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Sažetak. Pretilost je bolest u kojoj dolazi do prekomjernog nakupljanja masnog tkiva, što re-
zultira negativnim utjecajem na zdravlje pojedinca i skraćenim životnim vijekom. Jedan od 
najvažnijih problema u dijagnostici i istraživanju pretilosti je odabir najboljih metoda za njeno 
određivanje. Upotrebom vode obilježene stabilnim izotopima vodika i kisika (2H i 18O) moguće 
je precizno determinirati količinu masne mase u ukupnoj tjelesnoj masi i pouzdano odrediti 
ukupnu potrošnju energije organizma u višednevnom kontinuiranom periodu. U razjašnjava-
nju patofiziologije i etiopatogeneze pretilosti od posebnog je značaja i korištenje 2H i/ili 18O u 
praćenju metabolizma lipida, osobito masnih kiselina i triglicerida. Primjena metoda u kojima 
se koristi voda obilježena izotopima 2H i 18O ne zahtijeva hospitalizaciju ispitanika, pogodna je 
za terenska istraživanja na velikom broju ispitanika i primjenjiva je u svim dobnim skupinama. 
Unatoč mnogobrojnim prednostima, metode koje koriste vodu obilježenu 2H i 18O u istraživa-
nju pretilosti u nas još uvijek nisu dovoljno poznate. Cilj ovog rada je pojasniti i približiti ih hr-
vatskoj liječničkoj struci, ali i ostalim zainteresiranim znanstvenicima i stručnjacima, kako bi 
se što uspješnije mogli pratiti svjetski trendovi pristupa problemu prekomjerne tjelesne mase 
i pretilosti. Osim toga, u radu su kritički razmotrene i druge metode koje se najčešće koriste u 
dijagnostici i istraživanju pretilosti.

Ključne riječi: kisik; obilježavanje izotopima; potrošnja energije; pretilost; sastav tijela; vodik

Abstract. Obesity is a disease characterized by excessive accumulation of body fat, resulting 
in negative impact on an individual’s health and shortened life span. One of the most impor-
tant problems in the diagnosis and study of obesity is the selection of the best methods for 
its determination. Using water labeled with stable isotopes of hydrogen and oxygen (2H and 

18O) it is possible to accurately determine the share of adipose tissue in body mass and relia-
bly determine total energy expenditure of the organism in a continuous period of several 
days. The use of 2H and/or 18O is of special importance in clarifying the pathophysiology and 
etiopathogenesis of obesity as well as in monitoring the metabolism of lipids, particularly 
fatty acids and triglycerides. Application of the method in which water labeled with isotopes 
2H and 18O is used does not require the hospitalization of participants, is suitable for field re-
search on a large number of subjects, and is applicable to all age groups. Despite many ad-
vantages, the methods in which 2H and 18O labeled water is used for the study of obesity are 
still not common in Croatia. The aim of this paper is to familiarize the Croatian medical pro-
fession, as well as other interested scientists and experts with the methods, in order to suc-
cessfully follow global trends in the approach to the problem of excessive body weight and 
obesity. In addition, the paper critically discusses some other methods that are commonly 
used in the diagnosis and study of obesity.

Key words: body composition; energy expenditure; hydrogen; isotope labeling; obesity; 
oxygen
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UVOD

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije 
pretilost je bolest u kojoj dolazi do prekomjernog 
nakupljanja masnog tkiva, što rezultira negativ-
nim utjecajem na zdravlje pojedinca i posljedično 
skraćenim očekivanim životnim vijekom1,2. Do 
prekomjernog nakupljanja masnog tkiva dolazi 
kada količina energije koja je unesena u organi-
zam nadmaši količinu energije koju organizam 
troši u svakodnevnoj tjelesnoj aktivnosti i proce-
sima proizvodnje topline2,3. Istraživanja ukazuju 
na važnu ulogu genetičkih čimbenika u nastanku 
energetske neravnoteže u organizmu i etiopato-
genezi pretilosti te na više od 500 potencijalnih 
gena kandidata2,4,5. Poznato je i da dugotrajno 
uzimanje nekih lijekova, poput atipičnih antipsi-
hotika, antidepresiva, steroida i antikonvulzivnih 
lijekova može također pogodovati razvoju pretilo-
sti6-8. Naposljetku, pretilost je značajka kliničke 
slike i nekih drugih bolesti, poput hipotireoidiz-
ma, Cushingove bolesti, sindroma policističnih 
jajnika i Prader-Willi sindroma9-12. Pretilost je po-
vezana s porastom morbiditeta i mortaliteta od 
kardiovaskularnih bolesti, posebice hipertenzije i 
koronarne bolesti srca, metaboličkih bolesti, po-
put dijabetesa i dislipidemija, a značajno prido-
nosi i nastanku bolesti respiratornog i lokomotor-
nog sustava te psihijatrijskih bolesti2,4,13. Osim 
toga, povisuje rizik obolijevanja od nekih mali-
gnih bolesti, poput karcinoma debelog crijeva, 
jednjaka, želuca, dojke i endometrija2,4,14. 
Zbog velikog kliničkog i socioekonomskog utjeca-
ja, kao i kontinuirane progresije prevalencije te 
terapijske tvrdokornosti, pretilost se smatra jed-
nim od vodećih javnozdravstvenih problema da-
našnjice u razvijenim zemljama, ali i u zemljama u 
razvoju3,15. Prema podacima Svjetske zdravstvene 
organizacije za 2014. godinu 1,9 milijardi odraslih 
osoba ima prekomjernu tjelesnu masu, dok se 
600 milijuna smatra pretilima16. Podaci za države 
Europske unije upućuju na to da čak 30 – 70 % 
odraslih osoba ima prekomjernu tjelesnu masu te 
da je 10 – 30 % odrasle populacije pretilo2,16. Niti 
Republika Hrvatska ne zaostaje za negativnim 
svjetskim trendovima. Istraživanje provedeno 
2008. godine na velikom uzorku odraslih osoba u 
hrvatskoj populaciji (N = 3.229) upućuje na preva-
lenciju pretilosti od približno 20 % u oba spola, kao 

i značajan porast prevalencije pretilih osoba u pe-
togodišnjem razdoblju od 2003. do 2008. godine, 
posebice među ženama (> 60 %)17. Ispitivanje pro-
vedeno u populaciji školske djece (N = 487), pri-
bližne dobi od 11 godina, utvrdilo je prevalenciju 
pretilosti od 26 % u djevojčica i 21 % u dječaka, što 
je usporedivo s ostalim mediteranskim državama, 
ali znatno više nego u središnjoj ili sjevernoj Euro-
pi18. Nadalje, uočena je i pozitivna korelacija izme-
đu pretilosti roditelja i djece, odnosno adolescena-

