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1. UvoD

1.1. Pretilost

Pretilost se smatra metabolickim sindromom, a nastaje kao posljedica kroni¢ne
neravnoteZe unosa i potrosnje energije Sto vodi ka skladiStenju viska triglicerida u masnom
tkivu (O’Rahilly 2009). Taj viSak povezan je s brojnim patoloskim stanjima i bolestima kao sto
su: hiperlipidemija (Dattilo i Kris-Etherton 1992), bolest koronarnih arterija (Lavie i Milani
1997), mozdani udar (Kurth i sur. 2005), dijabetes tipa 2 (Sjostrom i sur. 2004; Avenell i sur
2004; Sharma 2006), hipertenzija (Huang i sur. 1998), nealkoholna masna bolest jetre (Suzuki
i sur. 2005), osteoartritis (Hart i Spector 1993) i respiratorni problemi (Kales i sur. 1985;
Thomson i sur. 2003). S pretiloS¢u je povezan i povecan rizik od nekih oblika ponasanja:
poremecaj pozornosti s hiperaktivno$¢u, niza inteligencija i razni anksiozni poremecaji.
(Anderson i sur. 2007; Yang i sur. 2013; Cserjesi i sur. 2007). Pretilost poprima epidemijske
razmjere (Slika 1.) i joS uvijek je u porastu diljem svijeta (Finucane i sur. 2011; Ng i sur. 2014).
Ucestala pojavnost pretilosti i poveéane tjelesne mase predstavlja vazan svjetski problem.
Epidemioloske studije procjenjuju da se ucestalost pretilosti/poveéane tjelesne mase izmedu
1980. i 2013. godine povecala za 41%. U nekim drzavama kao $to su Kiribati, Savezne Drzave
Mikronezije, Libija, Katar i Samoa procijenjena prevalencija pretilosti u odraslih prelazi 50%
populacije (Ng i sur. 2014).

Takoder, zabrinjavajuéi su podaci i za Republiku Hrvatsku koja zauzima visoko 5. mjesto na
ljestvici ,,debelih” drzava Europe te 71. mjesto na ljestvici od 194 istrazivane drzave svijeta.

U Republici Hrvatskoj 63% Hrvata i 54% Hrvatica ima prekomjernu tjelesnu masu, a pretilo ih
je 20%, podjednako muskaraca i Zena (http://www.zzjzpgz.hr).

Posebno je zabrinjavajuci brzi rast stope pretilosti djece i adolescenata Sirom svijeta, u
razvijenim zemljama i zemljama u razvoju, $to ih ve¢ u ranoj dobi Cini sklonijima slabijem
zdravlju. Predvidana kazu da ée do 2020. g. 86% stanovnika S.A.D.-a biti pretilo (Flegal i sur.
2012).

Osim loSeg utjecaja na zdravlje, pretilost ima velik utjecaj i na troSkove zdravstvenih usluga.
Trosak lije¢enja pretile osobe je za 1 429 S vedi od troska lije¢enja osobe normalne tjelesne
mase (Emambokus i Wang 2010).

Iz prethodno navedenih podataka moZemo vidjeti da pretilost predstavlja vrlo ozbiljan
zdravstveni i ekonomski problem.
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Slika 1. Ukupni postotak ucéestalosti pretilosti u svijetu 2008. godine (preuzeto i prilagodeno
prema World Health Organization 2008)

1.2 Indeks tjelesne mase

Pretile osobe su osobe Ciji je indeks tjelesne mase (eng. body mass index, BMI) veci
od 30 kg/m?. BMI se koristi kao zamjensko mjerilo globalne pretilosti. Ra¢una se kao masa u
kilogramima podijeljena s kvadratom visine u metrima. Prema Nacionalnom institutu za srce,
pluéa i krv (eng. National Heart, Lung, and Blood Institute) BMI se dijeli u 4 kategorije:
pothranjenost (<18,5 kg/m?), normalna tjelesna masa (18,5 — 24,9 kg/m?), prekomjerna
tjelesna masa (25-29,9 kg/m?) i pretilost (>30 kg/m?). Pretilost je potom dalje podijeljena u
tri podgrupe: klasa | (BMI 30 — 34,9 kg/m?), klasa Il (BMI 35 — 39,9 kg/m?) i klasa Il (BMI >40
kg/m?), koja se jo$ naziva i morbidna ili ekstremna pretilost (WHO 2000).

Za pojedine etnicke skupine koristene su drugacije granice. Na primjer, Azijati s BMI-om >23
kg/m? se ubrajaju u kategoriju osoba prekomjerne tjelesne mase, a oni s BMl-om >27,5
kg/m? se ubrajaju u kategoriju pretilih osoba (Ramachandran i sur. 2012).

lako se BMI cesto koristi, on nije savrSena mjera za debljinu jer mozZe precijeniti tjelesnu
mast u fizicki aktivnih osoba te podcijeniti tjelesnu mast u starijih osoba i osoba koje su
izgubile miSicnu masu. Stoga je predloZena alternativha mjera centralne i visceralne
pretilosti, a to je opseg struka veéi od 88 cm za Zene i opseg struka veéi od 102 cm za
muskarce (Anon 2001).



1.3. Genetska podloga pretilosti

Etiologija pretilosti je sloZzena, a obicno je rezultat interakcije okolisa, naCina Zivota i
genetike (Nguyen i El-Serag 2010).

Nasljednost BMI-a je konzistentno procjenjivana na otprilike 40-70% (Allison i sur. 1994;
Chagnon i sur. 1997; Chung 2012; Goran 1997). Gotovo na svakom ljudskom kromosomu
(Slika 2.) nadeni su lokusi povezani s predispozicijom za pretili fenotip (BMI, abdominalna
mast, udio masti ili ekstremna pretilost) (Albuquerque i sur. 2015).
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Slika 2. Lokusi povezani sa pretilim fenotipom (preuzeto i prilagodeno prema Albuquerque i
sur. 2015)

S obzirom na genetsku etiologiju pretilost se moZze podijeliti u tri skupine: monogenska,
sindromska i poligenska pretilost.

Monogenska pretilost je izrazito teska pretilost. Rezultat je defekta jednog gena, a gen koji
uzrokuje ovakav fenotip je poznat. U istrazivanjima ove vrste pretilosti dosad su
identificirane genske varijante u osam gena ¢ime se objasnilo do 10% slucajeva ekstremnih
pretilosti s ranim nastankom. Ti geni kodiraju za leptin, leptinski receptor, prokonvertazu I,
pro-opiomelanokortin, melanokortin-4 receptor, neurotrofni mozdani faktor, receptor
neurotrofne tirozin kinaze tipa 2 i tkz. jedno-skloni homolog 1 (eng. single-minded homolog



1) (Farooqi i O’Rahilly 2005; Ranadive i Vaisse 2008; Gonzalez-Jimenez i sur. 2012). Svi
defekti nalaze se u genima koji kodiraju za proteine u signalnom putu leptin-melanokortin u
srediSnjem Ziv€anom sustavu pa su stoga klju¢ni za regulaciju energetske homeostaze cijelog
tijela. Ove mutacije su rijetke u opcoj populaciji i ne vode samo k ekstremnoj pretilosti s
ranim nastankom nego i k dodatnim fenotipskim karakteristikama kao Sto su: crvena kosa
(mutacija u genu za pro-opiomelanokortin), smanjena plodnost (mutacije u genima za
prokonvertazu I, leptin i leptinski receptor), adrenalna insuficijencija (mutacija u genu za pro-
opiomelanokortin) i oslabljen imunitet (mutacija u genu za leptinski receptor) (Farooqi i sur.
1999; Farooqi i O’Rahilly 2005; Farooqi 2006).

Sindromska pretilost je rezultat diskretnih genskih defekata ili kromosomskih abnormalnosti
na nekoliko gena, autosomalnih ili X-vezanih. Postoji oko 30 rijetkih sindroma i oni su
povezani s mentalnom retaradacijom, dismorfickim znakovima i nenormalnostima pojedinih
organa. Najcesdi takvi sindromi su Bardet-Biedlov sindrom, Prader-Willijev sindrom i sindrom
WAGR (Wilmsov tumor, aniridija, genitourinarne anomalije i mentalna retardacija), a
pretilost se javlja kao simptom (Farooqi 2005; Bell i sur. 2005).

