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SAZETAK

Infekcija virusom humane imunodeficijencije (HIV) povecava rizik od kardiovaskularnih
bolesti jer uzrokuje trajnu upalu, a upala je klju¢ni ¢imbenik u patogenezi ateroskleroze.
Antiretrovirusno lijecenje vrlo ucinkovito suzbija umnozavanje HIV Cestica, ali pri tome
znaCajno mijenja metabolizam lipoproteina i uzrokuje dislipidemiju. Antiaterogeno djelovanje
ekstra djevicanskog maslinovog ulja (EVOOQO) moglo bi umanjiti rizik od kardiovaskularnih
bolesti u osoba zarazenih HIV-om. Cilj rada bio je ispitati u¢inak konzumacije EVOO na
biljege upale i ateroskleroze u HIV-om zarazenih bolesnika koji se lijee antiretrovirusnim
lijekovima. U randomizirano kontrolirano krizno klini¢ko istrazivanje ukljuceno je 39 muskih
ispitanika koji se lijece antiretrovirusnim lijekovima. Intervencijski periodi konzumacije
EVOO, odnosno rafiniranog maslinovog ulja (ROO) - placebo trajali su po 20 dana, s
prekidom od 14 dana, a dnevne doze iznosile su po 50 mL ulja. Koncentracija CRP-a,
interleukina-6, ukupnog kolesterola, HDL-kolesterola, LDL-kolesterola, triglicerida,
malondialdehida, fibrinogena, ox-LDL-a, kataliticka koncentracija superoksid dismutaze i
glutation peroksidaze, aktivnost von Willebrand-ovog ¢imbenika te broj leukocita i brzina
sedimentacije eritrocita odredeni su na pocetku istrazivanja i na kraju svakog intervencijskog

perioda.

Rezultati su pokazali izraZzene ¢imbenike za aterosklerozu u vise od 50% ispitanika, dok je
vise od 90% ispitanika imalo povecanu koncentraciju malondialdehida 1 povecanu kataliticku
koncentraciju superoksid dismutaze. Udio rizi¢nih ¢imbenika bio je znatno veci u ispitanika
lije¢enih inhibitorima proteaze ili abakavirom. Konzumacija ROO smanjila je koncentraciju
malondialdehida za 18% u svih ispitanika, dok je konzumacija EVOO smanjila koncentracije
CRP-a za 151% i brzinu sedimentacije eritrocita za 62% u ispitanika lijeCenih inhibitorima
proteaze. Koncentracije CRP-a znacajno su smanjene nakon konzumacije EVOO samo u
ispitanika ¢ija je suradljivost bila veca od 90%. Konzumacija maslinovih ulja nije smanjila
rizik za koronarnu bolest srca i metabolicki sindrom. Rizi¢ne ¢imbenike za kardiovaskularne
bolesti potrebno je definirati u svih bolesnika s HIV infekcijom prije pocetka
antiretrovirusnog lijeCenja te ih pratiti tijekom lijeCenja. Redovita konzumacija EVOO mogla
bi umanjiti vjerojatnost razvoja kardiovaskularnih bolesti u bolesnika s HIVV-om §to bi trebalo
dodatno potvrditi na ve¢em broju ispitanika tijekom duljeg perioda konzumacije maslinovog

ulja.



Kljuéne rije€i: Ekstra djevicansko maslinovo ulje, Virus humane imunodeficijencije, Upala,

Biljezi ateroskleroze, Antiretrovirusno lijeCenje



SUMMARY

Introduction: Human immunodeficiency virus (HIV) infection is associated with permanent
systemic inflammation that is a key factor in the pathogenesis of atherosclerosis and HIV-
infected patients have a higher risk for cardiovascular disease than normal population.
Although effective in HIV suppression, antiretroviral therapy may cause lipid profile
disturbance. Beneficial effects of extra virgin olive oil (EVOO) could decrease the risk for
cardiovascular disease in HIV-infected patients.

Objective: To assess whether the consumption of EVOO leads to the improvement of
inflammation and atherosclerosis biomarkers in the population of HIV-infected patients

receiving antiretroviral treatment

Examinees: A randomized crossover controlled trial was performed on 39 HIV positive male
participants. Two intervention periods of 20 days were interrupted with a wash-out period of
14 days. During the intervention periods participants consumed daily doses of 50 mL of
EVOO and refined olive oil (ROO) - placebo.

Methods: Concentrations of CRP, interleukin-6, total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-
cholesterol, triglyceride, oxidized LDL, malondialdehyde, fibrinogen, catalytic concentrations
of superoxide dismutase and glutathione peroxidase, activity of von Willebrand factor,
leukocyte number and erythrocyte sedimentation rate were determined in blood samples
before the first and after each of the two intervention periods.

Results: The atherosclerosis risk factors were affected in more than 50% of participants
receiving antiretroviral therapy. In more than 90% of participants malondialdehyde
concentrations and superoxide dismutase catalytic concentrations were increased. Risk factors
were more affected in participants using protease inhibitors and abacavir containing
antiretroviral therapy. After ROO administration, MDA concentration was 18% higher when
compared to basic values. After EVOO administration, in participants using protease
inhibitors containing antiretroviral therapy, erythrocyte sedimentation rate and CRP
concentrations were 62% and 151% lower when compared to basic values, respectively. CRP
concentrations showed a significant decrease after EVOO administration only in participants
with >90% compliance. Olive oil consumption did not affect the risk for coronary heart
disease and the metabolic syndrome diagnosis.



Conclusion: Cardiovascular disease risk factors should be recognized and followed in all HIV
patients receiving antiretroviral therapy. Regular EVOO consumption could decrease
cardiovascular disease onset but further studies on a larger sample size are needed to confirm

these results.

Key words: Extra virgin olive oil, Human immunodeficiency virus, Inflammation,

Atherosclerosis biomarkers, Antiretroviral therapy
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POPIS KRATICA

4-AAP 4-aminoantipirin

ADCC Stani¢na citotoksi¢nost posredovana protutijelima (engl. Antibody-dependent cellular cytotoxicity)

ADP Adenozin difosfat

AIDS Sindrom ste¢ene imunodeficijencije (engl. Aquired immunodeficiency syndrome)

AKS Akutni koronarni sindrom

APTV Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

ATP I Panel lijeCenja odraslih III (engl. Adult treatment panel I11)

cAMP Cikli¢ki adenozin monofosfat

CCR Kemokinski receptor (engl. Chemokine receptor)

CD Stani¢ni diferencijacijski antigen (engl. Cluster of differentiation)

CRABP-1  Stani¢ni protein koji veze retinoi¢nu kiselinu (engl. Cellular retinoic-acid binding protein-1)

CRF Cirkuliraju¢e rekombinantne forme (engl. Circulating recombinant forms)

CRP C-reaktivni protein

CVvD Kardiovaskularne bolesti (engl. Cardiovascular diseases)

CXCR4 Kemokinski receptor tipa 4 (engl. Chemokine receptor type 4)

CYP Citokrom P450

DHBS 3,5-dikloro-2-hidroksibenzen-sulfonat

DNA Deoksiribonukleinska kiselina

DHAR Dehidroaskorbat-reduktaza

EDTA Etilendiaminotetraoctena kiselina

EGF Epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal growth factor)

ELISA Enzimimunokemijska analiza (engl. Enzyme linked immunosorbent assay)

eNOS Endotelna sintaza dusikovog (II) oksida (engl. Endothelial Nitric oxide synthase)

EVOO Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje (engl. Extra virgin olive oil)

GC-MS Plinska kromatografija povezana sa spektrometrijom masa (engl. Gas chromatography-mass
spectrometry)

GM-CSF Cimbenik stimulacije granulocitnih i makrofagnih kolonija (engl. Granulocyte-macrophage colony
stimulating factor)

Gp Glikoprotein

GR Glutation reduktaza

GSH-Px Glutation peroksidaza

GSSG Oksidirani glutation

GSH Reducirani glutation

H3PO, Fosforna kiselina

H,0, Vodikov peroksid

HAART Vrlo djelotvorna antiretrovirusna terapija (engl. Highly active antiretroviral treatment)

hsCRP CRP odreden metodom visoke osjetljivosti (engl. High sensitivity CRP)

HDL Lipoproteini visoke gustoc¢e (engl. High density lipoproteins)

HIV Virus humane imunodeficijencije (engl. Human immunodeficiency virus)

HMG-CoA  B-hidroksi- p -metil-glutaril koenzim A

HPLC teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid chromatography)

HT Hidroksitirosol (engl. Hydroxytyrosol)

IFCC Medunarodna federacija za klini¢ku kemiju i laboratorijsku medicinu (engl. International Federation
for Clinical Chemistry)

ICAM-I Unutarstani¢ne adhezijske molekule tipa I (engl. Intercellular adhesion molecule type 1)

IDF Medunarodna dijabeti¢ka federacija (engl. International Diabetes Foundation)

IL Interleukini

IM Infarkt miokarda

IP Interval pouzdanosti

IQR Interkvartilni raspon

JAK Janus kinaza (engl. Janus kinase)

kb Kilobaza

KKS Kompletna krvna slika

LDL Lipoproteini niske gustoce (engl. Low density lipoproteins)

LIF Cimbenik inhibicije leukemija (engl. Leukemia inhibitory factor)

LOOH Lipidni hidroperoksidi
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MCP-1
M-CSF
MDA
MHC
M1dG
MMP
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MUFA
NADPH
NCEP
NF-kB
NK stanice
NO
NNRTI
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OSM
ox-LDL
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PCR
PDGF
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Pl
PPAR
PSGL-1
PUFA
PV
RNA
ROO
ROS
RT
RxR

SD

SFA
SMK
SOD
SREBP
STAT
T

TE
TMB
TNF
TV
UNAIDS
VCAM-1
VLDL
vWif
vWIf Ri:Co
WHO

Lipoprotein lipaza

Protein srodan LDL receptoru (engl. Low density lipoprotein-receptor-related protein)

Duge ponavljajuce sekvence (engl. Long terminal repeat)

Monocitni kemotaktic¢ki protein-1 (engl. Monocyte chemoattractant protein-1)

Cimbenik stimulacije kolonije monocita (engl. Monocyte colony stimulating factor)
Malondialdehid

Glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. Major histocompatibility complex)
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protein)
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Stanice prirodni ubojice (engl. Natural killer cells)
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3-O-metil hidroksitirosol (engl. 3-O-methyl-hydroxytyrosol)
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Oksidirane LDL-¢estice (engl. Oxidized LDL)

Inhibitor aktivatora plazminogena (engl. Plasminogen activator inhibitor-1)
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Vezni protein regulacijskog elementa koji vezZe sterol (engl. Sterol regulation element binding protein)
Prenositelj signala i aktivator transkripcije (engl. Signal transducer and activator of transcription)
Tirosol (engl. Tyrosol)

Tkivni ¢imbenik (engl. Tissue factor)

3,37,5,5 tetrametilbenzidin

Cimbenik tumorske nekroze (engl. Tumor necrosis factor)

Trombinsko vrijeme

UN-ov program borbe protiv AIDS-a (engl. United Nations programme on HIV/AIDS)
Vaskularna adhezijska molekula-1 (engl.Vascular cell adhesion molecule-1)

Lipoproteini vrlo niske gustoée (engl. Very low density lipoproteins)

Von Willebrand-ov ¢imbenik zgrusavanja (engl. Von Willebrand factor)

Ristocetinska aktivnost von-Willebrand-ovog ¢imbenika zgrusavanja

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World health organization)



1 UVvOD

1.1  Virus humane imunodeficijencije

1.1.1 Gradai replikacijski ciklus

Virus humane imunodeficijencije (engl. Human immunodeficiency virus, HIV) pripada

porodici Retroviridae, rod Lentivirus.

Razlikujemo dva tipa virusa: HIV-1 i HIV-2. HIV-1 je odgovoran za pandemiju i glavni je
uzro¢nik sindroma steCene imunodeficijencije (engl. Aquired immunodeficiency syndrome,

AIDS). HIV-2 ima slabiji virulentni potencijal i ograni¢en je na sredi$nju i zapadnu Afriku.

Temeljem homologije izmedu genomskih sekvenci HIV-1 virusa, napravljena je podjela na tri
grupe: M (engl. Major), O (engl. Qutlier) i N (engl. non-M/non-O). M grupa je
najzastupljenija i dijeli se na 9 podtipova (engl. Clades), a podtipovi imaju jo§ najmanje Sest
pod-podtipova (1).

HIV ¢gestica ima promjer oko 100 nm i okruZena je lipoproteinskom membranom. Na povrsini
membrane smjesteni su glikoproteinski kompleksi sastavljeni od trimera gp120, koji su vezani
preko transmembranskih glikoproteina gp41. Vezanje gp120 za gp4l nije kovalentno, pa se
gp120 konstantno otpusta u mikrookolis§ te se moze detektirati u serumu i limfatickom tkivu
zarazenih osoba. Protein p17 usidren je s unutarnje strane lipoproteinske membrane, a kapsida
virusa sastavljena je od polimera antigena jezgre p24. Unutar kapside nalaze se: genom HIV-a
u nukleoproteinskom kompleksu, koji c¢ine dvije identi¢ne jednolanc¢ane molekule
ribonukleinske kiseline (RNA) pozitivhog polariteta, te enzimi: reverzna transkriptaza (RT),

integraza, proteaza i ribonukleaza. Gradu HIV-1 Cestice prikazuje Slika 1.
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Slika 1. Grada HIV-1 ¢estice, preuzeto iz (2)

Replikacijski ciklus HIV-a odvija se u Sest osnovnih koraka. 1) Pomocu receptora gp120 i
gp41 HIV se veze na stanice koje posjeduju stani¢ni diferencijacijski antigen CD4+ (engl.
Clusters of differentiation, CD) i kemokinske koreceptore (CCR5 i CXCR4). 2) Virusna
ovojnica se spaja Sa staniénom membranom i u stanicu oslobada nukleoproteinski kompleks.
3) U citoplazmi virusna RT prepisuje virusnu RNA najprije u jednolan¢anu DNA, a potom
sintetizira i drugi lanac na temelju prvog lanca kalupa. Provirusna DNA ima genom sastavljen
od oko 8,5 kb (kilobaza) na cija se oba kraja nalaze duge ponavljajuce sekvence (engl. Long
terminal repeat, LTR). U genomu HIV-a poznato je devet gena od kojih su tri strukturna: gag,
pol i env, dva regulacijska: tat i rev i jos Cetiri gena s nedovoljno poznatim funkcijama: vpu,
vpr, vif i nef. Gen gag kodira strukturne proteine jezgre virusa, gen env kodira proteine
ovojnice, dok gen pol kodira enzime reverznu transkriptazu, integrazu i proteazu, koje su
vazne za replikaciju virusa (3). 4) Dvolanéana DNA ulazi u jezgru stanice i uz pomoé
integraze ugraduje se U genom domacina. 5) U povoljnom trenutku za virus dolazi do
aktivacije stanice i transkripcije provirusne DNA u mRNA. mRNA izlazi iz jezgre i na
grubom endoplazmatskom retikulumu prevodi se u dugacke proteine prekursore. Navedeni
proteini se uz pomo¢ proteaze virusa kidaju u funkcionalne proteine sposobne da zajedno s

genetskim materijalom formiraju nove virusne Cestice. 6) Stvaraju se nove virusne cestice,



koje pupaju i iz stanice izlaze kao zreli virioni. Replikacijski ciklus HIVV-a prikazuje Slika 2.
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Slika 2. Replikacijski ciklus HIV-a. Preuzeto iz (4)
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1.1.2 Imunopatogeneza i tijek infekcije

-----

osobom, a ostali na¢ini prijenosa su homoseksualni spolni odnos izmedu muskaraca, razmjena
zarazenog pribora korisnika intravenskih droga, vertikalni prijenos s majke na dijete, prijenos

putem transfuzije zaraZene krvi ili transplantacijom zaraZenih organa.

Infekcija HIV-om, kao i drugim predstavnicima roda Lentivirus, ima polagan tijek bolesti s
dugim periodom klinicke latencije, perzistentnom virusnom replikacijom i pridruzenim
poremecajima srediSnjeg Ziv€anog sustava. Patogeneza HIV infekcije i njezina progresija u
AIDS posljedica je svojstava samog izolata virusa koji je uzrokovao infekciju i imunoloskog
odgovora domacina. Infekcija HIV-om dovodi do trajnog i progresivnog oStecenja
imunoloskog sustava, gdje najvise bivaju unisteni CD4+ T-limfociti.

CDA4+ biljeg se nalazi na povrsini oko 60% cirkuliraju¢ih T-limfocita, njihovih prekursora,
monocita/makrofaga, eozinofila, dendriti¢nih stanica i mikroglija stanica srediSnjeg Zivéanog

sustava. CD4+ normalno funkcionira kao koreceptor glavnog sustava tkivne podudarnosti

(engl. Major histocompatibility complex, MHC) tipa Il, pomoé¢u kojeg stanica prepoznaje
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preradeni antigen. Prerada (preuredba) antigena dogada se u dendriti¢nim stanicama, koje se
nalaze u cirkulaciji ili u sluznici, §to ovisi o na¢inu prijenosa HIV-a. Dendriti¢ne stanice
prenose preradeni virus u limfne ¢vorove, gdje dolazi do njihovog kontakta s CD4+ T-
limfocitima. Na ovaj na¢in primarna infekcija HIV-om S8iri se najprije po limfnom tkivu, a
zatim i kroz cirkulaciju. U isto vrijeme dogada se intenzivna replikacija virusnih ¢estica. To je
faza tzv. primarne viremije koja se javlja 3-6 tjedana nakon infekcije, a karakterizira ju
smanjenje broja CD4+ T-limfocita. Klini¢ki, ova faza bolesti mozZe proéi neopazeno, a mogu
osip, oralne ulceracije, faringitis, malaksalost, mialgije, artralgije itd. Simptomi obi¢no traju
2-3 tjedna.

Nakon primarne viremije uspostavlja se humoralni i stani¢ni odgovor domacina na infekciju.
Protutijela sudjeluju u sprecavanju daljnje infekcije stanica, a poznat je i mehanizam
citotoksi¢nosti posredovane protutijelima (engl. Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity,
ADCC). Kao i kod veéine virusnih infekcija, stani¢na imunost je vaznija u obrani organizma.
CD8+ citotoksi¢ni T-limfociti uz pomo¢ MHC klase I prepoznaju i eliminiraju stanice
zarazene virusom. Obrambeni mehanizmi samo djelomi¢no unistavaju populaciju virusa koji
na razini organizma uspostavljaju latentnu infekciju, a istovremeno se intenzivno umnozavaju
u limfnim ¢vorovima. Trajna prisutnost 1 umnoZavanje HIV-a dovodi do luc¢enja proupalnih
citokina interleukina-1 (IL-1), ¢imbenika tumorske nekroze-a (engl. Tumor necrosis factor-q,
TNF-a), interleukina-6 (IL-6), ¢ime se izaziva kroni¢na sistemska upala. Limfni ¢vorovi
postaju zasticeni "rezervoari" virusa koji odrzavaju ekspresiju virusnih antigena na niskoj

razini.

U nelijeCenih osoba, prosje¢no vrijeme od nastanka infekcije HIV-om, pa do smrti
uzrokovane AIDS-om iznosi 11 godina. Kroz to vrijeme polako se razara arhitektura limfnih
¢vorova, a broj CD4+ T-limfocita se smanjuje. U zdravih osoba odnos CD4/CD8 T-limfocita
iznosi oko 2:1. U osoba zarazenih HIV-om, zbog smanjenja broja CD4+ T-limfocita, ovaj
odnos postaje obrnut. Kad se broj CD4+ T-limfocita smanji ispod 200 stanica u pL krvi,
povecava se vjerojatnost nastanka oportunisti¢kih infekcija uzrokovanih bakterijama,
virusima, gljivama, parazitima, a ces¢e se pojavljuju i neke vrste tumora. Tako uznapredovala

faza infekcije HIVV-om definira se kao AIDS.



1.1.3 Dijagnostika

Dijagnoza infekcije HIV-om temelji se na dokazivanju protutijela na virusne antigene (p24,
gp4l, gpl20, gpl60). Kod veéine osoba inficiranih HIV-om, protutijela u serumu se
pojavljuju u razdoblju od cetiri do 10 tjedana i >95% zarazenih serokonvertira unutar Sest
mjeseci od trenutka izlaganja virusu (5). Protutijela se najéeS¢e odreduju
enzimimunokemijskom analizom (engl. Enzyme linked immunosorbent assay, ELISA), a kao
potvrdni test koristi se Western blot kojim se odreduje paleta protutijela prisutnih tijekom
HIV infekcije.

Odredivanje virusne RNA u plazmi moguce je 10 - 12 dana nakon infekcije pomocu metode
lancane reakcije polimerazom uz reverznu transkriptazu (engl. Reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR). Prema broju virusnih Cestica odreduje se pocetak

antiretrovirusnog lijeCenja, te prati njegova ucinkovitost.

Odredivanje broja CD4+ T-limfocita metodom imunofenotipizacije koristi se za pracenje

tijeka bolesti i u¢inkovitosti lijecenja.

Dokazivanje HIV-a u stani¢noj kulturi koristi se samo u istrazivacke svrhe.

1.1.4 LijeCenje

Proslo je gotovo trideset godina od pronalaska uzro¢nika AIDS-a, no lijek koji bi u
potpunosti izlije¢io oboljelu o0sobu, nije otkriven. Uvodenjem vrlo djelotvornog
antiretrovirusnog lije¢enja (engl. Highly Active Antiretroviral Treatment, HAART) pocetkom
proSlog desetljeca, postiglo se znaCajno smanjenje virusne replikacije. HAART je znatno
ublazio tijek bolesti, omogucio o¢uvanje specificnog imunoloskog odgovora na HIV, smanjio
pojavu virusnih mutacija, odgodio pojavu AIDS-a i smanjio vjerojatnost prijenosa virusa od

strane zarazenih osoba na zdrave osobe (ukljucujuci i vertikalni prijenos s majke na dijete).

Danas se u lijeCenju 0soba zarazenih HIV-om koriste sljedece skupine lijekova: nukleozidni
analozi - inhibitori reverzne transkriptaze, nukleotidni analozi - inhibitori reverzne
transkriptaze, nenukleozidni analozi - inhibitori reverzne transkriptaze, inhibitori proteaze,

inhibitori fuzije, inhibitori kemokinskih receptora i inhibitori integraze (6).

1.1.4.1 Nukleozidni analozi - inhibitori reverzne transkriptaze

Nukleozidni analozi - inhibitori reverzne transkriptaze (engl. Nucleoside reverse transcriptase
inhibitors, NRTI) se nakon ulaska u stanicu fosforiliraju, a zatim kompetiraju s prirodnim

nukleotidima za vezanje na reverznu transkriptazu, a time i za ugradnju u HIV DNA. NRTI se
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razlikuju od fizioloskih nukleotida po tome §to na deoksiribozi NRTI-a nedostaje 3-OH
skupina, ¢ime se onemogucuje stvaranje fosfodiesterske veze sa sljede¢im nukleotidom.
Ugradnjom nukleozidnog analoga u HIV DNA lanac, zaustavlja se njegova elongacija.
Predstavnici ove grupe lijekova su: zidovudin, didanozin, lamivudin, stavudin, abakavir i

emtricitabin, te njihove kombinacije.

1.1.4.2 Nukleotidni analozi - inhibitori reverzne transkriptaze

Nukleotidni analozi - inhibitori reverzne transkriptaze (engl. Nucleotide reverse transcriptase
inhibitors, NtRTI) djeluju na reverznu transkriptazu slicno kao NRTI, ali od NRTI ih
razlikuje prisutnost jedne molekule fosfata. Najvazniji je predstavnik tenofovir, koji postoji i

u kombinaciji s drugim lijekovima.

1.1.4.3 Nenukleozidni analozi - inhibitori reverzne transkriptaze

Nenukleozidni analozi - inhibitori reverzne transkriptaze (engl. Non-Nucleoside reverse
transcriptase inhibitors, NNRTI) se vezu na kataliti¢ki aktivno mjesto reverzne transkriptaze,
koju na taj nacin inhibiraju. Predstavnici ove grupe lijekova su nevirapin, delavirdin,

efavirenz i rilpivirin.

1.1.4.4 Inhibitori proteaze

Inhibitori proteaze (engl. Protease inhibitors, PI) se vezu na aktivno mjesto enzima proteaze,
zbog Cega proteaza ne moze kidati gag-pol poliprotein u njegove funkcionalne podjedinice.
Djelovanjem PI nastaju nezrele i nepatogene virusne Cestice. Predstavnici ove grupe lijekova

su sakvinavir, indinavir, ritonavir, nelfinavir, atazanavir, tipranovir i darunovir.

1.1.4.5 Inhibitori fuzije

Inhibitori fuzije (engl. Fusion inhibitors) se vezu na gp41 i inhibiraju vezanje virusa na

stanicu. Predstavnik je enfuvirtid.

1.1.4.6 Inhibitori kemokinskih receptora

Inhibitori kemokinskih receptora (engl. Entry inhibitors) blokiraju kemokinski koreceptor

CCR5 kojeg HIV Koristi prilikom ulaska u stanicu. Predstavnik je maravirok.

1.1.4.7 Inhibitori integraze

Inhibitori integraze (engl. Integrase inhibitors) djeluju tako da sprec¢avaju ugradnju HIV DNA

u humani genom, ¢ime se onemogucuje replikacija virusa. Predstavnik je raltegravir.



1.1.4.8 Neuspjesi i nuspojave lijeCenja

Uz sve navedene lijekove, kao i one koji su se u meduvremenu pojavili na trzistu, HIV jo$
uvijek uspijeva izbjeéi kontrolne mehanizme imunoloskog sustava. Reverzna transkriptaza
nema sposobnost popravka krivo prepisane baze, kao $to ima DNA polimeraza u eukariota.
Zbog toga se u prosjeku na svakih 1000 pb dogada mutacija jedne baze, $to uz veliku dnevnu
produkciju virusa (10*° novih virusnih &estica) uzrokuje nastanak razligitih genotipova virusa.
Rekombinacija gena dvaju virusa koji istodobno ili jedan za drugim zaraze istu stanicu,
dovodi do pojave cirkuliraju¢ih rekombinantnih formi (engl. Circulating recombinant forms,
CRF), s§to dodatno doprinosi stvaranju iznimno velikog broja genetski razli¢itih HIV Cestica.
Tijekom lije¢enja HAART-om moze se pojaviti rezistencija virusa na pojedini lijek ili grupu
lijekova, $to znaci da se virus replicira u prisutnosti lijeka. Lijek smanji replikaciju divljeg
tipa virusa, ali se u cirkulaciji mogu javiti mutirani virusi, na koje lijek ne moze djelovati i

koji se tada pocinju intenzivnije umnozavati.

Jedna od najvaznijih nuspojava lijeéenja HAART-om je poremecena koncentracija lipida u

serumu bolesnika.

Dislipidemija je najceSce opisana u bolesnika koji se lijece inhibitorima proteaze, a javlja se u
kombinaciji ritonavira (iz grupe Pl lijekova) sa stavudinom (iz grupe NRTI lijekova).
Koncentracije lipida u serumu pocinju se mijenjati U prosjeku mjesec dana nakon zapocetog
lijeCenja pomocu Pl, a promjene su najizrazenije tri mjeseca nakon pocetka lijeCenja pomocu
PI (7). P1 u hepatocitima stimuliraju sintezu triglicerida, u manjoj mjeri i ukupnog kolesterola,
te sekreciju apolipoproteina B (apo B), §to rezultira prekomjernom produkcijom lipoproteina
vrlo niske gustoce (engl. Very low density lipoprotein, VLDL). PI takoder inhibiraju
degradaciju veznog proteina regulacijskog elementa koji veze sterol (engl. Sterol regulatory
binding protein, SREBP). SREBP proteini su porodica transkripcijskih ¢imbenika ukljucenih
u regulaciju diferencijacije adipocita, sinteze kolesterola i masnih kiselina, te hormonskih
receptora u jezgri kao $to su retinoidni x receptor (engl. Retinoid x receptor, RxR) i receptor
aktiviran peroksisomskim proliferatorom (engl. Peroxisome proliferator activated receptor,

PPAR). Produljenim djelovanjem SREBP proteina povecava se proizvodnja kolesterola.

Ritonavir, lijek iz grupe Pl, moze smanjiti aktivnost lipoprotein-lipaze (LPL) i do 44% (8).
Zbog smanjene aktivnosti LPL-a, iz VLDL-kolesterola se oslobada manje slobodnih masnih
kiselina (SMK). Osim toga, smanjen je i unos SMK u adipocite. To ukupno rezultira
povecanim koncentracijama SMK u cirkulaciji bolesnika, sto dodatno inhibira lipoprotein

lipazu (LPL), jer nastaje tzv. inhibicija produktom. Smanjena aktivnost LPL-a dovodi do
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smanjene razgradnje VLDL-a, $to povecava njegovu koncentraciju.

Pl inhibiraju virusnu proteazu na katalitickom mjestu enzima, ¢ija je struktura homologna s
dva humana proteina uklju¢ena u metabolizam lipida. Jedan od njih je stani¢ni protein koji
veze retinoi¢nu kiselinu (engl. Cellular retinoic-acid binding protein-1, CRABP-1), a drugi je
protein srodan LDL receptoru (engl. Low density lipoprotein-receptor-related protein, LRP).
Inhibicija CRABP-1 povecava brzinu apoptoze adipocita i smanjuje diferencijaciju
preadipocita u adipocite, Sto rezultira smanjenom pohranom triglicerida i povecanim
otpustanjem lipida u cirkulaciju. Inhibicija LRP-a dovodi do smanjenog ulaska hilomikrona u
jetru i smanjene razgradnje triglicerida u endotelu, Sto rezultira hipertrigliceridemijom i

rezistencijom na inzulin (9, 10).

Trenutne preporuke za lijeCenje dislipidemije kod HIV oboljelih kazu kako ovu populaciju
bolesnika treba od dislipidemije lijeciti slicno kao i normalnu populaciju, a stanje se ponekad

moze popraviti promjenom kombinacije HAART-a (11).

Zbog dislipidemije, bolesnici koji se lije¢e pomocu Pl, skloniji su obolijevanju od
kardiovaskularnih bolesti. Osim toga, rizi¢ni ¢imbenici, Koji su preduvjet razvoja

ateroskleroze u osoba zarazenih HIV-om, javljaju se ranije nego u zdravoj populaciji (12).

Lipoatrofija je gubitak tjelesne masti na ekstremitetima (ruke i noge) i obrazima, a
lipohipertrofija je karakteristicno nakupljanje tjelesne masti u podrucju trupa. Lipoatrofija i
lipohipertrofija se rijetko javljaju u opcoj populaciji, ali su Ceste komplikacije tijekom
lijeCenja HIV-a. Lipoatrofija se moZe javiti kao nuspojava lijeCenja stavudinom i

zidovudinom, dok se lipohipertofija moze javiti prilikom lijeCenja pomocu PIL.

NRTI uzrokuju mitohondrijsku toksi¢nost jer inhibiraju polimerazu-gama, zbog Cega je
onemogucéena replikacija mitohondrijske  DNA. To dovodi do periferne lipoatrofije,

laktacidoze, jetrene steatoze, periferne neuropatije i miopatije.

HAART, a narocito PI, odgovorni su i za rezistenciju na inzulin, hiperinzulinemiju,

hiperglikemiju i Se¢ernu bolest tipa II.

Usprkos slicnom rezimu lijeCenja, imunoloskim karakteristikama 1 slicnom broju virusnih
Cestica u plazmi, navedene komplikacije ne dogadaju se kod svih HIV-1 bolesnika lijecenih
istom kombinacijom lijekova. Razlozi razli¢itog terapijskog odgovora su genetski ¢imbenici
domacina, kao Sto je polimorfizam gena za apo E i apo ClllI koje se u opc¢oj populaciji

povezuju s hiperlipidemijom i kardiovaskularnim bolestima (13, 14).



Pl imaju inhibitorni uéinak na citokrom CYP 3A4 koji sudjeluje u metabolizmu statina.
Smanjena sposobnost metaboliziranja statina u tom sluc¢aju dovodi do njegove povecane

koncentracije u cirkulaciji, a time i pojacane toksi¢nosti za jetru i skeletne misice (14).

1.1.5 Epidemiologija HIV infekcije u svijetu

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World health organization, WHO)
iz prosinca 2009. godine, oko 33,3 milijuna ljudi u svijetu bilo je zarazeno HIV-om. Tijekom
iste godine zabiljezeno je 2,6 milijuna novoinficiranih osoba, a umrlo je 1,8 milijuna HIV-om

zarazenih osoba (16).