Visok stupanj pretilosti može skratiti očekivano trajanje 
životnog vijeka za čak 20 godina. Prema podacima 
Svjetske zdravstvene organizacije za 2014. godinu 1,9 
milijardi odraslih osoba ima prekomjernu tjelesnu 
masu, a 600 milijuna je pretilo. Nakon ovisnosti o du-
hanskom dimu, pretilost predstavlja drugi najčešći 
uzrok bolesti koji je moguće prevenirati.

ta18, a istraživanja u svijetu pokazala su da pretilost 
u školskoj dobi predstavlja 50 %-tni rizik za razvoj 
pretilosti u odrasloj dobi19.
Za evaluaciju problema pretilosti, kako na indivi-
dualnoj tako i na populacijskoj razini, važna je 
upotreba adekvatnih metoda u njenoj dijagnosti-
ci i istraživanju20. Najjednostavniji postupci uklju-
čuju standardna antropometrijska mjerenja, kao 
što su određivanje indeksa tjelesne mase (engl. 
body mass index; BMI) i mjerenje opsega struka, 
koji se ubrajaju u rutinske dijagnostičke postupke, 
te mjerenje opsega trbuha i omjera opsega stru-
ka i bokova2,21,22. Preciznijim, “dvokomponen-
tnim” metodama analize tjelesnog sastava mogu-
će je odrediti zastupljenost masne mase (engl. 
fat mass; FM) i nemasne mase (engl. fat free 
mass; FFM) u ukupnoj tjelesnoj masi, a još sofisti-
ciranijim, “višekomponentnim” metodama, mo-
guće je razlikovati tjelesne komponente kao što 
su mast, proteini, minerali i voda. “Višekompo-
nentne” metode često koriste kombinaciju različi-
tih “dvokomponentnih” metoda kojima se odre-
đuje volumen tijela, ukupna količine vode u 
organizmu (engl. total body water; TBW), koštani 
mineralni sadržaj i sl.23 Metoda kompjutorizirane 
tomografije (engl. computerised tomography; CT) 
najviše je zastupljena “višekomponentna” meto-
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da u istraživanju, a njome je moguće precizno 
odrediti količinu masnog tkiva unutar abdomena 
i diferencirati ga od kože, kosti, mišića i unutraš-
njih organa21,22,24. Ipak, danas se još uvijek najviše 
koriste “dvokomponentne” metode među kojima 
treba spomenuti mjerenje debljine kožnih nabo-
ra, bioelektričnu impedancijsku analizu (engl. bi-
oelectrical impedance analysis; BIA), dvoenergij-
sku rendgensku apsorpciometriju (engl. 
dual-energy X-ray absorptiometry; DXA) i denzi-
tometriju, koja se temelji na mjerenju gustoće ti-
jela pod vodom (hidrodenzitometrija) ili pak u 
komori sa zrakom (zračna pletizmografija)21,25. 
Nadalje, zastupljenost FM-a i FFM-a u ukupnoj 
tjelesnoj masi moguće je odrediti i mjerenjem 
TBW-a obilježavanjem vode pomoću stabilnih izo-
topa vodika (2H) ili kisika (18O), a pod pretpostav-
kom da TBW čini 73 % FFM-a21,26.
S obzirom na to da nastanak pretilosti implicira 
postojanje energetske neravnoteže, u njenom se 
istraživanju poseban značaj pripisuje metodama 
kojima je moguće odrediti potrošnju energije 
(engl. energy expenditure; EE) i u skladu s time 
optimalizirati unos energije (engl. energy intake; 
EI) u organizam, ali i tjelesnu aktivnost14,27,28. Pri 
tome se od objektivnih metoda najčešće koristi 
indirektna kalorimetrija, koja procjenjuje utrošak 
energije mjerenjem potrošnje kisika i stvaranjem 
ugljičnog dioksida (CO

2), dok subjektivne metode 
uključuju upitnike o unosu hrane i/ili fizičkoj ak-
tivnosti27,29. Na raspolaganju su i metoda direktne 
kalorimetrije koja kvantificira količinu oslobođe-
ne topline tijela u izoliranim uvjetima, BIA, a u 
novije vrijeme i metoda dvostruko obilježene 
vode (engl. double labeled water – DLW) kao ne-
konvencionalna metoda indirektne kalorimetri-
je3,26,27. Kod metode DLW-a se kao obilježivači 
istovremeno koriste oba prethodno spomenuta 
stabilna izotopa (2H i 18O), a njome je, za razliku 
od ostalih metoda mjerenja potrošnje energije, 
moguće odrediti ukupnu potrošnju energije 
(engl. total energy expenditure; TEE) u višednev-
nom kontinuiranom periodu26-28. Čimbenici koji 
određuju TEE su potrošnja energije u stanju miro-
vanja (engl. resting energy expenditure; REE) na 
koju otpada oko 60 – 75 % TEE-a, termički učinak 
hrane (engl. thermic effect of food; TEF) koji čini 
približno 10 % TEE-a te aktivna potrošnja energije 
koja pridonosi s 15 – 30 %27,30.