Poligenska pretilost rezultat je postojanja varijacija DNA u multiplim genima istovremeno.
Pojedina poligenska varijanta sama malo doprinosi fenotipu, ali u kombinaciji s drugim
predisponirajuéim varijantama ima poprilicno velik utjecaj na fenotip. Ako osoba ima mnogo
takvih poligenskih varijanti za poveéanu tjelesnu masu moze doc¢i do nastanka pretilosti, a
svaka varijanta ima vecu pojavnost u pretilih osoba nego u osoba normalne mase.
Procjenjuje se da ukupan broj takvih gena s malim utjecajem najvjerojatnije prelazi 100
(Hinney i Hebebrand 2008). Yang i sur. (2011) procijenili su da je 17% varijacije BMI-a
posljedica cestih genetskih promjena, a istrazivanje na blizancima otkriva da bi taj aditivni
efekt multiplih polimorfizama mogao objasniti 37% BMI-a (Llewellyn i sur. 2013). Povezanost
genskih varijanti i cestih poremeéaja kao Sto je pretilost mogla bi biti ukljuéena u
dijagnosticiranje, predvidanje rizika, prevenciju i lijeCenje. Gen FTO (eng. Fat mass and
obesity associated gene) i gen za receptor melanokortina 4 dva su gena s malim, ali
ponovljivim i jasnim utjecajem na tjelesnu masu (Frayling i sur. 2007; Dina i sur. 2007; Scott i
sur. 2007; Scuteri i sur. 2007; Hinney i sur. 2007).

1.4. Gen FTO

Gen FTO prvi je lokus za kojeg je cjelogenomskom asocijacijskom studijom (eng.
genome-wide associated study, GWAS) jasno utvrdena povezanost s pretiloSéu. To su
istrazivanje proveli Frayling i suradnici 2007. godine kako bi pronasli poveznicu izmedu
polimorfizama duz Citavog ljudskog genoma i dijabetesa tipa 2. Na 16. kromosomu u prvom
intronu gena FTO pronasli su polimorfizam rs9939609 koji je pokazivao jaku povezanost s
dijabetesom tipa 2 i povec¢anim BMI-om, ali nakon podeSavanja za BMI ta olita povezanost
ovog polimorfizma i dijabetesa tipa 2 nije oCuvana. To navodi na zaklju¢ak da je povezanost
ovog gena i dijabetesa tipa 2 posredovana efektom gena FTO na BMI (Frayling i sur. 2007).

Do sada je poznato da je gen FTO jako veliki gen. Ima 9 eksona i proteZe se na vise od 400
kilobaza na poloZaju u kromosomu 16g12.2 (Loos i Yeo 2014). Kodira za demetilazu
nukleinske kiseline ovisnu o Fe(ll) i 2-oksoglutaratu (Gerken i sur. 2007), no jo$ se ne zna ni
tocna fizioloSka funkcija ni njegova uloga u razvoju pretilosti (Han i sur. 2010; Fawcett i



Barroso 2010). U bliskoj je srodnosti s DNA demetilazom AIkB u bakterija i homolozima AlkB
1 i 2 u sisavaca ABH1 i ABH2 (Gerken i sur. 2007). Prema dosadasnjim rezultatima
eksperimenata moguce je da protein FTO sudjeluje u regulaciji gena na RNA razini
kataliziraju¢i demetilaciju 3-metiltimina u jednolancanoj DNA, 3-metiluracila u RNA i N6-
metiladenozina u RNA u jezgri, (Gerken i sur. 2007; Scuteri i sur. 2007; Sanchez-Pulido i
Andrade-Navarro 2007; Han i sur. 2010; Fawcett i Barroso 2010; Jia i sur. 2008; Jia i sur.
2011). Otkriveno je da je gen FTO i transkripcijski koaktivator (Wu i sur. 2010), a moguce je
da regulira i duljinu telomera (Dlouha i sur. 2012). Jedna studija je pokazala da varijante gena
FTO koje su povezane s BMIl-om interreagiraju s promotorskom regijom gena IRX3 (eng.
Iroquois homeobox 3) u genomima ljudi, miSeva i zebrica. Pokazano je i da Irx3-deficijentni
miSevi imaju 25-30% manju tjelesnu masu (Smemo i sur. 2014). Ova studija navodi na
zaklju¢ak da je gen IRX3 funkcionalna dugorofna meta polimorfizama gena FTO koji su
povezani s pretiloS¢u (Albuquerque i sur. 2015).

Zasad se gen FTO isti¢e kao najjaci i najznacajniji geneticki doprinositelj poligenskoj pretilosti.
(Speliotes i sur. 2010; Larder i sur. 2011). lako polimorfizmi jednog nukleotida (eng. single
nucleotide polymorphism, SNP) u genu FTO ne utjeCu na porodajnu tezinu (Rzehak i sur.
2010; Cauchi i sur. 2009; Jess i sur. 2008; Kilpelainen i sur. 2011; Horikoshi i sur. 2013), njihov
utjecaj vidljiv je od treée 3. godine Zivota. Nakon toga se njihov utjecaj poveéava do mladog
odraslog doba, kada doseZze maksimum te opada tijekom odraslog doba. (Graff i sur. 2013;
Hardy i sur. 2010; Rzehak i sur. 2010; Cauchi i sur. 2009; Jess i sur. 2008; Jia i sur. 2011; Qi i
sur. 2008; Sovio i sur. 2011).

Gen FTO je eksprimiran u jezgrama gotovo svih vrsta tkiva ¢ovjeka (Dina i sur. 2007), ali
najvecu ekspresiju pokazuje u dijelu mozga koji je glavni u kontroliranju energetske
homeostaze i ponasanja u hranjenju, a to je arkuatna jezgra hipotalamusa (Frayling i sur.
2007). Istrazivanja na miSevima, Stakorima i ljudima pokazuju da je ekspresija mRNA gena
FTO regulirana unosom hrane (Gerken i sur. 2007; Fredriksson i sur. 2008; Stratigopoulos i
sur. 2008; Tung i sur. 2010), razinom glukoze u krvi (Poritsanos i sur. 2011), tjelesnom
masom (Wahlen i sur. 2008; Zabena i sur. 2009) i potroSnjom energije (Stratigopoulos i sur
2008; Fischer i sur. 2009). Cini se da varijante gena FTO vode k pove¢anom unosu energije
(Speakman i sur. 2008) modificirajuci hipotalami¢nu kontrolu apetita (Jacobsson i sur. 2012).
Isklju¢ivanje (knockdown) ekspresije gena FTO dovodi do poveéanja koncentracije ATP-a u
neuronima, ali i smanjenja u adipocitima $to nagovjestava kontroliranje proizvodnje energije
specifi¢no za stanicu (Pitman i sur. 2012).



1.4.1 Gen FTO i komorbiditeti povezani s pretiloSc¢u

Polimorfizmi jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism, SNP) gena
FTO povezani su s nizom kardiometabolickih osobina $to i ne ¢udi s obzirom da postoji jaka
veza gena FTO i BMI-a, a pretilost je vazan rizi¢ni faktor za kardiovaskularne i metabolicke
bolesti (Speliotes i sur. 2010; Frayling i sur. 2007; Fall i sur. 2013). U 36 istrazivanja na
ukupno 198 502 ispitanika ispitivan je ucinak polimorfizama gena FTO na 24
kardiometaboli¢ke osobine i pokazano je da polimorfizmi gena FTO koji poveéavaju BMI su
takoder povezani s povecanim rizikom obolijevanja od dijabetesa tipa 2, zastoja srca,
koronarnih bolesti srca, hipertenzije, metabolickog sindroma, dislipidemije, poveéanim
rizikom od smrtnosti, poveéanom razinom glukoze nakon gladovanja te nakon 2 sata oralnog
testa tolerancije na glukozu, pove¢anom razinom inzulina, glikoziliranog hemoglobina A1C,
razinom lipida, jetrenih enzima i upalnih markera. Vecina ovih kardiometabolic¢kih osobina u
potpunosti je posredovana efektom gena FTO na BMI. Medutim postoje dokazi da gen FTO
moze, barem djelomicno, povecati rizik od dijabetesa tipa 2 neovisno o njegovom ucinku na
BMI (Fall i sur. 2013).

Zbog toga Sto pretilost nosi sa sobom i rizik od malignih bolesti provedena su istrazivanja o
vezi raka i SNP-a gena FTO koji su povezani s BMI-om, a dobiveni rezultati su bili razliciti. U
nekim studijama je pronadena ta povezanost (Brennan i sur. 2009; Delahanty i sur. 2011;
Machiela i sur. 2012; Lurie i sur. 2011; Long i sur. 2013; Pierce i sur. 2011; Lewis i sur. 2010),
a u nekima ta povezanost nije potvrdena (Gaudet i sur. 2010; Lim i sur. 2012; Li i sur. 2012;
Zheng i sur. 2013). No ono §to je zanimljivo je da su nedavnim GWAS analizama pronadeni
polimorfizmi u drugom i osmom intronu koji pokazuju snaznu vezu s rizikom od melanoma
(lles i sur. 2013) i rakom dojke negativnim za estrogenski receptor (Garcia-Closas i sur. 2013).
Ova dva lokusa su neovisna i jedan o drugome i o SNP-ovima gena FTO u prvom intronu koji
su povezani s BMI-om, a povezanost s rizikom od raka nije posredovana efektom na BMI sto
daje naslutiti da funkcija gena FTO premasuje regulaciju tjelesne mase (Garcia-Closas i sur.
2013; lles i sur. 2013).



