B) (inhibicija Smad2/3 translokacije u
jezgru), NLRP3 inflamasoma (engl. NLR family pyrin domain containing 3), GPR120 (engl.
G protein coupled receptor 120) (¢iji su ligand EPA i DHA) i PPARo/y-a (engl. peroxisome
proliferator-activated receptors) (Endo i Arita, 2016) (slika 4).
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Slika 4. Molekularni mehanizam kardioprotektivnog djelovanja omega-3 masnih kiselina
(Prilagodeno prema Endo i Arita, 2016).
(PLA,- fosfolipaza A,, NF-kB- nuklearni faktor kB, NLRP3 inflamasom- engl. NLR family
pyrin domain containing 3, PPARs- engl. peroxisome proliferator-activated receptors,
GPR120- engl. G protein coupled receptor 120, TGF-p- engl. Transforming growth factor-p)

Istrazivanja su pokazala da se antiaritmijsko djelovanje omega-3 nezasi¢enih masnih kiselina
ostvaruje putem modulacije elektrofiziologije miocita. EPA i DHA djeluju na nacin da
smanjuju aktivnost natrijevih kanala membrane kardiomiocita, ¢ime se povecava prag
depolarizacije membranskog potencijala. Takoder, EPA i DHA utje¢u na aktivnost kalcijevih
kanala L-tipa, dovodeci do smanjenja slobodnih citosolskih kalcijevih iona, ¢ime se stabilizira
elektricna podrazljivost miocita i sprijecava aritmija (Mozaffarian i Wu, 2011). Ovi nalazi
upucuju da je kardioprotektivni u¢inak omega-3 PUFA posredovan izravnom interakcijom s
membranskim ionima (Endo i Arita, 2016). Molekularni mehanizmi kardioprotektivnog
djelovanja omega-3 masnih kiselina u kona¢nici dovode do smanjenja krvnog tlaka i
triacilglicerola u plazmi, antitrombotskog djelovanja, protuupalnog i antiaritmi¢kog ucinka,

poboljsanja endotelne funkcije i stanja inzulinske rezistencije (Rangel-Huerta i Gil, 2018).
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2.7.4. Omega-3 indeks

Omega-3 indeks predstavlja udio masa dviju blagotvornih omega-3 nezasi¢enih masnih
kiselina u membranama eritrocita, eikozapentaenske i dokozaheksaenske kiseline, a izrazava
se kao postotak u ukupnim masnim kiselinama (Harris, 2008). Indeks su 2004. godine kao
biomarker rizika smrti od kardiovaskularnih bolesti predlozili Harris i von Schacky (prema
Langlois i Ratnayake, 2015). Analiticka metoda koja se obi¢no primjenjuje za odredivanje
omega-3 indeksa u eritrocitima je plinska kromatografija koja slijedi nakon postupka
ekstrakcije i metiliranja masnih kiselina (Hals i sur., 2017). Odabir da se sastav omega-3
nezasi¢enih masnih kiselina mjeri u membranama eritrocita (a ne npr. u plazmi), temelji se na
Cinjenici da ucinci omega-3 nezasi¢enih masnih kiselina polaze od njihovog primarnog
djelovanja u i na membranama stanica (Harris, 2008). Zahvaljuju¢i zivotnom vijeku eritrocita
od 120 dana, omega-3 indeks predstavlja dugoroCan biomarker unosa omega-3 nezasi¢enih
masnih kiselina, koji nije pod utjecajem nedavno konzumirane hrane (Langlois i Ratnayake,
2015).

Prednosti mjerenja vrijednosti omega-3 indeksa u eritrocitima su:
 standardizirana metodologija i mala bioloska varijabilnost
+ visoka analiti¢ka reproducibilnost (koeficijent varijacije: 4-7 %)
+ preanaliticka stabilnost uzorka (7 dana na sobnoj temperaturi)
« mjerljivost u uzorcima krvi uzetima nataSte i onima koji nisu uzeti nataste
+ sastav masnih kiselina eritrocita stabilan je najmanje 4 godine zamrznut na — 80 °C
+ sastav masnih kiselina eritrocita je manje podlozan dnevnim varijacijama nego plazma
» vrijeme poluZivota eritrocita, a time i vrijednosti EPA + DHA, je 4-6 puta dulje nego
kod serumskih vrijednosti EPA + DHA
» sastav EPA + DHA u eritrocitima snazno korelira s omega-3 biomarkerima u drugim

izvorima, kao $to su serumski fosfolipidi, puna krv i serum (Harris, 2008)

kratkotrajnin promjena, te se mjerenje u plazmi preferira ako je fokus na kratkotrajnim
promjenama statusa omega-3 PUFA (Harris i Thomas, 2010). Vrijednost omega-3 indeksa >
8 % povezana je s manjim rizikom od kardiovaskularnih bolesti, odnosno boljim
kardioprotektivnim djelovanjem omega-3 PUFA, dok je indeks < 4 % povezan sa slabijim

kardioprotektivnim djelovanjem (slika 5) (Harris, 2007).
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Vrijednosti ispod 1,5 % i iznad 21 % se ne uzimaju u razmatranje (von Schacky, 2011). Zone
rizika od kradiovaskularnih bolesti procijenjene su pregledom literature (Harris, 2007). Prema
istrazivanju Flocka i suradnika procjenjuje se da bi prosjecna odrasla osoba s malom
vrijedno$¢u omega-3 indeksa (npr. 4,3 %) trebala uzimati barem 1 g/dan EPA + DHA tijekom
5 mjeseci kako bi se postigla vrijednost omega-3 indeksa od 8 %. Pokazalo se da ova doza
smanjuje sve uzroke smrtnosti, sréanu smrt i iznenadnu smrt kod bolesnika nakon infarkta.
Time se vrijednost omega-3 indeksa priblizava prosje¢noj vrijednosti u Japanu, gdje je

smrtnost od kardiovaskularnih bolesti manja u odnosu na SAD (Flock i sur., 2013).

Srednji rizik

0 % 4 % 8 %
Sadrzaj EPA + DHA u eritrocitima (%)

Slika 5. Raspodjela vrijednosti omega-3 indeksa ovisno o zonama rizika od kardiovaskularnih

bolesti (Prilagodeno prema Harris, 2007).

S vrijednos¢éu omega-3 indeksa koreliraju razliciti Cimbenici i to pozitivno (+) ili negativno

(-), kao npr. dob (+), ITM (-), socioekonomski status (+), tjelesna aktivnost (+) i pusenje (-).
Utjecaj nasljedne komponente na omega-3 indeks je 24 %, stoga je nemoguce predvidjeti
vrijednost indeksa kod pojedinca, kao §to je nemoguce predvidjeti povecanje indeksa kao

odgovor na odredenu dozu EPA + DHA (von Schacky, 2014).