1.1.6 Epidemiologija HIV infekcije u Hrvatskoj

Prema podacima Sluzbe za epidemiologiju zaraznih bolesti Hrvatskog zavoda za javno
zdravstvo, od pojave prve zaraze HIV-om u Hrvatskoj (1985. godine), pa do 1. prosinca 2010.
godine registrirano je ukupno 846 osoba zarazenih HIV-om. U tom razdoblju 319 osoba
razvilo je AIDS, a umrlo je ukupno 176 oboljelih osoba. Medu svim osobama s HIV
infekcijom 87% posto su muskarci. Dominantni put prijenosa HIV-a je spolni odnos
muskaraca sa zaraZenim muskarcima. Najve¢i broj infekcija registrira se u dobnoj skupini od

25 do 49 godina (17).



1.2 Aterogeneza

vvvvv

osoba iznad 60 godina starosti, a gotovo redovno imaju u podlozi aterosklerozu.
Ateroskleroza je upalna, degenerativna bolest srednjih i velikih arterija koja se razvija
godinama, a vrlo Cesto pocinje u ranoj zivotnoj dobi. Ako ateroskleroza zahvati koronarne
arterije, moguca je pojava koronarne bolesti srca (engl. Coronary Heart Disease, CHD) gdje
je smanjena opskrba srca kisikom, tj. ishemija. Tri su opéa rezultata ishemije srca:
kongestivna sréana bolest, angina pektoris i infarkt miokarda (18). Ateroskleroza je najcesce
asimptomatski poremecaj sve dok se lumen stijenke arterije ne smanji za 70 - 80%, a to se u
koronarnoj cirkulaciji manifestira kao angina pektoris. Ipak, vecina akutnih i
cerebrovaskularnin sindroma (nestabilna angina, infarkt miokarda, iznena smrt |
cerebrovaskularni inzult) dogada se kod stenoze gdje je lumen krvne zile smanjen za manje
od 50%, pa se kod takvih slucajeva najCes¢e radi o rupturi plaka. Razlikujemo dvije vrste
aterosklerotskih plakova: stabilne i nestabilne. Stabilni plak je uglavnom sastavljen od malog
lipidnog lumena koji je pokriven debelom fibromuskularnom ovojnicom. Lumen nestabilnog
plaka se sastoji od vece koli¢ine lipoproteina, a pokriven je tankom ovojnicom 1 velikim

brojem upalnih stanica. Nestabilni plak je skloniji rupturi nego stabilni.

Riziéni Cimbenici koji se mogu povezati S nastankom ateroskleroze su genetska
predispozicija, dob, spol, hiperkolesterolemija, hiperhomocisteinemija, povisen krvni tlak,

pusenje, debljina, SeCerna bolest, infektivni agensi i fizicka neaktivnost.

Donedavno se smatralo da je ateroskleroza "lipid storage disease™” i da je plak koji opstruira
krvnu Zzilu uzrokovan isklju¢ivo akumulacijom lipida unutar arterijske stijenke. Ipak, s
vremenom se pokazalo da plak uz ekstracelularne lipide, sadrzi i vezivno tkivo, pjenaste
stanice, makrofage, dendritiéne stanice i limfocite. Takva slika je posljedica vrlo
kompleksnog poremecaja koji najcesc¢e ukljucuje oksidacijski stres, promijenjen metabolizam
lipoproteina, disfunkciju endotela krvnih Zila, poremecaj regulacije krvnog tlaka i promjene
koje utjeCu na hemostazu. U poodmaklom stadiju ateroskleroze, unutar aterosklerotskog plaka
formira se njegova vlastita mikrocirkulacija, ali novonastale krvne Zilice imaju tanke stijenke
sklone pucanju, §to dovodi do krvarenja u unutraSnjost plaka. Navedena krvarenja pogoduju

progresiji ateroskleroze (19).
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1.2.1  Oksidacijski stres

Slobodni radikali su atomi ili molekule s jednim ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj

orbitali, zbog Cega su visoko reaktivni.

Izvori slobodnih radikala mogu biti vanjski (npr. ioniziraju¢e zracenje) 1 unutarstanicni.
Glavno mjesto stvaranja slobodnih radikala u stanici je unutrasSnja membrana mitohondrija,
gdje se slobodni radikali stvaraju prilikom transporta elektrona kroz respiracijski lanac. Ostala
mjesta nastanka slobodnih radikala u stanici su jezgrina membrana i membrana

endoplazmatskog retikuluma.

Najzastupljeniji slobodni radikali u organizmu su kisikovi radikali (superoksidni anion (O, ),
perhidroksilni radikal (HO,-), hidroksilni radikal (HO-), radikal dusikovog (II) oksida (NO-),
protonirani aminoradikal (H3N™), hipokloritni anion (OCI"), akvatizirani elektron (esq), te

meduproizvodi metaboli¢kih puteva (20).

Poluzivot slobodnih radikala je kratak (traje od nekoliko ps do ms). Prema spojevima s
kojima reagiraju pokazuju nisku specifi¢nost, pa su njihove ciljne molekule, odnosno mjesta
djelovanja slobodnih radikala, vrlo raznolike. Vezanjem na dostupne molekule, slobodni
radikali pokreéu neenzimske lancane reakcije, a mnogi novonastali spojevi takoder imaju
svojstva slobodnih radikala. Osobito su vazni slobodni radikali malih molekula, jer kao takvi

lako difundiraju kroz membrane i dostupna im je vecina stani¢nih struktura.

Da bi sparili svoj slobodni elektron i formirali stabilan spoj, slobodni radikali se spajaju s
makromolekulama (proteini, lipidi, ugljikohidrati i DNA). Ipak, takva stabilizacija dovodi
uglavnom do nepovoljnih u¢inaka na organizam, a najvazniji od njih su oStecenja, aktivacija
signalnih putova koji induciraju ili inhibiraju vazne gene i/ili enzime, starenje, maligna
transformacija, apoptoza i nekroza stanica. Naj¢e$¢a meta oksidacijskih oStecenja su lipidne
molekule, i to one koje sadrze veliki udio polinezasi¢enih masnih kiselina (engl.
Polyunsaturated fatty acids, PUFA). Kod takvih oksidacijskih o$tecenja stvara se veliki broj

sekundarnih produkata, naj¢es¢e aldehida.

Lipidna peroksidacija zapocinje vezanjem slobodnog radikala na metilensku skupinu (-CH,-)
polinezasi¢ene masne kiseline. Nakon vezanja slobodnog radikala iz metilenske skupine
izdvaja se vodikov ion, a na ugljikovu atomu ostaje nespareni elektron (-"CH). Novonastali
radikal postaje mjesto molekularne pregradnje prilikom koje se formiraju dieni. Dieni se, u
aerobnim uvjetima, mogu spajati s kisikom i stvarati peroksilne radikale koji mogu oduzeti

atom vodika drugoj masnoj kiselini i tako nastaviti lan¢anu reakciju, a taj se proces zove
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propagacija. Produkti lan¢ane reakcije su lipidni hidroperoksidi (LOOH) i reaktivni ugljikovi
radikali. Tijekom propagacije, LOOH u prisutnosti Zeljeza disocira na LO" i LOO’, koji
ponovno mogu pokrenuti proces peroksidacije. Krajnji produkti su aldehidi, ketoni, razli¢iti

ugljikovodici, epoksidi i drugi radikali. Shemu lipidne peroksidacije prikazuje Slika 3.

‘%7 Aktivacijo ;

Mezasi¢ens | ipidni rcldlkdl

molekula lipida

.|r POPRIERLC, |'_|'-!'|'

R R R
OH oo" H
H%ﬂ -« H—% + H‘%

Lipidmni Lipidni peroksil Mesasicena
peroksid radikal maolekula lipida
Slika 3. Shema lipidne peroksidacije. Preuzeto iz (21)

Aldehidi, koji nastaju kao produkti lipidne peroksidacije, su dugozivuce i vrlo reaktivne
molekule sposobne djelovati unutar stanica i izvan njih. Reagiraju s drugim biomolekulama
(proteini i nukleinske kiseline) i dovode do njihovog ireverzibilnog oste¢enja. To je osobito
razorno za bioloske membrane, koje su uglavnom sazdane od PUFA. Oste¢enja membrana
imaju za posljedicu gubitak fluidnosti, promjene membranskog potencijala, poveéanje
permeabilnosti prema nekim ionima, a moguce su i rupture (22). Malondialdehid (MDA) je
najvazniji produkt peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina. Moze nastati lipidnom
peroksidacijom i enzimskim procesima iz razliitih prostaglandina. Pri neutralnom pH MDA
je prisutan kao enolatni anion, koji se veze na nukleinske kiseline pri ¢emu nastaje pirimido-
(1,2-a)purin-10(3H)-on deoksiriboza (M1dG) (23), sto prikazuje Slika 4.
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Slika 4. Struktura glavnog produkta interakcije izmedu MDA i DNA: pirimido-(1,2-a)purin-

10(3H)-on deoksiriboza (M1dG). Preuzeto iz (23).

M1dG dovodi do mutacija koje pomicu okvir ¢itanja DNA ili moze uzrokovati supstituciju
pojedinih baza u stanicama bakterija i sisavaca (24). Drugi mehanizam MDA genotoksi¢nosti

je formiranje popreénih veza izmedu razli¢itih lanaca DNA (25) $to prikazuje Slika 5.

M
H \
W
Slika 5. PredloZeni mehanizam kojim MDA stvara popre¢ne veze izmedu lanaca DNA. Preuzeto iz

(25).

MDA sudjeluje i u stvaranju veza izmedu DNA i histona (26). MDA reagira s primarnim
aminima i formira N° - (2-propenal) lizin te na taj na¢in stvara popreéne veze lizin-lizin s 1-

amino-3 iminopropenom i piridil-dihidropiridinom, kao sto prikazuje Slika 6 (27).

Lys-HNM

M-Lys

CHO

Lys

Slika 6. Strukture veza lizin-lizin koje nastaju reakcijom MDA i primarnih amina. Preuzeto iz 23.
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Stvaranje poprecnih veza lizin - lizin u molekuli apo B unutar éestice oksidiranog lipoproteina
male gustoce (engl. Oxidized low density lipoprotein, ox-LDL) smanjuje vezna svojstva apo B
za LDL receptore. MDA formira poprecne veze izmedu kolagenskih vlakana, zbog cega se
smanjuje elasti¢nost kardiovaskularnog tkiva. Trans-4-hidroksi-2-nonenal je produkt lipidne
peroksidacije, koji s molekulama DNA formira tzv. eteno-DNA adukte, koji se nakupljaju
nakon dugotrajnog izlaganja karcinogenima, te kod nekih kroni¢nih bolesti. Izlucuju se

urinom i mogu sluziti kao biljeg lipidne peroksidacije koja oSte¢uje DNA (28).

Organizam je od fizioloske koli¢ine slobodnih radikala zasticen pomocu nekoliko
mehanizama: 1) enzimske reakcije kojima se radikali prevode u manje toksi¢ne molekule.
Najznacajniji enzimi, Koji sudjeluju u pretvorbi slobodnih radikala, su superoksid-dismutaza
(SOD), Kkatalaza, glutation-peroksidaza (GSH-Px), glutation-reduktaza (GR) i
dehidroaskorbat-reduktaza (DHAR); 2) uklanjanje radikala ligandnim reakcijama s
antioksidansima (vitamini K, A, C, E, koenzim Q, cistein, metionin, glutation, ubikvinon,

glukoza i katabolicki peptidi u stanici).

Zasebna skupina izvanstani¢nih antioksidansa su proteini koji vezu hemoglobin i hemsko
zeljezo, te na taj nacin sprecavaju reakciju zeljeza sa slobodnim radikalima (haptoglobin,
hemopeksin, laktoferin, transferin i albumin), ceruloplazmin koji veze bakar, bilirubin i urati
koji vezu slobodne radikale te enzimi koji reduciraju zeljezo (citokrom P-450, NADPH-

reduktaza).

Oksidacijski stres nastaje ako je proizvodnja slobodnih radikala ve¢a u odnosu na mehanizme
kojima se takvi spojevi razgraduju. Isti uinak moze nastati i zbog smanjene razgradnje
slobodnih radikala. Ravnotezu izmedu oksidacijskog stresa i antioksidacijskih mehanizama

prikazuje Slika 7.
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Slika 7. Ravnoteza izmedu oksidacijskog stresa i antioksidacijskih mehanizama. Preuzeto iz (29).

U skladu s teorijom slobodnih radikala, i starenje je rezultat oksidacijskog osStecenja,
uglavnom mitohondrija tijekom Zivotnog vijeka. Mitohondriji su jako osjetljivi na oSte¢enja
slobodnim radikalima, zbog prisutnosti dvostrukih veza medu ugljikovim atomima u
hidrofobnim repovima njihovih fosfolipida. Sto je manji udio polinezasiéenih, a veéi udio
mononezasi¢enih masnih kiselina u njihovim membranama, manja je izloZenost

oksidacijskom stresu (30).

Slobodni radikali takoder mogu nastati u endotelnim stanicama kao odgovor na
hiperkolesterolemiju i hipertenziju. Slobodni radikali su razli¢itim putovima ukljuceni u
aterogenezu, a jedan od vaznijih je sudjelovanje u oksidaciji LDL cestica, ¢ime one dobivaju

jaka aterogena svojstva.
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1.2.1.1 Citoprotektivni enzimi

Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji katalizira razgradnju reaktivnih Kisikovih spojeva
prevode¢i ih u vodikov peroksid i molekularni kisik, $to je jedan od mehanizama zastite

organizma od oksidacijskog stresa.

suneroksid dismutaza

02_' + 02‘ > H202 + 02 [l]

U ljudi postoje tri oblika enzima: 1) citosolni (Zn/Cu-SOD), 2) mitohondrijski (Mn-SOD) i 3)
izvanstani¢ni (EC-SOD) (31). SOD je u razli¢itim koncentracijama distribuiran po tkivima.
Najvece Kkataliticke koncentracije EC-SOD nalaze se u endotelu krvih Zila, bubregu,
maternici, i to na stani¢noj povrSini te u ekstracelularnom matriksu gdje su kataliticke
koncentracije i do 20 puta veée nego u serumu (32). Ekspresija EC-SOD-a na povrsini glatkih
miSi¢nih stanica kontrolirana je nizom vazoaktivnih ¢imbenika. Histamin, vazopresin,
oksitocin, endotelin-1, angiotenzin-I11 i serotonin putem G-proteina, te heparin i heparan-sulfat
putem mehanizma protein-kinaze poti¢u ekspresiju EC-SOD-a. Ekspresija EC-SOD-a je
smanjena djelovanjem trombocitnih ¢imbenika rasta (PDGF-AA i PDGF-BB) i epidermalnog
¢imbenika rasta (EGF). EC-SOD pokazuje polimorfizam s obzirom na razli¢it afinitet prema
heparinu i heparan-sulfatu, gdje fenotipska varijanta sa smanjenim afinitetom rezultira s
deseterostruko vecom katalitickom koncentracijom (33). Kataliticku koncentraciju EC-SOD-a
povecava NO, pa u stanju oksidacijskog stresa, povecana koncentracija O," dovodi do

smanjene sinteze NO, zbog Cega je smanjena kataliticka koncentracija SOD-a (34).

Glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza (GSH-Px) je glavni enzim koji katalizira razgradnju vodikovog
peroksida nastalog djelovanjem SOD-a. Vodikov peroksid se uklanja u prisutnosti

reduciranog glutationa, pri cemu nastaje voda i oksidirani glutation:

glutation peroksidaza

2H,0; + 2GS}, , GSSG +2H,0 [2]

Enzim GSH-Px je smjeSten na unutarnjoj strani stani¢ne membrane. Postoje Cetiri oblika
GSH-Px u organizmu: stani¢ni, gastrointestinalni, plazmatski i fosfolipid-hidroperoksid-
glutation-peroksidaza (31).

Kataliticka koncentracija GSH-Px-a je smanjena kod bolesti kardiovaskularnog sustava.
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Muskarci imaju manje kataliticke koncentracije u odnosu na Zene, a katalitiCke koncentracije
su manje i U puSaca u odnosu na nepuSace. Smatra se da je najvaznija funkcija GSH-Px-a
prevencija oksidacijskog stresa, a time i procesa ateroskleroze (35). U eksperimentalnih

zivotinja dokazano je da smanjena ekspresija GSH-Px-a povec¢ava oksidaciju LDL-kolesterola
(36).

Katalaza
Katalaza je enzim, koji takoder katalizira razgradnju vodikovog peroksida:
katalaza

2H,0) —— »H,0+ O, [3]

Katalaza se sastoji od Cetiri podjedinice s atomom zeljeza u aktivnom centru enzima.
Smjestena je unutar peroksisoma, gdje se nalazi i glikolat-oksidaza, koja sudjeluje u stvaranju
vodikovog peroksida. Time se skracuje vrijeme Stetnog djelovanja vodikovog peroksida na

druge strukture u stanici (31).

1.2.1.2 Antioksidansi

Antioksidansi su heterogena grupa spojeva koji na razliite nacine smanjuju oksidaciju

supstrata. Najces¢i ucinci antioksidansa:
¢ uklanjanje kisika
¢ uklanjanje metalnih iona
e uklanjanje slobodnih radikala kao sto su superoksid i vodikov peroksid
e uklanjanje singletnog kisika (22)
Vitamini

Najznacajniji vitamini koji imaju ulogu antioksidansa u stanicama su C, E 1 A. Vitamin C je
hidrofilni antioksidans smjesten u citoplazmi. U svom dehidro-obliku reducira a-tokoferolni,

superoksidni i hidroksilni radikal, perokside i hipoklorit.

Vitamin E ¢ine a, B, v i A-tokoferoli, od kojih su najzastupljeniji a-tokoferoli. Vitamin E je
sastavni dio membrana stanica i lipoproteina, koje stiti od lipidne peroksidacije, jer uklanja

peroksilne i alkoksilne radikale. U toj reakciji nastaje slabo reaktivni a-tokoferoksil radikal.

Provitamin A ili B-karoten je lipofilni antioksidans. Koncentracija pB-karotena u plazmi je

puno manja od koncentracija vitamina C i E, no ima sli¢nu funkciju uklanjanja peroksilnog i
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alkoksilnog radikala.
Reducirani glutation

Glutation je relativno mala molekula koja u svom reduciranom obliku (GSH) stiti stanice od
oksidacijskog oste¢enja. U metabolickim procesima vecine stanica konstantno se stvaraju
reaktivni kisikovi spojevi, vodikov peroksid i lipidni peroksidi, dok GSH sudjeluje u njihovoj
redukciji, pri ¢emu se sam oksidira (GSSG). GSSG se regenerira u "glutation redoks ciklusu"

¢ime ponovno prelazi u reducirani oblik (31).
Fenolni antioksidansi

Fenolni antioksidansi su najzastupljeniji antioksidansi u hrani. Polifenoli su Ceste sastavnice
hrane biljnog porijekla, a sastoje se od jednog ili vise aromatskih prstena, te jedne ili vise
hidroksilnih grupa. Molekule s jednim aromatskim prstenom mogu biti fenolne kiseline ili
fenolni alkoholi. Polifenoli u organizmu smanjuju prisutnost stani¢nih adhezijskih molekula,
povecavaju koli¢inu NO, smanjuju agregaciju trombocita, spre¢avaju osStecenje DNA i

formiranje lipidnih peroksida.

1.2.2 Poremecaji endotela u upali

Upala je vazan ¢imbenik u inicijaciji i progresiji ateroskleroze. To je homeostatska reakcija
organizma na infekcije i rane, koja je u normalnim uvjetima samoograni¢avajuca. Kada
organizam ne moze neutralizirati pocetni upalni dogadaj ili su mehanizmi ograni¢avanja upale
poremeceni, upala postaje kroni¢na. U patogenezi ateroskleroze etiolosku ulogu mogu imati
infektivni agensi kao $to su Chlamydophila pneumoniae (ranije uvrijezen naziv Chlamydia),

cytomegalovirus, Helicobacter pylori, neke vrste enterovirusa, virus hepatitisa i herpes virus.

Povezanost upale i ateroskleroze proizlazi iz ¢injenice da su neki od biljega upale ujedno i
pokazatelji subklinicke ateroskleroze. C-reaktivni protein (CRP) je reaktant akutne faze koji
je povisen u plazmi kod infekcija, oStecenja tkiva i drugih upalnih stanja. Klini¢ki podaci
govore u prilog tome da fibrinogen, CRP i amiloid A imaju vaznu ulogu u upali i aterogenezi
(37).

Prve promjene vezane uz aterosklerozu dogadaju se na razini endotela. Endotel se dugo
smatrao inertnom barijerom izmedu cirkulacije i tkiva, ali kasnije se pokazalo da je taj
monosloj stanica aktivna bioloska tromborezistentna barijera izmedu izrazito trombogenog
subendotela i krvi. Funkcije endotela su kontrola koagulacije i fibrinolize, regulacija tonusa

krvnih Zila, luenje ¢imbenika rasta te regulacija upale i imunoloSkog odgovora. U normalnim
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uvjetima, endotel odrzava tonus krvnih zila u relativno dilatiranom stanju. Kod promjene
brzine protoka krvi endotel reagira otpustanjem NO, koji djeluje vazodilatacijski. NO nastaje
prilikom pretvorbe aminokiseline L-arginina u citrulin uz pomo¢ endotelne sintaze dusikovog
(11) oksida (engl. Endothelial Nitric oxide synthase, eNOS).

Dugotrajni podrazaji kao $to su hipertenzija i hiperkolesterolemija, trajno ostec¢uju endotel, a
time se onemogucuje kompenzacija normalnog tonusa endotela. Hipertenzija takoder aktivira
proizvodnju slobodnih radikala i time dovodi do oksidacijskog stresa. Slobodni radikali
djeluju kao regulatorne molekule, koje poticu sintezu jezgrinog transkripcijskog ¢imbenika
(engl. Nuclear factor kappa B, NF-kB). NF-xB u jezgri stanice aktivira gene odgovorne za
sintezu upalnih proteina, sto se dogada i tijekom reakcije organizma na ozljedu i infekciju, a
osim toga, NF-kB poti¢e i sintezu adhezijskih molekula. Adhezijske molekule omoguéuju
adheziju monocita na endotel, a najvaznije su vaskularna adhezijska molekula-1 (engl.
Vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1), unutarstani¢na adhezijska molekula tipa |
(engl. Intercellular adhesion molecule type I, ICAM-I) i selektini, od kojih u aterosklerozi
prevladava P-selektin. Limfociti i monociti imaju ligande za vezanje na adhezijske molekule
preko kojih se vezu na endotel. Nakon adheriranja, limfociti i monociti migriraju u intimu
arterije (38).

Gp120, koji se nalazi u sastavu HIV cCestice, potice proizvodnju tkivnog ¢imbenika u
endotelnim stanicama (39), a dovodi i do ubrzane apoptoze endotelnih stanica (12). Geni
HIV-a tat i nef induciraju ekspresiju adhezijskin molekula endotela, te uzrokuju otpustanje

upalnih ¢imbenika iz makrofaga (40).

U in vitro uvjetima, ekspresija adhezijskih molekula je pojacana pod uvjetima visokih
koncentracija ox-LDL-a, Lipoproteina (a) (Lp(a)) i odredenih citokina (41). U
hiperkolesterolemi¢nih pokusnih Zivotinja blokiranje adhezijskih molekula specificnim

protutijelima dovodi do smanjenog nakupljanja stanica u intimi krvne Zzile (42).

Migraciju leukocita unutar intime usmjeravaju kemoatraktilni kemokini, od kojih je najvazniji
monocitni kemotakti¢ki protein-1 (engl. Monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1).
Kemoatraktilni kemokini luce se iz stanica stijenke krvne zile kad su te stanice izlozene
upalnom medijatoru, interferonu-y, nastalom posredstvom aktiviranih T-limfocita. MCP-1
reagira s kemokinskim receptorima na monocitima (CCR2) ¢ime se olakSava dijapedeza
monocita izmedu endotelnih stanica. Monociti, sada smjesteni u intimi arterije, diferenciraju u
makrofage. Aktivnoséu makrofaga, koji su stanice prirodene, nespecificne imunosti, upravlja
puno manja populacija T-limfocita (efektorske stanice stecene, specifi¢éne imunosti). U ranoj
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fazi ateroskleroze prevladavaju T-limfociti prirodni ubojice (engl. Natural Killers, NK) koji
prepoznaju lipidne antigene. Interferon-y aktivira makrofage i potice lucenje proupalnih
citokina iz aktiviranih stanica endotela. Najvazniji proupalni citokini su IL-1 i TNF-a, Koji

citokinskom kaskadom poti¢u lu¢enje IL-6 u razli¢itim tkivima (43), $to prikazuje Slika 8.
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Slika 8. Mjesta lucenja i djelovanja interleukina-6 (IL-6). Preuzeto iz (44).

Navedeni citokini djeluju u udaljenim tkivima u odnosu na mjesto sinteze, a djelovanje im je

vrlo u¢inkovito, iako se njihove koncentracije u plazmi mjere u pikomolima po litri.

Unutar aterosklerotskog plaka detektirana je posebna populacija monocita, koji na svojoj
povrsini imaju veci broj glikoproteinskih liganda-1 koji vezu P-selektin (engl. P-selectin

glycoprotein ligand-1, PSGL-1), zbog ¢ega navedeni monociti imaju proupalna svojstva (45).

Medijator sazrijevanja monocita u makrofage unutar intime je ¢imbenik stimulacije kolonija
monocita (engl. Monocyte colony stimulating factor, M-CSF), ¢ija je koncentracija povec¢ana
u aterosklerotskim lezijama, a sposoban je i inducirati ekspresiju receptora Cistaca (engl.
Scavenger receptor). Makrofagi unutar intime proliferiraju, ¢ime se pojacava upalni proces i
izluCuju ¢imbenici rasta, citokini, tkivni ¢imbenik (engl. Tissue factor, TF) i metaloproteinaze
matriksa (engl. Matrix metalloproteinase, MMP), koje razgraduju ekstracelularni matriks.
(46). Makrofagi smjesteni u intimi fagocitiraju ox-LDL cestice. Citoplazma makrofaga, koji
fagocitiraju ox-LDL cestice, izgleda poput pjene, a takvi makrofagi nazivaju se pjenastim
stanicama (engl. Foamy cells). Transformaciju monocita u makrofage i nastanak pjenastih

stanica prikazuje Slika 9.
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Slika 9: Mononuklearni fagociti u aterogenezi. Preuzeto iz (46).

Pjenaste stanice mogu nastati i transformacijom glatkih miSi¢nih stanica smjeStenih u intimi
arterija. Ostecenje endotela, uz djelovanje interferona-y, stimulira umnoZzavanje glatkih
misiénih stanica i njihovu migraciju u intimu krvnih zila. Glatke miSi¢ne Stanice time
dobivaju nova svojstva, gube kontraktilnu funkciju, a poveéava im se sekrecijska funkcija.
Povecéava se proizvodnja i sekrecija kolagena te proteoglikana, $to pridonosi brzoj
transformaciji plaka iz lipidnog u fibrolipidni (38). Glatke miSi¢ne stanice u dubini
aterosklerotske lezije pojacano se raspadaju i S vremenom Kalcificiraju, ¢ime se pridonosi

smanjenoj elasti¢nosti arterijskih stijenki (19).

Nakupine pjenastih stanica na arteriji makroskopski izgledaju kao masne pruge (engl. Fatty
streaks) i1 progrediraju do patoloskih lezija ovisno o genetskim ¢imbenicima i ¢imbenicima
okolisa. Stvaranje plaka traje godinama, a kroz to vrijeme dogadaju se procesi, koji mogu

ubrzati, usporiti, pa ¢ak dovesti i do regresije ateroskleroze.

1.2.2.1 Biljezi upale

Sedimentacija eritrocita
Mjerenje brzine sedimentacije eritrocita je nespecificna, ali vrlo osjetljiva pretraga povezana s
nizom upalnih i drugih patoloskih stanja. Brzina sedimentacije eritrocita ovisi o broju i obliku

eritrocita, te sastavu proteina plazme. Povecane razine proteina plazme, a narocito reaktanata

akutne faze (CRP, fibrinogen, a-globulini i y-globulini) dovode do poveéane brzine
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sedimentacije eritrocita (47).
Broj leukocita

Leukociti su najvaznije obrambene stani¢éne komponente u perifernoj krvi. Sve leukocitne
vrste (neutrofilni, eozinofilni i bazofilni granulociti, nesegmentirani neutrofilni granulociti,
monociti i limfociti) potjeéu od pluripotentnih mati¢nih stanica. Leukociti diferenciraju,
proliferiraju i sazrijevaju u kostanoj srzi, osim T-limfocita, koji potpuno sazrijevaju u timusu.
Nakon sazrijevanja otpustaju se u cirkulaciju, a na poticaj patogena migriraju u tkiva gdje
obavljaju obrambenu funkciju. Prilikom upale i/ili infekcije mijenja se broj, odnos i

morfologija pojedinih leukocitnih vrsta u punoj krvi (48).
Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) je ime za cijelu porodicu citokina, od kojih su neki interleukin-11 (IL-11),
interleukin-27 (IL-27), ¢imbenik inhibicije leukemije (engl. Leukemia inhibitory factor, LIF) i
onkostatin M (OSM). Svi ¢lanovi IL-6 porodice citokina vezu se na receptor IL-6R Kkoji se
nalazi samo na hepatocitima, monocitima, te inaktivnim T i B-limfocitima, a za svoje
djelovanje trebaju i gp130 koji sluzi kao koreceptor. Vezanje IL-6 za IL-6R na povrsini
stanice dovodi do migracije dviju podjedinica gp130, te do njihova medusobnog
kompleksiranja i stvaranja dimera. Dimerizacija je pocetni korak u signalnoj kaskadi koja ima
za cilj sintezu i lucenje proteina akutne faze iz jetre (fibrinogen, CRP). Medukoraci u kaskadi
su dimerizacija jedne vrste tirozin-kinaze, tzv. Janus kinaze (engl. Janus kinase, JAK) koja se
nalazi unutar stanice, Sto pokrece fosforilaciju proteina prenositelja signala i aktivatora
transkripcije (tzv. STAT proteini) u citoplazmi, translokaciju STAT proteina u jezgru, vezanje
na promotorsku regiju ciljnih gena, Sto poti¢e njithovu ekspresiju, a time 1 sintezu proteina

akutne faze (44).

IL-6 ima ulogu proksimalnog medijatora upalne kaskade, ali s obzirom na kratko vrijeme
poluzivota u plazmi, vrlo niske koncentracije i velike intraindividualne razlike, rutinski se

odreduju distalni upalni medijatori, kao $to su fibrinogen i CRP.
C- reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je jedan od glavnih biljega upale. Svrstava se u porodicu visoko
konzerviranih proteina zvanih pentraksini. Sadrzi pet nekovalentno vezanih protomera
smjestenih simetri¢no oko centralne Supljine, a molarna masa molekule iznosi 118 kDa. Kako
u upali sinteza CRP-a raste, tom prilikom se javljaju i novi epitopi, koji ne postoje (ili su

skriveni) u nativnom obliku molekule. U literaturi se takvi oblici nazivaju modificiranim ili
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monomernim CRP-om (mCRP) (49).

CRP se uglavnom sintetizira u hepatocitima, no novija istrazivanja pokazuju i druga mjesta
sinteze, kao S$to su aterosklerotske lezije, bubreg, neuroni, alveolarni makrofagi (50, 51, 52).
Njegovu transkripciju regulira IL-6, uz sinergisticko djelovanje IL-1. Poluzivot CRP-a u
plazmi iznosi oko 19 sati, a njegova koncentracija u plazmi uvjetovana je brzinom stvaranja.
CRP ima najvazniju klinicku primjenu kao biljeg za razlikovanje bakterijske i virusne
etiologije upale, jer su koncentracije CRP-a ve¢e kod bakterijskih u odnosu na virusne
infekcije. Posljednjih godina CRP se opisuje kao rani biljeg ateroskleroze, jer je dokazana
poveéana ucestalost obolijevanja od bolesti srca i krvozilnog sustava kod osoba ¢ije su
koncentracije CRP-a vece od 3 mg/L. Zbog toga, koncentracija CRP-a manja od 1 mg/L znaci
mali rizik, 1-3 mg/L umijereni rizik i koncentracija veca od 3 mg/L znaci visoki rizik
obolijevanja od bolesti srca i krvozilnog sustava (53). U tu svrhu poveéana je osjetljivost
testa, pa se CRP sve ¢es¢e mjeri metodom visoke osjetljivosti (engl. High sensitivity CRP,

hsCRP) koja je prilagodena mjerenju u podrucju niskih koncentracija CRP-a.