1.4.2 Polimorfizmi gena FTO

Do sada je napravljeno preko 500 studija o povezanosti polimorfizama gena FTO i
pretilosti u nekoliko populacija te je pokazano da je viSe od 60 polimorfizama u ovom genu
znacajno povezano s pretilos¢u (Jacobssoni sur. 2012). Svi ovi polimorfizmi se nalaze u 47 kb
velikom bloku neravnoteZe vezanosti gena koji obuhvaca dijelove prva dva introna i ekson 2
(Fawcett i Barroso 2010). GWAS-ovima je pokazano da najjacu vezu imaju polimorfizmi
rs9939609 (Frayling i sur. 2007), rs9930506 (Scuteri i sur. 2007), rs1421085, rs17817449 i
rs1121980 (Dina i sur. 2007), a svi ovi polimorfizmi se nalaze u prvom intronu, ali njihov
fizioloski ucinak koji doprinosi razvoju pretilosti je jo$ uvijek nepoznat (Frayling i Ong 2011).

Karns R. i suradnici (2011) su proveli studiju o povezanosti 22 SNP-a u 10 razli¢itih gena za
koje je prijasnjim GWAS-ovima ustanovljena njihova veza sa pretiloS¢u i dijabetesom tipa 2
(INSIG2, PPARG, CDKAL1, SLC30A8, CDKN2B, CDKN2A, HHEX/IDE, TCF7L2, FTO i MC4R) i 18
antropoloskih i biokemijskih osobina. Ono $to je nama znacajno za tu studiju je da su svi
ispitanici bili stanovnici Hvara, 360 muskaraca i 483 Zene. Svih 8 ispitivanih SNP-ova u genu
FTO (rs9939973, rs1421085, rs1121980, rs17817449, rs8050136, rs3751812, rs9939609 i
rs7190492) pokazali su znacajnu povezanost s tjelesnom masom, BMI-om, opsegom struka i
opsegom kukova.

1.4.3 Polimorfizam rs9939609

Polimorfizam rs9939609 gena FTO posebno je zanimljiv jer pokazuje najveéi znani
efekt na povecanje BMI-a (Frayling i sur. 2007). Neovisna istrazivanja na bijelcima potvrdila
su njegovu vezu s povec¢anim BMI-om i fenotipovima koji se pojavljuju s pretilo$éu (Jonsson i
sur. 2009; Gonzalez-Sanchez i sur. 2009). Istrazivanje provedeno na 843 stanovnika otoka
Hvara takoder je potvrdilo njegovu povezanost s BMI-om, masom, opsegom struka,
opsegom kukova i razinom HDL-a (Zhang i sur. 2010). Hallman i sur. (2012) su analizirajudi
djecu i adolescente (8-18 godina) otkrili znacajnu interakciju genotipa i godina te
pretpostavljaju da ¢e osobe genotipa AA sa 8 godina imati BMI veéi za 0,7 kg/m?, a sa 17
godina BMI veéi za 1,6 kg/m? od osoba genotipa AT ili TT. IstraZivanje je pokazalo da,
neovisno o BMI-u, nosioci A alela imaju veéu koncentraciju cirkulirajuéeg C-reaktivnog
proteina (Fisher i sur. 2009). Rizi¢ni alel A povecava rizik od dijabetesa tipa 2 (Binh i sur.
2013).



1.5 Mikrobiom usne Supljine

Provedena su mnoga istraZivanja na mikrobiomu crijeva pretilih osoba i osoba

normalne mase. Rezultati pokazuju da pretile osobe u crijevima imaju viSe bakterija iz
koljena Firmicutes i relativno manje bakterija iz koljena Bacteroidetes u usporedbi s osobama
normalne tjelesne mase (Tsai i Coyle 2009). Pokazano je da prehrana ima veliki utjecaj na
sastav mikrobioma crijeva. U studiji u kojoj su pretile osobe bile podvrgnute dijeti
ogranic¢enoj unosom masti ili nisko kalorijskoj dijeti ograni¢enoj unosom ugljikohidrata
zabiljeZzeno je smanjenje broja bakterija iz koljena Firmicutes i povecanje bakterija iz koljena
Bacteroidetes. (Ley i sur. 2006). Jo$ se ne zna postoji li veza pretilosti i mikroorganizama usne
Supljine.
Goodson i suradnici (2009) su analizirali udio 40 vrsta bakterija u slini 313 osoba vece
tjelesne mase (BMI 27-32 kg/m?) i 232 osobe normalne mase. U sedam bakterijskih vrsta
medijan udjela bakterija u ukupnom broju bakterija u slini u osoba vece tjelesne mase je bio
za najmanje 2% veci od medijana u osoba normalne mase. Te bakterijske vrste su:
Selenomonas noxia, Actinomyces gerencseriae, Actinomyces naeslundii, Neisseria mucosa,
Fusobacteria  periodonticum, Fusobacteria nucleatum ss vincentii i Prevotella
melaninogenica. Zanimljivo je da su gotovo sve bakterijske vrste iz koljena Firmicutes, osim
Eubacterium sp. i G. morbillorum, imale ve¢i medijan udjela u osoba vede tjelesne mase.

Zanimljivo je i da 98.4% osoba vece tjelesne mase imalo udio bakterije S.noxia veci od 1,5%,
a u 80,2% osoba normalne mase taj je udio bio manji od 1,5% Sto bi moglo imati i
dijagnosti¢ku primjenu, ali i ulogu u pretilosti (Goodson i sur. 2009).

Analizirajudi bris nosa, Olsen i sur. (2013) su ustanovili da postoji pozitivna korelacija BMI-a i
kolonizacije nosa bakterijom S. aureus medu mladim i premenopauznim Zenama. Za svako
poveéanje BMI-a za 2,5 kg/m? opaZzeno je povecdanje izgleda kolonizacije bakterijom S. aureus
za 7 % (Olsen i sur. 2013).



1.6 Zivotne navike, bolesti i pretilost

Provedena su brojna istraZivanja o Zivotnim navikama i bolestima osoba normalnog
BMlI-a i pretilih osoba.

IstraZivanje je pokazalo da povedan broj obroka ne potice mrsavljenje vise nego maniji broj
obroka, ukoliko se radi o podjednakom broju unesenih kalorija na dan. Konkretno, ovaj
zakljucak je izveden iz usporedbe 3 obroka i 6 obroka dnevno, 3 obroka i 3 uZzine (Cameron i
sur. 2010).

Rautiainen i sur. (2016) su zakljucili da bi ve¢a konzumacija mlije¢nih proizvoda mogla biti
vazna u prevenciji debljanja u srednje starih i starijih Zena koje su inicijalno normalne mase.

Studija provedena na Kanadanima o povezanosti doru¢kovanja i BMI-a pokazala je da niti
konzumacija dorucka naspram nekonzumacija dorucka, niti vrsta dorucka (eng. ,,ready-to-eat
cereal,, ili neki drugi dorucak) nije dosljedno povezana s pove¢anim BMI-om (Barr i sur.
2016).

Zna se da pretilost povecava rizik od hipertenzije (Huang i sur. 1998).
Jedna studija kaZe da postoji povezanost unosa soli i krvnog tlaka (Elliott 1991).

Sto se tice pusenja i BMI-a, neke studije nisu nasle znacajnu povezanost (Zbikowski i sur.
2011), neke su predloZile da bi pusenje moglo biti povezano s nizim BMI-om (Klesges i sur.
1989), a prestanak pusenja s pove¢anim BMI-om (Munafo i sur. 2009).

Pokazano je da je duljina noénog sna povezana s BMI-om. Procjenjuje se da smanjenje
noénog sna za 1 sat povecava BMI za 2% (Rontoyanni i sur. 2007)



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su utvrditi postoje li razlike izmedu Zena Zagrebacke Zupanije
normalnog BMI-a i pretilih Zena Zagrebacke Zupanije u:

1. genetskoj podlozi (s obzirom na polimorfizam rs9939609 gena FTO)

2. sastavu mikroorganizama u usnoj Supljini

3. bolestima te Zivotnim navikama
4. Ustanoviti postoji li povezanost genotipova polimorfizma rs9939609 gena FTO i Zivotnih
navika i oboljenja ispitanica.
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3. MATERUJAL | METODE

3.1. Ispitanici

U ovom istraZivanju sudjelovalo je 66 7ena: 46 7ena s BMI-om veéim od 30 kg/m? i
20 Zena s BMI-om izmedu 18,5 kg/m? i 25 kg/m? kao kontrolna skupina. Svaka ispitanica je
dobrovoljno pristala sudjelovati u istraZivanju i upoznata je s ciljevima istraZivanja te je svaka
ispitanica potpisala informirani pristanak za sudjelovanje u istraZivanju. Ispitanice su ispunile
anketu, isprale usta s 13 ml 0,9%-tne fizioloSke otopine pa dale 2 ml sline, a uzeto im je i 2 ml
krvi.

IstraZzivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.2 Odredivanje genotipa rs9939609 gena FTO
3.2.1 Izolacija DNA iz krvi

Ispitanicama je u Klini¢ko bolnickom centru Zagreb - Rebro uzeto 2 ml pune krvi i
pohranjeno na -20 °C u epruvetama s antikoagulansom EDTA (Etilendiamintetraoctena
kiselina).

Genomska DNA je izolirana pomoc¢u kompleta DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) prema
uputama proizvodaca. U Eppendorf tubicu od 1,5 ml stavljeno je 20 ul proteinaze K, 100 pl
krvi, 4 ul Rnase A i 96 ul pufera PBS (sastava prema Tablici 1, pH 7,2), a potom je ta otopina
inkubirana dvije minute na sobnoj temperaturi. Dodano je 200 pl pufera za lizu AL*, snazno
vorteksirano (tehtnica Zelezniki EV -202) i inkubirano u termobloku (PHMT) 10 minuta na 56
°C. Dodano je 200 pl 96%-tnog etanola, vorteksirano te je otopina prebacena u DNeasy Mini
spin kolonicu koja je stavljena u 2 ml kolekcijske tubice. Centrifugirano (miniSpin, Eppendorf)
je 1 minutu na 8000 okretaja mint. Kolekcijska tubica skupa s tekué¢inom koja je prosla kroz
kolumnu je baéena, a kolonica je prebacena u novu kolekcijsku tubice. Dodano je 500 pl
pufera za ispiranje AW1*, centrifugirano 1 minutu na 8000 okretaja min’. Kolekcijska tubica
skupa s tekuéinom koja je prosla kroz kolonicu je bacena, a kolonica je stavljena u novu
kolekcijsku tubicu, dodano 500 ul pufera za ispiranje AW2*, centifugirano 5 minuta na 18300
x g. Kolekcijska tubica skupa s teku¢inom koja je prosla kroz kolonicu je bacena, a kolonica je
prebacena u Eppendorf tubicu, dodano je 200 pl pufera za eluciju AE* i nakon inkubacije od
1 minute na sobnoj temperaturi centrifugirano je 1 minutu na 8000 okretaja min. Kolonica
je bacena, a u eluatu je bila DNA koja je prije pohrane podvrgnuta daljnjoj analizi.

* sastav pufera je zasti¢en od strane proizvodaca (QIAGEN GmbH, QIAGEN Str. 1, 40724
Hilden, Germany)
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Koncentracija i kvaliteta izolirane DNA izmjerena je spektrofotometrijski (NanoPhotometer®
N60, IMPLEN), a zatim je 3 ul eluata DNA pomijesano s 1 kb markerom (BiolLabs) te je ta
otopina analizirana na 1% agaroznom gelu (0,5 g agaroze, SIGMA, 50 ml 1X TAE pufera (Tris-
acetate-EDTA sastava prikazanog u Tablici 2.), 2,25 ul etidijevog bromida koncentracije 10
mg ml?) 35 minuta na 80 V na aparatu za elektroforezu (Electrophoresis Power Supply EPS
601, Amersham Biosciences).

Izolirana DNA je pohranjena na -20 °C.

Tablica 1. Sastav fosfatnog pufera (PBS)

Tvar Kolic¢ina
NacCl 8¢g

KCl 02g
Na;HPO4 x 2H20 1,15g
K2HPO4 02¢g
destilirana voda do 1000 ml

Tablica 2. Sastav 50X TAE pufera

Tvar koli¢ina
Tris baza (SIGMA) 242 g
Octena kiselina 57,1 ml
Prah  kompleksa 1ll | 18,6¢g
(Kemika)

Voda do 1000 ml
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3.2.2 Odredivanje genotipa metodom lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu

Za odredivanje baze T ili A na mjestu polimorfizma rs9939609 koristena je lanc¢ana
reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (eng. Real-time PCR) i metoda alelne
diskriminacije polimorfizma s mjeSavinom TagMan™ (eng. TagMan SNP Genotyping assay)
C 30090620 _10 koji se sastoji od dvije probe obiljezene flouroscentnim bojama (alel A
obiljezen bojom VIC, a alel T obiljezen bojom FAM) i 2 specificne pocetnice (1 par). Svaka
proba osim jedne fluorescentne boje na 5' kraju ima na sebi i neflourescencijski prigusivac
(eng. nonflourescent quencher, NFQ) koji virtualno eliminira pozadinsku fluorescenciju te
MGB (eng. Minor Groove Binder) koji stabilizira kompleks kalupa i probe. Ova TagMan™ real-
time PCR metoda se temelji na hibridizaciji ciljnog slijeda i one probe koja je
komplementarna slijedu tog alela. AmpliTag Gold® DNA polimeraza umnaza ciljnu DNA
sekvencu pomocu specifiéne pocetnice, a njena 5' nukleazna aktivnost dovodi do cijepanja
probe Sto uzrokuje odvajanje fluorofora od prigusivaca i detekcije fluorescentnog signala
(Slika 3. A). Ukoliko je signal posljedica cijepanja probe obiljezene bojom VIC onda se radi o
homozigotu za alel A. Ukoliko je signal posljedica cijepanja probe obiljezene bojom FAM
onda se radi o homozigotu za alel T, a ukoliko su detektirana oba signala onda se radi o
heterozigotu (Slika 3.C). Ti signali su prikazani graficki kao na Slici 3.B

A B
x ® Aliele X
2 Bott
Allele o B %: aNTC |
8
w O e o
Match Mismaich @ FAM™ dye
o+
@ Quencher -."-’_'
Allele 2 :
m@ Trm@ i TR
Gokd® DNA =30
guuuuuy Potyacaso -
Match Mismaich - G )
C -
A substantial increase in... Indicates...
VIC® dye fluorescence only Homozygosity for allele 1 A ok
FAM™ dye fluorescence only Homozygosity for allele 2 :
Both fluorescence signals Heterozygosity for allele 1 and
allele 2

Slika 3. Princip (A), rezultat (B) i znacenje rezultata (C) genotipizacija SNP-a metodom real-
time PCR s mjeSavinom TagMan™ (www.dnalink.com)

Za genotipizaciju je prvo potrebno podesiti koncentraciju DNA tako da u 11,25 ul otopine
bude 10 ng DNA tj. koncentracija DNA treba iznositi 0,88 ng pl?. Kako su to jako niske
koncentracije koje nije moguce izmjeriti, dobiveni eluat DNA od 200 ul koncentriran je na
otprilike 50 ul (SpeedVac Concentrator, Thermo Electron Corporation), potom je izmjerena
koncentracija DNA i razrijedena na 7, 14 ili 42 ng pl? te tri puta izmjerena koncentracija i
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izraCunata srednja vrijednost. Takav koncentrirani eluat DNA iskoriSten je za pripremu 70 ml
otopine DNA i Mili-Q vode koncentracije 0,88 ng pl™.

40 X TagMan™ mjeSavina je osjetljiva na svjetlo te je zbog toga, a i zbog smanjivanja broja
ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja, razrijedena sa 1 X TE puferom (QIAGEN) na 20 X radnu
koncentraciju, vorteksirana, centrifugirana, alikvotirana, zamotana u aluminijsku foliju i
pospremljena u mrak na - 20 °C.

Za samu reakciju PCR u stvarnom vremenu u optic¢ku tubicu je otpipetirano 11,25 pl otopine
DNA koncentracije 0,88 ng pu?%, 12,5 pl 2X TagMan® Master Mix-a (Applied Biosystem) i 1,25
ul 20X SNP Genotyping Assay-a (Applied Biosystem). Sadrzaj u optickoj tubici se promijesao
uvlaéenjem u mikropipetu, zacepio se poklopcem te kratko centrifugirao kako bi nestali
mjehurici. Bitno je ne dirati donji dio opti¢cke tubice jer kroz nju prolazi svjetlost. Tako
pripremljene opticke tubice stavljene su u uredaj 7300 real-time PCR system (Applied
Biosystem) te su namjesteni uvjeti PCR reakcije (Tablica 3.).

Za obradu rezultata koriSten je program 7300 System SDS Software 1.4 .

Tablica 3. Uvjeti reakcije PCR

Korak Temperatura | Vrijeme Broj ciklusa
Aktivacija | ggec 10 minuta 1
enzima

denaturacija | 95°C 15 sekundi

hibridizacija

pocetnica/ | ¢ 1 minuta 40
produljivanje

DNA
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3.3. Identifikacija mikroorganizama
3.3.1. Hranjive podloge
Koristene su kompletne podloge MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) i LB (Luria-Bertani).

Kompletna LB podloga pogodna je za uzgoj enterobakterija, a kompletna MRS za uzgoj
bakterija mlijecne kiseline.

Krute MRS podloge napravljene su mijeSanjem 42,14 g MRS AGAR WITH TWEEN 80 (Biolife,
sastav prikazan u Tablici 4.) i 0,6 L destilirane vode .