Globalni pregled unosa omega-3 nezasi¢enih masnih kiselina pokazao je da regije s visokom
razinom EPA + DHA u krvi (> 8 %) obuhvacaju Japan, Skandinaviju te podrucja s
domorodackim stanovniStvom 1 populacijama koje nisu u potpunosti prilagodene
zapadnjackoj prehrani. Zanimljivo je da su u Sjevernoj i Juznoj Americi, Europi, Jugoisto¢noj
Aziji, Africi i na Bliskom Istoku zabiljezene niske razine EPA+ DHA u krvi (slika 6) (Stark i
sur., 2016). Medutim, treba istaknuti da je vrijednost omega-3 indeksa tesko usporediti u
studijama, osim ako nije koriStena standardizirana analiticka metoda, npr. HS-Omega-3
Index® (Tribulova i sur., 2017).
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Slika 6. Vrijednosti omega-3 indeksa mjerenog kod zdravih pojedinaca, prema globalnoj
studiji (Prilagodeno prema Stark i sur., 2016).

Slika preuzeta s: http://www.omega3indexproject.com/us/
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3. EKSPERIMENTALNIDIO

3.1. Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo 14 ispitanika s ultrazvuéno dijagnosticiranim NAFLD-om ili
NASH-om s podruc¢ja Zagrebacke zupanije. Regrutirani su u Ambulanti za hepatologiju
Klini¢kog bolnickog centra Zagreb (KBC) u razdoblju od sije¢nja do lipnja 2017. godine.
Ispitanici su bili u dobi od 39 do 64 godine, od toga 9 Zena i 5 muSkaraca. Prilikom posjeta
ispitanici su upuceni u protokol istrazivanja i potpisali su informirani pristanak (prilog 1).
Potom su provedena antropometrijska mjerenja te uzimanje uzorka krvi koja je koriStena za
daljnje analize. Biokemijsku analizu jetrenih enzima ispitanici su obavili u nadleznim
medicinsko-biokemijskim laboratorijima Domova zdravlja. Ispitanicima je reCeno da dan

prije nego li dolaze u KBC izbjegavaju konzumaciju ribe, morskih plodova i alkohol.

Kriteriji za sudjelovanje u istrazivanju bili su: upucenost 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.

Iskljucujuéi kriteriji bili su: alergija na skoljkase, poremecaji krvarenja, poremecaji apsorpcije
uslijed promjena u gastrointestinalnom sustavu, obavljena kolecistektomija, konzumacija
alkohola vise od 14 jedinica tjedno, konzumacija droga, konzumacija vise od 6 Salica dnevno
napitaka koji sadrze kofein (npr. ¢aj, kava) ili viSe od 1 litre pi¢a koje sadrzi metilksantin (npr.
cola), antikoagulantna terapija, konzumacija dodataka prehrani dugolantanih omega-3
nezasi¢enih masnih kiselina tri mjeseca prije ukljucivanja u istrazivanje, konzumacija ribe
vise od 2 puta mjesecno, trudnoca i dojenje, HIV pozitivne osobe i prisutnost hepatititisa B ili
C.

Ovo istrazivanje odobrila su nadlezna eticka tijela: Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu 1 Eticko povjerenstvo Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb, nakon
temeljite analize dostavljenog prijedloga istrazivanja i prate¢e dokumentacije. Istrazivanje se
provodilo u skladu sa svim primjenljivim smjernicama ¢iji je cilj osigurati pravilno
provodenje istrazivanja te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju, uklju¢ujué¢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).
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3.2. Materijali

3.2.1. Uredaji

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

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

e Centrifuga Technica Mikro 242, Zelezniki, Slovenija

e Plinski kromatograf 7890B GC System, Agilent Technologies, SAD

e Uparivac UNIVAPO 100H, opremljen jedinicom za hladenje UNICRYO MC 2L,
Uniequip, Martinsried, Njemacka

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

e Vodena kupelj TKS, Termo medicinski aparati Bodalec, Hrvatska

3.2.2. Pribor

e Eppendorf epruvete 2 mL

e Epruvete Bacto

e Epruvete Falcon 50 mL

e Erlenmeyerova tikvica

o Filter papir

e Graduirane epruvete 10 mL

e Koni¢ne epruvete 20 mL s teflonskim ¢epom na navoj
e Mikropipete Eppendorf (50 uL, 100 pL, 250 uL i 1000 pL)
e Parafilm Sigma

e Pipeta5mL

e Staklene kapaljke

e Staklene viale s ¢epovima na navoj

e Stakleni lijevak

e Stakleni Stapi¢

3.2.3. Kemikalije

e Destilirana voda (D.D. H;0), proc¢is¢ena uredajem Milipore, Labena, Zagreb,
Hrvatska

e Heptadekanska kiselina C17H3,0, (C17:0)- interni standard, Sigma-Aldrich, Njemacka
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e Izopropanol (99,9 % ¢&istoce), T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska

e Kloroform, Sigma-Aldrich, Svicarska

e Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska

e Metanol (99,8% &istoée), Sigma-Aldrich, Svicarska

e Natrijev klorid 0,9%-tna otopina, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb,
Hrvatska

e Natrijev sulfat, T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska

e Petroleter, Fluka, Sigma-Aldrich, Svicarska

e Supelco 37 Component FAME Mix, Supelco, SAD

3.3. Metode

3.3.1. Antropometrijska mjerenja

Tjelesna masa ispitanika (u kg) izmjerena je na antropometrijskoj vagi (TANITA body
composition analyzer BC-420MA). Ispitanici su vagani bez obuce i s laganom odje¢om 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 nadin da se tjelesna masa u
kilogramima podijeli s kvadratom visine u metrima. Opseg struka (u cm) izmjeren je pomocu

centimetarske vrpce tako da je mjeren najuzi dio trupa gledano s prednje strane.

3.3.2. Uzorkovanje 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. 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 okretaja u minuti (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 pri 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 (triacilgliceroli, ukupni kolesterol, HDL- i LDL- kolesterol),

pri ¢emu je analiza provedena u medicinsko-biokemijskom laboratoriju KBC-a Zagreb.
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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 no¢i doSlo do hemolize membrana. Nakon hemolize, sadrzaj je
promije$an na vortex mijesalici (Technica EV-202) i potom centifugiran pri 2000 o min™
(Centrifuga Technica Mikro 242). 50 pL supernatanta izuzeto je u eppendorf epruvetu za
odredivanje ukupnih proteina, a ostatak je kvantitativno prebacen u Falcon epruvetu od 50
mL. Ekstrakcija ukupnih lipida eritrocita provedena je metodom prema Rose i Oklanderu
(Rose i Oklander, 1965). U Falcon epruvetu koja sadrzi suspenziju eritrocita dodano je 5,5
mL izopropanola i ostavljeno 1 h uz povremeno mijeSanje. Potom je dodano 3,5 mL
kloroforma, ostavljeno 1 h uz povremeno mijesanje, nakon Cega je sadrzaj centrifugiran 30
min pri 2500 o min™ (Centrifuga Centrikon T-42K). Kapalicom je paZljivo odvojena organska

faza u kojoj se nalaze ukupni lipidi, te je upareno do suha.