Jedan od najvažnijih problema u dijagnostici i 
istraživanju pretilosti upravo je odabir najbolje 
metode za njeno određivanje jer svaka od meto-
da koje se koriste u medicinskoj praksi ima svoje 
prednosti i nedostatke21,31. Metode koje koriste 
vodu obilježenu stabilnim izotopima 2H i 18O omo-
gućuju najcjelovitiji pristup pretilosti3,26,32. Kao što 
je već spomenuto, upotreba 2H i/ili 18O daje preci-
znu “dvokomponentnu” analizu tjelesnog sastava 
određivanjem TBW-a i jedina omogućuje pouzdano 
dugoročno određivanje TEE-a metodom DLW-a3,26. 
Osim toga, istraživanja su pokazala da je obilježa-
vanjem organskih molekula pomoću vode oboga-
ćene 2H ili 18O kao i korištenjem metode DLW-a 
moguće istražiti različite metaboličke puteve u 
organizmu3,33-35. U razjašnjavanju etiopatogeneze 
pretilosti od posebnog značaja pokazala se i pri-
mjena 2H i 18O u praćenju metabolizma lipida, 
osobito masnih kiselina i triglicerida3,34. 
Iako je voda obilježena 2H i 18O u istraživanju pre-
tilosti u humanoj populaciji u upotrebi već tride-
setak godina26, njeno korištenje je u nas još uvijek 
relativno nepoznato. Stoga je cilj ovoga rada hr-
vatskoj liječničkoj struci, ali i drugim zainteresira-
nim znanstvenicima i stručnjacima, pojasniti i pri-
bližiti metode istraživanja pretilosti koje koriste 
vodu obilježenu 2H i 18O, kako bi se omogućilo 
uspješnije praćenje svjetskih trendova u pristupu 
problemu pretilosti. S obzirom na to da se najveći 
broj istraživanja pretilosti u humanoj populaciji, u 
kojima se koriste 2H i 18O, temelji na određivanju 
sastava tijela i mjerenju potrošnje energije26, u 
radu su detaljnije opisani principi određivanja sa-
stava tijela i mjerenja potrošnje energije pomoću 
vode obilježene 2H i 18O. Osim toga, kritički su raz-
motrene i neke od ostalih često korištenih meto-
da za određivanje pretilosti.

STABILNI IZOTOPI 2H I 18O U ISTRAŽIVANJU 
PRETILOSTI

Osnovne značajke stabilnih izotopa 2H i 18O

Izotopi su atomi određenog elementa koji se ra-
zlikuju prema broju neutrona u jezgri, odnosno 
imaju jednak atomski broj (broj protona u jezgri, 
Z), a različit maseni broj (ukupan broj protona i 
neutrona u jezgri, A). Za razliku od radioaktivnih 
izotopa, jezgra stabilnih izotopa se ne raspada te 
stabilni izotopi nisu izvor ionizirajućeg zračenja. 
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Stabilne izotope vodika čine lakši stabilni izotop 
vodika (1H), koji je u ukupnom stabilnom vodiku u 
prirodi zastupljen s 99,985 % i teži stabilni izotop 
vodika (2H) na koji otpada preostalih 0,015 %36. U 
ukupnom stabilnom kisiku u prirodi najveći udio 
posjeduje najlakši stabilni kisik 16O (99,761 %), a 
puno manje udjele imaju teži stabilni izotopi 17O 
(0,035 %) i 18O (0,204 %)36. Rezultati mjerenja za-
stupljenosti stabilnih izotopa izražavaju se pomo-
ću δ vrijednosti koja predstavlja relativnu razliku 
omjera zastupljenosti težeg i lakšeg izotopa u 
uzorku (R

uzorak) i standardu (Rstandard), a računa se 
prema formuli: δ (‰) = (Ruzorak/Rstandard) – 126,36. U 
slučaju vodika i kisika, δ vrijednosti označavaju se 
δ2H i δ18O, a odgovarajući izotopni omjeri (R) su 
2H/1H i 18O/16O. Pozitivnu δ vrijednost imaju uzor-
ci s većom zastupljenosti težeg izotopa u uspo-
redbi sa standardom pa za uzorak obogaćen te-
žim izotopom kažemo da je “teži” u odnosu na 
standard. Negativnu δ vrijednost ima uzorak kod 
kojeg je zastupljenost težeg izotopa manja u od-
nosu na standard, stoga se za takav uzorak kaže 
da je “lakši” u odnosu na standard. Međunarodni 
standard prema kojem se izražavaju δ2H i δ18O 
vrijednosti u vodi je VSMOW2 (engl. Vienna Stan-
dard Mean Ocean Water) koji predstavlja δ vri-
jednosti oceanske vode (najvećeg vodnog tijela 
na Zemlji), a njegove vrijednosti iznose 0‰ za vo-
dik, kao i za kisik37. 

Stabilni izotopi vodika i kisika, 2H i 18O, mogu se 
koristiti kao prirodni i kao umjetni obilježivači. 
Primjerice, u hidrologiji stabilni izotopi vodika i ki-
sika predstavljaju idealne prirodne obilježivače 
jer kao sastavni dio molekula vode omogućuju 
njihovo praćenje kroz različite dijelove hidrološ-
kog ciklusa36. Kao umjetni obilježivači, 2H i 18O naj-
češće se koriste u istraživanju pretilosti i različitih 
metaboličkih putova koji su povezani s njenom 
etiopatogenezom3,14,26,38, međutim, svakako treba 
spomenuti i njihovu ulogu u kliničkoj farmakolo-
giji, gdje omogućuju praćenje kinetike različitih li-
jekova, mehanizma njihova djelovanja, moguću 
toksičnost i sl.39 

Određivanje zastupljenosti stabilnih izotopa 2H i 
18O

Određivanje zastupljenosti stabilnih izotopa 2H i 
18O, odnosno određivanje δ2H i δ18O, temelji se na 
poznavanju izotopnih omjera 2H/1H i 18O/16O. 
Principi mjerenja izotopnih omjera u tjelesnim te-
kućinama odgovaraju onima koji se primjenjuju 
kod mjerenja izotopnih omjera u uzorcima vode, 
s tom razlikom da se prije mjerenja uzorci odre-
đenih tjelesnih tekućina trebaju predtretirati, pri-
mjerice mikro/kriodestilirati40,41. 
Izotopni omjeri najčešće se određuju masenim 
spektrometrom izotopnih omjera (engl. isotope 
ratio mass spectrometer; IRMS) čiji su osnovni di-