Tablica 4. Sastav krute podloge MRS

Tvar Kolic¢ina
Pepton 10g
Govedi ektrakt 10g
Kvascev ekstrakt 5g
Glukoza 20g
Dikalijev hidrogen fosfat 2g
Natrijev acetat 5g
Diamonijev citrat 2g
Magnezijev sulfat 02¢g
Manganov sulfat 0,05g
Agar 15¢g
Tween® 80 1g

Tekuée MRS podloge napravljene su mijeSanjem 16,56 g MRS BROTH WITH TWEEN 80
(Biolife, sastav isti kao i krute MRS u Tablici 4. samo bez agara) i 0,3 L destilirane vode.

Sastav krutih LB podloga je u prikazan u Tablici 5., a tekuée su istog sastava samo bez
dodatka agara.

Tablica 5. Sastav krute podloge LB

Tvar koli¢ina
Bacto Tryptone 6g
Yeast Extract 3g
NaCl (Carlo Erba reagents) | 3 g
Agar 9g
destilirana voda 0,6L
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Podloge su sterilizirane na 121 °C tijekom 15 minuta, a krute podloge su nakon sterilizacije
razlivene u sterilne Petrijeve zdjelice.

3.3.2 Izolacija €istih kultura

Na krute podloge MRS i LB nacijepljeno je po 0,5 ml nerazrijedene sline i 0,5 ml sline
razrijedene fosfatnim puferom, pH 7,2 sastava prikazanog u Tablici 1. Plo¢e su potom
inkubirane 2 dana u termostatu (Termo medicinski aparati) na 37 °C. Od poraslih kolonija na
svakoj ploc¢i odabrane su fenotipski razlicite kolonije i nacijepljene na nove podloge (MRS ili
LB ovisno na kojoj je podlozi prethodno izrasla) metodom do iscrpljenja te su te ploce
stavljene u termostat na 37 °C. S tih plo¢a s Cistim kulturama odabrana je 1 kolonija i
precijepljena u epruvetu s 3 ml tekuce podloge (MRS ili LB ovisno na kojoj je podlozi izrasla) i
stavljena preko noéi u tresilicu (New Brunswick scientific, 100 okreta minuta®, 37 °C).
Sutradan je 24 sata stara kultura centrifugirana (Tehtnica Zelezniki) u Eppendorf tubicu na
4000 okret minuta’l, supernatant je bacen, a na talog je dodano 1 ml 50%-tnog glicerola i
pohranjeno na -20 °C. Ploce s Cistim kulturama s kojih je uzeta kolonija za teku¢u podlogu su
poslane na Institut Ruder Boskovi¢ (Zavod za fizicku kemiju, Laboratorij za spektrometriju
masa) kako bi se saznalo koje su vrste mikroorganizama izolirane.

3.3.3 Identifikacija mikroorganizama masenom spektrometrijom

Pomocu uredaja MALDI Biotyper (Bruker Daltonik) identificirani su izolirani sojevi
mikroorganizama. Identifikacija se temelji na MALDI-TOF (eng. Matrix Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight) masenoj spekrometriji koja mijeri najzastupljenije
proteine u mikroorganizmima, a rezultat je spektar koji se usporeduje sa spektrima tipi¢nim
za odredeni soj iz baze podataka (https://www.bruker.coml).

16


https://www.bruker.com/products/mass-spectrometry-and-separations/maldi-biotyper/overview.html

3.4 Anketa

Kako bi dobili informacije o BMI-u, starosti, Zivotnim navikama i oboljenjima,
ispitanice su ispunile anketu prikazanu na Slici 4.

ANKETNI UPITNIK
Postovana,
povjerljivost Vasih odgovora bit ¢e zasti¢ena, a dobivene informacije koristit ée se samo u svrhu

medicinskog istrazivanja.

Ime i prezime: ili broj Vaseg uzorka:

Datum Vaseg rodenja: VISINA S (o) TEEINA : c%’ )
Kod vise ponudenih odgovora molim zaokruzite odgovor/e!

1. Imate li uklonjeno:
A) —tonzile
B) - slijepo crijevo

2. Imate li bolesti:
A) — alergiju bilo koje vrste
B) — poviseni krvni tlak
C) — dijabetes
D) — neka druga

3. Jeste li nedavno uzeli lijek:
A) — antibiotik
B) — za snizenje povisenog krvnog tlaka
C) — inzulin
D) — protiv bolova
E) —neki drugi. Koji je:
F) — ne uzimam lijekove

4. Ukoliko ste nedavno uzeli antibiotik, koliko je proslo od zadnje tablete:
A) — danas sam popila antibiotik

B) -1 dan
C) -2 dana
D) -7 dana

E) - 8 i vise dana

5. Zaokruzite tvrdnje koje se odnose na Vas:
A) — oprala sam zube prije manje od 2 h
B) — koristila sam antibakterijsku vodicu za ispiranje zubi prije manje od 2 h
C) — konzumirala sam zvakacu gumu prije manje od sat vremena
D) — trenutno imam problema u usnoj Supljini (granulom, afte, pokvareni zubi)

6. Radni status:
A- studentica ili u¢enica
B - zaposlena (puno radno vrijeme)
C - zaposlena (pola radnog vremena)
D —rad kod kuce
E - nezaposlena
F - domacica
G- umirovljenica

Slika 4. Anketa o indeksu tjelesne mase, starosti, Zivotnim navikama i oboljenjima ispitanica
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7. Koliko uobic¢ajeno imate dnevnih obroka?
A -jedan
B -dva
C-tri
D - Getiri
E — pet ili vise

8. Doruckujete li:
A -ne
B - da, neredovito
C - da, redovito

9. Moja svakodnevna prehrana je:
A — uravnotezena i raznolika
B — bogata mesom i mesnim preradevinama
C — bogata slatki$ima 1 grickalicama
D — svakodnevno pojedem barem 1 mlije¢ni proizvod
E — vegetarijanska

10. Dodajete li sol svom obroku za stolom?
A - nikada
B - kad jelo nije dovoljno slano
C - skoro uvijek prije nego Sto probam

11. Podaci o pusenju:
A- puSac
B- povremeni pusa¢
C- bivsi pusa¢
D- nepusac

12. Unazad 7 dana, koliko ste prosjeno dnevno proveli vremena sjedeci?
A —manje od | sata
C -3 do 4 sata
D - 8 sati
E — vise od 8 sati

13. Unazad 7 dana, koliko ste prosjeéno dnevno proveli vremena hodajudi ili neka druga

tjelovjezba?
A —manje od 20 minuta
C—1 sat
D -2 sata

E — viSe od 2 sata

14. Unazad 7 dana, koliko ste prosjecno dnevno proveli vremena spavajuci?
A —manje od 6 sati
B -6 do 7 sati
C —8sati
D - vise od 8 sati

Ovo je kraj upitnika, hvala na sudjelovanju.
NajljepSe zahvaljujemo na Vasem vremenu.

Datum ispunjavanja ankete:

Slika 4. Nastavak ankete o indeksu tjelesne mase, starosti, Zivotnim navikama i oboljenjima
ispitanica
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3.5 Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu rezultata anketa i identifikacije bakterijskih kultura koristen je

Fischerov egzaktni test (http://graphpad.com) i Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, SAD), a statisticki znaCajnim smatrane se vrijednosti p manje od
0,05.
Ucestalost pojedinog alela i genotipa u osoba normalnog BMI-a i pretilih osoba te znacajnost
odstupanja distribucije genotipova od ocekivane (Hardy-Weinbergova distribucija) je
odredena X?-testom pomocu racunalnih programa (http://www.oege.org,
http://www.had2know.com).
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4. REZULTATI

Ovo istrazivanje o povezanosti polimorfizma rs99396069 gena FTO s tjelesnom masom i
mikrobiobom usne Supljine obuhvaca analizu anketa ispitanica, genotipizaciju polimorfizma

rs9939609 gena FTO te identifikaciju mikroorganizama u slini.

4.1. Rezultati ankete
U istraZivanje je uklju¢eno ukupno 66 ispitanica: 20 Zena s BMI-om izmedu 18,5
kg/m? i 25 kg/m? kao kontrolna skupina te 46 pretilih Zena odnosno Zena s BMI-om veéim od

30 kg/m?.

U tablicama su prikazani rezultati ankete tj. osnovni podaci i podaci o navikama (Tablica 6.) i

oboljenjima (Tablica 7.) ispitanica uklju¢enih u istrazivanje.