3.3.4. Priprema metilnih estera masnih kiselina

Postupak priprave metilnih estera masnih kiselina provodi se prema ISO metodi 5509 (1SO,
2000). Na suhi ekstrakt ukupnih lipida dodano je 2 mL metanolne HCI (8,6 mL konc. HCI, ad
100 mL CH30H), epruveta se zatvori teflonskim ¢epom i stavi u vodenu kupelj 45 min na 100
°C (Vodena kupelj TKS). Nakon hladenja sadrzaja na sobnu temperaturu, doda se 2 mL
petroletera i snazno promijesa. U Falcon epruvetu se prebaci gornja, organska faza (¢ine ju
petroleter i masne kiseline), a s donjim slojem se postupak ekstrakcije petroleterom ponovi jos
tri puta. Potom se ekstraktu doda 2 mL destilirane vode i snazno promijesa. Vodeni sloj se
izdvoji staklenom kapalicom i odbaci, a postupak se jo§ jednom ponovi. U petroletersku fazu
koja sadrzi masne kiseline doda se Zlicica bezvodnog natrijevog sulfata i ostavi preko noéi.

Sadrzaj se filtrira 1 upari do suha.

3.3.5. Plinska kromatografija

Analiza metilnih estera masnih kiselina provedena je na plinskom kromatografu 7890B GC
System (Agilent Technologies, SAD), opremljenim plameno-ionizacijskim detektorom (FID).
Za razdvajanje metilnih estera koristena je kapilarna kolona Zebron ZB-FAME (dimenzije: 30

m x 0,25 mm x 0,20 um).
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Temperatura injektora iznosila je 240 °C, a temperatura detektora 260 °C. Instrument je
opremljen uredajem za automatsko injektiranje uzorka (,,autosampler) istog proizvodaca uz
mogucénost aplikacije smanjenog volumena uzorka (,,split/splitless* sustav). Uzorak (0,5 pL)
je injektiran u split modu omjera 1:100, a prethodno je dodano 10 uL internog standarda
heptadekanske kiseline (C17:0, = 5 mg mL™Y). Pocetna temperatura kolone bila je 100 °C 2
min, zatim je pove¢ana na 140 °C zagrijavanjem 10 °C min™, potom na 190 °C zagrijavanjem
3 °C min i kona¢no do 260 °C zagrijavanjem 30 °C/min, nakon &ega je na toj temperaturi
odrzano 2 min. Kao plin nosa¢ koriSten je helij cCistoce 6.0, uz protok 1,2 mL/min.
Identifikacija pojedinih masnih kiselina provedena je na temelju vremena retencije
usporedbom s vremenom retencije poznatih standarda (Supelco 37 Component FAME mix).
Kvantitativno odredivanje pojedinih masnih kiselina provedeno je usporedbom povrsine §iljka
internog standarda s povrsinom $iljka pojedine masne kiseline. Prikupljanje i obrada podataka
provedena je integriranim rac¢unalnim programom Agilent Technologies. Vrijednost omega-3
indeksa predstavlja sadrzaj EPA+DHA u eritrocitima izrazen kao postotak u ukupnim masnim

kiselinama.

3.3.6. Obrada podataka

U statistickoj analizi koriStene su deskriptivne i analiticke statisticke metode. Prikazani su
postoci za kategorijske varijable, srednja vrijednost i standardna devijacija. Za testiranje
razlika izmedu dviju nezavisnih skupina primjenjen je Studentov t-test. Za analizu korelacije
koristen 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

Nealkoholna masna bolest jetre smatra se nezavisnim c¢imbenikom rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti, a prema nekim studijama, viSe oboljelih od NASH-a umire zbog
kardiovaskularnih bolesti nego od bolesti jetre (Athyros i sur., 2015). Stoga brojni autori
predlazu redoviti probir (,,screening®) na kardiovaskularne bolesti u oboljelih od NAFLD-a
(Mikolasevi¢ i sur., 2016). Novim pouzdanim pokazateljem kardiovaskularnog rizika pokazao
se omega-3 indeks (Tribulova i sur., 2017). U ovom radu procjena kardiovaskularnog rizika
ucinjena je na 14 ispitanika s ultrazvu¢no dijagnosticiranim NAFLD-om ili NASH-om, s
podru¢ja Zagrebacke zupanije. Na svim ispitanicima provedena su antopometrijska mjerenja
(tielesna masa i opseg struka), laboratorijska mjerenja serumskih lipida (triacilgliceroli,
ukupni kolesterol, HDL- i LDL-kolesterol) i jetrenih enzima (ALP, ALT, AST i GGT), te
vadenje krvi za odredivanje vrijednosti omega-3 indeksa. Prema navedenim izmjerenim
parametrima, izraCunati su indeks tjelesne mase i Indeks masne jetre. Rezultati dobiveni

statistickom obradom prikazani su u obliku tablica i grafova.

4.1. Osnovne karakteristike ispitanika

4.1.1. Raspodjela ispitanika prema spolu i dobi

Istrazivanjem je obuhvaceno 14 ispitanika, od ¢ega 57 % Zena i 43 % muskaraca (slika 7).
Prosjecna dob u skupini Zena bila je 58,4 + 6,7 godina, u rasponu od 46 do 64 godine.
Prosjec¢na dob u skupini muskaraca bila je 43,8 + 3,7 godina, pri ¢emu se raspon kretao od 39
do 48 godina.

Raspodjela ispitanika prema spolu
(n=14)

Slika 7. Raspodjela ispitanika po spolu (n=14)
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4.1.2. Antropometrijski parametri

Od antropometrijskih parametara mjereni su tjelesna masa (TM) i opseg struka. Podatak o
tjelesnoj visini (TV) dobiven je od ispitanika. Indeks tjelesne mase (ITM) izraunat je na
temelju podataka TM i TV. Prema izracunatom ITM-u, ispitanici su svrstani ovisno o stanju

uhranjenosti (tablica 1).

Tablica 1. Stanje uhranjenosti prema indeksu tjelesne mase (ITM) (Fan i sur., 2017)

Stanje uhranjenosti ITM (kg m?) Udio ispitanika (%0)
Pothranjenost <185 0
Normalna tjelesna masa 18,5-24,9 7,1
Prekomjerna tjelesna masa 25,0 -29,9 21,4
| stupanj pretilosti 30,0 - 34,9 57,1
Il stupanj pretilosti 35,0 - 39,9 14,3
I11 stupanj pretilosti > 40,0 0

Srednja vrijednost tjelesne visine kod ispitanika Zenskog spola bila je 1,63 + 0,1 m (tablica 2),
dok je vrijednost tjelesne mase bila 82,0 = 12,2, s rasponom od 60,2 kg do 98,1 kg. Na
temelju izracunatog indeksa tjelesne mase (tablica 1), u skupini zZenskog spola jedna ispitanica
je imala normalnu TM, dvije ispitanice su imale prekomjernu TM, pet ispitanica imalo je

pretilost | stupnja, dok je jedna ispitanica bila pretilosti 1l stupnja.