1.2.2.2 Biljezi povezani s oSte¢enjem endotela

Biljezi oStec¢enja endotela trebali bi imati sljedeca svojstva: da su produkt endotelnih stanica,

da su specifi¢ni i stabilni.
von Willebrand-ov ¢imbenik zgrusavanja

von Willebrand-ov ¢imbenik zgruSavanja (engl. von Willebrand factor, vW{) se sintetizira u
endotelnim stanicama i megakariocitima. Nakon sinteze, VWT se pohranjuje u intracelularnim
granulama (Weibel-Palade-ovim strukturama endotela, odnosno a-granulama trombocita).
Endotelne stanice koje secerniraju VWf su ujedno i stanice ukljuéene u odrzavanje
vaskularnog tonusa, hemostazu, fibrinolizu i leukocitnu adheziju. vVWTf je multimerni protein
sastavljen od niza istovrsnih podjedinica - monomera, a svaka od njih ima dva vezna mjesta,
jedno za glikoprotein 1b/1X (Gplb/1X) smjesten na povrsini trombocita i drugo za kolagen iz
subendotela krvne zile. Na taj nac¢in vWf{ sluzi kao most koji omogucuje adheziju trombocita

na subendotel i tako sudjeluje u primarnoj hemostazi.

vWT sudjeluje i u sekundarnoj hemostazi, kompleksiraju¢i s ¢imbenikom zgrusavanja VIII
(FVII), stabiliziraju¢i i osiguravaju¢i dovoljnu koli¢inu FVIII vaznu za nastanak velike
koli¢ine trombina. lako molekule vWT ¢ine vrlo heterogenu populaciju u cirkulaciji (zbog

multimera razli¢ite duljine), svaki multimer veze samo jednu molekulu FVIIL.
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Kvalitativni ili kvantitativni nedostatak vWT naziva se von Willebrandova bolest i najées¢i je
nasljedni hemostatski poremecaj. Javlja se zbog mutacija na genu, koji kodira monomerni
protein. Postoji i steCena forma, von Willebrandov sindrom, koji se javlja kod
limfoproliferativnih bolesti uslijed razgradnje vWf auto-protutijelima (54). U fizioloSkim
uvjetima trombociti i endotel su razdvojeni, ali kod velikih sila smicanja (engl. Shear stress)
koje nastaju u kapilarama i na mjestima aterosklerotskih plakova, intenzivnija je interakcija
Gplb/IX i vWT, a time i adhezija trombocita na endotel. Velike multimerne molekule vVWf
osiguravaju veci broj veznih mjesta za trombocite (55). Pokusi na zivotinjama pokazuju da
inaktivacija vVWT ili inhibicija Gplb odgadaju nastanak masne pruge (56, 57), ali jo§ uvijek
nema dokaza da su osobe, koje boluju od von Willebrandove bolesti, zasticene od bolesti

krvozilnog sustava.

Studije na kultiviranim endotelnim stanicama otkrile su veliki broj agonista sekrecije vVWT. U
prvu grupu agonista, ¢iji je efekt posredovan kalcijevim ionima, ulaze histamin, trombin,
superoksidni anioni, te drugi medijatori upale i tromboze. U drugu grupu agonista, koji poti¢u
egzocitozu VWi-a iz Weibel-Palade-ovih tjelesaca, spadaju vazoaktivni hormoni adrenalin i
vazopresin. Koncentracija VWf u plazmi raste prilikom aktivacije endotelnih stanica, no

znatno vece koncentracije se nalaze kod samog oSte¢enja endotelnih stanica, Sto je osobina

ateroskleroze.

Neki radovi ukazuju na povezanost povecane koncentracije vWf i riziénih ¢imbenika za

aterosklerozu (pusenje, povisen krvni tlak, debljina, Se¢erna bolest i dislipidemija) (58, 59).

Koncentracija VWT se povecava kod niza blazih i tezih oblika upale (reumatoidni artritis,
vaskulitis itd.), a njegovo lu€enje poticu citokini 1 drugi medijatori upale. Povecane
koncentracije VWT javljaju se i u reakcijama akutne faze, vjezbanju i trudnoci. Dijagnosticko
znacenje VWf-a smanjuje njegova velika interindividualna varijabilnost. Poznato je da osobe
krvne grupe nula imaju znacajno nize vrijednosti vWf u odnosu na ostale krvne grupe, a

naro¢ito U odnosu na krvnu grupu AB (60).
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1.2.3 Poremecaji metabolizma lipoproteina

Lipoproteini su Cestice sastavljene od hidrofobne jezgre (esteri kolesterola i trigliceridi) i
hidrofilne povrsine (fosfolipidi, slobodni kolesterol i apoproteini). Glavne Cestice lipoproteina
u serumu su: hilomikroni, VLDL, LDL, lipoproteini srednje gusto¢e (engl. Intermediate
density lipoproteins, IDL) i lipoproteini visoke gustoce (engl. High density lipoproteins,
HDL). Glavna funkcija lipoproteina je transport i izmjena sastojaka izmedu pojedinih
lipoproteinskih vrsta, te izmedu lipoproteina i stanica. Postoje dva metabolicka puta
metaboliziranja lipoproteina: egzogeni i endogeni. Lipoproteini nastali u epitelnim stanicama
tankog crijeva preradom masti iz hrane nazivaju se hilomikroni i predstavljaju egzogeni put
metabolizma lipida. Sastoje se od triglicerida koji se pomocu enzima LPL iz endotela
hidroliziraju do SMK. SMK se unose u stanice misi¢a i masnog tkiva gdje sluze kao zaliha

energije.

Endogeni put metaboliziranja lipida zapocinje stvaranjem VLDL-gestica u jetri. VLDL-
Cestice se sastoje od endogenih triglicerida, koji se, kao i trigliceridi hilomikrona, hidroliziraju
pomoc¢u LPL do SMK, a VLDL prelazi u IDL. Oko 50% IDL-a se dalje hidrolizira i prelazi u
LDL, a ostatak IDL-a se veze za receptore u jetri. LDL-Cestice su glavni prijenosnik
kolesterola u krvi, a u stanice ulaze preko specificnih LDL-receptora. U normalnim uvjetima
LDL-receptori reguliraju unos kolesterola u stanicu djelujuci na vlastitu ekspresiju na povrsini
stanica preko sustava negativne povratne sprege. Ukoliko u stanici ima dovoljno kolesterola,
inhibirat ¢e se unutarstani¢ni enzim B-hidroksi-B-metil-glutaril koenzim A reduktaza (HMG-
CoA reduktaza) koji katalizira sintezu endogenog kolesterola. U odstranjenju LDL-
kolesterola iz cirkulacije sudjeluju HDL-¢estice koje od LDL-¢estica i iz perifernog tkiva
preuzimaju estere kolesterola i prenose ih u jetru. U jetri takav kolesterol sluzi za sintezu
zuénih kiselina i steroidnih hormona. Postoje Cetiri podskupine LDL-¢estica (oznacene kao
LDL I, 11, 11 V) koje se razlikuju po gustoci, sastavu, veli¢ini, metabolizmu i aterogenosti.
Najveci stupanj aterogenosti posjeduju LDL 1V, to jest, male guste LDL-Cestice koje su
bogate proteinima, a imaju manji udio fosfolipida i neesterificiranog kolesterola. Male guste
LDL-Cestice zbog manjih dimenzija lakSe ulaze u subendotel krvnih Zila 1 podloZnije su
oksidaciji u usporedbi s ostalim LDL-cesticama. Male LDL-Cestice nastaju pregradnjom iz
velikih, trigliceridima bogatih VLDL1-Cestica (61).

U metaboliziranju lipoproteinskih ¢estica vaznu ulogu imaju apolipoproteini. Lipoproteinske
Cestice sadrze jedan ili viSe apolipoproteina, koji uglavnom sluze kao aktivatori lipolitickih
enzima (apo A, apo C) ili kao ligandi za lipoproteinske receptore (apo B, apo E).
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Ukoliko je kroz duzi vremenski period poveéan broj LDL-Cestica, a permeabilnost endotela
povecana uslijed njegova oSteéenja, LDL-Cestice lakSe ulaze u endotelni prostor. U
aterosklerotskom plaku se jo§ mogu na¢i i IDL-Cestice, te Lp(a). Lp(a) ne sudjeluje u
nastanku pjenastih stanica, ve¢ se zadrzava ekstracelularno. Lp(a) je strukturno slican
plazminogenu te s njim kompetira za vezna mjesta na fibrinu i time ometa fibrinoliticku
aktivnost plazminogena (62). Lp(a) djeluje kao proupalni medijator koji sudjeluje u stvaranju
trombotickih lezija (63).

LDL-¢estice se oksidiraju unutar endotelnog prostora pod djelovanjem lipoperoksidaze
endotelnih stanica i slobodnih radikala, takoder podrijetlom iz endotelnih stanica, makrofaga,
i glatkih misi¢nih stanica. Osjetljivost LDL-Cestica na oksidaciju ovisna je o sastavu masnih
kiselina LDL-a, te o antioksidansima prisutnim u LDL-u i u cirkulaciji. lako mnoge
komponente LDL-a, ukljucuju¢i apo B, fosfolipide, kolesterol i nezasicene masne kiseline
podlijezu oksidaciji, oksidacija LDL-a slobodnim radikalima najce$¢e podrazumijeva
oksidaciju njegovih masnih kiselina, pri ¢emu nastaju vodikov peroksid i aldehidi, od kojih je
najznacajniji MDA. MDA modificira lizinski prsten na apo B i time povecava afinitet LDL-
Cestice prema receptorima ¢ista¢ima na makrofagima. Zbog toga ox-LDL za ulazak u stanice
ne treba "klasi¢ne" LDL-receptore. Jedan od receptora Cistata na povrSini makrofaga je
CD36, koji prepoznaje ostecenu molekulu masne kiseline i oksidirani fosfatidilkolin. Nakon
fagocitoze ox-LDL-a pomocu CD36 receptora, bioaktivni lipidi iz ox-LDL-a aktiviraju
jezgrine receptore kao $to je PPAR-y i pojacanom transkripcijom dodatno aktiviraju
ekspresiju CD36 receptora, ¢ime se njihov broj na povr$ini makrofaga povecava (64).
Poveéanjem broja receptora raste unos ox-LDL-a u makrofage koji postaju prepunjeni
lipidima. Dugotrajna akumulacija kolesterola u stanicama dovodi do disfunkcije mitohondrija,
nekroze stanica i posljedi¢nog otpusStanja proteaza i upalnih citokina. Prilikom ostecenja
endotela ox-LDL cesticama, organizam razvija imunoloski odgovor, a to rezultira
proizvodnjom protutijela na ox-LDL. Antigena struktura koja dovodi do aktivacije
imunoloskog odgovora je modificirani lizinski prsten s apo B cCestice. Protutijela na ox-LDL
mogu se na¢i u samom aterosklerotskom plaku, ali i u plazmi osoba u kojih se razvila
ateroskleroza. Titar protutijela na ox-LDL raste tijekom mjesec dana od pojave akutnog
koronarnog sindroma i veci je nego u bolesnika s kroni¢nim sr¢anim bolestima ili u osoba
zdravih koronarnih arterija (19). Ox-LDL se moze detektirati u cirkulaciji, a za njegovo
otpustanje u cirkulaciju postoji viSe mogué¢ih mehanizama kao S§to su rupturirani ili

permeabilni plak i ishemijsko o$te¢enje koje dovodi do povecane permeabilnosti stani¢nih
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membrana. Tablica 1 opisuje proaterogene ucinke 0X-LDL cestica te mehanizme kojima do

njih dolazi.

Tablica 1. Mogucdi proaterogeni u¢inci oksidiranih LDL-&estica. Preuzeto iz (63).
Proaterogeni efekti Mogu¢i mehanizmi
Adhezija monocita na endotelne stanice Pojacana ekspresija adhezijskih molekula na endotelnim stanicama
Kemotaksija monocita i T-limfocita Pojacana proizvodnja MCP-1 koji djeluje kemoatraktilno
Nastanak pjenastih stanica Povecan unos oksidiranog LDL-a u stanice preko receptora Cistaca
Indukcija proupalnih gena Aktivacija NF-«xB i povisenog cAMP-a
Ucestala stani¢na smrt Aktivacija apoptoze i formiranje kristala kolesterola
Tromboza Indukcija tkivnog ¢imbenika, pojacana agregacija trombocita
Poremecene funkcije krvnih zila Poremecaj funkcije endotelina i NO
Ruptura plaka Pojacana proizvodnja MMP

MCP-1, Monocitni kemotakticki protein-1; NF-xB, Jezgrin transkripcijski ¢imbenik; cAMP, ciklicki adenozin
monofosfat; NO, Dusikov monoksid; MMP, Metaloproteinaze matriksa; LDL. lipoproteini niske gustoce

Receptor CD 36 ima ulogu regulacije stani¢ne mobilnosti. Makrofagi u intimi krvne zile koji
pojacano fagocitiraju, dovode do progresije lezije, no ako makrofagi napustaju intimu, dolazi
do regresije plaka. Park sa suradnicima je otkrio da signalizacija izmedu CD 36 i oksidiranog
LDL-a dovodi do polimerizacije aktina izmedu stanica 1 pojacavanja adhezijskih sila. Pjenaste
stanice proizvode reaktivne Kkisikove vrste (engl. Reactive oxygen species, ROS) Kkoji

indirektno aktiviraju fokalnu adhezijsku kinazu, a ona pomaze polimerizaciju aktina (65).
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1.2.4 Poremecaji koagulacije

Intaktan endotel ima antiagregacijska svojstva. Prilikom ostecenja endotela krvne zile, §to se
dogada u pocetnom stadiju ateroskleroze, smanjuje se sinteza prostaciklina (PGI2) koji
posjeduje antiagregacijska svojstva. Vece oStecenje endotela dovodi do otkrivanja kolagena iz
subendotela te do njegovog kontakta s trombocitima. Trombociti i subendotel su u fizioloskim
uvjetima odvojeni, ali kad dodu u dodir jedan s drugim, pokazuju jak medusobni afinitet. vVWf
posreduje u vezanju trombocita na subendotel i veze se na receptore Gplb/IX koji se nalaze na
povr§ini trombocita i na kolagenu. Adherirani trombociti se aktiviraju i pocinju luéiti
¢imbenik rasta podrijetlom iz trombocita (engl. Platelet derived growth factor, PDGF). PDGF
stimulira proliferaciju i migraciju glatkih misi¢nih stanica iz medije arterije u intimu, gdje se

poput makrofaga, mogu transformirati u pjenaste stanice.

Aktivacija adheriranih trombocita dovodi do promjene oblika trombocita iz diskoidnog u
oblik bogat pseudopodijima, prelaska negativno nabijenih fosfolipida iz unutra$nje na vanjsku
stranu membrane, ekspresije receptora GplIb/Illa koji vezu fibrinogen i tako povezuju vise
trombocita u agregate, te sekrecije trombocitnih granula, koje su bogate agonistima agregacije
(adenozin difosfat (ADP), serotonin i tromboksan A2). Agregacija trombocita na mjestu

ucestalih vaskularnih oStecenja povecava vjerojatnost nastanka mikrotromba.

Mehanizam rupture plaka nije potpuno razjasnjen, ali poznato je da nakupljanje makrofagai T
limfocita ima neospornu ulogu jer makrofagi produciraju MMP koje razgraduju plak, Sto
moze imati za posljedicu njegovu rupturu (66). Luc¢enje MMP iz makrofaga poti¢u citokini
prisutni u leziji, kao $to su TNF-a, IL-1 i ¢imbenik stimulacije granulocitnih i makrofagnih
kolonija (engl. Granulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM-CSF) (67). Ukoliko
se radi o povrSinskoj eroziji, tada dolazi do kontakta trombocita 1 subendotela, ¢ime se potice
agregacija trombocita na mjestu ozljede. Ako se radi o ve¢oj rupturi fibroznog plaka, lipidi iz
srediSta aterosklerotske lezije bogati tkivnim ¢imbenikom, aktiviraju vanjski put zgrusavanja
djelujuci najprije na ¢imbenik VII (FVII). Aktivirani FVII (FVIla) u kompleksu s tkivnim
¢imbenikom aktivira FIX i FX, a aktivirani FX (Xa) zajedno s kofaktorom Va prevodi
protrombin (FII) u trombin (Flla), koji je najja¢i fizioloSki agonist agregacije trombocita.
Trombin stvoren na ovaj nacin nije dovoljan za prevodenje fibrinogena u fibrin, ali je
dovoljan za aktivaciju trombocita. Aktivirani trombociti na svoju povrSinu vezu neke
aktivirane c¢imbenike zgrusavanja (FVa, FVIIla, FXla), §to je preduvjet za nastanak
prokoagulacijskih kompleksa i plazmatsku fazu zgruSavanja, koja ¢e na kraju dovesti do

nastanka fibrinskog ugruska, tzv. tromba (68). Tromb moze opstruirati krvnu Zilu i dovesti do
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ishemije tkiva, a ukoliko se odvoji od mjesta na kojem je nastao i krene kroz cirkulaciju,
govorimo o embolusu. Embolus najéesée opstruira male krvne zile srca ili mozga dovodeci do
infarkta, Sto moze imati smrtni ishod. Iako globalni koagulacijski testovi (protrombinsko
vrijeme, PV; aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, APTV; trombinsko vrijeme,
TV) mogu ukazati na povecanu hiperkoagulabilnost, oni nisu dovoljno osjetljivi i specificni
da bi se mogli upotrijebiti kao biljezi povecane sklonosti prema trombozi. Neki od novijih
indikatora hiperkoagulabilnosti su povecane koncentracije homocisteina i fibrinogena, a na
smanjenu fibrinoliticku aktivnost ukazuju povecane koncentracije inhibitora aktivatora
plazminogena (engl. Plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1). Povecana koncentracija
fibrinogena povecéava viskoznost krvi, ali predstavlja i ve¢u koli¢inu supstrata za trombin te

tako povecava sklonost prema trombozi. Koncentracija fibrinogena starenjem raste (37).

Fibrinogen (poznat kao ¢imbenik I, FI) ¢ini oko 2% ukupne koli¢ine svih proteina plazme i
najzastupljeniji je koagulacijski protein plazme. Fibrinogen je plazmatski glikoprotein velike
molarne mase (350 kDa). Sastoji se od tri para razlicitih polipeptidnih lanaca (Aa2, BB2, y2),
koji su kodirani od strane tri razli¢ita gena na kromosomu 4. Sinteza se zbiva u jetri iz koje se
fibrinogen otpusta u plazmu. Trombociti ga djelomi¢no apsorbiraju iz plazme i pohranjuju u
a-granule. Fibrinogen sudjeluje u primarnoj hemostazi tako da medusobno povezuje
aktivirane trombocite vezuci se za njihove receptore Gplib/Illa. U sekundarnoj hemostazi
fibrinogen predstavlja zajednicki ¢imbenik zgrusavanja unutarnjeg i vanjskog puta.
Djelovanjem trombina, od molekule fibrinogena se odcjepljuju fibrinopeptid A i fibrinopeptid
B. Time nastaje fibrin monomer koji se najprije spontano polimerizira u polimere fibrina, a
tek pod utjecajem FXIII dolazi do potpune stabilizacije ugruska. Fibrinogen je takoder i jedan

od reaktanata akutne faze, ¢ija je sinteza u tim okolnostima pod utjecajem IL-6 (69).
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1.2.5 Metaboli¢ki sindrom

Metabolicki sindrom je skup metabolickih poremecaja Kkoji sadrze nekoliko rizi¢nih

¢imbenika za nastanak kardiovaskularnih bolesti.

U definiciji metabolickog sindroma danas se najéeS¢e koriste sljedeéi kriteriji: Kriterij
Nacionalnog programa obrazovanja o kolesterolu - Panel lijeCenja odraslih III (engl. National
Cholesterol Educational Program - Adult Treatment Panel 11I, NCEP ATP IIl) i program

Medunarodne dijabeticke federacije (engl. International Diabetes Foundation, IDF).

NCEP ATP I kriterij (70) revidiran je 2005. godine, a njime se definira metabolicki sindrom

kao prisutnost najmanje tri od sljedecih pet parametara (podaci samo za muskarce):
1. Opseg struka >102 cm
2. Koncentracija triglicerida >1,7 mmol/L
3. Koncentracija HDL kolesterola <1,0 mmol/L
4. Krvni tlak >130/ >85 mm Hg
5. Koncentracija glukoze >5,6 mmol/L

IDF kriterij (71) iz 2005. godine podrazumijeva visceralnu pretilost kao nuzan kriterij za
postavljanje dijagnoze, i to za muskarce europskog podrijetla >94 cm, a uz nju su potrebna jos

najmanje dva od pet parametara NCEP ATP Il kriterija.

Metabolicki sindrom sadrzi neke kriterije od ranije poznate kao rizi¢ni ¢imbenici za nastanak
kardiovaskularnih bolesti, dok su neki od njih tek nedavno prepoznati kao takvi (visceralna
pretilost). Velika prospektivna istrazivanja, koja su u tijeku, mogla bi odgovoriti na pitanja

kolika je klinicka znacajnost pojedinih kriterija, kao i samog metabolickog sindroma (72).
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1.3 Maslinovo ulje

Maslinovo ulje se dobiva iz ploda masline. Najzastupljenija vrsta masline na Mediteranu je
Olea Europaea L. = O. sativa (Hoffmg. et Lk.) Fiori iz porodice Oleaceae (73), koja postoji u
vise od 700 razlicitih lokalnih sorti koje nazivamo kultivarima. Masline se uzgajaju na
podrucju koje se prostire izmedu 35. 1 45. paralele sjeverne zemljopisne Sirine, ¢iji klimatski

uvjeti odgovaraju njezinim potrebama u smislu minimalne i maksimalne temperature.

Prije pocetka sazrijevanja, plodovi masline jo$ uvijek ne sadrze ulje, ve¢ niz organskih
kiselina i1 Secera. Ulje se pocinje stvarati tijekom sazrijevanja ploda, te dostize najveéu
koli¢inu u trenutku kada maslina dostigne svoju najintenzivniju boju koja ovisno o sorti
masline moze biti od svijetlo zelene do tamno ljubicaste. Kad plod masline sazrije, njegov
sastav je sljedeci: 50% voda, 20 - 24% ulje, 20% ugljikohidrati, 6% celuloza, 1,5% proteini i
1,5% pepeo.

Kvaliteta maslinovog ulja se procjenjuje kemijsko-fizickim analizama, koje utvrduju postotak
masne tvari i stupanj kiselosti, te senzorskim analizama koje ocjenjuju vizualna, mirisna i

okusna svojstva.

1.3.1 Nazivi i definicije maslinovih ulja prema europskom zakonodavstvu
DJEVICANSKA MASLINOVA ULJA:

Ulja koja se dobivaju od ploda masline isklju¢ivo mehanickim ili drugim fizickim
postupcima, u uvjetima koji ne uzrokuju neZeljene promjene i koja nisu pretrpjela nikakav
dodatni tretman osim pranja, dekantiranja, centrifugiranja i filtriranja, a izuzevsi ulja dobivena
otapalima ili primjenom pomo¢nih tvari s kemijskim ili biokemijskim djelovanjem, ili

postupcima reesterifikacije, te mijeSanjem s drugim uljima.
Navedena ulja se klasificiraju i nazivaju na sljedeci nacin:
DJEVICANSKO MASLINOVO ULJE EKSTRA:

Djevicansko maslinovo ulje ekstra (engl. Extra Virgin Olive Oil, EVOO) ima udio slobodnih
masnih kiselina izrazenih kao oleinska kiselina najvise 0,8 g u 100 g i organolepti¢ku ocjenu

6,5 ili vise.
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DJEVICANSKO MASLINOVO ULJE:

Djevicansko maslinovo ulje ima udio slobodnih masnih kiselina izrazenih kao oleinska

kiselina najvise 2 g u 100 g i organolepticku ocjenu 5,5 ili vise.
DJEVICANSKO MASLINOVO ULJE LAMPANTE:

Djevicansko maslinovo ulje lampante ima udio slobodnih masnih kiselina izrazenih kao
oleinska kiselina ve¢i od 2 g u 100 g i organolepticku ocjenu manju od 3,5. Prema hrvatskom
zakonodavstvu, ovo maslinovo ulje je neprihvatljivog okusa i mirisa propisanog za
djevicanska ulja, a u ovu kategoriju izravno ulazi ako ima vise od 3,3 g u 100 g slobodnih

masnih kiselina.
RAFINIRANO MASLINOVO ULJE:

Rafinirano maslinovo ulje (engl. Refined Olive Oil, ROO) dobiveno je rafiniranjem
djevicanskih maslinovih ulja, a udio slobodnih masnih kiselina izrazenih kao oleinska Kiselina

iznosi najvise 0,3 g u 100 g.
MASLINOVO ULJE:

Maslinovo ulje u uZzem smislu dobiveno je mijesanjem rafiniranog maslinovog ulja i

djevicanskih maslinovih ulja razli¢itih od ulja lampante, ¢iji je udio slobodnih masnih kiselina

izrazenih kao oleinska najvise 1,0 g u 100 g.
SIROVO ULJE KOMINE MASLINA:

Sirovo ulje komine maslina dobiveno je iz krutog ostatka u proizvodnji djevicanskog
maslinovog ulja nakon obrade otapalom ili fizickim postupcima, odnosno to je ulje koje
odgovara maslinovom ulju lampante osim u odredenim karakteristikama, izuzevsi ulja

dobivena postupcima ponovne esterifikacije ili bilo kakvim mijesanjem s drugim uljima.
RAFINIRANO ULJE KOMINE MASLINA:

Rafinirano ulje komine maslina dobiveno je rafiniranjem sirovog ulja komine maslina, ¢iji je

udio slobodnih masnih kiselina izrazenih kao oleinska kiselina iznosi najvise 0,3 g u 100 g.
ULJE KOMINE MASLINA:

Ulje komine maslina dobiveno je mijesanjem rafiniranog ulja komine maslina i maslinovih
ulja razlicitih od ulja lampante, a udio slobodnih masnih kiselina izrazenih kao oleinska

kiselina iznosi najvise 1,0 g u 100 g (74).

32



1.3.2 Djelovanje maslinovog ulja

U mediteranskim zemljama masnoce iz maslinovog ulja vrlo Cesto predstavljaju glavni izvor
energije (30), a maslinovo ulje je jedan od klju¢nih sastojaka mediteranske prehrane. Pojam
mediteranska prehrana prvi je opisao Angel Keys 1960. godine, a temeljio se na njegovim
zapazanjima prehrambenih navika u populacijama koje Zive u mediteranskim zemljama. Osim
maslinovog ulja, ova vrsta prehrane podrazumijeva i unos voca, povréa, oraSastih plodova,
mahunarki, cjelovitih Zitarica, ribe i umjerene koli¢ine alkohola. Pokazalo se da osobe na tzv.
Mediteranskoj dijeti imaju manji rizik obolijevanja od bolesti krvozilnog sustava, te drugih
kroni¢nih bolesti (Secernu bolest tipa Il, metaboli¢ki sindrom, debljina) u usporedbi s
osobama koje konzumiraju hranu bogatu zasi¢enim masnim kiselinama (engl. Saturated fatty
acid, SFA) (75).

Maslinovo ulje ima veliki udio mononezasi¢enih masnih kiselina (engl. Monounsaturated
fatty acids, MUFA) i PUFA. Oleinska kiselina najzastupljenija je MUFA u maslinovom ulju.
Oleinska kiselina se ugraduje u LDL-Cestice i otpornija je prema oksidaciji u odnosu na
PUFA ili SFA. Osim toga, oleinska kiselina utjeCe na sastav trombocitnih membrana

smanjuci afinitet trombocita za kolagen endotela, te dokazano smanjuje PAI-1 i FVII (76).
Postotni udio nezasi¢enih masnih kiselina u maslinovom ulju je sljedeci:
1) mononezasi¢ene masne kiseline 77,0%, od ¢ega oleinska kiselina ¢ini 75,7%

2) polinezasi¢ene masne kiseline 8,7%, od cega linolna kiselina ¢ini 8,1%, a linolenska

kiselina 0,6%
3) zasi¢ene masne kiseline 4,3%

Najvaznija odlika ploda masline i EVOO je visok sadrzaj fenolnih komponenti koje se
razlikuju po sastavu i zastupljenosti. Fenolne komponente u plodovima masline su polarni
glikozidi: oleuropein i ligstrozid. Oleuropein je ester elenolne kiseline i hidroksitirosola (HT).
Ligstrozid je ester elenolne kiseline i tirosola (T). Zrenjem maslina raste aktivnost [-
glukozidaze c¢ijim djelovanjem nastaju nepolarni oleuropein- i ligstrozid- aglikoni, §to
prikazuje Slika 10. Tirosol, hidroksitirosol i njihovi sekoiridoidni derivati ¢ine oko 90%

ukupnih fenola prisutnih u maslinovom ulju (77).
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Slika 10. Polifenoli u maslinama i maslinovom ulju. Preuzeto iz (77).

1.3.2.1 Metabolizam maslinovog ulja

Maslinova ulja se razlikuju od ostalih biljnih ulja po ve¢em udjelu oleinske kiseline, a

dodatna specifi¢nost EVOO-a je znac¢ajan udio polifenola.

Regulacija stani¢nih funkcija djelovanjem oleinske kiseline i polifenola moze se odvijati na
dvije razine: 1) ne-genskim efektom, kod kojeg se modulira sastav masnih kiselina u
staniénim membranama i 2) genskim efektom kod kojeg se djeluje na transkripciju odredenih

gena.

Sastav masnih kiselina u trigliceridima iz hrane odrazava se i na sastav triglicerida u
hilomikronima. Na veli¢inu hilomikrona utjeCe stupanj zasicenosti (78) i konfiguracija
dvostrukih veza (79) unutar masnih kiselina koje sacinjavaju trigliceride. Za razliku od drugih
biljnih ulja, nakon apsorpcije maslinovog ulja raste broj hilomikrona, §to se objasnjava
boljom efikasnosc¢u pakiranja lipoproteinskih Cestica. Vjerojatno maslinovo ulje djeluje na
promjenu aktivnosti ili ekspresije mikrosomske bjelancevine koja je prijenosnik triglicerida
(engl. Microsomal trygliceride transfer protein, MTP), smjeStene na enterocitima, Koji
sudjeluju u sekreciji hilomikrona. Veli¢ina i broj hilomikrona odreduju njihovu daljnju
sudbinu, pa tako male hilomikrone nastale nakon obroka s maslinovim uljem uglavnom

hidrolizira jetrena lipaza (za razliku od vecih hilomikrona koji se uglavnom hidroliziraju
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pomocu LPL). Nakon hidrolize hilomikrona, njihove ostatne ¢estice metabolizira jetra, koja
ujedno sintetizira Cestice bogate endogenim trigliceridima - VLDL. Konzumacija odredene
vrste masnih Kiselina utjeCe na sastav VLDL-Cestica, a posljedi¢no i na sastav kolesterol

estera i fosfolipida u LDL-¢esticama (80).

Klini¢ke i pretklini¢ke studije pokazale su da se fenoli maslinovog ulja vrlo dobro apsorbiraju
u probavnom traktu proporcionalno dozi, a Visioli je sa suradnicima 2000. godine to potvrdio
na dozama polifenola koje su znatno veée od doza prisutnih u maslinovom ulju (487,5-1950
mg/L) (81). Apsorpcija polifenola se najc¢esce prati odredivanjem koncentracije T i HT u 24 h
urinu. U urinu se prosjecno izlu¢i 20-22% T i 30-60% HT od ukupne koli¢ine unesene putem
hrane. Ostala koli¢ina ovih polifenola se izlu¢uje putem crijeva, zuci i akumulira u nekim

tkivima.

Nakon apsorpcije, polifenoli podlijezu biotransformaciji prve i druge faze. Prilikom
biotransformacije druge faze uglavnom se stvaraju glukuronidi, a ne$to manje sulfati. Ako se
polifenoli apsorbiraju u vrlo velikim dozama, tada se puno veée koli¢ine izlucuju u obliku

glukuronida, a slobodni polifenoli ostaju zastupljeni u manjem postotku.

Kod uzimanja jednokratnih doza maslinovog ulja koncentracije T, HT i 3-O-metil
hidroksitirosola (O-MHT) rastu u plazmi i postizu svoj maksimum oko dva sata nakon
konzumacije, dok se u urinu maksimum postize nakon Cetiri Sata. 12 sati nakon konzumacije,

koncentracije T, HT i O-MHT u plazmi i urinu ponovno poprimaju bazi¢ne koncentracije (82,
83).