Tablica 6. Informacije o ispitanicama dobivene anketom

broj ispitanica

broj godina

BMI

uklonjene tonzile
uklonjeno slijepo crijevo

uklonjenje tonzile i slijepo

crijevo
nista nije uklonjeno

ne doruckuje
doruckuje neredovito
doruckuje redovito

uravnoteZenai raznolika
bogata mesom i mesnim
preradevinama

bogata slatkiSima i
grickalicama

u b W N B

svakodnevno pojedem barem

1 mlijecni proizvod
vegetarijanska

kontrola %
20
33,25+9,7
21,81+1,69
9 45,0%
2 10,0%
0 0,0%
9 45,0%
broj obroka u danu
0 0,0%
2 10,0%
12 60,0%
4 20,0%
2 10,0%
dorucak
0 0,0%
7 36,8%
12 63,2%

svakodnevna prehrana

15 75,0%
3 15,0%
1 5,0%
8 40,0%
0 0,0%

20

pretile
46
43,63 +9,09
43,05+ 6,46
7
2

34

10
14

15

22

17

23

15

17
1

%

15,6%
4,4%

6,7%
75,6%

2,3%
22,7%
31,8%
11,4%

2,3%

15,9%
34,1%
50,0%
38,6%
52,3%

34,1%

38,6%
2,3%



nikad ne dodaju sol obroku za

stolom

dodaju sol za stolom kad jelo
nije dovoljno slano

dodaju sol skorko uvijek prije
nego probaju

pusac
povremeni pusac
bivsi pusac

nepusac

kontrola %

dodavanje soli

13

2

pusenje
3
3

1

13

25,0%

65,0%

10,0%

15,0%
15,0%

5,0%

65,0%

pretile

vrijeme provedeno sjedeci na dan

<1lsat

2 sata
3-4sata
8 sati

> 8 sati

vrijeme provedeno hodajuci ili neka druga tjelovjezba na dan

<20 minuta
1sat

2 sata
>2sata

O 0 0~ O

1

8
3
8

0,0%
20,0%
40,0%
40,0%

0,0%

5,0%
40,0%
15,0%
40,0%

vrijeme provedeno spavajuci na dan

<6sati
6 - 7 sati
8 sati

> 8 sati

studenticaili ucenica
zaposlena (puno radno
vrijeme)

zaposlena (pola radnog

vremena)

rad kod kuce
nezaposlena
domacica
umirovljenica

0
11
6
3

radni status

10

10

O O O O ©o

0,0%
55,0%
30,0%
15,0%

50,0%
50,0%
0,0%
0,0%
0,0%

0,0%
0,0%

21

12

28

10

23

15

14

12
13

6
13

10
16
14

26

A D UON R

%

27,3%

63,6%

9,1%

22,7%
6,8%

13,6%

52,3%

13,6%
34,1%
15,9%
31,8%

0,0%

27,3%
29,5%
13,6%
29,5%

22,7%
36,4%
31,8%

9,1%

2,2%

57,8%

2,2%
4,4%
11,1%
8,9%
8,9%



Tablica 7. Zdravstveno stanje ispitanica

KONTROLA | alergija povisen krvni tlak | dijabetes neka druga
kontrola | pretile | kontrola | pretile | kontrola | pretile | kontrola | pretile

alergija 15% 15,6% | 0% 2,2% 0% 0% 0% 4,4%

povisen 0% 2,2% | 0% 24,4% | 0% 15,6% | 5% 6,7%

krvni tlak

dijabetes 0% 0% 0% 15,6% | 0% 2,2% 0% 0%

neka druga | 0% 4,4% 5% 6,7% 0% 0% 15% 8,9%

ukupno 15% 22,2% | 5% 48,9% | 0% 17,8% | 20% 20%

nema 65% 22,2%

bolesti

lako su odgovori Zena normalnog BMlI-a i pretilih uglavnom sli¢ni, nadene su statisticki
znacajne razlike.

Statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je u svakodnevnoj prehrani Zena normalne teZine i
pretilih Zena. Svoju svakodnevnu prehranu 75% Zena iz kontrolne skupine te 38,6% pretilih
Zena smatra uravnoteZzenom i raznolikom (p = 0,0141). Svoju svakodnevnu prehranu 5%
kontrole te 34,1% pretilih ocjenjuje kao bogatom slatkiSima i grickalicama (p = 0,0133). Svoju
svakodnevnu prehranu bogatom mesom i mesnim preradevinama smatra 15 % kontrole te
52,3% pretilih (p = 0,006).

Nema razlike u navikama dodavanja soli u obrok. Nema statisticki znacajne razlike izmedu
pretilih koji ne dodaju stol obroku za stolom i imaju povecan krvni tlak i pretilih koji ne
dodaju sol obroku za stolom i nemaju povecan krvni tlak (p = 1,0000). Ne postoji ni statisticki
znacajna razlika izmedu pretilih koji imaju povisen krvni tlak i dodaju sol obroku za stolom
kad jelo nije dovoljno slano i pretilih koji nemaju poveéan krvni tlak i dodaju sol skoro uvijek
prije nego probaju (p = 0,3457).

Ne doruckuje 15,9% pretilih dok svi u kontrolnoj skupini doruckuju redovito ili neredovito, ali
to ipak nije statisticki znacajno (p = 0,0882)

Nema znacajne razlike u pusackim navikama kontrole i pretilih.

Nema znacajnih razlika (p = 0,1644) u vremenu koje Zene iz kontrolne skupine i pretile
provedu sjedeci manje od 1 sata, a ni u vremenu koje Zene iz kontrolne skupine (40%) i
pretile (15,9%) provedu sjedeci 3-4 sata (p = 0,0603). Jedna Zena normalnog BMl-a, ali 27,3%
pretilih provede manje od 20 minuta na dan hodajudi ili baveéi se nekom drugom tjelesnom
aktivnoscu (p = 0,0885), a za druge kategorije aktivnosti razlika je jos$ i manja.

Sto se ti¢e vremena provedenog spavajudi, niti jedna Zena normalnog BMI-a ne spava manje
od 6 sati dok 22,7% pretilih ima tu naviku (p = 0,0240). Vise Zena normalnog BMI-a spava 6
do 7 sati nego pretile Zene (p = 0,0291).

Sto se ti¢e zdravstvenog stanja, u pretilih Zena &e¢i je visoki krvni tlak (p = 0,0005) i manje je
pretilih osoba koje nemaju bolesti (p = 0,0004). Kada za usporedbu uzmemo od kontrolne
skupine samo starije Zene (41,9 + 8,52 godina) tada je visoki krvi tlak takoder statisticki
znacajno ucestaliji u pretilih Zena (p = 0,0335), ali broj Zena iz kontrolne skupine koje nemaju
bolesti nije statisticki znacajno veci od broja pretilih Zena bez bolesti (p = 0,2552).
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Dijabetes ima 17,8 % pretilih, a niti jedna Zena iz kontrolne skupine nema dijabetes (p
=0,0510). Jo$ je manja statisticka znacajnost (p=0,3263) kad se za usporedbu od kontrole
uzmu samo starije Zene (41,9 8,52 godina).

Ucestalost dijabetesa u pretilih koji su nositelji genotipa AA za polimorfizam rs9939609 nije
statisticki znacajno veca (p=0,1243).

Ucestalost povisenog krvnog tlaka u pretilih nositelja genotipa AA nije veéa (p=1,0000).

4.2 Distribucija genotipova polimorfizma rs9939609 u Zena iz kontrolne
skupine i pretilih Zena

Drugi dio istrazivanja obuhvatio je analizu polimorfizma rs9939609 gena FTO. Analiza
je napravljena metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu s mjeSavinom
TagMan™ u kojoj se nalaze obiljezene probe za pojedini alel. Na slikama su prikazani primjeri
amplifikacijskih krivulja za heterozigot TA (Slika 5.), homozigot TT (Slika 6.), amplifikacijska
krivulja svih uzoraka (Slika 7.) te slika grafickog prikaza alelne diskriminacije (Slika 8.)

Delta Rn vs Cycle

Delta Rn

1z 3 4 5 5 1 B 8100

Cycle Number

Slika 5. Primjer amplifikacijske krivulje heterozigota TA za polimorfizam rs9939609 gena FTO
metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu s mjeSavinom TagMan™

Delta Rn vs Cycle

Delta Rn

Cycle Number

Slika 6. Primjer amplifikacijske krivulje homozigota TT za polimorfizam rs9939609 gena FTO
metodom lancéane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu s mjeSavinom TagMan™
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Delta Rn ve Cycle
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Slika 7. Amplifikacijske krivulje svih 65 uzoraka DNA za polimorfizam rs9939609 gena FTO
metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu s mjeSavinom TagMan™
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Slika 8. Graficki prikaz alelne diskriminacije DNA za polimorfizam rs9939609 gena FTO
metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu s mjeSavinom TagMan™. Plavo
su oznaceni homozigoti za alel T, crveno homozigoti za alel A, zeleno su heterozigoti. X je
rezultat negativne kontrole.

U Tablici 8. prikazane su frekvencije opaZzenih i oCekivanih genotipova u kontrolnoj skupini i
skupini pretilih Zena. Dobiveni rezultati u skladu su s Hardy-Weinbergovom ravnotezom. U
Tablici 9. prikazane su frekvencije i udio pojedinih genotipova i alela u kontrole i pretilih, a

odnos genotipova najjasnije je prikazan graficki (Slika 9.)