Rezultati pokazuju da je srednja vrijednost ITM-a u skupini Zena bila 30,9 + 4,7 kg m? §to
pripada kategoriji | stupnja pretilosti, a potvrduje dosadasnje spoznaje da se NAFLD vecinom
javlja kod pretilih ljudi (Marjot i sur., 2018). Srednja vrijednost opsega struka kod ispitanica
je iznosila je 100,9 + 9,6 cm, u rasponu od 83 do 117 cm. Podaci su prikazani u tablici 2.
Samo je jedna ispitanica imala opseg struka unutar preporucenih vrijednosti (zene < 88 cm),
dok je opseg struka svih ostalih ispitanica bio veéi od preporucenog. Dobiveni rezultati
potvrduju da je opseg struka vec¢i od preporucenog jedan od rizi¢nih ¢imbenika povezanih s
NAFLD-om (Chalasani i sur., 2018).
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Tablica 2. Antropometrijski parametri ispitanika (srednja vrijednost + standardna devijacija)

v

Zene Muskarci

(n=9) (n=5)
Dob (godine) 58,4 +6,7 43,8 +3,7
Tjelesna visina (m) 1,63 £0,1 1,73 £0,1
Tjelesna masa (kg) 82,0+ 12,2 94,9+ 4.6
Indeks tjelesne mase (kg m™) 30,9 +4,7 32,0+ 3,6
Opseg struka (cm) 100,9 £ 9,6 109,4 + 8,7

Srednja vrijednost tjelesne visine kod ispitanika muskog spola bila je 1,73 + 0,1 m, dok je
vrijednost tjelesne mase bila 94,9 + 4,6 kg u rasponu od 89,2 kg do 99,9 kg. Na temelju
izraCunatog indeksa tjelesne mase, u skupini muSkog spola jedan je ispitanik imao
prekomjernu TM, trojica su imala | stupnj pretilosti, a jedan Il stupnj pretilosti. Rezultati
pokazuju da je srednja vrijednost ITM-a u skupini muskaraca bila 32,0 + 3,6 kg m? sto
pripada kategoriji | stupnja pretilosti. Srednja vrijednost opsega struka iznosila je 109,4 + 8,7
cm, u rasponu od 95 do 116 cm. Samo je jedan ispitanik imao opseg struka unutar
preporucenih vrijednosti (muskarci < 102 cm), dok su ostali ispitanici imali opseg struka veci

od preporucenog. Podaci su prikazani u tablici 2.

Ukupno gledano, prema vrijednostima ITM-a 7,1 % imalo je 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 (tablica 1). Sli¢ni podaci dobiveni su u studiji Parkera i sur. (2015), koji su
usporedivali antropometrijske parametre oboljelih od NAFLD sa zdravim kontrolnim
ispitanicima. Ispitanici s NAFLD-om su imali statisticki znacajno veéi ITM, opseg struka i

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

4.1.3. Stupanj povezanosti antopometrijskih parametara

Utvrdena je statisticki znaCajna jaka pozitivna povezanost ITM-a s opsegom struka svih
ispitanika oboljelih od NAFLD-a (r = 0,855; p = 0,0001), dakle $to je ispitanik imao veéi
indeks tjelesne mase to je imao i veéi opseg struka (slika 8). Dobiveno potvrduje i studija
Parkera i suradnika, gdje su ITM i opseg struka u oboljelih od NAFLD-a snazno pozitivno

korelirali, ali i bili statisti¢ki povezani s koli¢inom masti jetre (Parker i sur., 2015).
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Slika 8. Povezanost indeksa tjelesne mase (ITM) i opsega struka kod ispitanika oboljelih od
nealkoholne masne bolesti jetre (r = 0,855; p = 0,0001)

Zanimljiva je statisticki znac¢ajna umjerena negativna povezanost dobi i opsega struka (r = -
0,565; p = 0,035), §to znaci da su mladi ispitanici imali ve¢i opseg struka. Dobiveni rezultati
se razlikuju od rezultata dobivenih preglednim radom Stevensa i suradnika, prema kojem su
stariji ispitanici imali veéi opseg struka. Kao objasnjenje se navodi da starenjem dolazi do
gubitka subkutanog masnog tkiva (prvo perifernog, potom abdominalnog), akumulacije

.....

srzi, itd.) (Stevens i sur., 2010).

4.2. Vrijednosti serumskih lipida

Kod NAFLD-a dolazi do poremecaja metabolizma lipida, stoga su ispitivane vrijednosti
serumskih lipida: triacilglicerola, ukupnog kolesterola, LDL- i HDL-kolesterola. Srednje
vrijednosti serumskih lipida kod ispitanica zenskog spola bile su blago povisene u odnosu na
preporuke: triacilgliceroli 1,85 + 0,62 mmol L* (preporuka: <1,7 mmol L™), ukupni
kolesterol 5,21 + 0,71 mmol L™ (preporuka: < 5 mmol/L) i LDL-kolesterol 3,18 + 0,68 mmol
L™* (preporuka: < 3 mmol L™). Koncentracija HDL-kolesterola bila je 1,19 + 0,44 mmol L?,
grani¢éno s vrijedno$éu preporuka (> 1,2 mmol L™?). Srednje vrijednosti serumskih lipida kod
ispitanika muSkog spola bile su unutar preporuka, osim blago smanjene vrijednosti HDL-

kolesterola (tablica 3).
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Tablica 3. Vrijednost serumskih lipida ispitanika (srednja vrijednost + standardna devijacija)

v

Zene Muskarci

(n=9) (n=5)
Triacilgliceroli (mmol L™) 1,85 + 0,62 1,17 0,51
Ukupni kolesterol (mmol L™) 5,21 0,71 4,19+ 1,32
HDL-kolesterol (mmol L™) 1,19 + 0,44 1,13 +0,12
LDL-kolesterol (mmol L™) 3,18 + 0,68 2,52+ 1,17

4.2.1. Stupanj povezanosti antropometrijskih parametara i serumskih lipida

Podaci o medusobnoj povezanosti antropometrijskih parametara i serumskih lipida nalaze se u
tablici 4. Statisticki znaCajna povezanost uoCena je za ITM i HDL-kolesterol gdje je
povezanost bila statisticki umjereno negativna (r = -0,691; p = 0,006). Dakle, §to je ispitanik
imao veéi indeks tjelesne mase to su bile manje vrijednosti HDL-kolesterola. Dobivena
korelacija potvrduje dosadasnje spoznaje prema kojima pretilost, nepravilna prehrana,
nedovoljna tjelesna aktivnost, puSenje i alkohol utjecu na smanjenje vrijednosti HDL-
kolesterola (Rashid i Genest, 2007). Povezanost koncentracije serumskih lipida s drugim

antropometrijskim parametrima nije bila statisticki zna¢ajna.

Tablica 4. Stupanj povezanosti antropometrijskih parametara i serumskih lipida (** p<0,01)

Dob Opseg struka IT™
Triacilgliceroli 0,133 -0,019 0,254
Ukupni kolesterol 0,273 -0,426 -0,175
HDL-kolesterol 0,441 -0,506 - 0,691**
LDL-kolesterol 0,101 -0,292 -0,016

4.3. Vrijednosti jetrenih enzima

Izmjerene su vrijednosti jetrenih enzima - biomarkera osSteCenja jetre, a to su: alkalna
fosfataza (ALP), alanin-aminotransferaza (ALT), aspartat-aminotransferaza (AST) i gama-
glutamiltransferaza (GGT). Studija Bi-a i suradnika pokazala je da su jetreni enzimi, i to
osobito ALT i GGT, nezavisni prediktori metaboli¢kog sindroma, dijabetesa tipa 2 i
koronarne bolesti srca kod oboljelih od NAFLD-a (Bi i sur., 2014).
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Srednje vrijednosti ALP su kod ispitanika oba spola bile unutar referentnih vrijednosti.
Srednje vrijednosti ALT, AST i GGT bile su vece od gornje referentne vrijednosti kod

ispitanika oba spola (tablica 5).