Slika 1. Shematski prikaz IRMS-a, modificirano prema Brand42.
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jelovi ionski izvor, magnetski analizator i detek-
torski sustav (slika 1). IRMS uređajima mjere se 
omjeri zastupljenosti izotopa u plinovima pa se 
tako 2H/1H mjeri u vodiku, a 18O/16O u CO2. Zbog 
toga je prije mjerenja tekući uzorak potrebno 
prevesti u odgovarajući plin. Pomoću odgovaraju-
ćih metoda i perifernih jedinica u sprezi s IRMS-om 
dobivaju se plinovi čiji izotopni sastav odgovara 
izotopnom sastavu tekućine čije se δ-vrijednosti 
žele odrediti. Tako dobiveni plinovi uvode se u 
ionski izvor IRMS-a u kojem se neutralne moleku-
le plina sudaraju s termionskim elektronima. Na 
taj način nastali ioni se ubrzavaju te se sustavom 
elektrostatskih leća usmjeravaju u magnetski 
analizator. U ovisnosti o omjeru mase i naboja, 
ioni se u magnetskom analizatoru razdvajaju u 
putanje različitih polumjera. Istovremenim mje-
renjem razdvojenih ionskih struja određuje se 
omjer izotopa (npr. 18O/16O), a iz njega i odgovara-
juća δ vrijednost (npr. δ18O). 
IRMS uređaje odlikuje visoka preciznost mjere-
nja, ali se zato pojedinom konfiguracijom IRMS-a 
mogu odrediti svega 2 do 3 δ vrijednosti42. Preci-
znost mjerenja, između ostalog, osigurava se i 
time što se izotopni omjer plina za analizu mjeri u 
odnosu na izotopni omjer u referentnom plinu. 
Na taj način se moguće promjene jakosti magnet-
nog polja, utjecaj eventualnih promjena tempe-
rature na elektroničke komponente i ostale ne-
stabilnosti uređaja koje se mogu javiti tijekom 
mjerenja svode na najmanju moguću mjeru42. 
Jednu od mogućih kombinacija perifernih jedini-
ca u sprezi s IRMS-om za određivanje δ2H i δ18O u 
vodi čine ekvilibratorska jedinica i jedinica dvo-
strukog ulaza (engl. dual inlet unit; DI). Tipična 
preciznost takve konfiguracije je manja od 1 ‰ za 
δ2H, odnosno bolja od 0,1 ‰ za δ18O42. U medi-
cinskim istraživanjima IRMS se koristi za određi-
vanje izotopnih omjera u uzorcima različitih tjele-
snih tekućina, poput urina, krvi, sline i sl.43-46 
Za određivanje δ2H i δ18O u tekućinama također 
se koriste i laserski apsorpcijski spektrometri47,48. 
Iako još nisu postigli preciznost IRMS-a, manje za-
htjevno i vremenski kraće mjerenje, mogućnost 
korištenja na terenu, kao i niža cijena uređaja, 
važne su prednosti laserskih apsorpcijskih spek-
trometara u odnosu na IRMS49,50. Kod laserskih 
spektrometara izotopni sastav uzorka određuje 

se na osnovi poznavanja promjene intenziteta la-
serske svjetlosti do koje dolazi zbog njenog prola-
ska kroz plinoviti uzorak50. Mjerenja izotopnih 
omjera apsorpcijskim spektrometrom su direktna 
pa nema mjerenja izotopnog sastava u odnosu na 
referentni plin kao kod IRMS-a. Osim toga, tekući 
uzorak nije potrebno prevoditi u odgovarajući plin 
za mjerenje, već je dovoljno da se prije uvođenja u 
uređaj uzorak zagrijavanjem ispari, tj. prevede u 
plinovito stanje. Laserskim apsorpcijskim spektro-
metrima također je moguće odrediti izotopne 
omjere u različitim tjelesnim tekućinama51-53.

Određivanje sastava tijela pomoću stabilnih 
izotopa 2H i 18O 

Određivanje sastava tijela pomoću stabilnih izo-
topa 2H i 18O temelji se na primjeni metode izoto-
pnog razrjeđenja koja za cilj ima određivanje 
TBW-a. Metoda se provodi tako da se u organi-
zam unese doza vode određene δ-vrijednosti te 
se nakon uspostave izotopne ravnoteže, odnosno 
nakon što se obilježivač (2H ili 18O) jednoliko raspo-
redio u svim odjeljcima tjelesnih tekućina, određu-
je promjena δ-vrijednosti tjelesne tekućine u od-
nosu na stanje prije unosa doze vode. Korištenje 
metode izotopnog razrjeđenja u svrhu određivanja 
sastava tijela pretpostavlja konstantnu hidrataciju 
(H) FFM-a i zanemariv udio vode u FM-u38. FFM se 
računa prema relaciji: FFM (kg) = TBW/H, gdje se 
za vrijednost H odraslih ispitanika uobičajeno uzi-
ma 0,7338. Oba izotopa se mogu koristiti kao obilje-
živači, no potrebno je uzeti u obzir činjenicu da 
odjeljci u organizmu u kojima se 2H i 18O razrjeđuju 
nisu jednaki. Naime, dok se 18O prvenstveno ras-
poređuje u tjelesnim tekućinama, dozom vode 
uneseni 2H se, osim s vodikom u tekućinama, iz-
među ostalog, izmjenjuje i s vodikom u proteini-
ma, pa je prostor njegova razrjeđenja približno 3 % 
veći u odnosu na prostor razrjeđenja kisika3,38,54. 
Pomoću stabilnih izotopa 2H i 18O može se odredi-
ti TBW na uzorku raznih tjelesnih tekućina. Zbog 
jednostavnog i neinvazivnog uzorkovanja urin je 
najčešće analizirana tekućina za određivanje 
TBW-a metodom izotopnog razrjeđenja. Pri tome 
se uzimaju najmanje dva uzorka urina, i to jedan 
prije, a jedan nakon unosa doze vode u organi-
zam. Prvi uzorak urina, tzv. uzorak preddoze, ispi-
tanici daju na samom početku provođenja meto-
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de. Slijedi određivanje tjelesne mase ispitanika, 
nakon čega ispitanici popiju dozu vode koja je do-
bivena miješanjem lokalne vode za piće s vodom 
obogaćenom izotopom 2H (2H2O) ili 18O (H2