24



Tablica 8. Raspodjela genotipova TT, TA i AA polimorfizma rs9939609 gena FTO te X? i p-

vrijednost

GENOTIPOVI TT TA AA

KONTROLA dobiveno 5 12 2 X?=1,66
(19 Zena) ocekivano 6,37 9,26 3,37 p=0,1978
PRETILI dobiveno 9 19 18 X?=0,91
(46 zena) ocekivano 7,44 22,12 16,44 | p=0,3388

*ukoliko je p < 0,05 rezultat nije u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnoteZzom

Tablica 9. Ucestalost genotipova TT, TA i AA te alela T i A za polimorfizam rs9939609 gena

FTO u kontrolnoj skupini i skupini pretilih Zena
TT TA AA T A
KONTROLA 5 12 2 22 16
(19 Zena) (26,31%) (63,16%) (10,53) (57,89%) (42,11%)
PRETILI 9 19 18 37 55
(46 zena) (19,57%) (41,30%) (39,13%) (40,22%) (59,78%)
Ucestalost genotipova
0.7 63,16%
0,6
0,5
41% 39%
0,4
M kontrola
03 26,32% .
! pretili
20%
0,2
10,53%
]
0

T TA AA
Slika 9. Odnos ucestalosti genotipova TT, TA i AA u kontrolnoj skupini i skupini pretilih Zena
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Fischerov egzaktni test ne pokazuje statisticki znacajnu razliku u ucestalosti genotipa TT ( p=
0,5290) ni genotipa TA (0,1717) izmedu kontrolne i pretile skupine, ali pokazuje statisticki
znacajnu razliku u ucestalosti genotipa AA (p = 0,0367) izmedu kontrolne skupine i skupine
pretilih Zena.

4.3 Raznolikost mikrobioma usne Supljine u Zena iz kontrolne skupine i
pretilih Zena

Uz provedenu anketu i genotipizaciju identificirani su mikroorganizami u usnoj
Supljini. Razlike u ucestalosti razli¢itih vrsta mikroorganizama u usnoj Supljini (slini)

kontrolnih i pretilih osoba prikazana je u Tablici 10., a radi uodljivijih rezultata prikazana je i
graficki po koljenima (Slike 10, 11, 12 i 13).

Tablica 10. Udio osoba u kojih je identificirana pojedina vrsta mikroorganizama

Carstvo: Bacteria kontrola % pretile %
Firmicutes

Streptococcus salivarius 9 47,37% 13 29,55%
Streptococcus oralis 10 52,63% 11 25,00%
Lactobacillus rhamnosus 9  47,37% 14 31,82%
Lactobacillus paracasei 1 5,26% 4  9,09%
Lactobacillus plantarum 2 10,53% 0 0,00%
Lactococcus lactis 0 0,00% 1 2,27%
Lactobacillus fermentum 3  15,79% 7 15,91%
Lactobacillus crispatus 0 0,00% 1 2,27%
Pediococcus pentosaceus 0 0,00% 1 2,27%
Streptococcus mitis 5 26,32% 3 682%
Streptococcus sanguinis 1 5,26% 3 682%
Streptococcus parasanguinis 3  15,79% 12 27,27%
Streptococcus cristatus 0 0,00% 4  9,09%
Streptococcus infantis 2 10,53% 0 0,00%
Streptococcus gordonii 0 0,00% 1 2,27%
Granulicatella adiacens 1 5,26% 0 0,00%
Enterococcus faecalis 0 0,00% 3 6,82%
Staphylococcus epidermidis 1 5,26% 5 11,36%
Staphylococcus hominis 0 0,00% 1 2,27%
Staphylococcus pasteuri 0 0,00% 4  9,09%
Staphylococcus aureus 2 10,53% 21 47,73%
Staphylococcus haemolyticus 1 5,26% 0 0,00%
Staphylococcus warneri 2 10,53% 3 6,82%
Bacillus cereus 0 0,00% 1 2,27%
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Proteobacteria
Serratia marcescens
serratia ureilytica
Acinetobacter junii
Acinetobacter Iwoffii
Klebsiella oxytoca
Neisseria sp.
Escherichia coli
Enterobacter cloacae

Actinobacteria

Micrococcus luteus

Kocuria kristinae

Rothia mucilaginosus

Rothia amarae
Cellulosimicrobium cellulans
Rothia dentocariosa
Microbacterium paraoxydan

Carstvo: Fungi
Ascomycota
Candida albicans
Candida glabrata
Candida tropicalis
Candida dubliniens
Candida kefyr
Candida krusei

kontrola

O ORr ON PR PR R O R OPFR WEPR

O O R KL KL N

%

5,26%
15,79%
5,26%
0,00%
5,26%
21,05%
0,00%
5,26%

5,26%
5,26%
10,53%
0,00%
5,26%
0,00%
0,00%

36,84%
5,26%
5,26%
5,26%
0,00%
0,00%
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%

2,27%
0,00%
0,00%
4,55%
0,00%
31,82%
4,55%
0,00%

6,82%
2,27%
15,91%
2,27%
0,00%
2,27%
2,27%

38,64%
4,55%
4,55%
4,55%
2,27%
2,27%
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Slika 10. Odnos ucestalosti bakterija iz koljena Firmicutes u Zena normalnog BMI-a (kontrola)
i pretilih

. M kontrola
Proteobacteria
pretili

0,35

0,3
0,25

0,2
0,15

0,1
0,05

. | i i i

S 2 Q O \ 2
N\ & \ & ¢ Q ) &
& < OO & d 5 & ¢§
(gfo(’ é’\\* (\0 \\“ ,‘}\& Q}\O O 000
& N & \,Qf‘ O oC X
O O @ Q}\ $Qz\ & (’}e’

o & X0 o oS &

N < ¢ © & ¢ ®
«© B o N & &

2 C &

Slika 11. Odnos ucestalosti bakterija iz koljena Proteobacteria u Zena normalnog BMI-a
(kontrola) i pretilih
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Slika 12. Odnos ucestalosti bakterija iz koljena Actinobacteria u Zena normalnog BMI-a
(kontrola) i pretilih

= kontrol
Ascomycota entrota

pretili
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Slika 13. Odnos ucestalosti kvasaca iz roda Candida (koljeno Ascomycota) u Zena normalnog
BMiI-a (kontrola) i pretilih
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Statisticki se znacajno razlikuje uclestalost bakterijskih vrsta Streptococcus oralis,
Streptococcus mitis i Staphylococcus aureus.

Bakterija Streptococcus oralis uCestalija je u Zena normalnog BMI-a (p = 0,0439).
Bakterija Streptococcus mitis ucestalija je u Zena normalnog BMI-a (p = 0,0470).

Bakterija Staphylococcus aureus ucestalija je u pretilih Zena (p = 0,0233).
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5. RASPRAVA

Ovo istrazivanje je pokazalo da su pretile osobe Zagrebacke Zupanije statisticki znacajno (p =
0,0367) cesci nositelji genotipa AA Sto je i oCekivano s obzirom na rezultate ve¢ napravljenih
istrazivanja u svijetu (Frayling i sur. 2007) i na Hvaru (Zhang i sur. 2010).

Nema puno kategorija anketnih pitanja sa statisticki znaéajnim razlikama u navikama Zena iz
kontrolne skupine i pretilih.

Broj obroka u danu je veci od dva u 90% kontrole i 45,5% pretilih, ali to nije statisticki
znacajno (p = 0,0532). Najveci udio kontrole (60%) kao i najveci udio pretilih (31,8%) ima 3
obroka (p= 0,0537). Nema statisticki znacajne razlike u broju obroka kontrole i pretilih Sto je
u skladu s ocekivanjima i rezultatima Camerona i sur. (2010) da povecan broj obroka ne
potice mrsavljenje viSe nego manji broj obroka, ukoliko se radi o podjednakom broju
unesenih kalorija na dan.

Ne doruckuje 15,9% pretilih dok svi u kontrolnoj skupini doru¢kuju redovito ili neredovito, ali
to ipak nije statisticki znacajno (p = 0,0882) te je u skladu sa studijom znanstvenika Barr i
suradnika (2016) da doruc¢kovanje nije dosljedno povezano s BMI-om.

Vise ispitanica normalnog BMl-a je svoju svakodnevnu prehranu ocijenila kao uravnotezenu i
raznoliku (p=0,0141). ViSe pretilih je svoju prehranu ocijenilo kao bogatu slatkiSima i
grickalicama (p =0,0133 ) i bogatu mesom i mesnim preradevinama (p =0,006). Ovi svi podaci
su statisti¢ki znacajni i ocekivani s obzirom da je pretilost posljedica pove¢anog unosa
kalorija i smanjene potros$nje (O’Rahilly 2009).