Tablica 5. Vrijednost kataliticke koncentracije jetrenih enzima ispitanika i gornje granice

referentnih vrijednosti (srednja vrijednost + standardna devijacija)

Zene Gornja referentna Muskarci GOI’an-i- referentna
(n=9) vrijednost (Zene) (n=5) vrijednost
(muskarci)
ALP (U L™ 92,7 +27,1 119 (153%) 82,3 27,5 142
ALT (ULY 59,1+ 29,0 36 71,8 + 30,3 48
AST (U L™ 50,0 + 23,4 30 42,6 + 15,0 38
GGT (UL™ 94,9 + 116,7 35 197,6 + 229.4 55

* u postmenopauzi (Barisi¢, 2013)

Pri ¢emu je: ALP = Kkataliticka koncentracija alkalne fosfataze (U L™); ALT = kataliticka
koncentracija alanin-aminotransferaze (U L™"); AST = kataliticka koncentracija aspartat-
aminotransferaze (U L™); GGT = kataliti¢ka koncentracija y-glutamiltransferaze (U L™).

4.3.1. Stupanj povezanosti antropometrijskih parametara i jetrenih enzima

Ispitivana je povezanost izmedu antropometrijskih parametra i kataliticke vrijednosti jetrenih
enzima (tablica 6). Statisticki znacajna povezanost utvrdena je za ITM i ALT, gdje je
povezanost bila umjereno pozitivna (r = 0,636; p = 0,014), $to znaci da je porastom indeksa
tjelesne mase rasla vrijednost alanin-aminotransferaze ispitanika. Sli¢no potvrduje i studija
Sanyal-a i suradnika, gdje je uoCena statistiCcki znaCajna pozitivna povezanost izmedu
vrijednosti ALT-a i GGT-a s masnom jetrom kod oboljelih od NAFLD-a. Takoder, ALT i
GGT su znacajno pozitivno korelirali s opsegom struka, ITM-om, HDL-kolesterolom,
triacilglicerolima i glukozom mjerenom nataste (Sanyal i sur., 2015). U studiji Colak i sur.
(2013) na dvije skupine studenata (pretili vs. normalna TM), pokazalo se da su vrijednosti
ALT, AST i GGT bile vec¢e u pretilih studenata. Isto tako, ALT je pozitivno korelirao s
opsegom struka i ITM-om.
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Tablica 6. Stupanj povezanosti izmedu antropometrijskih parametara i jetrenih enzima

(* p<0,05)
Dob Opseg struka IT™
ALP 0,233 -0,259 -0,06
ALT -0,303 0,447 0,636*
AST -0,035 0,007 0,367
GGT -0,347 0,305 0,442

Pri ¢emu je: ALP = katalititka koncentracija alkalne fosfataze (U L™); ALT = kataliticka
koncentracija alanin-aminotransferaze (U L™"); AST = kataliticka koncentracija aspartat-

aminotransferaze (U L™); GGT = kataliti¢ka koncentracija y-glutamiltransferaze (U L™).

4.3.2. Stupanj povezanosti koncentracije serumskih lipida i jetrenih enzima

Nealkoholna masna bolest jetre u veéini je sluajeva povezana s abdominalnom pretilo$cu,
inzulinskom rezistencijom i dislipidemijom (Asrih i Jornayvaz, 2015). S obzirom na o$tecenja
jetre koja pri tome nastaju i dovode do povecanog lucenja jetrenih enzima u krv, NAFLD se
smatra jetrenom manifestacijom metaboli¢kog sindroma (Saltzman i sur., 2018). Prema
rezultatima Bi i suradnika, vrijednosti indeksa tjelesne mase, opsega struka, triacilglicerola,
ukupnog kolesterola, ALT-a, AST-a i GGT-a bile su ve¢e kod oboljelih od NAFLD-a nego
kod zdravih kontrolnih ispitanika, dok su vrijednosti HDL-kolesterola bile nize (Bi i sur.,
2014). Te podatke potvrduju i druge studije gdje se pokazalo da su vrijednosti serumskih
lipida pozitivno korelirale sa stadijima NAFLD-a (Peng i sur., 2017; Bhusal i sur., 2017).

Ispitivanjem medusobne povezanosti vrijednosti katalitiCkih koncentracija jetrenih enzima,
umjereno pozitivna povezanost uocena je za ALT, GGT i AST, §to znai da je rastom
vrijednosti jednog od navedenih enzima, rasla vrijednost drugog. Nadalje, uo¢ena je umjereno
negativna povezanost HDL-kolesterola s ALT-om (r = -0,546; p = 0,044), AST-om (r = -
0,565; p = 0,035) i triacilglicerolima (r = -0,584; p = 0,028) §to znac¢i da je smanjenjem
vrijednosti HDL-kolesterola, rasla vrijednost ALT-a, AST-a i triacilglicerola (tablica 7).
Takoder, uocena je statistiCki znaCajna snazna pozitivha povezanost ukupnog kolesterola s
LDL-kolesterolom (r = 0,964, p < 0,000), Sto znaCi da je rastom ukupnog, rasla vrijednost
LDL-kolesterola.
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Dobivene rezultate potvrduje nekoliko studija gdje je takoder uocena pozitivna korelacija

koncentracije triacilglicerola, ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola s jetrenim enzimima, te

negativna korelacija s HDL-kolesterolom (Al-Jameil i sur., 2014; Kashinakunti i sur., 2017).

Tablica 7. Stupanj medusobne povezanosti jetrenih enzima i serumskih lipida
(* p<0,05; ** p<0,01)

ALP | ALT AST GGT | Triacilgliceroli | O<UP™ HDL- LDL-
g kolesterol | kolesterol | kolesterol
ALP 1 0,317 0,4 0,221 0,199 - 0,012 - 0,016 - 0,071
ALT 0,317 1 0,609* 0,548* 0,268 0,078 - 0,546* 0,217
AST 0,400 0,609* 1 0,610* 0,505 0,250 - 0,565* 0,347
GGT 0,221 0,548* 0,610* 1 - 0,216 - 0,009 - 0,224 0,148
Triacilgliceroli | 0,199 0,268 0,505 -0,216 1 0,477 - 0,584* 0,457
Ukupni 20,012 | 0078 | 0250 | -0,009 0,477 1 0,12 0,964%*
kolesterol
HDL-
-0,016 | - 0,546* | - 0,565* -0,224 - 0,584* 0,120 1 -0,060
kolesterol
LDL-
-0,071 0,217 0,347 0,148 0,457 0,964** - 0,060 1
kolesterol