18O). 
Drugi uzorak urina uzima se 4 do 6 sati nakon uno-
sa doze vode. Uzorci urina prikupljeni prije isteka 4 
sata nisu pogodni za izračun TBW-a jer se pokazalo 
da je za postizanje izotopne ravnoteže potrebno 
upravo 4 do 6 sati38. Od unosa doze vode do uzi-
manja uzorka urina nakon postizanja izotopne rav-
noteže bilježi se ukupni volumen izmokrenog urina 
i točno vrijeme mokrenja kako bi se u konačnom 
izračunu TBW mogao korigirati za kumulativne gu-
bitke tekućine. Za izotopnu analizu, osim uzorka 
urina preddoze i uzorka urina nakon postignute 
ravnoteže, potrebno je dostaviti i uzorak lokalne 
vode za piće te uzorak korištene doze vode. Detalj-
nije informacije o pripremi doze vode, protokolu 
uzimanja uzoraka urina i numeričkom izračunu 
TBW-a mogu se pronaći u literaturi26.

Određivanje TEE-a metodom DLW-a

Metoda DLW-a prvi puta je korištena u pokusima 
na glodavcima četrdesetih godina prošlog stolje-
ća, a primjena u humanoj populaciji započela je 
prije tridesetak godina55,56. Od tada se metoda 
DLW-a nametnula kao zlatni standard za određi-
vanje TEE-a, pri čemu je njena najvažnija primje-
na upravo u istraživanju pretilosti56-61.
Kod ove metode prvi uzorak urina (ili druge tjele-
sne tekućine) uzima se kako bi se odredila bazna 
razina izotopa u organizmu (δ0) nakon čega ispita-
nici popiju dozu vode obilježene izotopima 2H i 
18O. Sljedeći uzorak urina uzima se nakon što su 
se obilježivači ravnomjerno rasporedili u tijelu. U 
sljedeća dva tjedna uzorci se mogu prikupljati na 
dnevnoj bazi ili periodično, a u najjednostavnijem 
slučaju (tzv. metoda dvije točke) dovoljno je uzeti 
samo jedan uzorak, i to 14. dan nakon uzimanja 
doze vode. U tom periodu, zbog eliminacije obi-
lježivača iz organizma, dolazi do eksponencijal-
nog opadanja δ vrijednosti (slika 2). Do eliminaci-
je obilježivača iz organizma najvećim dijelom 
dolazi disanjem i mokrenjem, pri čemu se 18O 
gubi brže iz tijela od 2H. Razlog je u toma što se 2H 
u najvećoj mjeri iz organizma izbacuje vodom, a 
18O, osim vodom, i izdahnutim CO2 (slika 3). Razli-
ka u brzini eliminacije 2H i 18O, koji su istovreme-
no unijeti u organizam, daje podatak o proizvod-

Slika 2. Promjena razine izotopnog obogaćenja u organizmu tijekom 
primjene metode DLW-a. δ0 – bazna razina izotopa u organizmu, 
δ1 – δ vrijednost uzorka tjelesne tekućine uzorkovanog nakon 
uspostavljanja izotopne ravnoteže (4 do 6 sati nakon uzimanja doze vode), 
δ2 – δ vrijednost uzorka tjelesne tekućine uzorkovanog na kraju primjene 
metode DLW-a i t – vrijeme od trenutka unošenja doze (t0) vode do 
posljednjeg uzimanja uzorka, Y – izotopno obogaćenje na kraju primjene 
metode DLW-a ako nije došlo do promjene bazne razine izotopa δ0, 
X – izotopno obogaćenje na kraju primjene metode DLW-a ako je došlo do 
promjene bazne razine izotopa s δ0 na δ’0.

Slika 3. Shematski prikaz principa unosa doze vode u organizam i eliminacije 
2H i 18O kroz gubitke vode i disanjem.

nji CO2, a time i indirektan podatak o TEE-u55,60. 
Brzina eliminacije pojedinog izotopa (kx) kod me-
tode dviju točaka računa se prema relaciji55: 
kx = [ln (δ1 – δ0) – ln (δ2 – δ0)] ∙ t

-1, gdje je δ0 – ba-
zna razina izotopa u organizmu, δ1 – vrijednost 
uzorka prikupljenog 4 do 6 sati nakon uzimanja 
doze vode, δ2 – razina obogaćenja na kraju pri-
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mjene metode DLW-a (14. dan od uzimanja doze) 
i t – vrijeme od trenutka unošenja doze vode do 
posljednjeg uzimanja uzorka (14 dana) (slika 2). 
Neke od pretpostavki na kojima se temelji meto-
da DLW-a jesu: volumen ukupne vode u tijelu se 
ne mijenja tijekom mjerenja; prirodna razina 2H i 
18O u organizmu je stalna tijekom mjerenja; 2H i 
18O se gube iz tijela samo tekućinom i disanjem26. 
Budući da su ove pretpostavke samo djelomično 
zadovoljene, u izračun TEE-a moraju se uključiti 
odgovarajuće korekcije. Načini izračuna TEE-a po-
moću podataka dobivenih metodom DLW-a, kao i 
informacije vezane uz pripremu doze vode, odgo-
varajuće korekcije i razmatranja o primjeni meto-
de kod specifičnih populacija detaljno su opisani 
u literaturi26. 