Podjednak udio pretilih i kontrole dnevno pojede barem 1 mlijecni proizvod. Za ocekivati je
da pretili ne jedu viSe mlije¢nih proizvoda od kontrole te se to poklapa sa zakljuckom
Rautiainena i sur. (2016) da bi ve¢a konzumacija mlije¢nih proizvoda mogla biti vazna u
prevenciji debljanja u srednje starih i starijih Zena koje su inicijalno normalne mase.

Nema razlike u navikama dodavanja soli u obrok. lako istrazivanje (Elliot 1991) tvrdi da
postoji povezanost dodatka soli i povisenog krvnog tlaka, ova studija ne pokazuje razliku
izmedu pretilih koji ne dodaju stol obroku za stolom a imaju poveéan krvni tlak i pretilih koji
ne dodaju sol obroku za stolom i nemaju poveéan krvni tlak (p = 1,0000). Ne postoji ni
statisticki znaéajna razlika izmedu pretilih koji imaju povisen krvni tlak i dodaju sol obroku za
stolom kad jelo nije dovoljno slano i pretilih koji nemaju povecan krvni tlak i dodaju sol skoro
uvijek prije nego probaju (p = 0,3457).

Nema znacajne razlike u pusackim navikama kontrole i pretilih (p = 0,5018). To je u skladu sa
zaklju¢kom studije da nema povezanosti pusenja i BMI-a (Zbikowski i sur. 2011).

Nema znacajnih razlika (p = 0,1644) u vremenu koje Zene iz kontrolne skupine i pretile Zene
provedu sjedec¢i manje od 1 sat dnevno, a ni u vremenu koje Zene iz kontrolne skupine (40%)
i pretile Zene (15,9%) provedu sjededi 3-4 sata dnevno (p = 0,0603). Jedna Zena normalnog
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BMlI-a, ali 27,3% pretilih provede manje od 20 minuta na dan hodajudi ili baveci se nekom
drugom tjelesnom aktivnosc¢u (p = 0,0885), a za druge kategorije aktivnosti razlika je joS i
manja. Ovo nije u potpunosti u skladu s ocekivanjima jer pretilost posljedica povecanog
unosa kalorija i smanjene potrosnje (O’Rahilly 2009) pa je bilo za ocekivati da pretili znacajno
viSe vremena provedu sjedeci i znacajno manje vremena aktivno i jos k tome pretila skupina
ima vedi prosjek godina za 10 godina. Ovakav rezultat moZe biti posljedica premalog broja
ispitanika u studiji te neobjektivnog ispunjavanja ankete.

Ni jedna Zena normalnog BMI-a ne spava manje od 6 sati dok 22,7% pretilih ima tu naviku (p
= 0,0240). Vise Zena normalnog BMI-a spava 6 do 7 sati nego pretile (p = 0,0291). Ovakav
rezultat je oCekivan s obzirom na rezultate Rontoyanni i sur. (2007) da se smanjenjem
noc¢nog sna povecava BMI.

Sto se ti¢e zdravstvenog stanja, u pretilih Zena je €e$¢i visoki krvni tlak (p = 0,0005). Manje je
pretilih osoba koje nemaju bolesti (p = 0,0004). Kada za usporedbu uzmemo od kontrole
samo starije Zene (41,9 * 8,52 godina) tada je visoki krvi tlak takoder statisticki znacajno
ucestaliji u pretilih (p = 0,0335), ali broj kontrolnih osoba koje nemaju bolesti nije statisticki
znacajno vedi od broja pretilih bez bolesti (p = 0,2552). Ovo je u skladu s oc¢ekivanjima jer
pretilost povedava rizik od povisenog krvnog tlaka (Huang i sur. 1998). Genotip AA nije
povezan (p=1,0000) s povisenim krvnim tlakom $to je i pokazala i studija na ljudima s Hvara
(Karns isur. 2011).

Dijabetes ima 17,8 % pretilih, a niti jedna osoba iz kontrolne skupine nema dijabetes te veza
pretilosti i dijabetesa u ovom slucaju nije bas statisticki znacajna (p = 0,0510). JoS je manja
statisticka znacajnost (p = 0,3263) kad se za usporedbu od kontrole uzmemo samo starije
Zzene (41,9 + 8,52 godina). Posto pretilost povedava rizik od dijabetesa (Sharma 2006),
ocekivano je da ¢e dijabetes biti statisti¢ki znacajnije ucestaliji u pretilih. Ova studija nije
pokazala ni statisticki znacajnu uéestalost dijabetesa u pretilih koji su nosioci genotipa AA za
polimorfizam rs9939609 (p = 0,1243) iako alel A povecava rizik od dijabetesa tipa 2 (Binh i
sur. 2013). Ovakav rezultat vjerojatno je posljedica malog broja ispitanica.

Iz ovakvih rezultata ankete moZe se zakljuditi i statisti¢ki je znacajno da se pretili hrane
manje zdravo, ¢eSée imaju povisen krvni tlak te spavaju manje od osoba normalnog BMl-a.

Razlika u sastavu mikroorganizma usne Supljine osoba normalnog BMl-a i pretilih je jos
uvijek nepoznanica. IstraZivanje koje su proveli Goodson i suradnici (2009) otkrilo je
kvantitativnu razliku u 7 vrsta bakterija i to metodom neovisnom o uzgoju bakterija u kulturi.
Za razliku od tog istraZzivanje, ovo istrazivanje ima nekoliko ogranicenja zbog kojih nije
moguce dobiti rezultate kakve su oni dobili. Ovo istrazivanje je samo kvalitativno i moguce je
identificirati samo bakterije koje su uzgojive na podlogama LB i MRS, na 37 °C u aerobnim
uvjetima. Nadalje, neke izrasle kolonije bile su presitne te ih nije bilo moguce identificirati.
Ovakvim nacinom identificirano je 45 vrsta mikroorganizama, a za tri je utvrdena statisticki
znadajna razlika u ucestalosti izmedu Zena normalnog BMlI-a i pretilih. Bakterije
Streptococcus oralis (p = 0,0439) i Streptococcus mitis (p = 0,0470) su ucestalije u osoba
normalnog BMI-a. U Goodsonovom istrazivanju medijan udjela broja bakterija Streptococcus
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mitis i Streptococcus oralis u ukupnom broju bakterija u slini je veéi u osoba vece tjelesne
mase pa je za ocCekivati da ée biti ucestalije u pretilih, ali rezultati su pokazali suprotno, ako
se uopce mogu izvoditi zakljuéci o ocekivanim kvalitativnim rezultatima na temelju
kvalitativnih podataka.

Bakterija Staphylococcus aureus ucestalija je u pretilih (p = 0,0233) $to je bilo i za ocekivati s
obzirom da postoji pozitivna korelacija BMI-a i kolonizacije nosa bakterijom S. aureus medu
mladim i premenopauznim Zenama (Olsen i sur. 2013).

Potrebna su dodatna istrazivanja o povezanosti pretilosti, polimorfizma rs9939609 i sastava
mikroorganizama usne Supljine, ali na vecem broju ispitanika, detaljnijom anketom te
kvalitativnom i kvantitativnom metodom analize mikroorganizama usne Supljine neovisnom
0 uzgoju u kulturi.

6. ZAKLJUCCI

1. Zene Zagrebacke Zupanije normalnog BMI-a i pretile Zene Zagrebacke Zupanije statisticki
se znacajno razlikuju u ucestalosti genotipa AA polimorfizma rs9939609 gena FTO. Pretile
Zene Zagrebacke Zupanije statisti¢ki su znacajno ucestaliji nositelji genotipa AA polimorfizma
rs9939609 gena FTO.

2. Zene Zagrebacke Zupanije normalnog BMI-a i pretile ene Zagrebacke Zupanije statisticki
se znacdajno razlikuju u ucestalosti bakterija Streptococcus mitis, Streptococcus oralis i
Staphylococcus aureus. Bakterije Streptococcus oralis i Streptococcus mitis su ucestalije u
Zena normalnog BMI-a, a Staphylococcus aureus je ucestaliji u pretilih Zena.

3. Zene Zagrebacke Zupanije normalnog BMl-a i pretile Zene Zagrebacke Zupanije statisticki
se znacajno razlikuju u nekim bolestima te nekim Zivotnim navikama. Pretile Zene ceSée
imaju poviseni krvni tlak. Prehrana pretilih Zena je bogatija mesom i mesnim preradevinama
te slatkisima i grickalicama. Zene normalnog BMI-a hrane se vi$e uravnoteieno i raznovrsno.
Vise pretilih Zena spava manje od 6 sati, a viSe Zena normalnog BMI-a spava 6-7 sati.

4. Ova studija nije pokazala statisti¢ki znacajnu veéu ucestalost ni bolesti ni losih Zivotnih

navika (prehrana, pusenje, tjelesna aktivnost, san) u pretilih koji su nosioci genotipa AA za
polimorfizam rs9939609 gena FTO.
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