4.4. Vrijednost omega-3 indeksa

Pouzdanim pokazateljem kardiovaskularnog rizika, pokazao se omega-3 indeks, te je
izmjerena njegova vrijednost u eritrocitima oboljelih od NAFLD-a. Dobiveni rezultati
pokazuju da je omega-3 indeks kod ispitanika Zenskog spola bio 3,25 + 1,14 %, dok je kod
ispitanika muskog spola bio 3,74 + 0,97 % (tablica 8). Dobivene vrijednosti su veoma male, te
prema njima ispitanici oba spola imaju velik rizik od kardiovaskularnih bolesti, tj. njihov
status EPA 1 DHA pruza slabo kardioprotektivno djelovanje. Podaci ne ¢ude s obzirom da je
konzumacija ribe u Hrvatskoj vrlo mala, a riba i morski plodovi su glavni izvor blagotvornih
omega-3 nezasi¢enih masnih kiselina, EPA i DHA. Konzumacija ribe u Hrvatskoj iznosila je
18,4 kg per capita u 2015. godini, dok prema zadnjim podacima Drzavnog zavoda za
statistiku (DZS) konzumacija ribe iznosi od 8 do 9 kg per capita u 2012. godini. Nadalje,
prema Eurofish istrazivanju o navikama 1 preferencijama potroSaca o konzumaciji ribe u
Hrvatskoj, najmanja konzumacija zabiljezena je u Sredis$njoj i Sjevernoj Hrvatskoj (Eurofish,
2017). U studiji Blocka i suradnika se pokazalo da je omega-3 indeks bio 13,2 % veéi za
svaku dodatnu kategoriju unosa ribe, dok je vrijednost omega-3 indeksa bila 58,1 % visa kod
ispitanika koji su uzimali dodatke omega-3 PUFA (Block i sur., 2008).
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Zbog nacina zivota i prehrane bogate ribom, omega-3 indeks u zdravih Koreanaca i Japanaca
kre¢e se od 7 do 11 %, dok je u zapadnjackim populacijama manji i kre¢e se oko 4 % (Kim 1
sur., 2012).

Tablica 8. Vrijednost omega-3 indeksa, indeksa masne jetre i podaci o pusenju

(srednja vrijednost + standardna devijacija)

v

Zene Muskarci
(n=9) (n=5)
Indeks masne jetre 75,6 £ 26,1 86,8+ 12,3
Omega-3 indeks (%) 325+ 1,14 3,74 +£ 0,97
Pusaci (n) 3/9 1/5

Metaanaliza Guoa i suradnika pokazala je da zdravi, kontrolni ispitanici imaju statisticki
znacajno vecu razinu DHA u eritrocitima i jetri u odnosu na oboljele od nealkoholne masne
bolesti jetre (Guo i sur., 2018). Nekoliko studija je pokazalo nizak status omega-3 m.k. kod
7zena u zapadnim zemljama. U njemackoj nacionalnoj studiji VitaMinFemin sudjelovalo je
446 zena dobi 40 do 60 godina, a srednja vrijednost omega-3 indeksa bila je 5,49 + 1,17 %.
Od toga je 62,8 % zena imalo omega-3 indeks izmedu 4 i 6 % (Gellert i sur., 2017). U
Americi je provedena studija na 111 veterana dobi 69 + 8 godina s bole$¢u perifernih arterija.
Srednja vrijednost omega-3 indeksa bila je 5,2 = 1,8 %. Pokazalo se da je veca vrijednost

omega-3 indeksa bila kod starijih ispitanika i ispitanika koji nisu pusili (Nosova i sur., 2014).

4.4.1. Stupanj povezanosti omega-3 indeksa s ostalim parametrima

Kao $to je prikazano u tablici 9, ispitana je povezanost omega-3 indeksa s antropometrijskim
parametrima, jetrenim enzimima, serumskim lipidima i vrijednos¢u Indeksa masne jetre.
Statisticki znaCajna povezanost nije uoCena niti za jedan parametar. Nadalje, nezavisnim t-
testom ispitano je postoji li razlika u vrijednosti omega-3 indeksa ovisno o spolu i ovisno o
tome je li ispitanik pusa¢. Od 14 ispitanika, u skupini zenskog spola, tri ispitanice su izjavile
da puSe, dok je u skupini muSkog spola samo jedan ispitanik pusio (tablica 8). Razlika u
vrijednosti omega-3 indeksa ovisno o spolu (p = 0,436), kao i o tome je li ispitanik pusac (p =
0,332), nije bila statisticki znacajna. U francuskoj studiji Wagnera i suradnika na 503
ispitanika dobi 35-64 godine, omega-3 indeks je bio veéi kod Zena, a pozitivna povezanost

uocena je izmedu omega-3 indeksa i dobi, §to znaci da je starenjem omega-3 indeks bio veéi.
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Takoder, uocena je negativna povezanost puSenja i opsega struka s omega-3 indeksom. Dakle,
S§to je bio veci opseg struka, bila je manja vrijednost omega-3 indeksa. Isto tako, ako je

ispitanik bio pusac, izmjerena je manja vrijednost omega-3 indeksa (Wagner i sur., 2015).

Snazna veza izmedu dobi 1 vrijednosti omega-3 indeksa uocena je na razli¢itim populacijama.
Nekoliko je mogué¢ih objasnjenja. Moguce je da stariji ljudi, s obzirom na viSe zdravstvenih
problema, vise brige posvecuju redovitom uzimanju kapsula omega-3 PUFA, i to iz
koncentriranijih izvora. Moguce je i da konzumiraju vise o-linolenske kiseline prehrambenim

izvorima, ili da je kod njih pretvorba u tkivima puno ucinkovitija (Block i sur., 2008).

Zanimljive rezultate je pokazala studija Itomure i suradnika, gdje je vrijednost EPA i DHA u
eritrocitima takoder rasla s dobi. Objasnjenje je bilo da stariji Japanci jedu puno vise ribe
nego mladi, Sto je potvrdeno studijama (ltomura i sur., 2008). U studiji Harrisa i sur. (2013)
na 160 000 ispitanika, primije¢eno je da vrijednost omega-3 indeksa raste s dobi i to 7 % za

svako desteljece te postaje stabilna nakon sedamdesete godine Zivota.

Tablica 9. Stupanj medusobne povezanosti izmedu dobi, antropometrijskih parametara i

serumskih lipida (* p<0,05; ** p<0,01)

Omega-3 indeks

r p
Dob -0,029 0,922
Opseg struka -0,343 0,230
I™ -0,25 -0,250
ALP 0,177 0,562
ALT -0,014 0,962
AST 0,134 0,648
GGT 0,155 0,597
Triacilgliceroli -0,243 0,402
Ukupni kolesterol -0,279 0,335
HDL-kolesterol 0,011 0,969
LDL-kolesterol -0,25 0,389
Indeks masne jetre -0,298 0,301

Studije su pokazale da je manja vrijednost EPA i DHA kod pretilih ispitanika povezana s
ve¢om razinom prooksidansa u eritrocitima. Visa razina proupalnih markera, debljina,

oksidativni stres i upala dovode do lo$ijeg statusa omega-3 PUFA (Harris i sur., 2012).
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Isto tako, ispitanici koji su pusili, imali su statisticki zna¢ajno manji omega-3 indeks. To se
moze objasniti da dim cigarete dovodi do oksidativnog stresa i oksidacije dugolancanih

omega-3 PUFA i time do manje vrijednosti omega-3 indeksa (Wagner i sur., 2015).