RASPRAVA

Istraživanja ukazuju na to da visok stupanj preti-
losti može skratiti očekivano trajanje životnog vi-
jeka za čak 20 godina62. Globalizacija, urbanizaci-
ja, stres, nepravilna prehrana te manjak fizičke 
aktivnosti pridonijeli su porastu prevalencije pre-
tilosti koja je u 21. stoljeću poprimila razmjere 
svjetske epidemije2,14. S obzirom na to da masno 
tkivo predstavlja važan izvor slobodnih masnih ki-
selina i proupalnih citokina, njegova pojačana 
akumulacija, posebice unutar abdomena, dovodi 
do razvoja intolerancije glukoze, dislipidemije, 
nastanka sistemske upale i značajno povisuje rizik 
za obolijevanje od brojnih kardiovaskularnih, ma-
lignih, ali i drugih bolesti2,63. Precizno određivanje 
tjelesnog sastava i mjerenje potrošnje energije 
važni su za procjenu nutritivnog statusa pretilih 
osoba, procjenu kardiometaboličkog rizika i dru-
gih komorbiditeta, izbor odgovarajuće terapije 
protiv pretilosti, kao i za praćenje odgovora na te-
rapijski postupak, primjerice, redukcijsku dijetu ili 
kirurški zahvat2,64,65. Najvažnije prednosti i ograni-
čenja često korištenih metoda za određivanje sa-
stava tijela i metoda za procjenu potrošnje ener-
gije prikazane su u tablici 1, odnosno u tablici 2.
Nažalost, niti jedna od metoda koje se koriste u 
analizi tjelesnog sastava nije bez nedostata-
ka21,27,28. Širu primjenu sofisticiranijih metoda, kao 
što su CT, DXA, denzitometrija i metoda određiva-
nja TBW-a pomoću stabilnih izotopa 2H i 18O ogra-
ničava njihova visoka cijena, potreba za posebno 

opremljenim laboratorijima, a u slučaju CT-a i 
DXA-e, i primjena ionizirajućeg zračenja21,66. 
Određivanje debljine kožnih nabora i BIA-a jeftine 
su, relativno jednostavne i praktične metode, ali 
nedovoljno precizne, posebice kod jako pretilih 
osoba66,67. Upotreba BIA-a dodatno je ograničena 
u stanjima varijabilne hidratacije organizma, po-
put edema, dehidracije, trudnoće, disbalansa 
elektrolita i sl.24,67 Nedovoljno precizne su i ostale 
antropometrijske metode, jer samo indirektno 
determiniraju raspodjelu abdominalnog masnog 
tkiva u tijelu (mjere opsega struka, opsega trbu-
ha, i omjera opsega struka i bokova), odnosno, 
mjere samo status uhranjenosti (BMI). Ipak, spo-
menute antropometrijske mjere opsega i omjera 
pokazale su se boljim pokazateljima kardiometa-
boličkog rizika od BMI-a, naročito u osoba koje su 
jako pretile63,68,69. Unatoč tome što ne daje podat-
ke o tjelesnom sastavu, niti je dovoljno pouzdan 
za praćenje promjena koje se zbivaju tijekom re-
dukcijskih dijeta i programa vježbanja, BMI se još 
uvijek koristi kao najčešći, a nerijetko i jedini po-
kazatelj prekomjerne tjelesne mase i pretilosti te 
rizika za razvoj bolesti koje su s njima poveza-
ne66,70.
Korištenjem vode obilježene stabilnim izotopima 
2H ili 18O moguće je precizno odrediti sastav tije-
la23,71-75. Zbog visoke preciznosti, navedena je me-
toda često korištena kao referentna metoda u 
odnosu na ostale “dvokomponentne” metode, 
poput mjerenja debljine kožnih nabora, BIA-a i 
sl.76,77. Istraživanja na pretilim osobama, ali i ispi-
tanicima normalne tjelesne mase, ukazuju na 
njenu visoku podudarnost s “višekomponentnim” 
modelima71,74. Nedavno istraživanje provedeno u 
populaciji pretile čileanske školske djece u dobi 
od 8 do 13 godina pokazalo je da je u određivanju 
FM-a upravo metoda TBW-a, korištenjem vode 
obilježene 2H, najpreciznija od svih “dvokompo-
nentnih” metoda upotrijebljenih u istraživanju 
(mjerenje debljine kožnih nabora, BIA, zračna 
pletizmografija i DXA)23. Ipak, korištenje vode obi-
lježene stabilnim izotopima 2H i 18O u određivanju 
tjelesnog sastava ograničavaju stanja varijabilne 
hidratacije u organizmu, poput dijabetesa, bu-
brežnog zatajenja i sl., jer, kao što je prethodno 
spomenuto, metoda determinacije FFM-a iz 
TBW-a podrazumijeva konstantnost hidratacije 
organizma21,76.
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Tablica 1. Prednosti i ograničenja najčešće korištenih metoda za određivanje sastava tijela

Metoda Prednosti Ograničenja

Indeks tjelesne mase jednostavnost, brzina, dostupnost velikog broja 
referentnih podataka

nepouzdan pokazatelj pretilosti, posebice kod 
djece i adolescenata, ne daje informacije o 
sastavu tijela, već samo o uhranjenosti

Mjerenje opsega struka i 
omjera opsega struka i bokova

jednostavnost, brzina nedovoljna preciznost, indirektna determinacija 
abdominalnog masnog tkiva u tijelu

Mjerenje debljine kožnih 
nabora

jednostavnost, brzina nedovoljna preciznost, posebice kod jako 
pretilih osoba, neprikladna za malu djecu

Bioelektrična impedancijska 
analiza

jednostavnost, brzina nepouzdanost u stanjima varijabilne hidratacije 
u organizmu i kod jako pretilih osoba