Djelovanje maslinovog ulja na zdravlje ¢ovjeka moze se objasniti i na stani¢noj razini. Razvoj
bolesti nastalih zbog utjecaja neadekvatne prehrane ukljucuje mnoge genske produkte, kao i
proteine ukljucene u sintezu i oksidaciju lipida, termogenezu i stani¢nu diferencijaciju. Hrana
koju jedemo jedan je od najutjecajnijih okolisnih ¢imbenika koji djeluju kao regulatori genske
transkripcije, procesiranja mRNA, degradacije i translacije mRNA, te posttranslacijskih
modifikacija pojedinih proteina (84). EVOO sadrzi mjesavinu polifenola s jednom i s dvjema
hidroksilnim skupinama. Polifenoli s dvije ili viSe hidroksilnih skupina imaju svojstva
antioksidansa in vitro, dok je kod polifenola s jednom hidroksilnom grupom taj efekt puno
slabiji, ili ga nema (85, 86). Nakon unosa i probave maslinovog ulja, polifenoli se u cirkulaciji
vezu za LDL-Cestice i spreavaju njihovu oksidaciju (87). Polifenoli takoder smanjuju
agregaciju trombocita, oSteCenja DNA (antikancerogeno djelovanje), formiranje lipidnih
peroksida, vaskularnu upalu 1 ekspresiju adhezijskih molekula. Inhibicija agregacije

trombocita, izazvana hidroksitirosolom, jednako je ucinkovita kao aspirin. Polifenoli iz
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EVOO smanjuju krvni tlak pojacavajuci ekspresiju eNOS, a NO djeluje kao vazodilatator
(75).
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2 OBRAZLOZENJE TEME

Bolesnici zarazeni HIV-om izlozeni su ve¢em riziku od kardiovaskularnih bolesti zbog same
HIV infekcije, nuspojava HAART-a i neovisnih rizi¢nih ¢imbenika za pojavu CVD. Kako
broj novooboljelih osoba raste, tako raste i broj onih koji ¢e dozivotno uzimati HAART i biti

izloZeni nuspojavama lijecenja.

HIV direktno djeluje na krvne Zile izazivajuéi upalu i metabolicke promjene. Glikoprotein
120 dovodi do ubrzane apoptoze endotelnih stanica te poti¢e proizvodnju tkivnog ¢imbenika
iz endotelnih stanica. Produkti gena tat i nef prisutnih u HIV virusu induciraju ekspresiju
adhezijskih molekula na endotelu krvnih Zila, otpustaju upalne ¢imbenike iz makrofaga te
olakSavaju migraciju i tkivnu infiltraciju upalnih stanica. Kroni¢na upala kod bolesnika
zarazenih HIV-om rezultira stanjem oksidacijskog stresa, zbog nesrazmjerne proizvodnje i

inaktivacije slobodnih radikala.

Lije¢enje HIV infekcije HAART-om promijenilo je prirodni tijek bolesti i znacajno pomoglo
produzenju zivota bolesnika. Produzen metabolicki disbalans, kao posljedica HAART-3,
znaajno utjeCe na dugotrajnu prognozu bolesti zbog rastuceg rizika od pojave
kardiovaskularnih bolesti. Bolesnici lijeceni abakavirom i bolesnici lije¢eni didanozinom
imaju vecu ucestalost infarkta miokarda u odnosu na bolesnike lijeCene drugim
kombinacijama lijekova. Prestankom koriStenja ovih lijekova rizik od infarkta miokarda se

smanjuje.

Rizi¢ni ¢imbenici koji u opcoj populaciji prethode aterosklerozi i1 kardiovaskularnim

bolestima, ranije se javljaju u bolesnika zarazenih HIV-om.

Primjena klasi¢nih antilipidnih lijekova u osoba inficiranih HIV-om oteZana je interakcijom
antilipemika s HAART-om. Medutim, antiaterogeno djelovanje maslinovog ulja moglo bi

umanjiti rizik od CVD u osoba inficiranih HIV-om.

Hipoteza istrazivanja je da ¢e redovita konzumacija EVOO smanjiti vjerojatnost razvoja CVD

u osoba inficiranih HIV-om koji se lijece antiretrovirusnim lijekovima.

Glavni cilj doktorskog rada je ispitati ucinak konzumacije EVOO na biljege upale i

ateroskleroze u ispitanika zarazenih HIV-om koje se lijece antiretrovirusnim lijekovima.
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Specificni ciljevi doktorskog rada su:

1) Odrediti broj leukocita u perifernoj krvi, brzinu sedimentacije eritrocita, koncentraciju
CRP-a, IL-6, ukupnog kolesterola, triglicerida, HDL-kolesterola, LDL-kolesterola, broja ox-
LDL-¢estica u serumu, koncentraciju fibrinogena i aktivnost vWf u citratnoj plazmi te
kataliticku koncentraciju GSH-Px i SOD u serumu ispitanika zarazenih HIV-om Koji su na
odredenoj vrsti antiretrovirusnog lije¢enja prije te nakon konzumacije EVOO. Zasebno ¢e se

obraditi ispitanici ¢ije lijeCenje ukljucuje abakavir i inhibitore proteaze.

2) Odrediti koji je riziéni ¢imbenik (upala, hiperkoagulabilnost, dislipidemija ili
oksidacijski stres) najizrazeniji u ispitanika s HIV infekcijom, koji se lijee antiretrovirusnim
lijekovima, ali ne konzumiraju maslinovo ulje.

3) Odrediti koji se rizi¢ni ¢imbenik (upala, hiperkoagulabilnost, dislipidemija ili
oksidacijski stres) najvise promijenio nakon konzumacije EVOO, odnosno ROO u ispitanika s
HIV infekcijom, koji se lijece antiretrovirusnim lijekovima.

4) Odrediti broj ispitanika s metaboli¢kim sindromom.

5) Procijeniti 10-godisnji rizik od pojave koronarne bolesti srca po Framinghamovoj

formuli u svim grupama ispitanika prije te poslije konzumacije EVOO.
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3 MATERIJALI | METODE

3.1 Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 39 muskih ispitanika zarazenih HIV-om u dobi od 18. do 60.
godine zivota koji se lijeCe i kontroliraju u Ambulanti za HIV/AIDS u Klinici za infektivne
bolesti "Dr Fran Mihaljevi¢" u Zagrebu. Anamnestic¢ki podaci bolesnika pomogli su u odabiru

ispitanika za istraZivanje.

Kriteriji za ukljucivanje ispitanika u istrazivanje: koncentracija glukoze u serumu 4,2-6,0
mmol/L za osobe do 30 godina i 4,4-6,4 mmol/L za osobe starije od 30 godina (88),
nedetektabilna koli¢ina HIV virusnih Cestica u plazmi u trajanju od najmanje 6 mjeseci

(odredena visoko osjetljivom molekularnom metodom Amplicor HIV-1 Monitor verzija 1.5)

U istrazivanje nisu ukljuéene HIV-om zarazene osobe s popratnim akutnim ili tezim
kroni¢nim bolestima. Iskljuceni su bolesnici sa Se¢ernom bolesti tipa I, te hepatitisom tipa B
i/ili C.

Ispitanici ukljuceni u istrazivanje su 14 dana prije pocetka istrazivanja te cijelo vrijeme

trajanja istrazivanja trebali izbjegavati vitaminske 1 sli¢ne pripravke.

Ispitanici su lije¢eni jednom od tri kombinacije antiretrovirusnih lijekova: 1) NRTI/NtRTI/PI
(N=10), 2) NRTI/NtRTI/NNRTI (N=28), i 3) NNRTI /PI (N=1).

Ispitanici su slu¢ajnim odabirom podijeljeni u dvije skupine prema redoslijedu konzumacije

pojedine vrste maslinovog ulja.

Ispitanici su potpisali informirani pristanak, anketirani su o dosadasnjim prehrambenim
navikama vezanim uz mediteransku prehranu, prisutnosti nuspojava tijekom istrazivanja, te 0
Zivotnim navikama (pusenje) i konzumaciji lijekova (antilipemici, lijekovi za smanjivanje
visokog krvnog tlaka). Ispitanicima je izmjeren i opseg struka i bokova, tjelesna tezina, krvni
tlak, te su uzeti klinicki podaci koji bi mogli dati vazne informacije o tijeku bolesti, kao Sto je
prisutnost neke oportunisticke infekcije. Klinicke podatke uzimali su djelatnici Ambulante za

HIV/AIDS: lije¢nik specijalist infektolog i medicinske sestre.

39



3.2 Plan istrazivanja

Istrazivanje je planirano kao randomizirani kontrolirani krizni klini¢ki pokus.

Plan tretiranja ispitanika s maslinovim uljem prikazuje Tablica 2. Uzorkovanje Krvi
provedeno je nultog, 21. i 55. dana. Skupina A je najprije konzumirala EVOO (ulje 1), a zatim
ROO (ulje 2), dok je skupina B najprije konzumirala ROO (ulje 2), a zatim EVOO (ulje 1).

Tablica 2: Plan istraZivanja
skupina A skupina B
14 dana prije istrazivanja pocetak prehrane bez maslina i maslinovog ulja
prvi dolazak
(0. dan) PRVO VAPENJE KRVI

20 dana konzumacije 50 mL dnevno EVOO (ulje 1) | 50 mL dnevno ROO (ulje 2)
maslinovog ulja

drugi dolazak

(21. dan) DRUGO VADENJE KRVI
14 dana "wash out" prehrana bez maslina i prehrana bez maslina i
maslinovog ulja maslinovog ulja
20 dana konzumacije 50 mL dnevno ROO (ulje 2) | 50 mL dnevno EVOO (ulje
maslinovog ulja 1)

treci dolazak
(55_ dan) TRECE VADENJE KRVI
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3.3 Materijali i metode

3.3.1 Odredivanje koncentracije ukupnih polifenola u maslinovom ulju

Koncentracija ukupnih  polifenola u ekstraktu maslinovog ulja odredena je
spektrofotometrijskom metodom po Folin-Ciocalteau (89). Polifenoli  reduciraju
fosfovolframovu i fosfomolibdensku kiselinu u plavo obojene spojeve. Intenzitet obojenja je
proporcionalan koli¢ini polifenola u uzorku. Rezultati su izrazeni u miligramima polifenola

po kilogramu ulja.

3.3.1.1 Ekstrakcija polifenola iz maslinovog ulja

REAGENCIUJE:
n-Heksan
98 % Metanol
Redestilirana voda
POSTUPAK:

10 mg maslinovog ulja pomijesa se S 5 mL heksana. Smjesa se prenese u lijevak za
odjeljivanje i doda 10 mL mje$avine metanola i redestilirane vode (volumni odnos 6:4) te
lagano promucka. Nakon nekoliko minuta stajanja odijeli se hidrofilni sloj (donji sloj u kojem
su polifenoli) od hidrofobnog sloja. Hidrofilni sloj se odijeli u ¢istu posudu. Postupak
ekstrakcije s mjeSavinom metanola i vode ponovi se jo§ dva puta s hidrofobnim ostatkom u
lijevku. Dobiveni ekstrakti se spoje u odmjernoj tikvici i nadopune redestiliranom vodom do

50 mL. 1 mL razrijedenog ekstrakta pipetira se u odmjerne tikvice od 10 mL.

3.3.1.2 Priprema standarda galne kiseline

REAGENCUE:

Primarni standard galne kiseline (40 mg/L):
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Galna kiselina 40 mg
98 % Metanol 100 mL

Redestilirana voda do 1000 mL

Sekundarni standardi galne kiseline:

Sekundarni standardi galne kiseline pripremaju se razrjedenjem primarnog standarda galne

kiseline s redestiliranom vodom prema protokolu koji prikazuje Tablica 3.

Tablica 3. Koncentracije sekundarnih standarda galne Kiseline i volumeni primarnog standarda i
redestilirane vode potrebni za njihovu pripremu

) Sekundarni ) ) .
Broj sekundarnog ) Primarni standard Redestilirana
standardi galne
standarda o (uL) voda (pL)
kiseline (mg/L)
1 0,2 50 9950
2 0,4 100 9900
3 0,8 200 9800
4 1,6 400 9600
5 2,4 600 9400
6 3,2 800 9200
7 4,0 1000 9000
8 6,0 1500 8500
9 8,0 2000 8000

3.3.1.3 Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnih polifenola

REAGENCUE:
Folin-Ciocalteau reagens

7,5% otopina Na,COg3
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POSTUPAK:

Radna otopina Folin-Ciocalteau reagensa priprema se neposredno prije uporabe
razrjedivanjem s redestiliranom vodom u omjeru 1:3. U odmjerne tikvice volumena 10 mL
pipetira se po 1 mL odredenog sekundarnog standarda galne kiseline (Standard), po 1 mL
odredenog ekstrakta maslinovog ulja (Proba) te po 1 mL metanola (Slijepa proba) te doda po
1 mL radne otopine Folin-Ciocalteau reagensa. Smjesa se inkubira 5 minuta te doda po 1 mL
7,5% otopine Na,COs, nadopuni tikvice redestiliranom vodom do 10 mL i inkubira u
zamra¢enom prostoru sat vremena. Nakon sat vremena mjere se apsorbancije standarda i
proba prema slijepoj probi na valnoj duljini od 760 nm. Koncentracija polifenola u
ekstraktima maslinovog ulja odredi se iz bazdarnog pravca i preracuna na kilogram

maslinovog ulja.

3.3.2 Priprema seruma, plazme i hemolizata eritrocita

Uzorkovanje Kkrvi provedeno je nataste. Serum je dobiven centrifugiranjem Kkrvi bez
antikoagulansa na 2530 x g kroz 15 minuta. Koncentracija glukoze, ukupnog kolesterola,
HDL-kolesterola, LDL-kolesterola, triglicerida i CRP-a je odredena odmah, a ostatak uzorka
je pohranjen na -80°C za sljedece analize: MDA, IL-6 i ox-LDL. Kompletna krvna slika je
napravljena u uzorku krvi s antikoagulansom K3;EDTA. Nakon toga je ostatni uzorak krvi s
K3EDTA centrifugiran na 2350 x g kroz 10 minuta. Plazma je odvojena i pohranjena na -80°C
za daljnje analize. Talog eritrocita je dva puta ispran s fizioloSkom otopinom (omjer
volumena eritrocita i fizioloske otopine = 1:1) i centrifugiran na 2350 x g kroz pet minuta.
Hemolizat eritrocita je pohranjen na -80°C za odredivanje kataliticke koncentracije SOD-a i
GSH-Px-a. Krv uzeta s K-citrat antikoagulansom je centrifugirana na 2000 x g kroz 15
minuta. U citratnoj plazmi je odredena koncentracija fibrinogena, a ostatak plazme pohranjen

je na -80°C za odredivanje aktivnosti VWT.

3.3.3 Odredivanje broja HIV-1 Cestica u plazmi

Broj virusnih cestica u mililitru plazme odreden je pomocu komercijalnog ultraosjetljivog
testa COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR Testa, v.1.5, (Roche Diagnostics, SAD) na
COBAS AmpliPrep instrumentu.

Uzorak se centrifugira na 23600 g kako bi se ukoncentrirale virusne Cestice, zatim se prenosi
u COBAS AmpliPrep instrument, gdje se na talog dodaje reagens koji razgraduje ovojnice

virusnih Cestica. Dodatkom metanola HIV-1 RNA se istalozi. Reagens za izolaciju virusnih
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Cestica sadrzi i HIV-1 kvantitativni standard sastavljen od poznatog broja kopija RNA
transkripta koji ima ista vezna mjesta za klice (engl. Primers) kao i HIV-1 RNA. Navedeni

standard prolazi kroz cijeli proces u istom alikvotu s uzorkom.

Epruvete s izoliranom HIV-1 RNA prenose se u COBAS AMPLICOR analizator gdje se
HIV-1 RNA i HIV-1 standard pomocéu reverzne transkriptaze prevode u komplementarnu
DNA (cDNA). Ovaj test ima klice koje, zajedno s ostalim reagensima za umnozavanje DNA,
omogucuju umnozavanje segmenta od 155 pb unutar visoko konzerviranog gag gena koji je
dio HIV genoma. Tijekom lanc¢ane reakcije polimerazom (engl. Polymerase chain reaction,
PCR) dolazi do paralelnog umnozavanja HIV-1 RNA iz uzorka i HIV-1 standarda. PCR se
dogada u zadanom broju ciklusa, a u svakom ciklusu iz jedne DNA molekule nastanu dvije.
Nakon zavr§enog umnozavanja uzorak se denaturira (alkalnim reagensom se dvostruka DNA
razdvoji u jednostruke lance) i dijeli u dva alikvota. U jedan alikvot se dodaje
komplementarni lanac za DNA uzorka, a u drugom alikvotu se odvija jednak postupak s
komplementarnim lancem DNA standarda. Ovi lanci su vezani za magnetske Cestice, ¢ime se
omogucuje njihova imobilizacija uz stijenke reakcijskih posudica tijekom buducih ispiranja.
Komplementarni lanci vezu jednolan¢anu DNA iz uzoraka i standarda, a na hibridne DNA
koje imaju na sebi vezan biotin (klice koje se dodaju u reakcijsku smjesu obiljeZzene su
biotinom), vezat ¢e se avidinom obiljezena peroksidaza. Nakon ispiranja nevezanih lanaca i
suviska peroksidaze, dodaje se supstrat 3,3°,5,5" tetrametilbenzidin (TMB) koji se u
prisutnosti peroksidaze oksidira i formira obojeni kompleks. Intenzitet obojenja na valnoj
duljini od 660 nm proporcionalan je broju kopija virusa, a ratuna Se pomocu poznatog broja
kopija standarda. COBAS AMPLICOR MONITOR HIV-1 Test ima granicu detekcije od 50
kopija/mL plazme.

3.3.4 Odredivanje koncentracije glukoze u serumu

Koncentracija glukoze u serumu je odredena IFCC (engl. International Federation for
Clinical Chemistry) preporu¢enom metodom gdje se glukoza uz pomo¢ enzima glukoza
oksidaze prevodi u glukonsku kiselinu i H;O,. Analiza je izvedena na automatskom
analizatoru Beckman Coulter AU 640 s test reagencijama Thermo Fischer Scientific
Company, Middletown, SAD.

3.3.5 Odredivanje broja CD4+ T-limfocita imunofenotipizacijom u punoj krvi

Apsolutni broj CD4+ T-limfocita u punoj krvi odreden je imunofenotipizacijom pomocu

fluorescentno obiljezenih protutijela (Flow-Count Fluorospheres) na analizatoru Beckman

44



Coulter Epics XL-MCL, SAD.

3.3.6 Odredivanje kataliticke koncentracije superoksid dismutaze u hemolizatu
eritrocita

Kataliticka koncentracija SOD odredena je u lizatu eritrocita spektrofotometrijskom metodom
na sljede¢i nacin: ksantin oksidaza (XOD) iz reagensa prevodi ksantin u mokra¢nu kiselinu,
pri ¢emu nastaje superoksidni radikal. Superoksidni radikal moze biti reduciran pomocu {2-
(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijev klorid)} (INT), ali moze biti i preveden u
H,O, uz pomo¢ SOD-a. Veca Kkataliticka koncentracija SOD-a smanjuje reakciju
superoksidnog radikala i INT-a, a time i intenzitet obojenja koje se mjeri na valnoj duljini od
505 nm. Analiza je izvedena na automatskom analizatoru Beckman Coulter AU 400 uz
pomo¢ reagensa Ransod SD 125 (Randox Laboratories Ltd, Crumlin, Velika Britanija).

Kataliticka koncentracija SOD-a izrazena je na gram hemoglobina.

3.3.7 Odredivanje kataliticke koncentracije glutation peroksidaze u hemolizatu

eritrocita

Kataliticka koncentracija GSH-Px-a odredena je u lizatu eritrocita spektrofotometrijskom
metodom na sljede¢i naéin: GSH-Px Kkatalizira oksidaciju glutationa (GSH) izopropil-
hidroperoksidom, pri ¢emu nastaje oksidirani oblik glutationa (GSSG). U prisutnosti glutation
reduktaze (GR) i koenzima NADPH, GSSG se prevodi u GSH uz istovremenu oksidaciju
NADPH u NADP+. Mjeri se pad apsorbancije koji je proporcionalan Kkatalitickoj
koncentraciji GSH-Px-a. Analiza je izvedena na automatskom analizatoru marke Beckman
Coulter 400 uz pomo¢ reagensa Ransel (Randox Laboratories Ltd, Crumlin, Velika Britanija).

Kataliticka koncentracija GSH-Px-a izrazena je na gram hemoglobina.

3.3.8 Odredivanje koncentracije malondialdehida u serumu

Koncentracija MDA u serumu odredena je modificiranom metodom po Yagi-u iz 1976.
godine (90). MDA stvara kompleks s 2-tiobarbiturnom kiselinom (TBA) u kiselom mediju
(1% H3PO,) uz kuhanje na 90°C kroz 30 min. Apsorbancija kompleksa se mjeri na 532 nm.
Ovom metodom odreduje se koncentracija ukupnog MDA, jer se kuhanjem u kiselom mediju

oslobada frakcija MDA vezana na proteine.

3.3.9 Odredivanje brzine sedimentacije eritrocita

Brzina sedimentacije eritrocita odredena je metodom po Westergren-u.
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3.3.10 Odredivanje broja leukocita u punoj krvi

Broj leukocita u punoj krvi odreden je na hematoloskom brojacu LH 750 (Beckman Coulter),
SAD.

3.3.11 Odredivanje koncentracije CRP-a u serumu

Koncentracija CRP-a u serumu odredena je imunonefelometrijskom metodom visoke
osjetljivosti test reagencijama CardioPhase® hsCRP (Siemens Healthcare Diagnostics

Products GmbH, Marburg, Njemacka, na aparatu BN ProSpec I1.

3.3.12 Odredivanje koncentracije interleukina-6 u serumu

Koncentracija IL-6 u serumu odredena je ELISA imunokemijskom metodom pomocu testa
Quantikine (R&D Systems Europe, Abingdon, Velika Britanija). Monoklonska protutijela na
antigene determinante IL-6 vezana su na Cvrstu fazu (mikrotitarska ploéica). Tijekom
inkubacije dolazi do vezanja IL-6 iz seruma na imobilizirana protutijela, a nevezani suvisak se
ispire. Drugo poliklonsko protutijelo konjugirano s peroksidazom veze se na drugi epitop
imobiliziranog IL-6. Nakon inkubacije suvisak konjugiranog nevezanog protutijela se ispire i
dodaje se supstrat 3,3",5,5 -tetrametilbenzidin (TMB) koji djelovanjem peroksidaze razvija

boju, ¢ija je apsorbancija odredena spektrofotometrijski na 450 nm.

3.3.13 Odredivanje aktivnosti von W.illebrand-ovog ¢imbenika u citratnoj
plazmi

Aktivnost VWT u citratnoj plazmi odredena je turbidimetrijskom metodom uz kofaktor

ristocetin (Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg, Njemacka). Ristocetin

posreduje u vezanju vWT{ na Gplb s povrSine trombocita. Plazmi ispitanika dodaje se reagens

koji sadrzi ristocetin i stabilizirane trombocite, a oni zajedno s VWTf iz plazme stvaraju

aglutinate trombocita. Analizator mjeri promjenu apsorbancije, te na temelju kalibracijske

krivulje standardne humane plazme racuna aktivnost vWf u uzorku izraZzenu u postotku.

3.3.14 Odredivanje koncentracije ukupnog kolesterola u serumu

Koncentracija ukupnog kolesterola u serumu odredena je preporuc¢enom IFCC metodom na
automatskom analizatoru Beckman Coulter 400 pomocu test reagencija Thermo (Electron

Corporation Inc, Victoria, Australija).
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3.3.15 Odredivanje koncentracije HDL-kolesterola u serumu
Koncentracija HDL-kolesterola odredena je standardnom enzimskom metodom nakon

selektivne precipitacije na automatskom analizatoru marke Beckman Coulter AU 400 s test

reagencijama Herbos (Herbos Dijagnostika d.o.0, Hrvatska).

3.3.16 Odredivanje koncentracije LDL-kolesterola u serumu

Koncentracija LDL-kolesterola u serumu odredena je standardnom metodom na automatskom
analizatoru marke Beckman Coulter 400 s test reagencijama Herbos (Herbos Dijagnostika

d.o.o, Hrvatska).

3.3.17 Odredivanje broja oksidiranih LDL-¢estica u serumu

Broj oksidiranih LDL-Cestica je odreden ELISA imunokemijskom metodom (DRG
Diagnostics GmbH, Marburg, Njemacka). Monoklonska protutijela na antigene determinante
ox-LDL-a vezana su na ¢vrstu fazu mikrotitarske plocice. Tijekom inkubacije dolazi do
vezanja ox-LDL-a iz seruma na imobilizirana protutijela, a nevezani suvisak se ispire. Drugo
protutijelo, konjugirano s peroksidazom, veze se na drugi epitop imobiliziranog oksidiranog
LDL-kolesterola. Nakon inkubacije, suvisak konjugiranog nevezanog protutijela se ispire i
dodaje se supstrat 3,3",5,5 -tetrametilbenzidin (TMB), koji djelovanjem peroksidaze razvija

boju, ¢ija je apsorbancija odredena spektrofotometrijski na 450 nm.

3.3.18 Odredivanje koncentracije triglicerida u serumu

Koncentracija triglicerida u serumu je odredena standardnom fotometrijskom metodom uz
glicerolfosfat-oksidazu na automatskom analizatoru Beckman Coulter AU 400 pomocu

reagensa Thermo (Electron Corporation Inc, Victoria, Australija).

3.3.19 Odredivanje koncentracije fibrinogena u citratnoj plazmi

Koncentracija fibrinogena u citratnoj plazmi odredena je modificiranom metodom po Clauss-

u (91) na BCT koagulometru (Siemens Healthcare Diagnostics, Njemacka).

3.3.20 Izracun 10-godiSnjeg rizika za pojavu koronarne bolesti srca prema

Framingham-ovoj formuli

10-godisnji rizik od koronarne sréane bolesti (CHD) izracunat je pomoc¢u Framingham

formule dostupne na mreznoj stranici:

http://hp2010.nhlbihin.net/atpiii/calculator.asp?usertype=prof.
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Temeljem podataka o dobi, spolu, koncentraciji ukupnog kolesterola, koncentraciji HDL-

kolesterola, krvnom tlaku, puSenju i uzimanju lijekova za sniZenje tlaka (92).

3.3.21 Utjecaj konzumacije maslinovih ulja na pojedine rizicne ¢imbenike

Odredenim skupom biokemijskih i hematoloSkih pretraga definirani su rizi¢ni ¢imbenici za
nastanak ateroskleroze. Upala je definirana povecanim brojem leukocita u punoj Krvi,
poveéanom brzinom sedimentacije, te povecanim koncentracijama CRP-a i IL-6.
Dislipidemija je definirana pove¢anim koncentracijama ukupnog kolesterola, LDL-Kolesterola
i triglicerida, te smanjenim koncentracijama HDL-kolesterola. Oksidacijski stres je definiran
povecanim koncentracijama MDA i povecanim brojem ox-LDL-Cestica, te smanjenim
katalitickim koncentracijama SOD-a i GSH-Px. Hiperkoagulabilnost je definirana pove¢anom
koncentracijom fibrinogena i povecanom aktivnoséu VWT. Ovisno o referentnim intervalima
biokemijskih 1 hematoloskih pretraga odreden je broj i postotak mjerenja u kojima su

postojala odstupanja od referentih intervala prije i nakon konzumacije ulja.

3.3.22 Statisticke metode

Broj ispitanika potreban za istrazivanje odreden je testom analize snage uz zadanu vrijednost
a=0,05 i snagu (1-B) >80%.

Statisticka obrada rezultata napravljena je MedCalc programu, verzija 12.1.0.0. (MedCalc
Software, Belgija) i dijelom u SAS programu, verzija 9.1.3, (SAS Institute Inc, Cary, Sjeverna

Karolina).

Broj¢ani podaci s normalnom raspodjelom opisani su aritmetiCkom sredinom i standardnom
devijacijom (SD), dok su podaci, koji nisu slijedili normalnu raspodjelu, opisani medijanom i

interkvartilnim rasponom (IQR).

Za usporedbu zavisnih brojcanih podataka iz tri skupine koristen je ANOVA test, i to0
Repeated Measurements ANOVA za normalnu raspodjelu i Friedman ANOVA za
nenormalnu raspodjelu. Usporedba nezavisnih brojcanih podataka iz dviju skupina

napravljena je Mann-Whitney testom.

U grupi ispitanika koji su pokazali suradljivost u uzimanju najmanje jednog od ulja, razlike
izmedu njihovih vrijednosti napravljene su analizom linearnog mijeSanog modela (engl.
Linear-Mixed Models) $to se uobicajeno koristi kod kriznih klini¢kih pokusa kad nedostaju
neki podaci. Model definira Sequence (slijed), Period (razdoblje) i Treatment (vrsta

pripravka) kao fiksne varijable, dok intra-individualni slijed uzimanja pripravka definira kao
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slu¢ajnu varijablu (engl. Random effect).

Usporedba zavisnih kategorickih podataka napravljena je Cochraneovim testom razlike
proporcija.

Testovi su se smatrali statisticki znacajnima ukoliko je vrijednost p iznosila manje od 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 Koncentracije polifenola u maslinovim uljima

Koncentracija polifenola odredena je u komercijalno dostupnim i domac¢im maslinovim

uljima. Vrijednosti koncentracija polifenola prikazuje Tablica 4.

Tablica 4. Koncentracije polifenola u pojedinim vrstama maslinovog ulja
KONCENTRACIJA POLIFENOLA
VRSTA MASLINOVOG ULJA
(mg/kg ulja)

EVOO (SMS) 226

EVOO (ZVIJEZDA d.o.o. Zagreb, ulje iz domacih maslinika) 236
EVOO (AGROLAGUNA d.d. Porec) 112

Domace ulje 1 298

Domace ulje 2 162

Domace ulje 3 296

Mijesavina 80% ROO i 20% EVOO (ZVIJEZDA d.o0.0. Zagreb) 57

EVOO, ekstra djevicansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje

Za istrazivanje na ispitanicima izabrano je EVOO ZVIJEZDA ulje iz domaéih maslinika, iako
su druga domaca ulja imala vece koncentracije polifenola. EVOO ZVIJEZDA ulje iz domacih
maslinika je komercijalno dostupno ulje u slobodnoj prodaji koje se moglo nabaviti u ve¢im
kolicinama uz manju vjerojatnost varijacija u koncentracijama polifenola izmedu
pojedina¢nih pakiranja. Kao placebo izabrano je jedino dostupno ROO na naSem trzistu, a to
je ZVIJEZDA mjesavina 80% ROO i 20% EVOO ulja.
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4.2 Ispitanici

Testom analize snage utvrdeno je da je za istrazivanje dovoljno 30 ispitanika. lzuzetak je
odredivanje koncentracije CRP-a gdje je utvrdeno da je dovoljno 35 ispitanika. Shemu tijeka

istrazivanja prikazuje Slika 11.

INICIJALNO
PRISTALO 43
ISPITANIKA

4

Y

ANDOMIZIRANO

39 ISPITANIKA

4 ODUSTALA
PRIJE POCETKA
ISTRAZIVANJA

4

Skupina A: Skupina B:
19 ISPITANIKA 20 ISPITANIKA
UZIMALO EVOO UZIMALO ROO

v

3 ODUSTALO

v

1 ODUSTAO

14 DANA BEZ MASLINA | MASLINOVOG ULJA

s »
Skupina B Skupina A
19 ISPITANIKA 16 ISPITANIKA
UZIMALO EVOO UZIMALO ROO

v

0 ODUSTALO

35 ISPITANIKA
ZAVRSILO

v

0 ODUSTALO

ISTRAZIVANJE

A

Slika 11. Shematski prikaz tijeka istraZivanja.
EVOO, ekstra djevicansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje.

Pocetno su pristala 43 ispitanika, ali do pocetka istrazivanja cetiri ispitanika su odustala, pa je
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randomizirano 39 ispitanika (Slika 11). Skupina A, koju je ¢inilo 19 ispitanika, najprije je
uzimala ulje 1 - EVOO, a nakon wash-out perioda ulje 2 - ROO. Skupina B koju je ¢inilo 20
ispitanika uzimala je najprije ulje 2 - ROO, a nakon wash-out perioda ulje 1 - EVOO. U prvoj
fazi pokusa odustalo je troje ispitanika s iz skupine A i jedan ispitanik iz skupine B. U drugoj
fazi pokusa (nakon wash-out perioda) nije odustao niti jedan ispitanik. Vrijednosti klinickih i
laboratorijskin parametara na pocetku istrazivanja za 39 ispitanika, koji su randomizirani
prikazuje Tablica 5. Referentni intervali vecine laboratorijskih parametara preporuceni su od
strane Hrvatske komore medicinskih biokemicara (88), dok su za IL-6, MDA, GSH-Px, SOD,
oX-LDL, broj CD4+ limfocita referentni intervali preuzeti iz pakiranja proizvodaca reagensa

ili iz literature.

Preporucena vrijednost za koncentraciju CRP u serumu <3 mg/L, povezana je s malim
rizikom za razvoj CVD (53). Preporuéene vrijednosti sistolickog tlaka preuzete su od (93),

dok su preporucéene vrijednosti za puls preuzete od (94).