Nadalje, u studiji Blocka i suradnika na uzorku od 704 ispitanika, pokazalo se da ITM, HDL-,
LDL- i ukupni kolesterol nisu bili statisticki zna¢ajno povezani s vrijedno§¢u omega-3
indeksa (Block i sur., 2008), dok je studija Rose i suradnika pokazala suprotno. Studija na 475
starijih ispitanika u Australiji je pokazala da su ITM, opseg struka, triacilgliceroli i GGT
negativno korelirali s vrijedno$¢u omega-3 indeksa, te da je prevalencija NAFLD-a bila veca

kod ispitanika koji su imali nizi status omega-3 indeksa (Rose i sur., 2016).

Ucinak omega-3 PUFA na smanjenje koncentracije triacilglicerola je poznat, stoga ne cudi
negativna povezanost koncentracije triacilglicerola s omega-3 indeksom (Harris i sur., 2012).
U nacionalnoj kanadskoj studiji, kao i u studiji Rose i suradnika, uocena je pozitivna
povezanost HDL-kolesterola i omega-3 indeksa (Langlois i Ratnayake, 2015; Rose i sur.,
2016), sto podupire rezultate intervencijskih studija da suplementacija ribljim uljem doprinosi
povecéanju razine HDL-Kkolesterola (Ferguson i sur., 2016).

4.5. Vrijednost Indeksa masne jetre

Indeks masne jetre (engl. Fatty liver indx, FLI) pokazao se kao snazan dijagnosticki
pokazatelj NAFLD-a u studiji Motameda i sur. (2016). S obzirom da FLI ¢ine Cetiri parametra
(ITM, opseg struka, GGT, triacilgliceroli) koja su usko vezana uz NAFLD, rezultat je
oc¢ekivan. Vrijednosti ITM-a i opsega struka vece od preporucenih, smatraju se esencijalnim
¢imbenicima rizika za nastanak NAFLD-a, zbog ¢ega je i prevalencija NAFLD-a veca kod
pretilin (Motamed i sur., 2016). Prema dobivenim podacima, srednja vrijednost FLI kod
ispitanika zenskog spola bila je 75,6 £+ 26,1, dok je kod ispitanika muskog spola bila 86,8 +
12,3 (tablica 8). Vrijednost FLI su kod oba spola > 60 ¢ime je utvrdena bolest masne jetre.

4.5.1. Stupanj povezanosti Indeksa masne jetre s ostalim parametrima

Rezultati usporedbe FLI s ostalim parametrima nisu se razlikovali ovisno o spolu. Rezultati su

prikazani u tablici 10.
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Tablica 10. Stupanj medusobne povezanosti Indeksa masne jetre s ostalim parametrima

(** p<0,01)
Omega-3 Ukupni HDL- LDL-
D . ALP ALT AST
ob indeks S kolesterol | kolesterol | kolesterol
Indeks
masne - 0,488 - 0,298 0,003 | 0,715** | 0,445 - 0,135 - 0,841** 0,043
jetre

Statisticki znaCajna umjereno pozitivna povezanost uocena je za ALT i Indeks masne jetre (r
= 0,715; p = 0,004), §to znaci da je porastom vrijednosti ALT-a rasla vrijednost Indeksa
masne jetre (slika 9). S obzirom na povecane vrijednosti jetrenih enzima kod NAFLD-a,

povezanost je ocekivana.

120,00 | .
100,00 |

80,00 |

ALT (U/L)

60,00 |
40,00 | °

20,00 - - - - - ) -
20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Indeks masne jetre

Slika 9. Povezanost Indeksa masne jetre i ALT-a (r = 0,715; p = 0,004)

Takoder, utvrdena je statisticki znaCajna jaka negativna povezanost HDL-kolesterola i
Indeksa masne jetre (r = -0,841; p < 0,001), §to znaci da se smanjenjem vrijednosti HDL-
kolesterola, povecava vrijednost Indeksa masne jetre (slika 10). Ovi rezultati u skladu su sa

studijom Jéagera i sur. (2015) gdje je vrijednost HDL-kolesterola takoder snazno negativno

korelirala sa Indeksom masne jetre, za razliku od ALT-a koji je snazno pozitivno korelirao.
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Slika 10. Povezanost Indeksa masne jetre i HDL-kolesterola (r = - 0,841; p <0,001)

U studiji Suna i sur. (2018), uz negativnu korelaciju HDL-kolesterola i pozitivnu korelaciju
ALT-a, dodatno se pokazala pozitivna korelacija LDL-kolesterola i AST-a. Povezanost s
ostalim parametrima (dob, ALP, AST, ukupni kolesterol, LDL-kolesterol i Omega-3 indeks)
nije bila statisticki znaCajna (tablica 10). Suprotno dobivenim rezultatima, Rose 1 sur. (2016)
su u svojoj studiji utvrdili snaZznu negativnu povezanost Omega-3 indeksa i Indeksa masne
jetre. Opservacijske studije su pokazale poveznicu nizeg statusa omega-3 PUFA u tkivu jetre i
manje konzumacije omega-3 PUFA s pojavnos¢éu NAFLD-a. Eksperimentalne studije
pokazuju da PUFA reguliraju mRNA ekspresiju gena (npr. PPAR- «, SREBP-1c i ChREBP)

uklju¢enih u pohranjivanje masti u jetri (Parker i sur., 2015).

Glavni nedostaci ovog istrazivanja su mali broj ispitanika i nedostatak kontrolne skupine

zdravih ispitanika, zbog ¢ega je interpretacija rezultata otezana.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja, ¢iji je glavni cilj bio procijeniti Kardiovaskularni rizik

oboljelih od NAFLD-a mjerenjem omega-3 indeksa, moze se zakljuciti:

1. Procjenom stanja uhranjenosti pomocu indeksa tjelesne mase kod oboljelih od
NAFLD-a, utvrdeno je da 7,1 % ispitanika ima normalnu TM, 21,4 % prekomjernu
TM, 57,1 % pati od | stupnja pretilosti, dok njih 14,3 % pati od Il stupnja pretilosti.
Pretilost se smatra glavnim ¢imbenikom rizika za razvoj NAFLD-a, stoga se NAFLD

javlja ve¢inom kod pretilih, §to ovi rezultati i potvrduju.

2. Utvrdena je statisticki znaCajna jaka pozitivna povezanost indeksa tjelesne mase s
opsegom struka ispitanika (p < 0,001). Dakle, §to je ispitanik imao ve¢i ITM to mu je i
opseg struka bio veéi. Dobiveni rezultati potvrduju da je opseg struka veci od
preporucenog jedan od ¢imbenika rizika povezanih s NAFLD-om.

3. Statisticki znaCajna umjereno negativna povezanost utvrdena je izmedu indeksa
tjelesne mase i koncentracije HDL-kolesterola u krvi ispitanika (p = 0,006). Dakle, §to
je ispitanik imao vec¢i ITM to su bile manje vrijednosti HDL-kolesterola, ¢ime se

potvrduje spoznaja da pretilost utje¢e na smanjenje Vvrijednosti HDL-kolesterola.

4. Utvrdena je statisticki znac¢ajna umjereno pozitivha povezanost indeksa tjelesne mase
s vrijednostima alanin-aminotransferaze u krvi ispitanika (p = 0,014). Isto tako
utvrdena je 1 medusobna pozitivna povezanost vrijednosti jetrenih enzima (ALT, AST
i GGT). Povecane vrijednosti katalitickih koncentracija jetrenih enzima smatraju se

biomarkerom ostec¢enja jetre oboljelih od NAFLD-a, §to ovi rezultati potvrduju.