Dvoenergijska rendgenska 
apsorpciometrija

preciznost izlaganje ionizirajućem zračenju, visoka cijena

Određivanje ukupne količine 
vode u organizmu pomoću 
stabilnih izotopa 2H i 18O

preciznost, omogućuje i istraživanje različitih 
metaboličkih putova povezanih s etiopatogenezom 
pretilosti, pogodna za terenska istraživanja, 
primjenjiva u svim dobnim skupinama, ne izlaže 
ispitanike ionizirajućem zračenju

ograničena upotreba u stanjima varijabilne 
hidratacije u organizmu, visoka cijena

Kompjutorizirana tomografija preciznost u određivanju količine masnog tkiva u 
abdomenu i njegovoj diferencijaciji od kože, kosti, 
mišića i unutarnjih organa

izlaganje ionizirajućem zračenju, visoka cijena

Zračna pletizmografija preciznost, primjenjiva u svim dobnim skupinama visoka cijena

Hidrodenzitometrija jedna od preciznijih “dvokomponentnih” metoda nepraktičnost, nije primjenjiva kod male djece

Tablica 2. Prednosti i ograničenja najčešće korištenih metoda za određivanje potrošnje energije

Metoda Prednosti Ograničenja

Upitnici o unosu hrane i/ili 
fizičkoj aktivnosti

jednostavnost, brzina subjektivnost

Direktna kalorimetrija preciznost izolacija ispitanika u strogo kontroliranim 
laboratorijskim uvjetima neprikladnim za 
većinu oblika fizičke aktivnosti, visoka cijena

Indirektna kalorimetrija preciznost nemogućnost mjerenja svih komponenti 
potrošnje energije (precizno određuje samo 
REE)

Metoda dvostruko obilježene 
vode 

jedina metoda kojom je moguće odrediti TEE u 
višednevnom periodu u kojem ispitanik obavlja 
svakodnevne životne aktivnosti, omogućuje i 
istraživanje različitih metaboličkih putova povezanih 
s etiopatogenezom pretilosti, primjenjiva je u svim 
dobnim skupinama, ne izlaže ispitanike 
ionizirajućem zračenju

nemogućnost razlikovanja pojedinih 
komponenti ukupne potrošnje energije 
(određuje samo TEE), visoka cijena

Biolektrična impedancijska 
analiza 

jednostavnost, brzina određuje samo REE na temelju prediktorskih 
jednadžbi, nedovoljna preciznost

TEE – ukupna potrošnja energije, REE – potrošnja energije u stanju mirovanja

Pored još uvijek visoke cijene, nedostaci sofisti-
ciranijih metoda za određivanje potrošnje ener-
gije su potreba izolacije ispitanika u strogim la-
boratorijskim uvjetima koji su neprikladni za 
većinu oblika fizičke aktivnosti (direktna kalori-
metrija) te nemogućnost razlikovanja pojedinih 
komponenti potrošnje energije27,78. Tako je me-
todom DLW-a moguće odrediti samo vrijednosti 

TEE-a, dok se konvencionalnom indirektnom ka-
lorimetrijom pouzdano može determinirati 
samo REE14,78. Glavni nedostaci jednostavnijih i 
jeftinijih metoda su njihova nedovoljna preci-
znost (BIA) i subjektivnost (upitnici o prehrani i/
ili fizičkoj aktivnosti)27. Izračun REE kod bioelek-
trične impedancije provodi se pomoću predik-
torskih jednadžbi kojima prethodi određivanje 
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FM-a i FFM-a na temelju razlike otpora za izmje-
ničnu struju slabe jakosti27.
Metoda DLW-a zasada je jedina metoda kojom je 
moguće mjeriti TEE u višednevnom kontinuira-
nom periodu dok ispitanik obavlja svakodnevne 
životne aktivnosti14,28. Usprkos visokoj cijeni i slo-
ženoj tehnologiji na kojoj se temelji, kao i činjeni-
ci da se u humanoj populaciji primjenjuje svega 
tridesetak godina, istraživanja potrošnje energije 
koja su koristila metodu DLW-a su brojna14,27-29,79. 
Primjena metode DLW-a omogućila je uvid u bo-

sl.3,86. Pokazalo se da u humanoj populaciji pojačan 
unos ugljikohidrata prehranom ima neznatan uči-
nak na njihovu pretvorbu u trigliceride procesom 
de novo lipogeneze u jetri, a posebice u masnom 
tkivu, za razliku od mnogih animalnih vrsta gdje je 
de novo lipogeneza izrazito aktivna86,87. Tako u glo-
davaca, primjerice, oko 50 % masnih kiselina u ma-
snom tkivu nastaje de novo lipogenezom, a u svi-
nja, kod kojih je pojačana lipogeneza prilikom 
uzgoja poželjna, i do 80 %86. Zanimljiva istraživanja 
na animalnim modelima pokazala su da glicerone-
ogeneza (sinteza alfa-glicerol fosfata iz glukoneo-
genetskih prekursora koji nisu glukoza i glicerol) u 
puno većoj mjeri pridonosi sintezi triglicerida u je-
tri (65 %), negoli u masnom tkivu (17 %), gdje glav-
nina triglicerida nastaje iz glukoze86,88.
Kod istraživanja koja koriste metodu DLW-a tako-
đer je važno poznavati i prirodnu zastupljenost 2H 
i 18O u pitkoj vodi koju konzumiraju ispitanici. Nai-
me, budući da su 2H i 18O prisutni u organizmu i 
prije konzumacije doze vode, promjene izoto-
pnog obogaćenja do kojeg je došlo zbog unoše-
nja obilježivača mogu se detektirati samo u odno-
su na baznu razinu izotopa (δ

0). 
Zbog pretpostavke da je prirodna razina 2H i 18O u 
organizmu stalna u tijeku mjerenja, uobičajeno je 
da se za baznu razinu izotopa na kraju provođe-
nja metode uzima ista δ-vrijednost koja je odre-
đena kao bazna razina izotopa u organizmu prije 
konzumacije doze vode (δ