Tablica 5. Podetne vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara u 39 randomiziranih ispitanika
BROJ (%) ISPITANIKA
REFERENTNI
5 5 KOJI ODSTUPAJU OD
KLINICKI I LABORATORIJSKI POCETNE INTERVALI ILI
. REF. INTERVALA ILI
PARAMETRI VRIJEDNOST (N=39) PREPORUCENE s
PREPORUCENIH
VRIJEDNOSTI
VRIJEDNOSTI
Glukoza (mmol/L)* 5,6 (0,6) (4,2-6,0%; 4,4-6,4°) 0 (0)
Broj leukocita (x10%/L)* 6,0 (1,5) (3,4-9,7) 0 (0
Sedimentacija (mm/h)* 13 (11) (2-13% 2-23% 15 (38)
CRP (mg/L)** 1,56 (1,00-2,34) (<3) 7 (18)
Interleukin-6 (ng/L)* 1,99 (1,33) (<) 30 (77)
Fibrinogen (g/L)* 3,3 (0,8) (1,8-3,5) 11 (28)
Ukupni kolesterol (mmol/L)* 58 (1,3) (<5) 29 (74)
LDL-kolesterol (mmol/L)* 3,3 (1,0) (<3) 25 (64)
HDL-Kolesterol (mmol/L)* 1,2 (0,2) (>1) 2 (5
Trigliceridi (mmol/L)** 2,2 (1,5-3,2) (<1,7) 27 (69)
Malondialdehid (umol/L)* 54 (2,3) (1,3-3,5) 35 (90)
Glutation-peroksidaza (U/g Hb)* 85,5 (27,9) (27,5-73,6) 26 (67)
Superoksid-dismutaza (U/g Hb)* 1925 (243) (1102-1601) 37 (95)
Oksidirani LDL (mg/L)** 0,83 (0,51-2,89) (0,11-0,24) 34 (87)
vonWillebrandov ¢imbenik (% akt.)* 151 (65) (58-172) 12 (31)
Broj CD4+ limfocita (/uL)** 486 (413-602) (500-1500) 24 (62)
Puls (otkucaji/min)* 82 (10) (60-100) 2 (5
Sistolicki tlak (mmHg)* 128 (17) (<139) 14 (36)

* parametri koji slijede normalnu razdiobu prikazani su kao srednja vrijednost (standar devijacija), **parametri
koji ne slijede normalnu razdiobu prikazani su kao medijan (interkvartilni raspon), ® za dob mladu od 30 godina,
® za dob stariju od 30 godina, ©za dob mladu od 50 godina, ¢ za dob stariju od 50 godina; CRP, C-reaktivni
protein; LDL, lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoce

Podaci u Tablici 5 pokazuju da za pocetne vrijednosti u 39 randomiziranih ispitanika nije bilo

odstupanja od referentnog intervala u broju leukocita i koncentraciji glukoze.
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Manje od 50% randomiziranih ispitanika imalo je ubrzanu sedimentaciju eritrocita, povecanu
koncentraciju CRP-a i fibrinogena, poveéanu aktivnost vW{, smanjenu koncentraciju HDL-
kolesterola te povecane vrijednosti sistolickog tlaka. Vise od 50% randomiziranih ispitanika
imalo je povecanu koncentraciju IL-6, ukupnog i LDL-kolesterola, triglicerida, povecan broj
0Xx-LDL cestica, smanjen broj CD4+ T-limfocita te povecanu kataliticku koncentraciju GSH-
Px-a. Povecanu koncentraciju MDA i povecanu kataliticku koncentraciju SOD-a imalo je viSe

od 90% randomiziranih ispitanika.

Podjela ispitanika na skupinu A i skupinu B bila je nasumi¢na. Kako bi ispitali kvalitetu
randomizacije napravljena je usporedba pocetnih vrijednosti klinickih i1 laboratorijskih

parametara u obje skupine ispitanika (Tablica 6).

Tablica 6. Pocetne vrijednosti klinickih i laboratorijskih parametara u randomiziranim skupinama
ispitanika na antiretrovirusnoj terapiji

KLINICKI I LABORATORIJSKI
SKUPINA A (N=19) SKUPINA B (N=20)

PARAMETRI p
Glukoza (mmol/L) 53 (51-6,0) 57 (52-6,2) 0,122
Broj leukocita (x10%/L) 54 (4,7-6,5) 56 (52-6,7) 0,339
Sedimentacija (mm/h) 11 (6-22) 10 (6-16) 0,643
CRP (mg/L) 2,14 (1,06-2,60) 1,56 (0,97-2,18) 0,703
Interleukin-6 (ng/L) 1,83 (1,22-2,17) 1,77 (1,01-2,99) 0,633
Fibrinogen (g/L) 3,3 (2,9-3,5) 3,1 (2,7-3,7) 0,757
Ukupni kolesterol (mmol/L) 5,6 (4,7-6,5) 5,6 (5,0-6,8) 0,747
LDL-kolesterol (mmol/L) 34 (2,5-3,9) 3,1 (2,8-4,0) 0,623
HDL-kolesterol (mmol/L) 1,3 1,1-13) 1,2 (1,1-14) 0,989
Trigliceridi (mmol/L) 2,3 (1,3-3,3) 2,0 (1,6-3,1) 0,888
Malondialdehid (umol/L) 4,02 (3,86-5,38) 5,68 (4,11-8,01) 0,068
Glutation-peroksidaza (U/g Hb) 81,6 (58,7-106,0) 82,9 (64,45-97,60) 0,822
Superoksid-dismutaza (U/g Hb) 1941 (1812-2073) 1745 (1747-2126) 0,369
Oksidirani LDL (mg/L) 0,82 (0,57-2,89) 0,84 (0,21-3,65) 0,623
vonWillebrandov ¢imbenik (% akt.) 125 (83-198) 150 (130-188) 0,518
Broj CD4+ limfocita (/L) 464 (407-584) 490 (437-692) 0,286
Puls (otkucaji/min) 82 (80-96) 80 (72-86) 0,231
Sistoli¢ki tlak (mmHg) 125 (115-140) 125 (113-140) 0,804
Tjelesna masa (kg) 74 (69-84) 77 (73-84) 0,546
Opseg struka (cm) 86 (76-95) 90 (86-94) 0,347

Sve izmjerene vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); CRP, C-reaktivni protein; LDL,
lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoce

Pocetne vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara ne razlikuju se izmedu ispitanika u

skupini A i skupini B..
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4.3 Rezultati anketa

Prije pocetka istrazivanja provedena je anketa o dosadas$njim navikama ispitanika prema
mediteranskoj prehrani (95) te anketa o nuspojavama. Nakon provedenog istrazivanja,
ponovno je provedena anketa o nuspojavama, te anketa o suradljivosti prilikom konzumacije

maslinovih ulja.

Aritmeticka sredina (SD) rezultata suradljivosti randomiziranih ispitanika prema

mediteranskoj prehrani prije pocetka istrazivanja iznosila je 6 (2).

Ispitanici u skupini A nisu se razlikovali u suradljivosti prema mediteranskoj prehrani od

ispitanika u skupini B (p=0,453).
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Tablica 7. Rezultati ankete o nuspojavama tijekom konzumiranja maslinovog ulja

NUSPOJAVE POCETNO EVOO ROO
- o B NE 24 27 26
1) Umor ili smanjenje energije?
DA 11 8 9
NE 34 33 34
2) Vruéica, zimica ili preznojavanje?
DA 1 2 1
o ) NE 33 34 33
3) Omaglica ili vrtoglavica?
DA 2 1 2
) . ) . NE 29 29 29
4) Bol, trnci, obamrlost ili bockanje u rukama ili nogama?
DA 6 6 6
NE 31 33 32
5) Teskoce prisjecanja?
DA 4 2 3
NE 34 33 33
6) Mucnina ili povracanje?
DA 1 2 2
o ) NE 23 29 29
7) Proljev ili mekana (vodenasta) stolica?
DA 12 6 6
8) O id ) NE 27 28 27
sjecaj tuge ili depresivnosti?
Jecauee T Aep DA 8 7 8
- ) NE 26 26 25
9) Nervoza ili anksioznost?
DA 9 9 10
. . NE 30 30 31
10) Smetnje spavanja?
DA 5 5 4
NE 30 31 29
11) Problemi s kozom?
DA 5 4 6
NE 31 32 33
12) Kasalj ili teskoce ,,hvatanja“ daha?
DA 4 3 2
. NE 32 33 33
13) Glavobolja?
DA 3 2 2
— N . NE 34 34 35
14) Smanjenje apetita ili promjena okusa hrane?
DA 1 1 0
S NE 28 28 30
15) Nadutost, bol ili plinovi u trbuhu?
DA 7 7 5
NE 31 30 30
16) Bol u misi¢ima ili op¢a bol?
DA 4 5 5
. . NE 28 30 28
17) Problemi kod spolnih odnosa?
DA 7 5 7
18) Promjene u izgledu tijela, kao $to su premjestanje masnog tkiva NE 28 30 29
ili dobivanje na tezini? DA 7 5 6
19) Gubljen; | dane? NE 34 34 34
ubljenje na teZini ili propadanje?
I propacan] DA 1 1 1
) N o NE 34 34 34
20) Gubitak kose ili promjene izgleda kose?
DA 1 1 1

EVOO, ekstra djevicansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje
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Rezultati ankete o nuspojavama tijekom konzumacije maslinovih ulja prikazuje Tablica 7.
Pojedine nuspojave su razli¢ito zastupljene, a najizrazenije su umor i proljev. Nuspojave koje
su ispitanici imali prije pocCetka istrazivanja nisu se znakovito promijenile tijekom trajanja
konzumacije EVOO i1 ROO, osim za nuspojavu proljeva koju je na pocetku imalo 12

ispitanika (34%) a nakon EVOO S$est ispitanika (17%).

Nakon konzumacije EVOO i ROO ispitanici su na skali od 1-100% potvrdili svoju
suradljivost prema uzimanju ulja tijekom istrazivanja. Slika 12 prikazuje broj suradljivih
ispitanika obzirom na tijek pokusa. Suradljivost veéu od 90% prema konzumaciji oba ulja
pokazalo je 23 ispitanika. 30 ispitanika pokazalo je suradljivost veéu od 90% prema najmanje
jednom ulju i to tri ispitanika samo prema konzumaciji EVOO, a ¢etvorica samo prema
konzumaciji ROO. Ukupno je bilo 53 mjerenja klini¢kih i laboratorijskih parametara sa

suradljivos¢u vecom od 90%.
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4.4 Rizi¢ni ¢imbenici

441 PuSenje
Prema anamnestickim podacima 16 od 39 ispitanika (41%) su pusaci. Pocetne vrijednosti

klini¢kih i laboratorijskih parametara u puSaca i nepusaca prikazuje Tablica 8.

Tablica 8. Pocetne vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara te statisticka znacajnost razlike

u pusaca i nepusaca na antiretrovirusnoj terapiji

KLINICKI I LABORATORIJSKI PUSACT NEPUSACI

PARAMETRI (N=16) (N=23) P
Glukoza (mmol/L) 5,7 (5,3-6,0) 53 (5,1-6,0) 0,539
Broj leukocita (x10%/L) 6,1 (5,5-7,8) 53 (4,8-6,1) 0,037
Sedimentacija (mm/h) 12 (6-17) 8 (6-15) 0,658
CRP (mg/L) 1,60 (1,00-3,27) 1,56 (1,01-2,34) 0,754
Interleukin-6 (ng/L) 1,89 (1,41-2,13) 1,46 (0,97-2,68) 0,607
Fibrinogen (g/L) 34 (2,6-4,0) 3.2 (2,9-3)5) 0,558
Ukupni kolesterol (mmol/L) 6,0 (55-7,2) 51 (4,7-5,9) 0,047
LDL-kolesterol (mmol/L) 34 (2,9-42) 3,2 (2,7-3,6) 0,458
HDL-Kolesterol (mmol/L) 12 (1,1-1,4) 1,3 (1,1-1,3) 0,875
Trigliceridi (mmol/L) 2,7 (2,0-4,1) 1,9 (1,4-2)9) 0,171
Malondialdehid (pumol/L) 4,25 (3,93-6,51) 4,56 (3,86-7,04) 0,539
Glutation-peroksidaza (U/g Hb) 74,6 (56,20-89,10) 88,5 (72,28-88,88) 0,087
Superoksid-dismutaza (U/g Hb) 1877 (1783-2026) 1941 (1779-2143) 0,368
Oksidirani LDL (mg/L) 1,19 (0,52-3,18) 0,82 (0,51-2,29) 0,808
vonWillebrandov ¢imbenik (% akt.) 161 (105-231) 145 (118-166) 0,511
Puls (otkucaji/min) 80 (74-88) 80 (76-87) 0,720
Sistolicki tlak (mmHg) 130 (120-140) 120 (110-140) 0,387

Sve vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); CRP, C-reaktivni protein; LDL, lipoproteini
niske gusto¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoce

Pusa¢i imaju 15% vec¢i medijan za broj leukocita (p=0,037) i 17% ve¢i medijan za

koncentraciju ukupnog kolesterola (p=0,047) u odnosu na nepusace. Udio pusaca i nepusaca

bio je jednak u randomiziranim skupinama A i B.
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442 Dob

Pocetne vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara u ispitanika podijeljenih prema dobi

na ispitanike mlade od 40 godina i ispitanike starije od 40 godina prikazuje Tablica 9.

Tablica 9. Pocetne vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara u ispitanika ovisno o dobi
KLINICKI I
ISPITANICI <40 godina | ISPITANICI >40 godina
LABORATORIJSKI (N=14) (N=25) p
PARAMETRI
Glukoza (mmol/L) 53 (5,1-5,7) 59 (5,2-6,1) 0,046
Broj leukocita (x10%L) 55 (4,9-6,9) 55 (5,2-6,1) 0,965
Sedimentacija (mm/h) 10 (5-15) 10 (8-18) 0,429
CRP (mg/L) 1,28 (0,83-2,22) 1,82 (1,37-2,44) 0,198
Interleukin-6 (ng/L) 1,59 (0,98-1,95) 1,95 (1,19-2,71) 0,473
Fibrinogen (g/L) 3,0 (2,6-3,6) 3,3 (2,9-3,7) 0,193
Ukupni kolesterol (mmol/L) 51 (4,6-6,6) 56 (5,1-6,6) 0,327
LDL-kolesterol (mmol/L) 3,3 (2,3-4,0) 3,3 (2,9-3,9) 0,380
HDL-kolesterol (mmol/L) 1,2 (1,0-1,3) 1,3 (1,1-1,3) 0,274
Trigliceridi (mmol/L) 1,9 (1,2-3,2) 2,2 (1,8-3,3) 0,356
Malondialdehid (umol/L) 4,6 (3,9-7,0) 4,3 (3,9-6,9) 0,578
Glutation-peroksidaza (U/g Hb) 80,6 (65,4-106,5) 81,6 (55,6-98,0) 0,539
Superoksid-dismutaza (U/g Hb) 1877 (1792-2017) 1931 (1772-2180) 0,548
Oksidirani LDL (mg/L) 1,68 (0,51-3,45) 0,83 (0,50-1,62) 0,501
vonWillebrandov ¢imbenik (% akt.) 132 (71-169) 150 (118-204) 0,306
Puls (otkucaji/min) 86 (80-88) 80 (72-84) 0,083
Sistoli¢ki tlak (mmHg) 120 (110-130) 130 (120-145) 0,096

Sve vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); CRP, C-reaktivni protein; LDL, lipoproteini
niske gustoé¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoce

Ispitanici mladi od 40 godina razlikuju se od ispitanika starijin od 40 godina samo po
pocetnim koncentracijama glukoze. Medijan koncentracije glukoze u mladih ispitanika je

11% maniji (p=0,046) u odnosu na ispitanike starije od 40 godina.

4.4.3 10-godisnji rizik za pojavu koronarne bolesti srca prema Framingham-u

Prema Framingham-u razlikuju se tri razine rizika za pojavu CHD. Rezultati manji od 10%
znace mali rizik za pojavu CHD, rezultati izmedu 10% i 20% znace umjereni rizik za pojavu

CHD, a rezultati ve¢i od 20% znace visoki rizik za pojavu CHD u sljedec¢ih 10 godina.

Prema podacima na pocetku istrazivanja najveéi broj ispitanika, 23/39 (59%) imao je mali
rizik; 15/39 (38%) imao je umjereni rizik, dok je samo jedan (3%) ispitanik imao visoki rizik

za pojavu CHD u sljede¢ih 10 godina prema podacima na pocetku istrazivanja.
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4.5 Ucinak lijecenja

45.1 Antiretrovirusno lijecenje

Prema vrsti antiretrovirusnog lije¢enja ispitanici su podijeljeni u 3 skupine: 1) ispitanici Koji
su u svoje lijeCenje imali uklju¢ene Pl (N=10), 2) ispitanici koji su u svoje lije¢enje imali
uklju¢ene NNRTI, a nisu imali uklju¢ene PI (N=28), te 3) ispitanici koji su u svoje lijeenje
imali uklju¢ene i NNRTI i PI (N=1).

Ispitanik koji se lijeci kombinacijom NNRTI/PI nije ukljucen u statisti¢ku obradu.

Pocetne vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara u ispitanika lije¢enih kombinacijom
lijekova, koja je sadrzavala PI, i ispitanika lijeCenih kombinacijom lijekova koja nije

sadrzavala PI, prikazuje Tablica 10.

Tablica 10.  Pocetne vrijednosti klinickih i laboratorijskih parametara ovisno o kombinaciji
antiretrovirusnog lije¢enja

KLINICKI I LABORATORIJSKI Pl+ PI- D
PARAMETRI (N=10) (N=28)
Glukoza (mmol/L) 52 (5,0-5,5) 57 (5,3-6,1) 0,040
Broj leukocita (x10%/L) 55 (5,3-6,8) 56 (5,0-6,6) 0,842
Sedimentacija (mm/h) 21 (10-36) 8 (6-14) 0,008
CRP (mg/L) 2,21 (1,82-5,47) 1,38 (0,94-2,30) 0,104
Interleukin-6 (ng/L) 2,38 (1,59-3,41) 1,53 (0,86-2,01) 0,030
Fibrinogen (g/L) 39 (3,3-44) 3.0 (2,7-34) 0,004
Ukupni kolesterol (mmol/L) 49 (4,5-5,9) 56 (5,1-7,0) 0,136
LDL-kolesterol (mmol/L) 2,9 (2,4-4,0) 34 (2,9-4,0) 0,267
HDL-kolesterol (mmol/L) 1,1 (1,0-1,2) 1,3 (1,1-1,4) 0,017
Trigliceridi (mmol/L) 2,7 (1,9-3,8) 2,2 (14-31) 0,336
Malondialdehid (umol/L) 4,56 (4,02-7,84) 4,57 (3,84-6,91) 0,573
Glutation-peroksidaza (U/g Hb) 79,6 (64,0-89,2) 85,1 (60,9-106,1) 0,362
Superoksid-dismutaza (U/g Hb) 1868 (1743-2011) 1936 (1798-2134) 0,389
Oksidirani LDL (mg/L) 0,83 (0,47-2,08) 0,79 (0,54-2,81) 0,631
vonWillebrandov ¢imbenik (% akt.) 156 (56-220) 142 (115-178) 0,960
Puls (otkucaji/min) 80 (78-88) 82 (76-88) 0,958
Sistoli¢ki tlak (mmHg) 120 (110-140) 130 (120-140) 0,322

Sve vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); PI, inhibitori proteaze; CRP, C-reaktivni
protein; LDL, lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoée

Ispitanici lijeCeni pomocu Pl imaju 11% manji medijan koncentracije glukoze (p=0,040) i
27% manji medijan koncentracije HDL-kolesterola (p=0,017) u odnosu na ispitanike koji nisu
lijeCeni pomocu PI. Medijan brzine sedimentacije eritrocita je 162% (p=0,008) veci, medijan
koncentracije IL-6 je 56% (p=0,030) vec¢i, a medijan koncentracije fibrinogena 30%
(p=0,004) veci u ispitanika lije¢enih pomoc¢u Pl u odnosu na ispitanike koji nisu lijeceni

pomocu PI.
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Prema vrsti antiretrovirusnog lijecenja, ispitanici su podijeljeni u dvije skupine ovisno o tome
jesu li lije¢eni abakavirom ili nisu. Pocetne vrijednosti klinic¢kih i laboratorijskih parametara u
ispitanika lijeCenih abakavirom i ispitanika koji nisu lije¢eni abakavirom prikazuje Tablica
11.

Tablica1l. Pocetne vrijednosti klinickih i laboratorijskih parametara u ispitanika lijecenih
abakavirom i ispitanika koji nisu lije¢eni abakavirom

KLINICKI | LABORATORUISKI | pppyir 4 Abakavir - ;
(N=11) (N=28)
Glukoza (mmol/L) 5,3 (5,1-5,9) 57 (5,2-6,0) 0,454
Broj leukocita (x10%L) 55 (4,9-7,9) 56 (5,0-6,5) 0,864
Sedimentacija (mm/h) 16 (8-32) 9 (6-14) 0,122
CRP (mg/L) 2,20 (0,86-5,54) 1,40 (1,00-2,23) 0,454
Interleukin-6 (ng/L) 2,07 (1,43-3,44) 1,65 (0,95-2,13) 0,142
Fibrinogen (g/L) 35 (2,9-4,4) 32 (2,8-3,5) 0,195
Ukupni kolesterol (mmol/L) 59 (5,0-6,8) 56 (4,8-6,2) 0,502
LDL-kolesterol (mmol/L) 34 (2,8-4,2) 3,2 (2,8-3,7) 0,553
HDL-kolesterol (mmol/L) 1,2 (1,1-1,3) 1,3 (1,1-14) 0,522
Trigliceridi (mmol/L) 2,3 (1,7-3,7) 2,2 (1,4-31) 0,483
Malondialdehid (umol/L) 4,55 (4,00-5,13) 4,56 (3,84-7,38) 0,767
Glutation-peroksidaza (U/g Hb) 56,9 (54,9-74,6) 89,4 (75,9-109,0) 0,002
Superoksid-dismutaza (U/g Hb) 1843 (1751-1910) 1951 (1795-2187) 0,095
Oksidirani LDL (mg/L) 1,32 (0,71-3,06) 0,73 (0,43-2,81) 0,175
vonWillebrandov ¢imbenik (% akt.) 125 (102-193) 148 (116-194) 0,502
Puls (otkucaji/min) 82 (80-88) 80 (74-88) 0,908
Sistolicki tlak (mmHg) 118 (110-140) 130 (120-140) 0,320

Sve vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); CRP, C-reaktivni protein; LDL, lipoproteini
niske gusto¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoce

Ispitanici koji su lijeceni abakavirom imaju 57% manji medijan katalitiCke koncentracije

GSH-Px u odnosu na ispitanike koji nisu lijeceni abakavirom (p=0,002).

4.5.2 Antilipemici

Kako je samo dva od 39 randomiziranih ispitanika Koristilo lijekove za regulaciju
koncentracije lipoproteina u krvi, utjecaj antilipemika na klini¢ke i laboratorijske parametre

nije statisticki obradivan.
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4.6 Uc¢inak maslinovog ulja

4.6.1 Svi ispitanici koji su zavrsili istraZivanje

Ucinak konzumacije maslinovog ulja na klini¢ke i laboratorijske parametre analiziran je za
ispitanike (N=35) koji su prosli cijeli protokol istrazivanja. Pocetne vrijednosti, te vrijednosti
nakon konzumacije ROO, odnosno EVOO za klini¢ke i laboratorijske parametre prikazuje
Tablica 12.

Tablica 12.  Vrijednosti klinickih i laboratorijskih parametara na pocetku istraZivanja i nakon
konzumacije ulja u svih ispitanika koji su zavrsili istraZivanje

s a a a
oMIEREN! | vRuEDNOSTI | Y99 RO | Py | hotetno | potetnor | (V00N

(N=35) EVOO) ROO) ROO)
?n']‘r‘]fgf/al_)* 56 (0,6) 55 (0,6) 55 (0,6) 0,494 1,000 1,000 1,000
g(rl"gg'ﬁ_‘;'ioc"a 6,0 (1,5) 6,2 (1,8) 6,1 (1.6) 0,565 0,653 1,000 1,000
?ﬂ%‘;ﬂmja 14 (1) 13 (12) 13 12) 0,505 1,000 1,000 1,000
(Cn'?g"/L)** 156 (100-226) | 132  (073-289) | 1,78 (100432 | 0805 1,000 1,000 1,000
zgtgiﬂiﬂfi”"j 183 (L22250) | 195  (1,13-290) | 171  (0,98274) | 0692 1,000 1,000 1,000
(F@:;Jii)rlogen 33 0,7 33 (0,8) 34 (0,9) 0,379 1,000 1,000 1,000
tJr:rl:q%r;/iISO*lesterol 58 (1,3) 59 (L2 58 13) 0,704 0,880 1,000 1,000
(Ln?nﬁgl‘ﬁ_';ite“" 33 w0 33 ©.9) 32 ©,8) 0,740 1,000 0,166 0,123
?mDmL(;:‘/‘I’_')efte“" 13 ©2) 13 ©2) 13 ©,2) 0,622 1,000 1,000 1,000
(Tr;'g:(')‘ff[')ﬂ 22 (1,6-3,3) 24 (1,6-3,4) 24 (1,3-3,3) 0,352 1,000 1,000 1,000
:‘:'Li'lg;‘/‘f)aldehid 5,59 (2,35) 477 (1,74) 4,45 (1,46) 0,001 0,121 0,003 0,620
(Gljféa:‘;;‘;pemksmaza 86,2 (28,6) 82,7 (25,6) 84,1 (25,0) 0,431 0,326 1,000 1,000
?Jfgeﬁ‘g)sid'dism“‘aza 1920 (251) 1919 (235) 1967 (196) 0,246 1,000 0,739 0,351
?r:;'}ﬂi)’ffi LDL 084 (051-318) | 099  (051-309) | 081  (0,50-2,85) | 0,413 1,000 1,000 1,000
‘c’&’l\g‘é::ib&”:k?‘)’* 149 (66) 154 (76) 150 (67) 0,818 1,000 1,000 1,000
?;Eucaji/mm)* 81 (10) 81 (10) 80 ©) 0,555 1,000 1,000 1,000
(Srifr‘ﬁll_:gl)i“ak 129 an 127 an 130 (19) 0,957 1,000 1,000 0,875

*aritmeticka sredina (standar devijacija), ** medijan (interkvartilni raspon), ® p vrijednosti su korigirane prema
Bonferroni-u; EVOO, ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje; CRP, C-reaktivni
protein; LDL, lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoce

Koncentracija MDA je jedini laboratorijski parametar koji se promijenio tijekom konzumacije
maslinovog ulja (p=0,001). Vrijednosti aritmeticke sredine koncentracije MDA smanjile su se
za 18% (p=0,003) nakon ROO u odnosu na pocetne vrijednosti koncentracije MDA (Slika
13). Konzumacija EVOO nije imala za posljedicu zna¢ajnu promjenu koncentracije MDA.

Vrijednosti ostalih klini¢kih i laboratorijskih parametara nisu se znacajno razlikovale nakon
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konzumacije ulja u odnosu na pocetne vrijednosti, niti Su Se razlikovale obzirom na vrstu

konzumiranog ulja.
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Slika 13. Promjene koncentracija malondialdehida (MDA) u ispitanika lije¢enih antiretrovirusnim

lijekovima nakon konzumacije ekstra djevicanskog (EVOO)

rafiniranog (ROO)

maslinovog ulja. Sive crte pokazuju vrijednosti aritmetic¢ke sredine i standardne devijacije.
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Uc¢inak konzumacije maslinovog ulja na klini¢ke i laboratorijske parametre analiziran je i

metodom linearnog mijesanog modela (Tablica 13).

Tablica 13.  Vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara nakon konzumacije maslinovog ulja u
svih ispitanika koji su zavrSili istraZivanje prema metodi linearnog mijeSanog modela

Razlika aritmeti¢kih

PARAMETRI (N=35) =) T e | B razdobe) | (za shjec)
?nljl:]liglzlal_ ) 55 0,1) 55 0,2) -0,014 0,894 0,894 0,536
g(rfggllel_u)kodta 6.2 03) 6,1 03) 0,130 0578 0,281 0,766
(Sri?]i%e;ntacija 13 2 13 ) 0,279 0,885 0,359 0,690
I(?r?g/CLR)E 023  (008) | 033  (0,08) -0,007 0,298 0,204 0,624
22;‘5““”'6 203 (054) | 201  (054) 0,914 0,231 0,591 0,619
(ng;n[i)nogen 33 o 3.4 o1 -0,083 0,569 0,868 0,402
tﬂr'fﬁq’;?,i,_ﬁmesmml 59 02) 58 02 0,082 0471 0,566 0,588
'(-n'?n';(;‘;/"l_';mem' 33 ©.1) 3,2 ©,1) 0,133 0,020 0,006 0,660
z-'mDn’1Lc_):(/(|)_l)eSteml 1,3 0,0) 13 (0,0) 0,026 0,884 0,226 0,397
Ir:g:;?f[i)di 28 (0,5) 3,0 0,5) -0,217 0,582 0,976 0,259
e 473 (026 | 440  (026) 0328 0185 0.138 0052
(Gdgagg?-peroksidaza 83,0 43) 84,5 (4.3) 1,521 0,455 0,043 0,443
?J;Jgeﬁlg)sid-dismlﬂaza 1919 37 1965 37 -46,941 0,125 0571 0,717
?r:gsjdl_i)ra“i LDL 185 (039) | 18  (0,39) 0,033 0,787 0,024 0,759
‘c’f::g\e’::i"(f,ingk?‘)’ 154 (12) 150 (12) 4373 0,607 0,903 0,722
Z;Euca] min) 81 © 80 @ 1,393 0,464 0,249 0,945
(Sr;]smcg‘)“ tlak 127 ®3) 130 ®3) -2,860 0,208 0,971 0,565

Sve vrijednosti prikazane su kao aritmeti¢ka sredina najmanjih kvadrata (standardna pogreska); EVOO, ekstra
djevic¢ansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje; CRP, C-reaktivni protein; LDL, lipoproteini niske
gustoce; HDL, lipoproteini visoke gustoce

Metoda linearnog mijeSanog modela pokazala je smanjenje koncentracije LDL-kolesterola

nakon ROO u odnosu na rezultate nakon EVOO (p=0,020).

Rizi¢ne ¢imbenike za nastanak ateroskleroze dijelimo na upalu, dislipidemiju, oksidacijski

stres i hiperkoagulabilnost. Pojedini laboratorijski parametri svrstani su prema vrsti rizi¢nog

¢imbenika kojeg opisuju. Broj ispitanika, ¢ije su vrijednosti klinickih i laboratorijskih

parametara odstupale od referentnog intervala ili preporucenih vrijednosti nakon konzumacije

maslinovog ulja, prikazuje Tablica 14.
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Tablica 14.  Zastupljenost rizi¢nih ¢imbenika za aterosklerozu prije i nakon konzumacije maslinovog ulja

UPALA DISLIPIDEMIJA OKSIDACIJSKI STRES HIPERKOAGULA-
BILNOST
. . . Lo LDL- HDL- Lo
Leukociti Sedimentacija CRP IL-6 Kolesterol Trigliceridi Kolesterol Kolesterol ox-LDL MDA GSH-Px SOD vWF Fibrinogen
REFERENTNI ;
ILNREI'EE\]{CE:EL% 9’75(31';“_) (Z‘in"*n'] /%23 @mgl) | (<lpgl) | (<5mmoll) | (<17mmoil) | (<3mmolL) | (>1mmoliL) (0;;;3,)24 (1,3-3,5umol/L) (ZJ /ZJS’)S (15%:&01 (58-172%) | (18-35g/L)
VRIJEDNOSTI
pocetno* 0(0) 13 (37) 6 (17) 28 (80) 26 (74) 25 (71) 22 (63) 2 (6) 30 (86) 32 (91) 24 (69) 33 (94) 10 (29) 10 (29)
EVOO* 3(9) 11 (31) 9 (26) 29 (83) 29 (83) 23 (66) 20 (57) 1(3) 30 (86) 27 (77) 21 (60) 31 (89) 10 (29) 11 (31)
ROO* 2 (6) 9 (26) 10 (29) 25 (71) 27 (77) 23 (66) 23 (66) 1(3) 33(94) 24 (69) 21 (60) 34 (97) 11 (31) 16 (46)
p 0,097 0,050 0,039 0,039 0,223 0,135 0,097 0,368 0,050 0,002 0,050 0,097 0,368 0,022
pocetno/EVOO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
potetno/ROO 1,000 <0,05 <0,05 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0,05 1,000 1,000 1,000 <0,05
EVOO/ROO 1,000 1,000 1,000 <0,05 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

*vrijednosti su prikazane kao broj (%) ispitanika; za dob do 50 godina, ® za dob stariju od 50 godina; CRP, C-reaktivni protein; IL-6, interleukin-6; LDL, lipoproteini niske
gusto¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoce; 0x-LDL, Cestice oksidiranog LDL-kolesterola; MDA, malondialdehid; GSH-Px, glutation peroksidaza; SOD, superoksid
dismutaza; vWf, von Willebrand-ov ¢imbenik; EVOO, ekstra djevic¢ansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje
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Svi ispitanici suradljivi prema konzumaciji oba ulja imali su broj leukocita unutar referentnog
raspona. Manje od 50% ispitanika imalo je ubrzanu sedimentaciju eritrocita, povecanu
koncentraciju CRP-a i fibrinogena, smanjenu koncentraciju HDL-kolesterola te poveéanu
aktivnost VWT. Vise od 50% ispitanika imalo je povecanu koncentraciju IL-6, triglicerida,
ukupnog i LDL-kolesterola, te povecanu kataliticku koncentraciju GSH-Px-a. Poveéanu
koncentraciju MDA, povecan broj ox-LDL c¢estica i povecanu kataliticku koncentraciju SOD-
a imalo je vise od 90% suradljivih ispitanika.