5. Statisticki znacajna umjereno negativna povezanost utvrdena je izmedu koncentracije

HDL- kolesterolai ALT-a (p = 0,044), AST-a (p =0,035) i triacilglicerola (p = 0,028).

6. Rezultati procjene kardiovaskularnog rizika mjerenjem vrijednosti omega-3 indeksa
pokazuju da je omega-3 indeks kod ispitanika Zenskog spola bio 3,25 + 1,14 %, dok je
kod ispitanika muSkog spola bio 3,74 + 0,97 %. Dobivene vrijednosti su veoma male,
te prema njima ispitanici oba spola spadaju u skupinu visokog rizika od
kardiovaskularnih bolesti.
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7.

10.

Razlika u vrijednosti omega-3 indeksa ovisno o spolu (p = 0,436), kao i o tome je li
ispitanik pusa¢ (p = 0,332), nije bila statisticki znacajna, §to se moZze pripisati malom

broju ispitanika.

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost vrijednosti omega-3 indeksa s ostalim
parametrima kardiovaskularnog rizika - antropometrijskim parametrima, jetrenim
enzimima, koncentracijom serumskih lipida i Indeksom masne jetre. Ovakav rezultat

se takoder moze pripisati malom broju ispitanika.

Utvrdena je statisticki znaCajna umjereno pozitivna povezanost katalitiCke
koncentracije ALT-a i Indeksa masne jetre (p = 0,004), te snazna negativna
povezanost HDL-kolesterola i Indeksa masne jetre (p < 0,000). Medusobni odnos ovih
parametara mogao bi posluziti u procjeni stanja bolesti u osoba oboljelih od NAFLD.

Dobivene rezultate trebalo bi potvrditi daljnjim istraZzivanjima, koja bi uz veci broj
ispitanika, obuhvatila i zdravu kontrolnu skupinu. Iako je ovim istrazivanjem
obuhvacen mali broj ispitanika, rezultati ukazuju da je zbog niske vrijednosti omega-3
indeksa razvidno slabo kardioprotektivno djelovanje EPA i DHA kod oboljelih od
NAFLD-a. S obzirom na dobivene rezultate, u zdravstvenom sustavu bi se vise paznje
trebalo posvetiti procjeni, a zatim i smanjenju kardiovaskularnog rizika oboljelih od
NAFLD-a.
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7. 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*
ISTRAZIVACT: prof. dr. sc. Zeljko Krznari¢, dr. med.
prof. dr. sc. Adriana Vince, dr. med.
doc. dr. sc. Darija Vranesi¢ Bender, dipl. ing.
Mirja Josi¢, dipl. ing.

Adresa provodenja istraZivanja:

— KBC Zagreb, Kispaticeva 12, 10000 Zagreb (Centar za klinicku 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 na¢inom sudjel ovanja
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. Istraziva¢ je obavezan
odgovoriti na sva pitanja ispitanika koja su povezana sa samim ispitivanjem.

VaSe sudjelovanje u istraZzivanju 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 1 proucite ovu
obavijest, a ako u njoj naidete na bilo kakve nejasnoce ili nepoznate rijeci 1 izraze da o tome
pitate istrazivace 1 lijeCnike koji u istrazivanju sudjeluju 1 duzni su Vam i spremni odgovoriti

na svako pitanje.
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OPIS KLJUCNOG PROBLEMA 1 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 oSteCenjima koji se Kkarakteriziraju 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 oSte¢enjima 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 i
uéinkovite terapije imperativ. Ranija istraZivanja pokazala su kako omega — 3 masne kiseline
imaju blagotvoran u¢inak na metaboli¢ki 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 vec¢a u usporedbi s
apsorpcijom iz triglicerida.

Hipoteza istrazivanja je da unos ulja racic¢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 rac¢ica krilla tijekom 6 mjeseci utjecaj na zdravlje jetre Sto e
se provjeravati na dva naCina, iz uzorka krvi te pomocéu ultrazvuka. Tijekom istrazivanja
uzimanje uzorka krvi kao i ultrazvucna pretraga obavit ¢e se dva puta. Prvi put ¢e biti na
pocetku istrazivanja, a drugi na kraju istraZzivanja 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 racica krilla Almagea KRILL
OIL CARDIO+ (1500 mg ulja raci¢a 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 racica krilla
Almagea KRILL OIL CARDIO+.
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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 ultrazvucne pretrage.

Istrazivaci se obavezuju da prikupljene osobne podatke nec¢e koristiti za drugu namjenu.
Takoder, ispitanici ne¢e u svrhu ovog istrazivanja biti podvrgnuti dodatnim nestandardnim
postupcima ve¢ ukljuCuje krvnu pretragu 1 ultrazvuénu pretragu koje su dio standarne
medicinske dijagnostike 1 prac¢enja 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.

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 oznacava sadrzaj
EPA+DHA u eritrocitima izrazen kao postotak od ukupnih masnih kiselina, a predstavlja
fizioloski relevantan i neovisan ¢imbenik rizika za kardiovaskularne bolesti s potencijalnim
znacajem u klinickoj primjeni. Omega - 3 masne kiseline unosimo putem prehrane, a
namirnice bogate ovim mastima su plava riba (srdela, skuSa, tuna, in¢uni) 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?

Mogucéi 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.
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Ispitiva¢ moze prekinuti VaSe sudjelovanje u ispitivanju ako je uvjeren da je to u Vasem
najboljem interesu ili ako se ne pridrZzavate 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 1 njegovi suradnici, a VaSe ime nikada nece biti otkriveno tre¢im osobama.
Pristup VaSoj dokumentaciji mogu imati 1 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 struénim sastancima i kongresima.

TKO ORGANIZIRA | FINANCIRA OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istrazivanje provodi se u sklopu znanstvenog projekta ,,Primjena ulja raci¢a krilla kod
nealkoholne masne bolesti jetre®, a financira se i1z osobnih sredstava. Provode ga i1
organiziraju Klini¢ka jedinica za klinicku prehranu (KBC Zagreb), Zavod za infekcijske
bolesti jetre i febrilna stanja (Klinika za infektivne bolesti "Dr. Fran Mihaljevi¢") 1 Zavod za
kemiju i biokemiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istraZzivanje odobrila su nadlezna eticka tijela: Eti¢ko 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).
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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: Klini¢ki bolni¢ki centar Zagreb
Klini¢ka jedinica za klinicku 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
Klini¢ka jedinica za klinicku prehranu
Kispati¢eva 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 1 voditelj istraZivanja. Izvorni primjerak dokumenta ¢e zadrzati i

Cuvati voditelj istraZivanja.

Hvala Vam $§to ste procitali ovaj dokument 1 razmotrili moguénost 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).

Proditao/la sam ovu informaciju i pristajem sudjelovati u ispitivanju pod nazivom

»Primjena ulja racica krilla kod nealkoholne masne bolesti jetre.*

IME | PREZIME ISPITANIKA

POTPIS ISPITANIKA:
DATUM:

dan/mjesec/godina



IZJIAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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Ime i prezime studenta