0). No ako bi tijekom 
provođenja metode došlo do promjene bazne ra-
zine izotopa, spomenuta pretpostavka dovela bi 
do pogreške u određivanju TEE-a. Na slici 2 prika-
zano je kako bi povišenje bazne razine δ

0 na razi-
nu δ’0 za posljedicu imalo to da bi se u izračun 
uvrstila pogrešna razina izotopnog obogaćenja Y, 
a ne stvarna razina obogaćenja X. Poznavanje 
promjena izotopnog sastava pitke vode može 
ukazati na moguće promjene u baznoj razini izo-
topa u organizmu ispitanika89. Primjerice, pokaza-
lo se da izvorske vode riječkog područja pokazuju 
sezonalne promjene δ2H i δ18O90. Do tih zaključa-
ka došlo se na osnovi tjednih uzorkovanja, a još 
bolji uvid u moguće promjene izotopnog sastava 
dali bi uzorci pitke vode uzorkovani dnevno. Osim 
toga, uzorkovanje nekoliko pitkih voda u konti-
nentalnom dijelu Hrvatske potvrdilo je da su ti 
uzorci negativniji od onih u sjevernom hrvatskom 

Korištenje vode obilježene izotopima 2H i 18O omoguću-
je pouzdano određivanje količine masne mase u uku-
pnoj tjelesnoj masi i ukupne potrošnje energije organiz-
ma. Metode koje koriste 2H i 18O ne izlažu ispitanike 
ionizirajućem zračenju, ne zahtijevaju hospitalizaciju is-
pitanika, pogodne su za terenska istraživanja te su pri-
mjenjive u svim dobnim skupinama.

lje razumijevanje mehanizama potrošnje energije 

u humanoj populaciji, što je od posebne važnosti 

za rasvjetljavanje etiopatogeneze pretilosti3,29. 

Istraživanja koja su koristila metodu DLW-a za 

mjerenje potrošnje energije ukazala su na važnu 

činjenicu da pretile osobe, suprotno očekivanju, 

nemaju smanjen TEE u odnosu na osobe normal-

ne tjelesne mase80-82. Pokazalo se da su vrijedno-

sti TEE-a pozitivno korelirane s veličinom tijela, 

ukupnom tjelesnom masom, kao i FFM vrijedno-

stima, tj. da se potrošnja energije povećava s veli-

činom tijela83,84. Odstupanja od prethodno spo-

menute činjenice da debljanje nije povezano s 

niskom razinom TEE-a javila su se samo u istraži-

vanjima koja su provedena na osobama u kojih 

je, nakon normalizacije tjelesne mase uslijed re-

dukcijskih dijeta zbog pretilosti, nakon višemje-

sečnog perioda ponovno došlo do porasta tjele-

sne mase85. Naime, pokazalo se da su niže TEE 

vrijednosti određene metodom DLW-a, za tu sku-

pinu ispitanika, bile značajan prediktor bržeg po-

novnog porasta tjelesne mase i/ili ponovnog ra-

zvoja pretilosti85. 

Nadalje, korištenje 2H i/ili 18O u humanoj popula-

ciji i na animalnim modelima omogućilo je i bolji 

uvid u različite metaboličke procese u pretilosti 

poput de novo lipogeneze, gliceroneogeneze i 
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primorju91. To ukazuje na činjenicu da ispitanici 
ne bi trebali putovati za vrijeme provođenja me-
tode DLW-a ili bi na izračun brzine eliminacije izo-
topa valjalo primijeniti odgovarajuće korekcije. 
Jedna od izrazitih prednosti metode koja koristi 
vodu obilježenu stabilnim izotopima 2H i/ili 18O, 
neovisno koristi li se u svrhu određivanja sastava 
tijela ili determinacije potrošnje energije u orga-
nizmu, jest mogućnost njene primjene u svim 
dobnim skupinama21,29,75. BMI se kod djece i ado-
lescenata pokazao izrazito nepouzdanim, jer su 
kod njih granične vrijednosti za definiciju preko-
mjerne tjelesne težine i pretilosti različite u odno-
su na odrasle i pokazuju značajne varijacije s ob-
zirom na spol i dob70,92,93. Nadalje, korištenje 
hidrodenzitometrije koje zahtijeva potapanje pod 
vodom te mjerenje debljine kožnih nabora nije 
prikladno za malu djecu21,94.

ZAKLJUČAK

Ne postoji idealna metoda za istraživanje pretilo-
sti. Metode kod kojih se koristi voda obilježena 
stabilnim izotopima 2H i 18O ne zahtijevaju hospi-
talizaciju ispitanika i ne ograničavaju njihove sva-
kodnevne životne aktivnosti, pogodne su za te-
renska istraživanja i primjenjive su u svim dobnim 
skupinama. Upotrebom 2H i 18O moguće je prove-
sti preciznu “dvokomponentnu” analizu tjelesnog 
sastava i pouzdano dugoročno određivanje TEE-a, 
a obilježavanjem organskih molekula pomoću 
vode obogaćene 2H i/ili 18O i istražiti različite me-
taboličke putove u organizmu i njihovu poveza-
nost s etiopatogenezom pretilosti. Ipak, te meto-
de imaju ograničenu upotrebu u stanjima 
varijabilne hidratacije u organizmu (edemi, dehi-
dracija i sl.). Širu uporabu metoda koje koriste 
vodu obilježenu 2H i 18O zasigurno onemogućuje 
zahtjevno i skupo mjerenje IRMS-om, no za oče-
kivati je da će se taj ograničavajući čimbenik eli-
minirati daljnjim razvojem laserskih apsorpcijskih 
spektrometara za određivanje δ2H i δ18O. U sva-
kom slučaju, pravodobna i precizna dijagnostika 
pretilosti upotrebom 2H i 18O predstavlja važan 
korak u njenoj pravovremenoj terapiji, kao i pre-
venciji kardiovaskularnih, metaboličkih, respira-
tornih, lokomotornih i psiholoških komplikacija.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju da ne postoji 
sukob interesa.
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