Konzumacija maslinovog ulja imala je u¢inka na upalne biljege, oksidacijski stres i

hiperkoagulabilnost.

Konzumacija ROO smanjila je broj ispitanika koji imaju povecanu brzinu sedimentacije
eritrocita i broj ispitanika s povecanom koncentracijom MDA, te povecéala broj ispitanika s

povecanom koncentracijom CRP-a i pove¢anom koncentracijom fibrinogena.

Konzumacija EVOO nije imala ucinka na promjenu zastupljenosti rizicnih ¢imbenika za

aterosklerozu.

4.6.1.1 10-godisnji rizik za pojavu koronarne bolesti srca prema Framingham-u
Vrijednosti 10-godisnjeg rizika za CHD po Framingham-u za ispitanike koji su zavrsili

istrazivanje (N=35) prikazuje Tablica 15.

Tablica 15.  Rizik za pojavu koronarne bolesti srca prema Framingham-u prije i nakon konzumacije
ulja (N=35)
STUPANJ RIZIKA PO BROJ (%) ISPITANIKA
FRAMINGHAM-u POCETNO | EVOO ROO
NISKI RIZIK (<10%) 22 (63) 20 (57) 21 (60)
UMJERENI RIZIK (10-20%) | 12 (34) 14 (40) 13 (37)
VISOKI RIZIK (>20%) 1(3) 1(3) 1(3)

EVOO, ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje

Konzumacija maslinovog ulja nije znacajno promijenila broj ispitanika u pojedinoj kategoriji

rizika za pojavu CHD prema Framingham-u.
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4.6.2

Ispitanici lijeceni inhibitorima proteaze

Ucinak konzumacije maslinovog ulja na klinicke i laboratorijske parametre u ispitanika

lijecenih kombinacijom antiretrovirusnih lijekova, koja je sadrzavala inhibitore proteaze,

prikazuje Tablica 16.

Tablica 16.  Vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara na pocetku istraZivanja i nakon
konzumacije ulja u ispitanika lije¢enih inhibitorima proteaze

POCETNE p

o= | VRIJEDNOSTI (E,\\I/: ?8 (Eglc(’)) (trg’n g | (otetmol | (potetno/ | (EVOO
(N=10) EVOO) ROO) /ROO)

Glukoza
(mmol/L) 52 (5,0-5,5) 50 (4,85,2) 52 (4,853) 0,329 1,000 1,000 1,000
(Bxfl"(l)g'/‘i_”)k"c“a 55 (5,3-6,8) 5,7 (4,8-6,9) 6,6 (5,6-7,1) 0,810 1,000 1,000 1,000
f‘;‘::];'r‘smadja 21 (10-36) 13 (6-19) 15 (9-28) 0,040 <0,05 1,000 1,000
fn?g*jl_) 221 (182547) | 088  (049-166) | 1,10  (057-632) | 0,035 <0,05 1,000 1,000
Eg‘gjﬂ‘;“k'”'e 238 (159-341) | 171 (1,10-195) | 220  (098-3,10) | 0,208 1,000 1,000 1,000
(F;;)[i)“ogen 39 (3.3-4,) 36 (2,7-39) 39 (2.8-4.5) 0,520 1,000 1,000 1,000
Ukupni kolesterol
(mmol/L) 49 (4,5-5,9) 5,6 (5,3-6,5) 53 4,957) 0,408 1,000 1,000 1,000
LDL-kolesterol
(mmoliL) 2.9 (2,4-4,0) 33 (2.83.7) 34 (2,8-3,6) 0,256 1,000 1,000 1,000
HDL-kolesterol
(mmoilt) 11 (1,0-1,2) 13 (11-1,3) 11 (11-1,3) 0,103 1,000 1,000 1,000
Trigliceridi
(mmol/L) 27 (1.9-38) 24 (16-3.2) 23 (1.1-3.7) 0,286 1,000 1,000 1,000
Malondialdehid 455 (4,02-7,84) 5,11 (3,82-6,18) 417 (3,82-5,29) 0,428 1,000 1,000 1,000
(umol/L)
Glutation-
peroksidaza (UlgHby | /26 (640-89.0) 733 (58,2-885) 747 (63,3-84,8) 0,150 1,000 1,000 1,000
Superoksid-
dismutasa (Ulg Hb) | 1868 (1704-2167) | 1909 (1687-2076) | 1939 (18802035 | 0520 1,000 1,000 1,000
?n‘:;;dl_')ra”' LDL 08  (047-208) | 08  (049-257) | 063 (045265 | 0,05 1,000 1,000 1,000
vonWillebrand-ov
Simbenk (% akt 156 (56-220) 123 (70-209) 151 (59-170) 0,760 1,000 1,000 1,000
Puls
(otkucajifmin) 80 (78-88) 72 (72-74) 80 (72-88) 0,177 1,000 1,000 1,000
(Sr:frm;';l thak 120 (110-140) 110 (110-120) 115 (110-140) | 07213 1,000 1,000 1,000

Sve vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); EVOO, ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje;
ROO, rafinirano maslinovo ulje; CRP, C-reaktivni protein; LDL, lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini

visoke gustoce

Brzina sedimentacije eritrocita (p=0,040) i koncentracija CRP-a (p=0,035) su jedini

laboratorijski parametri, koji su se znac¢ajno promijenili tijekom konzumacije maslinovog ulja

u ispitanika lijeCenih pomocu PI. Medijan brzine sedimentacije eritrocita je za 62% manji
(p<0,05) (Slika 14), a medijan koncentracije CRP-a za 151% manji (p<0,05) (Slika 15) nakon

konzumacije EVOO u odnosu na pocetne vrijednosti.
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Slika 14. Promjene brzine sedimentacije eritrocita u ispitanika lije¢enih inhibitorima proteaze nakon
konzumacije ekstra djevi¢anskog (EVOO) i rafiniranog (ROO) maslinovog ulja. Sive crte
prikazuju vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona.
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Slika 15. Promjene koncentracija C-reaktivnhog proteina (CRP) odredenog metodom visoke

osjetljivosti (hsCRP) u ispitanika lije¢enih inhibitorima proteaze nakon konzumacije ekstra
djevi¢anskog (EVOO) i rafiniranog (ROO) maslinovog ulja. Sive crte prikazuju vrijednosti
medijana i interkvartilnog raspona.

68



4.6.3

Ispitanici koji nisu lije¢eni inhibitorima proteaze

Uc¢inak konzumacije maslinovog ulja na klinicke i1 laboratorijske parametre u ispitanika

lijeCenih kombinacijom antiretrovirusnih lijekova, koja nije sadrzavala inhibitore proteaze,

prikazuje Tablica 17.

Tablica 17.

Vrijednosti klinickih i laboratorijskih parametara na pocetku istraZzivanja i nakon
konzumacije ulja u ispitanika koji nisu lije¢eni inhibitorima proteaze

POCETNE p p p
oA VRIJEDNOSTI (E,\Y: 240) (582?1) (mfn g | (otetnol | (potetno/ | (EVOO
(N=24) EVOO) | R0OO) | /ROO)
Glukoza
(mmol/L) 59 (5,2-6,1) 57 (5:2-6,1) 56 (5:3-6,2) 0,670 1,000 1,000 1,000
(Bxfl"(l)g'/‘i_”)k"c“a 5.4 (4,9-6,6) 59 (5,3-6,9) 57 (5,16,3) 0,514 1,000 1,000 1,000
Sedimentacija
s 8 (6-14) 9 (5-13) 9 (3-13) 0,616 1,000 1,000 1,000
fni*g*jl_) 1,38 (0,942,20) | 135  (095-450) | 1,91  (124-421) | 0235 1,000 1,000 1,000
:gtgjﬂ‘;“k'”'e 153 (086-195 | 195  (121-322) | 143  (095250) | 0210 1,000 1,000 1,000
(Fg;?L”)nogen 3.0 (2834 3.1 (2737 29 (2737 0,932 1,000 1,000 1,000
Ukupni kolesterol
(mmol/L) 56 (.1-7,1) 6,0 (5.2-6,5) 538 (5,.1-6,5) 0,031 1,000 1,000 1,000
LDL-kolesterol
(mmol/L) 33 (2,.9-4,0) 32 (2,8-3,9) 31 (2.6-3,9) 0,062 1,000 1,000 1,000
HDL-kolesterol
(mmol/L) 13 (1.1-1,4) 13 (1,1-1,4) 1,3 (1,1-1,4) 0,381 1,000 1,000 1,000
Trigliceridi
(mmol/L) 22 (1.5-3.2) 24 (1,6-3,5) 25 (1,3-33) 0,696 1,000 1,000 1,000
Malondialdehid 490 (3847000 | 460  (346:566) | 400  (340-527) | 0,004 <0,05 <005 1,000
(umol/L)
(Gdlljézla_tllbc;n-peroksmaza 85,1 (60,9-113,0) 84,5 (66,0-107,7) 90,4 (60,9-105,2) 0,331 1,000 1,000 1,000
(Sb‘fglzob‘gs'd'd'sm”taza 1936 (1786-2134) | 1934  (1772-2056) | 1989  (1878-2103) | 0,462 1,000 1,000 1,000
?n‘:;;dl_')ra”' LoL 093  (054-345) | 101  (050-290) | 086  (0,60-2,63) | 0,406 1,000 1,000 1,000
vonWillebrand-ov
Simbentk (o4 akt) 142 (114-172) 133 (110-169) 144 (109-179) 0,280 1,000 1,000 1,000
Puls
(otkucajifmin) 80 (74-88) 84 (77-88) 80 (72-88) 0,435 1,000 1,000 1,000
Sistolicki tlak 130 (120-140) 130 (120-140) 130 (118-150) 0,365 1,000 1,000 1,000

(mmHg)

Sve vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); EVOO, ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje;
ROO, rafinirano maslinovo ulje; CRP, C-reaktivni protein; LDL, lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini

visoke gustoce

Koncentracija MDA je jedini biokemijski parametar, koji se promijenio tijekom konzumacije

maslinovog ulja (p=0,004) u ispitanika koji nisu lijeeni pomocu PI.

Vrijednosti medijana koncentracije MDA smanjile su se za 23% (p<0,05) nakon konzumacije

ROO u odnosu na pocetne vrijednosti i samo 7% (p<0,05) nakon konzumacije EVOO u

odnosu na pocetne vrijednosti koncentracije MDA (Slika 16).
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Slika 16. Promjene koncentracija malondialdehida (MDA) u ispitanika Kkoji nisu lijeceni
] ) p J

inhibitorima proteaze nakon konzumacije ekstra djevi¢anskog (EVOO) i rafiniranog
(ROO) maslinovog ulja. Sive crte pokazuju vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona.
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4.6.4 Ispitanici lijeceni abakavirom

Uc¢inak konzumacije maslinovog ulja na klinicke i1 laboratorijske parametre u ispitanika
lijeCenih kombinacijom antiretrovirusnih lijekova, koja je sadrzavala abakavir, prikazuje

Tablica 18.

Tablica 18.  Vrijednosti klinickih i laboratorijskih parametara na pocetku istraZivanja i nakon
konzumacije ulja u ispitanika lije¢enih abakavirom

POCETNE

p p p
R VRIJEDNOSTI (E,\Y: ?Oo) (ESB) (trg’n g | (otetno/ | (potetno/ | (EVOO
(N=10) EVOO) | ROO) | /ROO)
Glukoza
(mmol/L) 5.4 (5,1-6,0) 54 (5,1-6,0) 53 (5,1-6,2) 0,904 1,000 1,000 1,000
(Bxfl"(l)g'/‘i_”)k"c“a 55 @777 59 (4,6-7,0) 55 @777 0,914 1,000 1,000 1,000
Sedimentacija
P 14 (8-32) 8 (5-17) 1 (7-28) 0,114 1,000 1,000 1,000
fn:*g’jl_) 201 (074579) | 106  (067-173) | 158  (057-644) | 0,286 1,000 1,000 1,000
:gtge/ﬂ‘;“k'”'e 223 (138366) | 155  (085195) | 225  (122:366) | 0,150 1,000 1,000 1,000
lab)[l)nogen 33 (2,9-4,4) 2.8 (2.7-4,0) 3,6 (2,9-4,4) 0,428 1,000 1,000 1,000
Ukupni kolesterol
(mmollL) 538 (5,0-6.6) 63 (5,6-6.,5) 55 (4,9-6.,6) 0,520 1,000 1,000 1,000
LDL-kolesterol
(mmoliL) 34 (2.7-4,2) 34 (2,8-4,4) 31 (2.7-3.6) 0,073 1,000 1,000 1,000
HDL-kolesterol
(moliL) 12 (11-1,3) 13 1.2-1,3) 12 11-13) 0,210 1,000 1,000 1,000
Trigliceridi
(mmol/L) 24 (16-38) 22 1827 21 (1,2-35) 0,520 1,000 1,000 1,000
Malondialdehid 457  (400521) | 485 (382542 | 417  (3.965.18) 0,520 1,000 1,000 1,000
(umol/L)
(Gdlljgt]agg?—peroksmaza 60,5 (54,6-75,2) 63,2 (58,0-72,4) 66,2 (59,9-80,5) 0,286 1,000 1,000 1,000
fb‘;’;ﬁg;'d'msm”ma 1840  (1743-1914) | 1775  (1659-1908) | 1901  (1735-2009) | 0,208 1,000 1,000 1,000
?n‘:;;dl_')ra”' LoL 166 (084-338) | 155  (062-330) | 153  (0,76-299) | 0,760 1,000 1,000 1,000
vonWillebrand-ov
itmbonik (% akt ) 137 (97-203) 160 (81-223) 134 (73-191) 0,150 1,000 1,000 1,000
Puls
(othucziilmin) 80 (78-88) 72 (71-82) 82 (72-88) 0,225 1,000 1,000 1,000
(Sr:frm;';l tlak 120 (110-140) 115 (110-140) 135 (120-140) 0,308 1,000 1,000 1,000

Sve vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); EVOO, ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje;
ROO, rafinirano maslinovo ulje; CRP, C-reaktivni protein; LDL, lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini
visoke gustoce

U ispitanika lije¢enih abakavirom, vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara nisu se

znaCajno razlikovale nakon konzumacije ulja u odnosu na pocetne vrijednosti, niti SU Se

razlikovale prema vrsti maslinovog ulja.
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4.6.5

Ispitanici koji nisu lije¢eni abakavirom

Uc¢inak konzumacije maslinovog ulja na klinicke i1 laboratorijske parametre u ispitanika

lijeCenih kombinacijom antiretrovirusnih lijekova, koja nije sadrzavala abakavir, prikazuje

Tablica 19.

Tablica 19.

Vrijednosti klini¢kih i laboratorijskin parametara na pocetku istraZivanja i nakon
konzumacije ulja u ispitanika koji nisu lije¢eni abakavirom

POCETNE p
=R | VRIJEDNOSTI (E,\Y: 28 (ESZ% (trfn g | (potemol | (potemos | (EVOO
(N=25) EVOO) ROO) | /ROO)
Glukoza
(mmol/L) 57 (5,1-6,0) 54 (516,0) 5.4 (5,3-5,9) 0,335 1,000 1,000 1,000
gfég'/‘i_”)k"c"a 55 (4,9-6,5) 58  (52-65) 5,7 (5,0-6,5) 0,606 1,000 1,000 1,000
Sedimentacija 10 (7-14) 10 (5-18) 10 (4-16) 0,825 1,000 1,000 1,000
(mm/h)
fni*g*jL) 140 (L00223) | 132 (095417) | 178  (L0G-406) | 0487 1,000 1,000 1,000
:2‘;}1{‘;“"'”'6 171 (1,062,19) | 195 (143308) | 159  (097-245) | 0081 1,000 1,000 1,000
(Fg;?L”)nogen 3.2 (28-35) 33 (2737) 29 (27-38) 0,934 1,000 1,000 1,000
Ukupni kolesterol
(mmol/L) 55 (4,9-6.,6) 54 (52-6,4) 5,7 (5,.1-6,2) 0,847 1,000 1,000 1,000
LDL-kolesterol
(mmaliL) 31 (2,8-3.6) 32 (27-36) 31 (2,6-3.,6) 0,375 1,000 1,000 1,000
HDL-kolesterol
(mmoliL) 13 11-14) 12 (L1-14) 13 (1L,1-1,4) 0,475 1,000 1,000 1,000
Trigliceridi
(mmol/L) 22 (1632 26 (1534) 25 (1.3-33) 0,628 1,000 1,000 1,000
Malondialdehid 456 (3,.85-7,92) 4,29 (3,58-6,08) 3,75 (3,47-5,38) 0,003 <0,05 <0,05 1,000
(umol/L)
Glutation-
beroksidara (Ulg Hpy | 898 (16.1-1136) | 858 (714-1068) | 916  (6651077) | 0333 1,000 1,000 1,000
Superoksid-
diomutara (Ul Hp) | 1941 (1790-2181) | 1043 (1831-2051) | 2031  (1897-2102) | 0604 1,000 1,000 1,000
?n‘](;;dl_')ra”' LoL 074  (043-305) | 079 (0,34-290) | 068  (0,40-214) | 0,386 1,000 1,000 1,000
vonWillebrand-ov
Sinbenilk (% alt) 145  (116-177) 132 (104-168) | 153 (117-177) 0,147 1,000 1,000 1,000
Puls
(othucziilmin) 80 (72-88) 84 (72-88) 80 (72-88) 0,194 1,000 1,000 1,000
(Sr:frm;';l tlak 130 (119-140) | 130  (110-140) | 130  (110-140) 0,336 1,000 1,000 1,000

Sve vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); EVOO, ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje;
ROO, rafinirano maslinovo ulje; CRP, C-reaktivni protein; LDL, lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini

visoke gustoce

Koncentracija MDA je jedini biokemijski parametar koji se promijenio tijekom konzumacije

maslinovog ulja (p=0,003) u ispitanika koji nisu lijeCeni abakavirom.

Vrijednosti medijana koncentracije MDA smanjile su se za 22% (p<0,05) nakon konzumacije

ROO u odnosu na pocetne vrijednosti, te samo 6% (p<0,05) nakon konzumacije EVOO u

odnosu na pocetne vrijednosti medijana koncentracije MDA (Slika 17).
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Slika 17.

Promjene koncentracija malondialdehida (MDA) u ispitanika koji nisu lije¢eni abakavirom

nakon konzumacije ekstra djevi¢anskog (EVOO) i rafiniranog (ROO) maslinovog ulja. Sive
crte pokazuju vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona.
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4.7 Suradljivost ispitanika

4.7.1 Ispitanici suradljivi prema konzumaciji oba ulja

Jedina potvrda da su ispitanici konzumirali maslinovo ulje tijekom istrazivanja bila je anketa
o0 suradljivosti prema uzimanju maslinovog ulja. Ispitanici koji su izjavili suradljivost vecu od
90% (N=23) zasebno su analizirani (Tablica 20).

Tablica 20.  Vrijednosti klinickih i laboratorijskihn parametara na pocetku istraZivanja i nakon
konzumacije ulja u ispitanika koji su izrazili suradljivost prema konzumaciji oba ulja
POCETNE p
PX/IR;]EI\SIE'\I{:?I VRIJEDNOSTI (E’\Y: 230) (5:022) (tré)n d) (pocetno/ | (poletno/ | (EVOO
(N=23) EVOO) ROO) | /ROO)

Glukoza

(mmol/L) 57 (5.1-6,1) 5,6 (5.1-6,0) 55 (5,2-6,0) 0,736 1,000 1,000 1,000

I(?;(rlotj)glﬁ_u)komta 53 (4,7-67) 6,4 (4,9-6,9) 57 (4,9-6,8) 0,344 1,000 1,000 1,000

Sedimentacija 8 (6-15) 10 (4-17) 10 (4-20) 0,333 1,000 1,000 1,000

(mm/h)

%n?gP/L) 139 (094224) | 1,38  (0,78-289) | 230  (1,44-641) 0,063 1,000 1,000 1,000

:2‘;}1{‘;““”'6 183 (113274) | 195  (110293) | 232 (122352 | 0368 1,000 1,000 1,000

f;?[;"oge” 33 838 | 33 (2839) 37 (29-42) 0302 1,000 1,000 1,000

Ukupni kolesterol

(mmol/L) 56 (4.9-6.3) 58 (53-6,5) 56 (5.1-6,3) 0,660 1,000 1,000 1,000

LDL-kolesterol

(mmol/L) 3.2 (2,8-41) 32 (2,8-4,0) 31 (2,5-3,6) 0,048 1,000 <0,05 1,000

HDL-kolesterol

(mmol/L) 12 (1.1-15) 12 (11-1.4) 13 (1.1-1,4) 0,604 1,000 1,000 1,000

Trigliceridi

(mmol/L) 2,1 (1,5-3,7) 23 (1,5-3,4) 18 (1,2-3,3) 0,059 1,000 1,000 1,000

Malondialdehid

(umol/L) 456  (386-7,65) | 479  (336538) | 417  (353-5,13) 0,013 1,000 <0,05 1,000

Glutation-

peroksidaza(Uig Hpy | SL6  (86.2:1054) | 760 (59.41019) | 8L7  (60.0-969) 0,265 1,000 1,000 1,000

Superoksid-

dismutaza (U/g Hb) 1931 (1769-2172) | 1913  (1756-2072) | 2009  (1839-2099) | 0,410 1,000 1,000 1,000

?n‘f;;‘i')ra”' LbL 083  (053-206) | 089  (052241) | 070  (053-183) | 0,955 1,000 1,000 1,000

vonWillebrand-ov

Simbonik (% akty 164 (112-223) 141 (108-226) 168 (114-200) 0,265 1,000 1,000 1,000

Puls

(otkucajilmin) 80 (72-88) 84 (72-88) 80 (72-88) 0,424 1,000 1,000 1,000

(Srﬁm;l;l tlak 125 (115-140) 130 (110-140) 130 (111-148) 0,698 1,000 1,000 1,000

Sve vrijednosti prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon); EVOO, ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje;
ROO, rafinirano maslinovo ulje; CRP, C-reaktivni protein; LDL, lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini
visoke gustoce

Koncentracija MDA je jedini biokemijski parametar koji se promijenio tijekom konzumacije
maslinovog ulja (p=0,003) u ispitanika koji su izrazili suradljivost vecu od 90% prema oba

ulja.

Vrijednosti medijana koncentracije MDA smanjile su se za 9% (p<0,05) nakon konzumacije
ROO u odnosu na pocetne vrijednosti (Slika 18). Konzumacija EVOO nije znacajno

promijenila koncentracije MDA.
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Smanjenje medijana koncentracije LDL-kolesterola nakon konzumacije ROO u odnosu na

pocetne vrijednosti bilo je na granici statisticke znacajnosti (p=0,048).
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Slika 18. Promjene koncentracije malondialdehida (MDA) u ispitanika koji su izrazili suradljivost

veéu od 90% prema konzumaciji oba ulja, nakon konzumacije ekstra djevi¢anskog
(EVOO) i rafiniranog (ROO) maslinovog ulja. Sive crte pokazuju vrijednosti medijana i
interkvartilnog raspona.

Ispitanici koji su izrazili suradljivost vec¢u od 90% prema konzumaciji oba ulja analizirani su

prema pojedinim riziénim ¢imbenicima za nastanak ateroskleroze.

Broj ispitanika c¢ije su vrijednosti laboratorijskin parametara odstupale od referentnog

intervala ili preporucenih vrijednosti nakon konzumacije maslinovog ulja prikazuje Tablica
21.
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Tablica 21.

Zastupljenost rizi¢nih ¢imbenika za aterosklerozu prije i nakon konzumacije maslinovog ulja u ispitanika suradljivih prema konzumaciji oba ulja

UPALA DISLIPIDEMIJA OKSIDACIJSKI STRES HIPERKOAGULA-
BILNOST
" . . L LDL- HDL- Lo
Leukociti Sedimentacija CRP IL-6 Kolesterol | Trigliceridi ox-LDL MDA GSH-Px SOD VWi Fibrinogen
kolesterol | kolesterol
REFERENTNI
ggggﬁég\'{é (3.4-9,7x109L) | (213, 2-23°mmih) | (<3mglL) | (<lpg/l) | (<5mmoliL) | (<1,7 mmoliL) | (<3 mmoliL) | (>1 mmoliL) (0;;;3,)24 (1,3-3,5umol/L) (ZJ /ZJS’)S (1&%#5)01 (58-172%) | (1.8-35g/L)
VRIJEDNOSTI
pocetno* 0(0) 8 (35) 3(13) 18 (78) 15 (65) 15 (65) 14 (61) 1(4) 22 (96) 21(91) 15 (65) 22 (96) 9 (39) 7 (30)
EVOO* 2(9) 6 (26) 6 (26) 19 (83) 20 (87) 16 (70) 11 (48) 1(4) 21(91) 17 (74) 11 (48) 21(91) 7 (30) 10 (43)
ROO* 2(9) 8 (35) 10 (43) | 18(78) 18 (78) 12 (52) 13 (57) 1(4) 21(91) 14 (61) 14 (61) 22 (96) 10 (43) 13 (57)

p 0,135 0,135 0,005 0,368 0,022 0,039 0,097 1,000 0,368 0,005 0,039 0,368 0,097 0,011
pocetno/EVOO 1,000 1,000 1,000 1,000 <0,05 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0,05 1,000 1,000 1,000
potetno/ROO 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0,05 1,000 1,000 1,000 <0,05
EVOO/ROO 1,000 1,000 <0,05 1,000 1,000 <0,05 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

*vrijednosti su prikazane kao broj (%) ispitanika; za dob do 50 godina, ®za dob stariju od 50 godina; CRP, C-reaktivni protein; IL-6, interleukin-6; LDL, lipoproteini niske
gusto¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoce; ox-LDL, Cestice oksidiranog LDL-kolesterola; MDA, malondialdehid; GSH-Px, glutation peroksidaza; SOD, superoksid
dismutaza; vWf, von Willebrand-ov ¢imbenik; EVOO, ekstra djevic¢ansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje
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Svi ispitanici suradljivi prema konzumaciji oba ulja imali su broj leukocita unutar referentnog
raspona. Manje od 50% ispitanika imalo je ubrzanu sedimentaciju eritrocita, povecanu
koncentraciju CRP-a i fibrinogena, smanjenu koncentraciju HDL-kolesterola, te povecanu
aktivnost vWT. Vise od 50% ispitanika imalo je povecanu koncentraciju IL-6, triglicerida,
ukupnog i LDL-kolesterola te povecanu kataliticku koncentraciju GSH-Px-a. Poveéanu
koncentraciju MDA, povecan broj ox-LDL c¢estica i povecanu kataliticku koncentraciju SOD-
a imalo je vise od 90% suradljivih ispitanika.

Konzumacija maslinovog ulja imala je u¢inka na sve riziéne ¢imbenike. Konzumacija ROO
smanjila je broj ispitanika koji imaju poveéanu koncentraciju MDA s 91% na 61% ispitanika,
te povecala broj ispitanika s poveéanim vrijednostima koncentracije fibrinogena s 30% na

57% ispitanika.

Konzumacija EVOO smanjila je broj ispitanika s poveéanom katalitiCkom koncentracijom

GSH-Px-a sa 65% na 48% suradljivih ispitanika.

4.7.1.1 10-godi$nji rizik za pojavu koronarne bolesti srca prema Framingham-u
Vrijednosti 10-godisnjeg rizika za CHD po Framingham-u u 23 ispitanika koji su izrazili
suradljivost prema konzumaciji oba ulja ve¢u od 90% prikazuje Tablica 22.

Tablica 22.  Rizik za pojavu koronarne bolesti srca prema Framingham-u prije i nakon konzumacije
ulja u ispitanika koji su izrazili suradljivost veéu od 90% prema konzumaciji oba ulja

(N=23)
STUPANJ RIZIKA PO BROJ (%) ISPITANIKA
FRAMINGHAM-u POCETNO EVOO ROO
NISKI RIZIK (<10%) 15 (65) 13 (57) 13 (57)
UMJERENI RIZIK (10-20%) 7 (31) 9(39) 9(39)
VISOKI RIZIK (>20%) 1(4) 1(4) 1(4)

EVOO, ekstra djevicansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje

Konzumacija maslinovog ulja nije zna¢ajno promijenila broj ispitanika u pojedinoj kategoriji

rizika za pojavu CHD prema Framingham-u.
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4.7.2 Ispitanici suradljivi prema najmanje jednom ulju

Ucinak maslinovog ulja na klini¢ke i laboratorijske parametre, u ispitanika koji su izrazili
suradljivost vecu od 90% prema najmanje jednoj vrsti maslinovog ulja, analiziran je metodom

linearnog mijeSanog modela. Rezultate prikazuje Tablica 23.

Tablica 23.  Vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara nakon konzumacije maslinovog ulja u
ispitanika Koji su izrazili suradljivost veéu od 90% prema najmanje jednoj vrsti ulja.

Razlika
p R/IR;] E,\R;E-T-:m (E’\}/:%O) (Egzoe) zrlll;lijtrl:;:xijéillfnillz\/s;cei(::tlg (za vrsr'zu ulja) | (za raz%oblje) (za sFI)ijed)
(Gr’rl‘ll:TI‘l(glz/aL) 56 (0,1) 5,6 0,1) 0,024 0,847 0,700 0,509
E(rf(i) 9'/?_“)"00“3 62 (03 | 61  (03) 0,118 0,674 0,313 0,798
(S;?ri]f/\;s”tacﬁa 12 @ 14 @ 2,163 0,359 0,310 0,679
'(‘;?Q/CSE 0,23 (0,09) 047  (087) -0,234 0,035 0118 0,306
Egge/ﬂ‘)f“ki”'s 242 (03) | 229 (032 0135 0741 0,647 0293
(F;[i)ﬂogen 33 ©2) 36 0,2) -0,230 0,190 0,831 0,318
tJHI:;%rI]/iLk)OIeSterOI 6.0 ©.2) 59 (02 0,083 0,606 0,917 0,623
|(-n|13n|;(-)|l</(|>_|§5t6f0| 34 ©2) 32 (02 0185 0,003 0,041 0,640
'(4mDn|1-(;||</CI’_|)‘33tef0| 13 ©0,0) 13 (00) 0,028 0,344 0,315 0,251
(Tr:s]'é)clf[i)di 28 ©7) 30 (07 -0,206 0,720 0,768 0,245
mﬂg?/‘ii)a'dehid 469  (025) | 437  (0.25) 0,316 0,248 0,382 0,031
OISR | g0 wy | me @2 0801 0715 061 0237
?J?;E"g;id'dism”taza 1927 (44) | 1964  (44) -37,486 0,343 0,722 0,880
(On'f;dl_i)ra”i LDL 161 (037) | 156  (037) 0,054 0,643 0,105 0,855
\C’?nqg\é'nlllib(ﬁzn:k?\)’ 151 (14) 156 (14) -5,801 0,526 0,208 0,887
E’;‘ksucaj i) 82 ) 80 @ 1,944 0,419 0,469 0,921
(Sr;]srt;’}l_‘é‘)" tlak 128 @ 131 @ 2,564 0,360 0,743 0,803

Vrijednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara prikazane su kao aritmeti¢ka sredina najmanjih kvadrata
(standardna pogreska); EVOO, ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje; ROO, rafinirano maslinovo ulje; CRP, C-
reaktivni protein; LDL, lipoproteini niske gusto¢e; HDL, lipoproteini visoke gustoce

Tablica 23 prikazuje statisticki znacajno manje koncentracije log CRP-a nakon EVOO u
odnosu na ROO (p=0,035) (Slika 19).

Rezultati linearnog mijesanog modela za CRP, izrazeni kao geometrijska sredina za ulje 1,
iznose: 1,70 mg/L (95% IP: 1,15-2,52), a za ulje 2: 2,92 mg/L (95% IP: 1,95-4,37).
Koncentracije LDL-kolesterola statisticki su znac¢ajno manje nakon ROO u odnosu na
koncentracije nakon EVOO (p=0,003).
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Slika 19. Razlike u koncentracijama C-reaktivnog proteina (CRP) odredenog metodom visoke

osjetljivosti (hsCRP) u ispitanika koji su izrazili suradljivost ve¢u od 90% prema najmanje
jednom ulju, nakon konzumacije ekstra djevicanskog (EVOOQO) i rafiniranog (ROO)
maslinovog ulja. Sive vodoravne crte oznacavaju vrijednosti medijana i interkvartilnog
raspona.
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4.8 Metabolic¢ki sindrom

Prema NCEP ATP Il kriteriju metaboli¢ki sindrom je utvrden na pocetku istrazivanja u devet
od ukupno 35 (26%) ispitanika, koji su zavrsili istrazivanje.

Prema IDF kriteriju, metabolicki sindrom je utvrden u 10 od ukupno 35 (29%) ispitanika, koji
su zavrsili istrazivanje.

Prisutnost metaboli¢kog sindroma u svih ispitanika, koji su zavrsili istrazivanje prema NCEP
ATP Ill i IDF kriterijima, na pocetku istraZivanja, te nakon konzumacije maslinovog ulja

prikazuje Slika 20.

Broj ispitanika 5 -

0+

POCETNO

B NCEP ATP Ill kriterij 9 8
O IDF kriterij 10 9
Slika 20. Broj ispitanika s metabolickim sindromom prema Kriterijima Nacionalnog programa

obrazovanja o kolesterolu - Panel lije¢enja odraslih III (NCEP ATP Ill) i prema
kriterijima Medunarodne dijabeti¢ke federacije (IDF)

NCEP ATP Il kriterij i IDF kriterij podjednako dobro otkrivaju osobe s metabolickim
sindromom. Konzumacija maslinovog ulja nije znacajno promijenila broj ispitanika koji

zadovoljavaju pojedine kriterije za dijagnozu metabolickog sindroma.
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Cimbenike koji najvise pridonose dijagnozi metaboli¢kog sindroma prikazuje Slika 21.

Dijagnoza metabolickog sindroma prema NCEP ATP Il kriteriju najées¢e se temeljila na
rezultatima povecane koncentracije triglicerida u serumu te povecanim vrijednostima
sistolickog tlaka. Dijagnoza metaboli¢kog sindroma prema IDF kriteriju, osim opsega struka
veéeg od 94 cm, kao obaveznog Kkriterija, takoder se najceS¢e temeljila na povecanim

koncentracijama triglicerida i povecanim vrijednostima sistoli¢kog tlaka.

15
10 +
5 -
0 7 . evp e
glukoza 2 | trigliceridi s'sttlz:'(c"' kog'zt:ml struk >102
5,6 mmol/L |>1,7mmol/L 4*) cm
Mo\ 1305 | <10 | O*C
B NCEP ATP Ill (Broj mierenja 23 26 25 3 3
od ukupno 33)
@ IDF* (broj mierenja od ukupno 19 25 24 2
30)
Slika 21. Cimbenici koji utjeu na dijagnozu metaboli¢kog sindroma prema kriterijima Nacionalnog

programa obrazovanja o kolesterolu - Panel lije¢enja odraslih III (NCEP ATP IIl) i prema
kriterijima Medunarodne dijabeti¢ke federacije (IDF).
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5 RASPRAVA

Obzirom na veéu ucestalost kardiovaskularnih bolesti u osoba zarazenih HIV-om, kojoj uz
upalnu komponentu koju nosi sam virus, pridonosi antiretrovirusna terapija, te neovisni
riziéni ¢imbenici, s oprezom se prepisuju lijekovi s ve¢ poznatim rizicnim djelovanjem na
kardiovaskularni sustav, istrazuju se novi lijekovi koji bi predstavljali manji rizik, ali se uz to
nastoji i podi¢i svjesnost o zdravoj prehrani, koja je vazna za ocuvanje funkcije

kardiovaskularnog sustava.

Zbog epidemijskih razmjera koje su CVD pocele poprimati sredinom proslog stolje¢a u
razvijenim zemljama, bilo je potrebno ustanoviti rizi¢ne ¢imbenike i osigurati preventivne
mjere kojima bi se smanjila ucestalost nepovoljnih kardiovaskularnih dogadaja. Prva vazna
studija koja se bavila riziénim ¢imbenicima za nastanak CVD je Framingham Heart Study iz
1948 godine (96). Ipak, kad se doslo do zakljucka koliko je prehrana vazna kao rizi¢ni
¢imbenik za CVD, najutjecajniji je bio rad "Seven Countries Study" Keys-a i suradnika (75),
gdje je pokazano da unos zasi¢enih masnoca povisuje koncentracije kolesterola, koji je jedan
od cimbenika zasluznih za pojavu CVD, a dokazana su i kardioprotektivna svojstva
mediteranske prehrane u kojoj je maslinovo ulje glavni izvor masti. Studije koje su uslijedile
zadnjih desetak godina, potvrdile su kardioprotektivni u¢inak maslinovog ulja. Zahvaljujuci
tim studijama, doznalo se da kardioprotektivni uc¢inak maslinovog ulja nije samo posljedica
njegova povoljnog ucinka na koncentraciju lipoproteina, ve¢ i na niz drugih mehanizama,
ukljucujuéi osjetljivost na inzulin, krvni tlak, upalne biljege, funkciju arterijskih stijenki itd
(30).

Ideja za naSe istrazivanje temeljila se na rezultatima brojnih i razlicitih studija. Neke od njih
su obradivale utjecaj EVOO na biljege ateroskleroze, neke su se bavile analizom istih ili
sli¢nih biljega u svrhu ranog otkrivanja povecanog rizika od CVD u osoba zarazenih HIV-om.
Nase istrazivanje imalo je za cilj povezati dosadasnja saznanja o aterosklerozi u osoba
zarazenih HIV-om, utjecaju EVOO na aterosklerozu i moguénosti "usporavanja" procesa

ateroskleroze pomo¢u EVOO.

Pocetne vrijednosti za 39 randomiziranih ispitanika pokazuju znacajna odstupanja od
referentnih intervala ili preporucenih vrijednosti za dio klinickih i laboratorijskih parametara.
Od svih upalnih parametara najve¢i udio ispitanika (77%) pokazao je odstupanje u
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koncentraciji IL-6. Koncentracije svih mjerenih lipoproteina, osim HDL-kolesterola, takoder
pokazuju znacajna odstupanja od referentnih intervala. Koncentracija ukupnog kolesterola
bila je povetana u 77%, LDL-kolesterola u 64%, a triglicerida u 69% ispitanika.
Koncentracija MDA bila je poveéana u 90%, ox-LDL-a u 87% ispitanika, kataliticka
koncentracija GSH-Px-a u 67% ispitanika i SOD-a u 95% ispitanika. lako su ispitanici
odabrani u naSem istrazivanju, u relativno zadovoljavaju¢em zdravstvenom stanju obzirom na
dijagnozu, navedeni podaci pokazuju da ti bolesnici imaju brojne rizi¢ne Cimbenike za

aterosklerozu.

Ispitanici su prije istrazivanja randomizirani s ciljem dobivanja dviju skupina ispitanika od
kojih jedna uzima maslinovo ulje redoslijedom 1—2 (skupina A), a druga redoslijedom 2—1
(skupina B). Vrijednosti pocetnih klinic¢kih i laboratorijskih parametara u skupini A i skupini

B nisu se statisticki zna¢ajno razlikovale, $to znaci da su ispitanici dobro randomizirani.

Opéi rizi¢ni ¢imbenici vezani uz pojavu CVD analizirani u naSem istrazivanju su pusenje, dob

I 10-godisnji rizik za pojavu CHD prema Framingham-u.

U puSaca su dokazane znaCajno veée vrijednosti broja leukocita (p=0,037) i vece
koncentracije ukupnog kolesterola (p=0,047) u odnosu na nepusace. Povecan broj leukocita u
pusaca ve¢ je ranije opisan, pronaden je i povecan broj leukocita u bivsih pusaca u odnosu na
nepusace, te korelacija izmedu broja popusenih cigareta u danu i povecanog broja leukocita u
perifernoj krvi (97). Povecane koncentracije ukupnog kolesterola u pusaca ve¢ su ranije
opisane (98 - 100). Blankenberg sa suradnicima dokazao je znacajno smanjenu kataliticku
koncentraciju GSH-Px-a u pusSata u odnosu na nepusate, kao i smanjenu katalitiCku
koncentraciju GSH-Px-a u bivsih pusaca u odnosu na nepusace, ali posljednja razlika nije bila
znacajna (35). Navedeni rezultati ukazuju na smanjene "rezerve" zaStitnih antioksidacijskih
mehanizama i povecan oksidacijski stres u pusaca. Rezultati naSeq istrazivanja pokazuju da je
kataliticka koncentracija GSH-Px-a u pusaca 18% manja u odnosu na Kkataliticku
koncentraciju GSH-Px-a u nepusaca, no razlika nije bila znacajna. U istrazivanju koje je
provela Kotur-Stevuljevi¢ sa suradnicima na bolesnicima oboljelim od CVD, pronadena je
smanjena kataliticka koncentracija SOD-a u pusaca u odnosu na nepusace (101). U nasem
istrazivanju nije zamijecena razlika u katalitickoj koncentraciji SOD-a izmedu puSaca i

nepusaca.

Ispitanici mladi od 40 godina nisu se znac¢ajno razlikovali u pocetnim vrijednostima klini¢kih

I laboratorijskih parametara od ispitanika starijih od 40 godina. Taj podatak je znacajan
83



obzirom na relativno velik dobni raspon nasih ispitanika (18 do 60 godina), kod kojih bi se

mogle ocekivati razlike biljega upale i ateroskleroze obzirom na dob.

Prema Framingham-u 59% nasih ispitanika imalo je niski rizik, 38% umjereni rizik, a samo
jedan ispitanik imao je visoki rizik za razvoj CHD u sljede¢ih 10 godina. Rezultati istrazivaca
iz Njemacke napravljeni na preko 800 HIV-om zarazenih bolesnika, dijelom su sli¢ni nasim

rezultatima: 60% bolesnika imalo je niski, 22% srednji rizik i 18% visoki rizik (102).

S obzirom da su samo dva naSa ispitanika bila lijeCena antilipemicima, taj podatak nije

statisti¢ki obraden.

Suradljivost nasih ispitanika prema mediteranskoj prehrani na pocetku istrazivanja iznosila je
6 (2) (vrijednost prikazana kao aritmeti¢ka sredina (SD)). Prema PREDIMED istrazivanju, iz
kojeg smo preuzeli anketu o suradljivosti prema mediteranskoj prehrani, rezultati suradljivosti
su podijeljeni u tri kategorije: manji od 7; 7 - 10 i vec¢i od 10. Kad je napravljena analiza
upalnih biljega za pojedine kategorije, rezultati su pokazali najvece koncentracije upalnih
biljega u najnizoj kategoriji rezultata suradljivosti prema mediteranskoj prehrani i obrnuto,
iako ti rezultati nisu bili statisticki znacajni (103). PREDIMED istrazivanje obuhvatilo je
stariju populaciju, a u muskih ispitanika, bio je podjednak broj ispitanika u sve tri kategorije
(104).

Ispitanici su zatim podijeljeni na temelju kombinacije antiretrovirusnih lijekova koja je
koriStena u njihovom lijeenju. Broj ispitanika lije¢enih pomocu PI bio je samo 10, zbog ¢ega
dobivene rezultate treba interpretirati s oprezom. Pocetna mjerenja u ispitanika, koji su u
lijeCeni pomocu Pl, pokazala su statisti¢ki znac¢ajno manje koncentracije glukoze i HDL-
kolesterola, a statisticki znacCajno vece vrijednosti brzine sedimentacije eritrocita, te
koncentracije fibrinogena i IL-6 u odnosu na ispitanike koji nisu lijeeni pomocu PI.
Koncentracije CRP-a i triglicerida takoder su bile vece u ispitanika lijeCenih pomoc¢u Pl u
odnosu na ispitanike koji nisu lije¢eni pomocu PI, ali te razlike nisu bile statisticki znacajne.
Djelovanje Pl na koncentracije lipoproteina ve¢ je ranije opisano (105 - 107), a najcesce
podrazumijeva povecane koncentracije ukupnog kolesterola, triglicerida i smanjene
koncentracije HDL-kolesterola. Takvi nalazi rezultat su produzenog djelovanja SREBP
proteina i aktivacije protein kinaze C pomocu PI. Aktivirana protein kinaza C pojacava
ekspresiju CD36 receptora, koji tako postaju put za unos modificiranih lipoproteina u
makrofage, koji formiraju pjenaste stanice. Thomas i Smart opisuju da niske doze Pl mogu

uzrokovati aterosklerozu, iako dislipidemija ne mora biti prisutna (108). Rezultati istrazivanja
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D.A.D. grupe iz 2005. godine na 23437 HIV-om zarazenih ispitanika, s ciljem pracenja
pojavnosti infarkta miokarda (IM) i1 njegove povezanosti s uzimanjem PI, pokazali su
povecanu pojavnost IM u bolesnika, koji su u lije¢enje imale ukljucene PI, u odnosu na
bolesnike lijeCene pomo¢u NNRTI. Autori U svom ¢lanku navode da se ta pojava moze samo
djelomi¢no objasniti poremecajem na razini lipida, tj. smatraju da PI djeluju na neke jo$
uvijek nepoznate ¢cimbenike, koji takoder pridonose povecanoj pojavnosti IM (109). Znaci da
dislipidemija potpuno ne objasSnjava povecanu pojavnost IM u bolesnika koji u lijecenju
koriste PI, ali rijetki su istraziva¢i u ovih bolesnika analizirali i neke druge ¢imbenike, npr.
upalu. Tako je Madden sa suradnicima u ispitanika lije¢enih pomocéu PI odredivao
koncentraciju fibrinogena i pokazao 11% vece vrijednosti u odnosu na ispitanike koji u svoje

lije¢enje nisu imali ukljucene PI (110).

Povecane koncentracije fibrinogena i IL-6 te povecane vrijednosti brzine sedimentacije
eritrocita, u nasih ispitanika koji su lijeCeni pomocu PI, u odnosu na one koji su lijeCeni

pomoc¢u NNRTI, mogle bi ukazivati na veéi stupanj upale u bolesnika lije¢enih pomocu PI.

Grupa istrazivaca iz Kine djelomi¢no je razjasnila povezanost lijeCenja pomocu Pl i upale.
PredloZzeni mehanizmi su: intracelularna akumulacija slobodnog kolesterola, smanjenje
koncentracije kalcija u endoplazmatskom retikulumu, povecanje stabilnosti mRNA
proupalnih citokina TNF-o 1 IL-6. U studijama in vitro ista grupa analizirala je utjecaj biljaka
berberis aquifolium i berberis vulgaris, koje se koriste u tradicionalnoj kineskoj medicini kao
lijekovi protiv razli¢itih infekcija, na ekspresiju TNF-a i IL-6. Rezultat je bio znacajno
smanjenje ekspresije mMRNA navedenih upalnih proteina, do ¢ega je doslo pod utjecajem Pl
(112).

U ovom je istrazivanju koncentracija glukoze bila znacajno manja u ispitanika lije¢enih
pomocu PI. To se ne slaze s rezultatima ostalih istrazivaca, koji su mjerili koncentraciju
glukoze u bolesnika lije¢enih pomocu PI, jer su isti bolesnici ¢esto imali hiperglikemiju, koja
je u nekih cak bila znak pojave SeCerne bolesti tipa II. Hiperglikemija takvih bolesnika
povezana je s inzulinskom rezistencijom i hipertrigliceridemijom, te je vjerojatno uzrokovana
inhibicijom GLUT4 prijenosnika za glukozu, do koje dolazi pod utjecajem PI (112). Ipak, u
ispitanika ovog istrazivanja nije se mogla niti o¢ekivati hiperglikemija, jer je jedan od kriterija
ukljucenja u istrazivanje bio da se koncentracija glukoze nalazi unutar granica referentnog
intervala.

Medijan koncentracije HDL-kolesterola u ispitanika koji su lije¢eni pomocu PI, bio je 18%
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manji u odnosu na medijan koncentracije HDL-kolesterola u ispitanika lijeCenih pomocéu
NNRTI (p=0,017). Koncentracije HDL-kolesterola su ¢esto smanjene u osoba zarazenih HIV-
om, s tim da se najmanje koncentracije HDL-kolesterola pronalaze u nelijecenih bolesnika,
nesto su vece koncentracije U bolesnika lijeCenih pomoc¢u PI, dok su najvec¢e koncentracije
HDL-kolesterola pronadene u bolesnika koji nisu lijeCeni pomocu PI. Mehanizam kojim HIV
utjeCe na smanjenje koncentracije HDL-kolesterola, tumaci se prvenstveno utjecajem tat
virusnog proteina na hepatocite, koji nakon infekcije HIV-om proizvode manje HDL-
kolesterola. PI tek dodatno utjecu na smanjenje koncentracije HDL-kolesterola (113).
Takoder su opisane vece koncentracije HDL-kolesterola u bolesnika koji imaju ukljucen
nevirapin (NNRTI) u svoje lijeCenje, u odnosu na vrijednosti HDL-a u 0soba, ¢ije lijeenje ne
ukljucuje nevirapin. Smatra se da je razlog toj pojavi usporena razgradnja HDL-Cestica pod
utjecajem nevirapina (114). HDL-Cestice mogu utjecati na smanjenje rizika od CVD na vise
nacina. Najznacajniji je reverzni transport kolesterola, ali HDL-Cestice sprecavaju i oksidaciju
LDL-Cestica, smanjuju ekspresiju adhezijskih molekula na endotelnim stanicama, stimuliraju
NO sintazu, stimuliraju sintezu prostaciklina u endotelnim stanicama, pojacavaju
vazodilataciju ovisnu o endotelu, te smanjuju ekspresiju tkivnog ¢imbenika (115). Kako
poremecéene koncentracije lipoproteina povecavaju rizik od CVD, smatra se da bi trebalo
uvesti individualni pristup prema svakoj osobi zarazenoj HIV-om, te prije uvodenja HAART-
a procijeniti kardiovaskularni rizik, §to podrazumijeva i odredivanje koncentracija
lipoproteina, a tri do Sest mjeseci nakon pocetka lije¢enja napraviti kontrolno odredivanje
koncentracije ukupnog kolesterola, HDL-kolesterola, LDL-kolesterola i triglicerida. U osoba
s povecanim rizikom od CVD trebalo bi se primijeniti antiretrovirusno lijeCenje, koje ne
uzrokuje znacajne poremecaje metabolizma lipoproteina (116). SMART studija je pokazala
da privremeno ukidanje antiretrovirusne terapije dovodi do normalizacije koncentracija
lipoproteina, ali je istovremeno doslo do povecanja koncentracija upalnih biljega (IL-6, D-
dimeri, Amiloid-A), te porasta broja HIV-RNA virusnih ¢estica u plazmi. Pojacanje upale
povecava rizik pojave AIDS-a, ali 1 drugih kroni¢nih bolesti kojima su skloni HIV-om
zarazeni bolesnici (117).

Novija izvijes¢a D.A.D. grupe posebnu paznju posvecuju lijeku abakaviru, kao
novootkrivenom rizicnom lijeku koji moze dovesti do nastanka CVD. Vezu izmedu abakavira

i CVD istrazivalo je jo§ nekoliko grupa u svojim kohortnim studijama. Cetiri od sedam

istrazivackih grupa potvrdile su takvu vezu, dok ostale tri nisu. Jo§ uvijek se ne zna koji bi bio
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mehanizam abakavira u stvaranju povecanog rizika od CVD. Pretpostavlja se da bi to mogla
biti neka od pojava, kao $to je sklonost rupturi plaka, aktivacija trombocita ili aktivacija
proupalnih citokina, ali dok se rezultati istrazivanja kona¢no ne potvrde, abakavir bi se trebao

s oprezom prepisivati osobama zarazenim HIV-om s pove¢anim rizikom od CVD (118).

U naSem istrazivanju 11 ispitanika je u svoje lijeCenje imalo ukljucen abakavir. Njihove
katalitiCke koncentracije GSH-Px-a bile su statisticki znacajno manje u odnosu na kataliticke
koncentracije GSH-Px-a u ispitanika koji u svoje lijeCenje nisu imali ukljuen abakavir.
Abakavir vjerojatno djeluje na neke mehanizme koji pojacavaju oksidacijski stres ¢ime se
"troSe" antioksidacijski mehanizmi. Iako razlike nisu statisticki znacajne, pocetne vrijednosti
brzine sedimentacije eritrocita, koncentracije CRP-a, IL-6, fibrinogena, ukupnog i LDL-
kolesterola, te broj ox-LDL cestica ve¢i su u ispitanika, koji su u svoje lijeenje imali
ukljucen abakavir, u odnosu na ispitanike koji nisu bili lijeeni abakavirom. Navedeni
rezultati mogli bi znaciti veci stupanj upale i oksidacijskog stresa te dislipidemiju, Sto
povecava vjerojatnost pojave CVD. Hammond sa suradnicima pratila je koncentracije CRP-a
i IL-6 u lijeCenih i nelijeCenih osoba zarazenih HIV-om, te promjene istih biljega nakon
uvodenja abakavira. U nelije¢enih osoba medijan za IL-6 je bio 1,99 ng/L, u lije¢enih pomocu
kombinacije timidin-NRTI 0,78 ng/L, a u lijeCenih pomocu timidin-NRTI u kombinaciji s
abakavirom 1,80 ng/L. Nakon uvodenja abakavira u nelijeCenih bolesnika koncentracija IL-6

povecala se za 31%, ali promjena nije bila znacajna (119).

U nasem istrazivanju za konzumaciju ispitanika planirana je jedna vrsta EVOO i jedna vrsta
ROO kao placebo, s tim da su se njihove koncentracije polifenola morale znacajno
razlikovati. Odabrano je nekoliko razli¢itih ulja s ciljem da se izmjeri njihova koncentracija
polifenola i nakon toga donese odluka o izboru ulja. U danasnje vrijeme za analizu ukupnih
polifenola u uljima, vinu, sokovima, vocu i sl. mogu se koristiti vrlo sofisticirane metode kao
Sto su tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid
chromatography, HPLC), plinska kromatografija povezana sa spektrometrijom masa (engl.
Gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS), kapilarna elektroforeza i druge, ali ipak se
zbog dobre usporedivosti s navedenim metodama jo$ uvijek najviSe koristi
spektrofotometrijska metoda po Folin-Ciocalteau, jednostavna za izvedbu i jeftina.
Koncentracije polifenola u uljima za ovo istrazivanje analizirane su navedenom metodom.
Domaca ulja su nakon analize pokazala vrlo visoke koncentracije polifenola, ali njih bi bilo

teze nabaviti u vecoj koliini i postojala je moguénost razli¢itog sastava u pojedinim serijama.

87



Zbog toga je odluceno u istrazivanju koristiti kontrolirana ulja koja se mogu naci u slobodnoj
prodaji i koja se mogu kupiti u veéim serijama s manjom vjerojatno$¢u razlike u sastavu.
Cisto rafinirano maslinovo ulje bilo je gotovo nemoguée pronaéi na hrvatskom trzistu, pa je
kupljena mjeSavina u kojoj uz glavninu rafiniranog postoji i manji udio djevianskih

maslinovih ulja.

Vrsta istrazivanja koje se provodilo je randomizirani kontrolirani krizni klini¢ki pokus. Krizni
klinicki pokusi se koriste kada se iz njih mogu dobiti objektivni podaci koje je moguce
interpretirati, kada se radi o kroni¢noj (relativno stabilnoj) bolesti, kada se koristi lijek
(pripravak) s relativno kratkim vremenom poluzivota, kada su periodi uzimanja lijeka
relativno kratki, te kada postoji dovoljno velik broj ispitanika koji dozvoljava i eventualno
isklju¢enje nekog od njih (dropouts). Prednosti kriznih klini¢kih pokusa su: 1) moguénost
intra-individualne usporedbe dvaju lijekova, jer je svaki ispitanik sam sebi kontrola, 2) manja
inter-individualna varijabilnost (prisutna kad je grupa ispitanika koristi lijek A, a druga lijek
B), 3) pravilna randomizacija ispitanika za pojedine slijedove lijekova smanjuje pogresku
uzrokovanu razlikama izmedu dva lijeka. Kod kriznih klini¢kih pokusa vazno je definirati
duljinu wash-out perioda. Wash-out period se definira kao vrijeme izmedu dvaju
intervencijskih perioda koje mora biti dovoljno dugo da lijek iz prvog intervencijskog perioda
nema nikakvog utjecaja na lijek iz drugog intervencijskog perioda. Wash-out period ovisi 0

vrsti lijeka, odnosno pripravka (120).

Duljina wash-out perioda u ovom istrazivanju preuzeta je iz literature u kojoj su opisani sli¢ni
pokusi (121).

U nasem istrazivanju 35 od 39 randomiziranih ispitanika zavrsilo je istrazivanje do kraja.
ANOVA analizom napravljena je usporedba klinic¢kih i laboratorijskih parametara izmedu
pocetnih vrijednosti i vrijednosti nakon konzumacije EVOO i ROO. Jedini statisti¢ki znac¢ajan
rezultat u svih 35 ispitanika, koji su zavrsili istrazivanje, je smanjenje koncentracije MDA
nakon ROO u odnosu na pocetne vrijednosti za 18% (p=0,003). Konzumacija EVOO takoder
je smanjila koncentracije MDA, ali promjena nije bila znacajna. Kako je stupanj lipidne
peroksidacije proporcionalan broju dvostrukih veza, manju vjerojatnost lipidne peroksidacije
imaju masne kiseline s jednom dvostrukom vezom, kao §to je oleinska kiselina. U naSem je
istrazivanju Vjerojatno dva tjedna konzumacije EVOO, odnosno ROO bogatih oleinskom
kiselinom bilo dovoljno za smanjenje koncentracije MDA, glavnog produkta lipidne
peroksidacije, u odnosu na bazi¢ne vrijednosti MDA. lako danas postoje vrlo osjetljive
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metode za detekciju slobodnog MDA, poput HPLC-a, zbog niske cijene i jednostavne
izvedbe, jo§ uvijek je najzastupljenija spektrofotometrijska metoda po Yagi-u (90). Tom
metodom se odreduje koncentracija MDA zajedno s drugim produktima lipidne peroksidacije

koji reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom, zbog ¢ega ova metoda nije specifi¢na za MDA.

Analiza linearnim mijeSanim modelom, koja se uobicajeno koristi kod kriznih klinickih
pokusa, pokazala je u skupini od 35 ispitanika koji su zavrSili istrazivanje smanjene
koncentracije LDL-kolesterola nakon konzumacije ROO u odnosu na koncentraciju LDL-
kolesterola nakon konzumacije EVOO (p=0,020). Takav rezultat bi se mogao protumaciti
prisutnosc¢u oleinske kiseline koja je zastupljena i u ROO i u EVOO. Drugi razlog su mozda
premale razlike u koncentracijama polifenola koji su bili prisutni i u EVOO i u ROO koje smo
koristili u ovom istrazivanju. Prema Perez-Jimenez F i suradnicima, smanjenje koncentracije
LDL-kolesterola nakon konzumacije maslinovog ulja pripisuje se samo oleinskoj kiselini, a
ne i polifenolima. Oleinskoj Kiselini se pripisuju i: zastita LDL kolesterola od oksidacije,

smanjenje prooksidacijskih efekata na stanicama i o¢uvanje endotela (30).

U naSem istrazivanju pojedine pretrage su svrstane u odredene rizi¢ne ¢imbenike za nastanak
ateroskleroze da bi se procijenilo koji je riziéni ¢imbenik najizraZeniji i mijenja li se nakon
konzumacije EVOO i ROO. Upala je definirana poveéanim brojem leukocita, povec¢anom
brzinom sedimentacije eritrocita te povecanim koncentracijama CRP-a i IL-6, dislipidemija je
definirana pove¢anim koncentracijama ukupnog kolesterola, LDL-kolesterola i triglicerida, te
smanjenom koncentracijom HDL-kolesterola, oksidacijski stres je definiran povec¢anim
koncentracijama ox-LDL-a i MDA, te smanjenim katalitickim koncentracijama GSH-Px-a i
SOD-a, a hiperkoagulabilnost povecanom koncentracijom fibrinogena i povec¢anom
aktivnos¢u vWTf. Neki od navedenih biokemijskih parametara mogli bi definirati i druge
rizicne ¢imbenike Sto bi imalo za posljedicu i1 drugacije rezultate. Povecana koncentracija
fibrinogena i povecana aktivnost vW{ osim hiperkoagulabilnosti mogu jo$ definirati upalu i
endotelnu disfunkciju, a ox-LDL bi mogao definirati dislipidemiju i endotelnu disfunkciju. U
nasem istrazivanju endotelna disfunkcija nije definirana kao rizi¢ni ¢imbenik samo radi

jednostavnosti.

U naSem istrazivanju svi biokemijski parametri koji definiraju oksidacijski stres pokazuju
odstupanja od referentnih intervala. Kataliticka koncentracija GSH-Px-a je bila povecana
premda se u literaturi navodi da je u stanjima oksidacijskog stresa kataliticka koncentracija
GSH-Px-a smanjena. Povecanje nije bilo znacajno, aritmeticka sredina (85,5 U/g Hb) bila je
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16% veca od gornje granice referentnog intervala, ali je povecanu katalitiCku koncentraciju
GSH-Px-a imalo 67% nasih ispitanika. Kataliticka koncentracija SOD-a je povecana u 95%
ispitanika, $to je ve¢ opisano kod HIV-om zarazenih osoba. Prema istrazivanju Gil-a i
suradnika, u nelijeCenih HIV-om zaraZzenih osoba kataliticke koncentracije GSH-Px-a su
smanjene, a SOD-a povecane, $to dovodi do nakupljanja vodikovog peroksida (122). Prateci
rezultate studija, u kojima su se mjerile kataliticke koncentracije SOD-a u bolesnika oboljelih
od CVD, zapazaju se bitne razlike u njihovim rezultatima. Analizirajuéi bolesnike oboljele od
CVD, Kotur-Stevuljevi¢ sa suradnicima izmjerila je povecane koncentracije O, i povecane
koncentracije MDA, te smanjene kataliticke koncentracije SOD-a (101). Grupa istrazivaca iz
Australije pokazala je pozitivnu korelaciju izmedu povecanih koncentracija homocisteina i
katalitickih koncentracija SOD-a u osoba oboljelih od CVD. Lijecenje koje je dovelo do
smanjenja koncentracija homocisteina, slicno je djelovalo i na SOD (123, 124). Povecéana
kataliticka koncentracija SOD-a mogla bi znaciti adaptaciju na poveéanu koncentraciju
superoksidnog aniona koji se uklanja pomo¢u SOD-a (125). Grupa istrazivaca iz Indije
ispitivala je biljege oksidacijskog stresa, mikronutrijente i antioksidanse, pri ¢emu su dokazali
znacajno vece koncentracije MDA-TBARS metodom u osoba zaraZzenih HIV-om (6,51+0,90
umol/L), te bolesnika oboljelih od AIDS-a (9,14+1,84 pmol/L) u odnosu na zdrave kontrolne
ispitanike (2,76+0,35 umol/L). Kataliticke koncentracije GSH-Px-a i SOD-a u tom
istrazivanju takoder su bile znacajno manje u osoba zarazenih HIV-om, kao i vrijednosti
mikronutrijenata, Sto bi se moglo protumaciti povecanom potroSnjom uslijed jaceg
oksidacijskog stresa, kojem su izlozene osobe zarazene HIV-om. Ipak, autori nisu spominjali
jesu li bolesnici, obuhvaceni u tom istrazivanju, lijeCeni antiretrovirusim lijekovima (126).
Druga grupa istrazivaca izmjerila je povecane koncentracije MDA-TBARS u lijecenih osoba
zarazenih HIV-om (6,28+1,3 umol/L) u odnosu na nelijecene bolesnike (4,20+0,77 umol/L) i
kontrolnu grupu (1,30+£0,12 pmol/L). Autori su takve nalaze pokusali obrazloziti pojacanom
peroksidacijom, smanjenom koli¢inom antioksidansa 1 nemogucnosti popravka oStecenja
izazvanih peroksidacijom kod lijeCenih bolesnika. Takoder bi se pojacana lipidna
peroksidacija, prisutna u lijeCenih bolesnika, mogla povezati s njihovom relativno ¢estom

dislipidemijom i lipodistrofijom (127).

Pocetna koncentracija MDA u nasih lijeCenih ispitanika (5,4+2,3 umol/L), nije se razlikovala

od literaturnih.

Fito i suradnici dokazali su znac¢ajno povecanu kataliticku aktivnost GSH-Px nakon dvadeset i
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prvog dana konzumacije EVOO u odnosu na konzumaciju ROO u jednakom vremenskom
periodu (128). Ista grupa autora dokazala je i povecanu aktivnost drugih enzima vezanih uz
metabolizam glutationa nakon samo tjedan dana konzumacije EVOO u dozama od po 20 mL
dnevno (129). Takvi nalazi podupiru teoriju o povezanosti povecanog unosa polifenola i
veéeg kapaciteta endogenog antioksidacijskog sustava. Polifenoli smanjenjem koli¢ine
slobodnih radikala u organizmu povecavaju bioraspolozivost GSH-Px-a §to se ocituje kao
povecana aktivnost enzima. Konzumiranjem maslinovog ulja s visokim sadrzajem polifenola,

pojacava se ekspresija GSH-PX mMRNA i aktivnost samog enzima (130).

U naSem istrazivanju konzumacija EVOO i ROO nije utjecala na promjenu kataliticke

aktivnosti GSH-Px-a.

ox-LDL ima vaznu ulogu u procesu ateroskleroze i njegove su koncentracije povecane U
osoba s CVD, iako prediktivnu vrijednost ox-LDL-a kao biljega za pojavu CVD u odnosu na
dosadasnje biljege tek treba ispitati. ox-LDL je vrlo sloZena Cestica, pa afinitet protutijela,
koja se nalaze u test reagencijama, nije jednak prema pojedinim oksidiranim epitopima, $to
otezava usporedbu rezultata (131, 132), a s obzirom da ox-LDL nije niti standardizirana
pretraga, referentni intervali ovise o proizvodacu. ox-LDL Karakteriziraju relativno visoke

intraindividualne varijacije (21%) tijekom tri mjerenja unutar jednog tjedna (133).

U naSem istrazivanju pocetne koncentracije ox-LDL-a su povecane (medijan: 0,83 mg/L) u
odnosu na raspon zdrave kontrolne skupine (0,11-0,24 mg/L) koji je odreden metodom istog
proizvodaca (134). Duong sa suradnicima odredivao je koncentraciju ox-LDL-a (metodom
koja detektira razli¢ite epitope u odnosu na nasu metodu) u lije¢enih osoba zarazenih HIV-om
i takoder pokazao znacajno vece koncentracije (8+3 mg/L) u odnosu na kontrolnu skupinu
(61 mg/L) (135).

U skupini nasih ispitanika koji su zavrsili istrazivanje (N=35), nakon konzumacije EVOO i
ROO biokemijski parametri, koji karakteriziraju oksidacijski stres kao rizi¢ni ¢imbenik,
odstupaju u najvecem broju slucajeva u odnosu na druge rizi¢ne ¢imbenike. Test proporcija
je pokazao statisticki znacajne promjene kod tri upalna parametra nakon konzumacije ulja:
veci broj ispitanika s povecanim koncentracijama CRP-a nakon ROO u odnosu na pocetni
broj ispitanika s povec¢anim koncentracijama CRP-a (p<0,05), znacajno manji broj ispitanika s
povec¢anim koncentracijama IL-6 nakon ROO u odnosu na broj ispitanika s povecanim
koncentracijama IL-6 nakon EVOO (p<0,05) i znacajno manji broj ispitanika s povecanim

vrijednostima brzine sedimentacije eritrocita nakon ROO u odnosu na pocetne vrijednosti
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(p<0,05). Navedeni rezultati upucuju na znacéajniji u¢inak ROO u odnosu na EVOO, iako je
za vrijednost brzine sedimentacije eritrocita i koncentraciju IL-6 taj uc¢inak povoljan, dok je za

koncentraciju CRP-a taj u¢inak nepovoljan.

Ucinak konzumacije ulja na pojavu 10-godiSnjeg rizika od pojave CHD po Framingham-u u
35 ispitanika koji su zavr$ili istrazivanje pokazuje da su nakon konzumacije EVOO dva
Ispitanika iz grupe niskog rizika presla grupi umjerenog rizika, kao i da je nakon konzumacije
ROO jedan ispitanik iz grupe niskog rizika preSao grupi umjerenog rizika. Pretvaranjem
kvantitativnih obiljeZja u kvalitativna, $to se napravilo u testu proporcija i izraCunavanjem
rizika od CHD po Framingham-u, rezultati se ne slazu s rezultatima statistickih analiza koje
su napravljene na kvantitativnim rezultatima mjerenja. Rezultati kvalitativnih analiza
pokazuju znatno veéi utjecaj konzumacije ulja na klinicke i laboratorijske parametre, nego
rezultati kvantitativnih analiza, iako je u oba slucaja izrazeniji utjecaj ROO koji bi trebao

imati placebo efekt.

Ucinak konzumacije maslinovih ulja u ispitanika lijeenih pomocu PI bila je statisticki
znacajno smanjena brzina sedimentacije eritrocita i koncentracije CRP u odnosu na pocetne
vrijednosti. Iako nije bilo statisti¢ki znacajno, nakon konzumacije EVOO doslo je i do
smanjenja koncentracija IL-6 (39%), fibrinogena (8%), triglicerida (13%), aktivnosti vWf
(27%), te do povecanja koncentracija HDL-kolesterola (18%) u odnosu na pocetne
vrijednosti. Navedeni rezultati mogli bi ukazivati na povoljan utjecaj EVOQO, ali to bi trebalo

dokazati na ve¢em broju ispitanika uz mozda duzi period konzumacije ulja.

Ispitanici lijeCeni abakavirom (N=10) nisu imali znacajnih promjena nakon konzumacije
EVOO i ROQ, iako je nakon EVOO doslo do smanjenja brzine sedimentacije eritrocita za
75%, smanjenja koncentracija CRP-a za 89%, IL-6 za 44%, fibrinogena za 18% i triglicerida
za 9% u odnosu na pocetne vrijednosti, ali bez statisticke znacajnosti. Takvi rezultati bi se

mogli protumaciti sli¢no kao i djelovanje EVOO kod ispitanika lije¢enih pomocu PI.
Ispitanici koji nisu lijeeni pomocu PI (N=24), kao i ispitanici, koji nisu lijeCeni abakavirom
(N=25), nakon konzumacije i EVOO i ROO imali su smanjene koncentracije MDA u odnosu

na pocetne vrijednosti, §to bi se moglo pripisati smanjenoj peroksidaciji mononezasi¢enih

masnih kiselina, kao s$to je oleinska kiselina.

Nedostatak ovog istrazivanja je nepostojanje objektivnih, mjerljivih parametara suradljivosti

ispitanika. U literaturi se najéeS¢e navode odredivanja koncentracija T i OH-T u urinu
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ispitanika koji su konzumirali maslinovo ulje. S obzirom da su neke grupe istrazivaca mjerile
samo slobodne forme T, HT i O-MHT, a druge su radile ili enzimsku ili kiselu hidrolizu kako
bi mjerile ukupne T, HT i O-MHT, literaturni podaci o tim komponentama vrlo su razli¢iti.
Miro-Casas i suradnici radili su usporednu analizu mjerenja koncentracija T i HT u urinu
nakon konzumacije jedne doze od 50 mL, te nakon tjedan dana konzumacije po 25 mL
dnevno. Autori nisu opisali kada se poc¢eo skupljati urin, da li odmah nakon konzumacije ulja
ili tek sljedece jutro, ali T se izlu¢io u vecoj koli¢ini nakon jednokratne doze, nego nakon
tjedan dana uzimanja maslinovog ulja, dok se HT izlu¢io u podjednakim koli¢inama nakon
jednokratne doze, kao i nakon tjedan dana uzimanja maslinovog ulja. U procesu sinteze
noradrenalina i dopamina u mozgu stvara se odredena koli¢ina endogenog HT koji se izlucuje
na isti nacin kao HT podrijetlom iz maslinovog ulja. Zbog toga uvijek postoji manja koli¢ina
bazicnog HT u tjelesnim tekuc¢inama i upitno je koliko je izmjerenog HT endogenog
porijekla, a koliko ga je akumulirano tijekom dugotrajnog uzimanja putem maslinovog ulja
(137).

Zbog nemogucnosti mjerenja koncentracija T i OH-T u uvjetima naSeg istraZivanja,
suradljivost ispitanika se evidentirala u postocima prema njihovim vlastitim izjavama o
suradljivosti. Ispitanici koji su izjavili da su u zadanom razdoblju potrosili vise od 90% ulja
na propisan nacin, smatrani su suradljivim. Suradljivi ispitanici podijeljeni su u dvije grupe:
ispitanici koji su bili suradljivi prema oba ulja (N=23) i ispitanici koji su bili suradljivi prema

najmanje jednoj vrsti ulja.

U ispitanika koji su izrazili suradljivost vecu od 90% prema konzumaciji oba ulja, nakon
konzumacije ROO, koncentracija MDA znafajno je smanjena u odnosu na pocetne
vrijednosti. Koncentracija MDA je imala sli¢ne promjene i u grupi svih ispitanika koji su
zavrsili istrazivanje (N=35). Promjena koncentracije LDL-kolesterola bila je na granici

statisticke znacajnosti.

U 23 ispitanika koji su izrazili suradljivost veéu od 90% prema konzumaciji obje vrste ulja,
parametri koji karakteriziraju oksidacijski stres, imali su najveéi broj odstupanja od
referentnih intervala, pocetno i nakon konzumacije obje vrste ulja. Znacajne promjene u
odnosu na pocetni broj odstupanja utvrdene su kod MDA (veéi broj odstupanja nakon ROO u
odnosu na pocetna odstupanja) i GSH-Px-a (ve¢i broj odstupanja nakon EVOO u odnosu na
pocetna odstupanja) kao laboratorijskih parametara za rizi¢ni ¢imbenik oksidacijski stres.

Izracun 10-godisnjeg rizika za pojavu CHD po Framingham-u u 23 ispitanika, koji su izrazili
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suradljivost prema konzumaciji obe vrste ulja ve¢u od 90%, daje sli¢ne rezultate kao i u svih
35 ispitanika koji su zavr$ili istrazivanje. Nakon konzumacije obje vrste ulja, po dva
ispitanika su iz grupe niskog rizika presla su u grupu umjerenog rizika, dok u grupi visokog

rizika nije bilo promjene.

Rezultati ispitanika koji su izrazili suradljivost u uzimanju ulja ve¢u od 90% prema najmanje
jednom ulju, obradeni su metodom linearnog mijeSanog modela, koji dozvoljava izostanak
pojedinih rezultata. Rezultati su pokazali statisti¢ki zna¢ajno smanjenje koncentracije CRP-a
nakon uzimanja EVOO u odnosu na ROO, $to bi moglo znaciti smirenje upale pod utjecajem
EVOO. Fito i suradnici nakon jednakih doza ulja i jednako dugih intervencijskih i wash-out
perioda takoder su dobili znacajno smanjenje koncentracija CRP-a i IL-6 nakon EVOO u
odnosu na ROO u CHD bolesnika u stabilnoj fazi bolesti (121). Esposito i suradnici nasli su
kod ispitanika nakon dvije godine mediteranske dijete znac¢ajno smanjene koncentracije CRP-
a i IL-18 (136). Slicne rezultate dobila je grupa koju je predvodio Estruch sa suradnicima,
iako se istrazivanje provodilo u kra¢em vremenskom periodu (137). De la Torre-Carbot sa
suradnicima provodila je krizni klini¢ki pokus s dva intervencijska perioda po tri tjedna i
wash-out periodom od dva tjedna u kojem je odredivana koncentracija triglicerida,
kolesterola, apo B, te nekih biokemijskih parametara u izolatima ox-LDL ¢estica. Vrijednosti
ispitivanih parametara nisu se promijenile nakon konzumacije niti jednog od maslinovih ulja,

ali broj ox-LDL-cestica u plazmi zna¢ajno se smanjio nakon konzumacije EVOO (139).

Grupa istrazivaca koja je godinu dana provodila mediteransku dijetu kod HIV-om zarazenih
bolesnika iz Hrvatske, takoder nije nasla znacajne promjene u koncentracijama lipoproteina. S
obzirom na vrstu lijecenja, koncentracije lipoproteina u navedenih bolesnika bile su sli¢ne vec¢
ranije opisanim istrazivanjima (ispitanici lije¢eni kombinacijom koja je sadrzavala PI imali su
povecane koncentracije ukupnog kolesterola, LDL-kolesterola, triglicerida i smanjene
koncentracije HDL- kolesterola) (140).

Odredivanje koncentracije CRP-a nasSlo je svoju prakti¢nu primjenu kao rani biljeg buduc¢ih
kardiovaskularnih dogadaja. Naime, prije nekoliko godina provedeno je klini¢ko ispitivanje
kojim se trebala ispitati uloga povecane koncentracije CRP-a u pronalazenju visoko rizi¢nih
kandidata za pojavu CVD, a kod kojih je istovremeno koncentracija LDL-kolesterola u
granicama referentnog intervala. Studija je bila poznata kao JUPITER (engl. Justification for
the Use of statins in Primary prevention: an Intervention Trial Evaluating Rosuvastatin). U
studiju je bilo ukljuc¢eno vise od 16 000 ispitanika i zavrSena je dvije godine ranije nego §to je
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planirano, jer je ve¢ u tom periodu nedvojbeno pokazala znacajne rezultate. U ispitanika s
prethodno povecanom koncentracijom CRP-a koji su uzimali terapiju rosuvastatinom, doslo
je do smanjene ucestalosti CVD za 44% (141). U istrazivanju, koje je predvodila Jong sa
suradnicima, u 33% lijeCenih HIV-om zarazenih osoba koncentracije CRP-a bile su vece od 3
mg/L, §to u normalnoj populaciji predstavlja povecan rizik za buduce kardiovaskularne
dogadaje. Svi bolesnici s pove¢anim koncentracijama CRP-a istovremeno su imali i povecane
koncentracije D-dimera, fibrinogena, protrombinskog fragmenta 1+2 (F1+2) i povecan
endogeni trombin potencijal (ETP) (142). Prema istrazivanju Muthu-a i suradnika,
koncentracija CRP-a je bila poveéana u osoba zarazenih HIV-om koje su imale manje od 350
CD4+ T limfocita/uL u odnosu na osobe koje su imale vise od 350 CD4+ T limfocita/uL, §to
govori 0 povezanosti poveéane koncentracije CRP-a i supresije imunoloskog sustava u tih

bolesnika (143).

Ispitanici na pocetku naSeg istrazivanja imali su zadovoljavajué¢i broj CD4+ T-limfocita
(medijan: 486 CD4+ T-limfocita/uL), sto su prihvatljive vrijednosti u HIV-om zarazenoj

populaciji, iako je 62% ispitanika odstupalo od referentnih intervala.

Usporedba rezultata izmedu svih 35 ispitanika, koji su zavrsili istrazivanje, i rezultata
suradljivih ispitanika pokazuje razliku u djelovanju EVOO na koncentraciju CRP-a samo u
suradljivih ispitanika, i to onih koji su izrazili suradljivost prema najmanje jednom ulju (Cetiri
ispitanika viSe u odnosu na ispitanike suradljive prema obje vrste ulja). Djelovanje ROO na
koncentracije MDA i LDL-kolesterola je pronadeno i u grupi svih ispitanika koji su zavrsili

istrazivanje i u grupi suradljivih ispitanika.

Metaboli¢ki sindrom kao pojam zaokuplja paznju posljednjih godina, jer objedinjuje
pojedinacne rizi¢ne ¢imbenike, koji mogu dovesti do kardiovaskularnih bolesti. Sve vise se
opisuje i u literaturi, koja se bavi dugoro¢nim posljedicama lije¢enja HIV-a antiretrovirusnim
lijekovima (144).

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da je metabolicki sindrom prisutan u devet (26%)
ispitanika po NCEP ATP |1l kriteriju i u 10 (29%) ispitanika po IDF kriteriju na pocetku
istrazivanja. Etnicki heterogeno stanovniStvo u podrucju Baranje prema NCEP ATP IlI
kriteriju ima prevalenciju metabolickog sindroma 35% za muskarce i 42% za Zene (144).
Mondy i suradnici su u svom istrazivanju na americkoj HIV-om zaraZzenoj populaciji dobili
rezultat od 25,6% osoba s metabolickim sindromom prema NCEP ATP Il kriteriju. Naveden

je 1 podatak da je prevalencija metabolickog sindroma u op¢oj americkoj populaciji sli¢na.
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istrazivanju su: hipertenzija, snizena koncentracija HDL-kolesterola i opseg struka. To se
razlikuje od ucestalosti ¢imbenika koji su utjecali na dijagnozu metabolickog sindroma u
nasem istrazivanju: hipertrigliceridemija, hipertenzija, hiperglikemija, visceralna debljina i
snizena koncentracija HDL-kolesterola. Razlike ucestalosti takvih parametara mozda bi se
mogle pripisati razli¢itoj prehrani, stilu zivota ili kombinaciji antiretrovirusnih lijekova (146).
Vazno je naglasiti da su svi ispitanici u Ovom istrazivanju imali koncentracije glukoze unutar
referentnih intervala, ¢ime se smanjio broj osoba s koncentracijama glukoze iznad 5,6
mmol/L §to je jedan od kriterija za proglaSenje metabolickog sindroma. Palella sa
suradnicima dobio je rezultat udjela metabolickog sindroma 20-33%, koji je potvrdio
povezanost metabolickog sindroma s koriStenjem antiretrovirusnog lijeCenja, a narocito PI
(147). Znatno manju ucestalost metaboli¢kog sindroma pokazala je grupa istraZivaca iz
Francuske: 11% u HIV-om zaraZenoj populaciji i 5% u opcoj populaciji (148), dok je prema
istrazivanju grupe iz Australije, prevalencija metabolickog sindroma u HIV-om zarazenoj
populaciji prema NCEP ATP Il kriteriju 18%, a prema IDF kriteriju 14%. Podudarnost
izmedu NCEP ATP Il i IDF kriterija iznosila je 85%. Neslaganje medu zadovoljenim
kriterijima kod ostatka bolesnika ($to je bio slucaj i u nasem istrazivanju) posljedica je razlike
u kljuénom parametru za zadovoljenje IDF kriterija, opsegu struka (144). Literaturni podaci

navode povezanost lijeCenja pomocu PI s veCom prevalencijom metaboli¢kog sindroma (144).

Nase istrazivanje nije rezultiralo ocekivanim brojem povoljnih ishoda. Razlozi za to mogu biti
u ¢injenici da su ispitanici, koji su odabrani za ovo istrazivanje, imali nemjerljiv broj kopija
HIV-a i relativno normalan broj CD4+ T-limfocita, §to znaci da su u jednom stabilnom stanju,
gdje je upala dobro kontrolirana s HAART-om. Razlozi za odabir ispitanika s takvim
osobinama bili su u svrhu postizanja §to homogenije skupine, jer su osobe zarazene HIV-om s
razli¢itim brojem virusnih Cestica u krvi vrlo heterogena populacija, cemu moze biti uzrok
nesuradljivost bolesnika u uzimanju lijekova, rezistencija na lijekove, druge kroni¢ne bolesti i
sl. Drugi razlog zbog kojeg nismo dobili o¢ekivane rezultate su mozda nedovoljno dugi
intervencijski periodi, no onda se postavlja pitanje o eticnosti duzih intervencijskih perioda,
jer je dnevna koli¢ina od 50 mL ulja kroz 20 dana prili¢no velika doza. Tre¢i razlog izostanka
ocekivanih rezultata bi mogao biti nedovoljna razlika u sadrZaju polifenola izmedu EVOO i
ROO koje smo koristili u istrazivanju. Kako bi se s vecom osjetljivos¢u procijenila

suradljivost bolesnika, suradljivost je potrebno procjenjivati objektivnim metodama. Rizi¢ne
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¢imbenike za aterosklerozu potrebno je odrediti prije te ih pratiti tijekom antiretrovirusne

terapije.

Wash-out periodi preuzeti su iz literature autora koji su proveli slicna istraZivanja s
objasnjenjem da su wash-out periodi dovoljno dugi da bi se organizam "ocistio" od utjecaja
prethodno koristenog pripravka, pa je temeljem toga napravljeno samo jedno pocetno
mjerenje. Svakako bi bilo pouzdanije da je i prije drugog intervencijskog perioda napravljeno
jos$ jedno pocetno mjerenje, no to bi znacilo ukupno Cetiri vadenja krvi po ispitaniku, ¢ime bi
vjerojatno doveli u pitanje suradljivost ispitanika. Iako su prije istrazivanja napravljene
"power analize" kojima se utvrdilo da je broj ispitanika koji su pristupili istrazivanju
dovoljan, tijekom istrazivanja broj ispitanika se smanjio zbog odustajanja ¢etvero ispitanika, a
zbog nedovoljne suradljivosti svih ispitanika potpune podatke smo imali samo za 23
ispitanika. 1z tog razloga, za statisticku obradu dijela rezultata, koriSteni su neparametrijski
testovi, ¢ija je osjetljivost manja u odnosu na parametrijske testove. Uzevsi u obzir ¢injenicu
da u odnosu na ostale Europske zemlje Hrvatska ima jos uvijek nisku prevalenciju HIV-a, u
populaciji registriranih i lije¢enih bolesnika nije bilo jednostavno pronaci ispitanike koji

zadovoljavaju nase kriterije 1 sami pristaju na uvjete istraZivanja.

Jedine izrazenije nuspojave, koje su zabiljeZene u anketama istrazivanja, Su umor i proljev, ali
niti navedene niti ostale nuspojave nisu postale CeSce tijekom istraZivanja, §to znaci da se
navedene nuspojave mogu pripisati samoj HIV infekciji i nuspojavama antiretrovirusnog
lijeCenja. Pojava proljeva smanjila se tijekom konzumacije obje vrste ulja gdje se udio

ispitanika s proljevom smanjio s 34% na 17%.

Ipak, tijekom istrazivanja zapazeni su rezultati kao Sto je povoljan utjecaj EVOO na
biokemijske biljege, iako razlike nisu uvijek bile statisticki znacajne, u ispitanika lije¢enih
pomocu Pl i lijeCenih pomoc¢u abakavira, no te su podskupine imale mali broj ispitanika.

Prosirenje istrazivanja na vecu skupinu ispitanika dalo bi pouzdanije rezultate.

S obzirom na produljeni Zivotni vijek osoba koje se lijeée HAART-om, bilo bi preporuéljivo
pratiti koncentracije CRP-a, kao biljega buduc¢ih kardiovaskularnih dogadaja.

Jo§ jedan segment ovog istraZivanja koji nudi moguénost proSirenja je detekcija i pracenje
metabolickog sindroma u HIV-om zarazenih bolesnika. Metabolicki sindrom je zbog

sjedilatkog nacina Zivota u stalnom porastu. Procjena prevalencije metabolickog sindroma u

HIV-om zarazenoj populaciji s ve¢im stupnjem viremije koja nije tako dobro kontrolirana kao
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skupina koja je obradena u ovom istrazivanju, vjerojatno bi dala zanimljive rezultate i

skrenula paznju na vaznost zdravog nacina zivota.

Rizi¢ne ¢imbenike za kardiovaskularne bolesti potrebno je definirati u svih bolesnika s HIV
infekcijom prije poCetka antiretrovirusnog lijeCenja te ih pratiti tijekom lijecenja. Redovita
konzumacija EVOO mogla bi umanjiti vjerojatnost razvoja kardiovaskularnih bolesti u
bolesnika s HIV-om §to bi trebalo dodatno potvrditi na veéem broju ispitanika tijekom duljeg

perioda konzumacije maslinovog ulja.
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6 ZAKLJUCCI

1. U ovom istrazivanju, rizi¢ni ¢cimbenici za aterosklerozu prisutni su u vise od 50% ispitanika
lijecenih antiretrovirusnim lijekovima, a povecana koncentracija MDA i povecana kataliticka

koncentracija SOD-a prisutne su u vise od 90% ispitanika.

2. Na pocetku istrazivanja, prema Framingham-u, 59% ispitanika imalo je niski rizik, 38%
ispitanika umjereni rizik, a samo jedan ispitanik visoki rizik za pojavu CHD u sljede¢ih 10

godina.

3. Ispitanici lijeceni pomocu PI pocetno su imali znacajno vece vrijednosti sedimentacije
(p=0,008), znacajno vece koncentracije IL-6 (p=0,030), znaajno veée koncentracije
fibrinogena (0,004) i znac¢ajno manje koncentracije HDL-Kolesterola (p=0,017) u odnosu na

ispitanike koji nisu lijeceni pomocu PL.

4. Ispitanici lijeCeni abakavirom pocetno su imali znaajno manje katalitiCke koncentracije
GSH-Px-a u odnosu na ispitanike koji nisu lijjeceni abakavirom (p=0,002) te vece vrijednosti
sedimentacije, vece koncentracije CRP-a, IL-6, fibrinogena i ox-LDL ¢estica u odnosu na

ispitanike koji nisu lijeceni abakavirom, ali bez statisticke znacajnosti.

5. Konzumacija ROO smanjila je medijan koncentracije MDA s pocetnih 5,59 umol/L na 4,45
umol/L, §to iznosi 18% (p=0,003) i smanjila udio ispitanika s pove¢anom koncentracijom
MDA u odnosu na referentni interval s 91% na 69% u svih 35 ispitanika koji su zavrsili

istrazivanje.

6. Analizom podataka metodom linearnog mijeSanog modela u svih ispitanika koji su zavrsili
istrazivanje utvrdena je znaCajno manja koncentracija LDL-kolesterola (3,2 mmol/L) nakon
konzumacije ROO u odnosu na koncentraciju nakon konzumacije EVOO (3,3 mmol/L)
(p=0,020).

7. U ispitanika lije€enih pomocu PI, konzumacija EVOO znacajno je smanjila koncentraciju
CRP-a s 2,21 mg/L na 0,88 mg/L, $to iznosi 151% 1 brzinu sedimentacije eritrocita s 21 mm/h

na 13 mm/h, §to iznosi 62%.

8. Konzumacija maslinovog ulja nije znacajno promijenila vrijednosti klinickih i

laboratorijskih parametara u ispitanika lije¢enih abakavirom.

99



9. Na pocetku istrazivanja metabolicki sindrom je utvrden u devet ispitanika prema NCEP
ATP Il kriteriju 1 u 10 ispitanika prema IDF kriteriju. Konzumacija maslinovog ulja nije

znacajno utjecala na promjenu broja ispitanika kojima je utvrden metabolicki sindrom.

10. Konzumacija maslinovog ulja nije znacajno promijenila broj ispitanika u pojedinoj

kategoriji rizika za CHD prema Framingham-u u odnosu na pocetne vrijednosti.

11. U ispitanika koji su izrazili suradljivost ve¢u od 90% prema konzumaciji oba ulja,
konzumacija ulja je najviSe promijenila parametre oksidacijskog stresa (konzumacija ROO je
smanjila broj ispitanika s koncentracijama MDA izvan referentnog intervala, dok je
konzumacija EVOO smanjila broj ispitanika s katalitickim koncentracijama GSH-PX izvan
referentnog intervala) i parametre dislipidemije (konzumacija EVOO je povecala broj
ispitanika s koncentracijama kolesterola izvan referentnog intervala, dok je konzumacija ROO

smanjila broj ispitanika s koncentracijama triglicerida izvan referentnog intervala).

12. U ispitanika koji su izrazili suradljivost u konzumaciji maslinovih ulja ve¢u od 90%
prema najmanje jednom ulju, nakon konzumacije EVOO koncentracije CRP-a su se znacajno

smanjile u odnosu na koncentracije CRP-a nakon konzumacije ROO (p=0,035).
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Kvantitativni izra¢un suradljivosti ispitanika prema mediteranskoj prehrani prije
pocetka istrazivanja. Preuzeto iz (95).

Kriteriji za jedan bod

1 Koristite li maslinovo ulje kao glavni izvor masno¢a u Vasem domacinstvu? Da

2 Koliko maslinovog ulja dnevno trosite? (ukljucujuéi i ono koje 4 7lice dnevno ili vise
koristite za przenje, salate, te obroke koje konzumirate van kuce)

3 Koliko obroka povréa konzumirate dnevno? (1 obrok podrazumijeva oko 200 g, a | ukupno vise od 2 obroka
prilog uz glavno jelo se ra¢una kao pola obroka) povréa, odnosno vise od

jednog obroka svjezeg povrca

4 Koliko komada voca (ukljucujuéi i prirodne voéne sokove) konzumirate dnevno? 3 komada ili vise

5 Koliko obroka crvenog mesa, odnosno mesnih preradevina (kobasice, Sunka itd.) | manje od jednog obroka
konzumirate dnevno? (1 obrok podrazumijeva 100-150 g)

6 Koliko obroka maslaca, margarina ili vrhnja konzumirate dnevno? (1 obrok | manje od jednog obroka
podrazumijeva 12 g)

7 | Koliko zasladenih ili gaziranih napitaka konzumirate dnevno? manje od jednog napitka

8 Koliko vina pijete tjedno? 3 ¢ase ili vise

9 Koliko obroka mahunarki konzumirate tjedno ? (1 obrok podrazumijeva 150 g) 3 obroka ili vise

10 | Koliko obroka ribe ili plodova mora konzumirate tjedno? (1 obrok podrazumijeva | 3 obroka ili vise
150 g ribe, te 4-5 komada, odnosno 200 g plodova mora)

11 | Koliko puta tjedno konzumirate slatkiSe iz trgovine (torte, kolace, kekse)? manje od 3 puta

12 | Koliko obroka oraSastih plodova (ukljucujuci kikiriki) konzumirate tjedno? (1 | jednom tjedno ili vise
obrok podrazumijeva 30 g)

13 | Da li radije konzumirate a) piletinu, puretinu i ze¢je meso, ili b) teletinu, | Odgovori pod tockom "a"
svinjetinu, hamburger i kobasice?

14 | Koliko puta tjedno konzumirate povrée, tjesteninu, rizu ili druga jela prelivena | 2 ili vise puta

"sofrito" umakom? (rajica s lukom, porilukom ili ¢eSnjakom koji se dinstaju na

maslinovom ulju)

UKUPAN BROJ BODOVA

Zadovoljen kriterij nosi jedan bod, a nezadovoljen kriterij nosi nula bodova.
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SazZzetak

Bolesnici zarazeni HIV-om skloni su ranoj pojavi ateroskleroze zbog upale uzrokovane samim virusom, kao i
zbog nuspojava antiretrovirusnog lijeCenja. Antiaterogeno djelovanje ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja
(EVOO) moglo bi umanjiti rizik od kardiovaskularnih bolesti u osoba zarazenih HIV-om. 39 HIV-om zarazenih
muskih ispitanika ukljuceno je u krizni klinicki pokus. Ispitanici su konzumirali EVOO i rafinirano maslinovo
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dismutaze. Udio rizicnih ¢imbenika znatno je veéi u ispitanika koji se lijee inhibitorima proteaze ili
abakavirom. Konzumacija ROO smanjila je koncentraciju malondialdehida za 18% u svih ispitanika, dok je
konzumacija EVOO smanjila koncentracije hsCRP za 151% i brzinu sedimentacije eritrocita za 62% u ispitanika
lije¢enih inhibitorima proteaze. Koncentracije hsCRP-a znacajno su smanjene nakon konzumacije EVOO samo u
ispitanika ¢ija je suradljivost bila veca od 90%. Konzumacija maslinovih ulja nije smanjila rizik za koronarnu
bolest srca i metabolicki sindrom. Rizi¢ne ¢imbenike za kardiovaskularne bolesti potrebno je definirati i pratiti
tijekom antiretrovirusnog lijecenja. U¢inkovitost EVOO trebalo bi potvrditi na veéem broju ispitanika.
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Summary

Premature atherosclerosis in HIV infected patients is associated with chronic infection by itself and side effects
of antiretroviral therapy. Beneficial effect of extra virgin olive oil (EVOO) could decrease the risk for
cardiovascular disease in HIV-infected patients. 39 HIV positive male participants were included in randomized
crossover controlled trial. They consumed EVOO and refined olive oil (ROO) - placebo. The atherosclerosis risk
factors were affected in more than 50% of participants receiving antiretroviral therapy. In more than 90% of
participants malondialdehyde concentrations and superoxide dismutase cathalitic concentrations were increased.
Risk factors were more affected in participants using protease inhibitors and abacavir containing antiretroviral
therapy. After ROO administration, MDA concentration was 18% higher when compared to basic values. After
EVOO administration, in participants using protease inhibitors containing antiretroviral therapy, erythrocyte
sedimentation rate and hsCRP concentrations were 62% and 151% lower when compared to basic values,
respectively. hsCRP concentrations showed a significant decrease after EVOO administration only in
participants with >90% compliance. Olive oil consumption did not affect the risk for coronary heart disease and
the metabolic syndrome diagnosis. Cardiovascular disease risk factors should be recognized and followed in all
HIV patients receiving antiretroviral therapy. EVOO effects should be confirmed on a larger sample size.
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