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SaZetak. Pretilost je bolest u kojoj dolazi do prekomjernog nakupljanja masnog tkiva, sto re-
zultira negativnim utjecajem na zdravlje pojedinca i skracenim Zivotnim vijekom. Jedan od
najvaznijih problema u dijagnostici i istraZivanju pretilosti je odabir najboljih metoda za njeno
odredivanje. Upotrebom vode obiljezene stabilnim izotopima vodika i kisika (*H i **0) moguce
je precizno determinirati koli¢inu masne mase u ukupnoj tjelesnoj masi i pouzdano odrediti
ukupnu potrosnju energije organizma u visednevnom kontinuiranom periodu. U razjasnjava-
nju patofiziologije i etiopatogeneze pretilosti od posebnog je znacaja i koristenje 2H i/ili *0 u
praéenju metabolizma lipida, osobito masnih kiselina i triglicerida. Primjena metoda u kojima
se koristi voda obiljezena izotopima ?H i **0 ne zahtijeva hospitalizaciju ispitanika, pogodna je
za terenska istraZivanja na velikom broju ispitanika i primjenjiva je u svim dobnim skupinama.
Unato¢ mnogobrojnim prednostima, metode koje koriste vodu obiljezenu 2H i *30 u istrazZiva-
nju pretilosti u nas jos uvijek nisu dovoljno poznate. Cilj ovog rada je pojasniti i pribliZiti ih hr-
vatskoj lijecnickoj struci, ali i ostalim zainteresiranim znanstvenicima i stru¢njacima, kako bi
se Sto uspjesnije mogli pratiti svjetski trendovi pristupa problemu prekomjerne tjelesne mase
i pretilosti. Osim toga, u radu su kriticki razmotrene i druge metode koje se najcesce koriste u
dijagnostici i istraZivanju pretilosti.

Kljucne rijeci: kisik; obiljezavanje izotopima; potrosnja 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 (?H and
8Q) 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 *¥0 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 *#0 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 %0 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, Sto rezultira negativ-
nim utjecajem na zdravlje pojedinca i posljedi¢no
skraéenim ocekivanim Zivotnim vijekom'?. Do
prekomjernog nakupljanja masnog tkiva dolazi
kada kolic¢ina energije koja je unesena u organi-
zam nadmasi koli¢inu energije koju organizam
trosi u svakodnevnoj tjelesnoj aktivnosti i proce-
sima proizvodnje topline®®. IstraZivanja ukazuju
na vaznu ulogu geneti¢kih ¢imbenika u nastanku
energetske neravnoteze u organizmu i etiopato-
genezi pretilosti te na vise od 500 potencijalnih
gena kandidata®*°. Poznato je i da dugotrajno
uzimanje nekih lijekova, poput atipi¢nih antipsi-
hotika, antidepresiva, steroida i antikonvulzivnih
lijekova moze takoder pogodovati razvoju pretilo-
sti®8. Naposljetku, pretilost je znacajka klinicke
slike i nekih drugih bolesti, poput hipotireoidiz-
ma, Cushingove bolesti, sindroma policisti¢nih
jajnika i Prader-Willi sindroma®?2, Pretilost je po-
vezana s porastom morbiditeta i mortaliteta od
kardiovaskularnih bolesti, posebice hipertenzije i
koronarne bolesti srca, metabolickih bolesti, po-
put dijabetesa i dislipidemija, a znacajno prido-
nosi i nastanku bolesti respiratornog i lokomotor-
nog sustava te psihijatrijskih bolesti**!3, Osim
toga, povisuje rizik obolijevanja od nekih mali-
gnih bolesti, poput karcinoma debelog crijeva,
jednjaka, Zeluca, dojke i endometrija®**4.

Zbog velikog klini¢kog i socioekonomskog utjeca-
ja, kao i kontinuirane progresije prevalencije te
terapijske tvrdokornosti, pretilost se smatra jed-
nim od vodecih javnozdravstvenih problema da-
nasnjice u razvijenim zemljama, ali i u zemljama u
razvoju*®®. Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije za 2014. godinu 1,9 milijardi odraslih
osoba ima prekomjernu tjelesnu masu, dok se
600 milijuna smatra pretilima®®. Podaci za drZave
Europske unije upucuju na to da ¢ak 30 — 70 %
odraslih osoba ima prekomjernu tjelesnu masu te
da je 10 — 30 % odrasle populacije pretilo*®. Niti
Republika Hrvatska ne zaostaje za negativnim
svjetskim trendovima. IstraZivanje provedeno
2008. godine na velikom uzorku odraslih osoba u
hrvatskoj populaciji (N = 3.229) upuduje na preva-
lenciju pretilosti od priblizno 20 % u oba spola, kao

i znacajan porast prevalencije pretilih osoba u pe-
togodisnjem razdoblju od 2003. do 2008. godine,
posebice medu Zenama (> 60 %)". Ispitivanje pro-
vedeno u populaciji skolske djece (N = 487), pri-
blizne dobi od 11 godina, utvrdilo je prevalenciju
pretilosti od 26 % u djevojcica i 21 % u djecaka, sto
je usporedivo s ostalim mediteranskim drzavama,
ali znatno vise nego u sredisnjoj ili sjevernoj Euro-
pi*8. Nadalje, uocena je i pozitivna korelacija izme-
du pretilosti roditelja i djece, odnosno adolescena-

Visok stupanj pretilosti moze skratiti oekivano trajanje
Zivotnog vijeka za Cak 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 najcesci
uzrok bolesti koji je moguce prevenirati.

ta8, a istraZivanja u svijetu pokazala su da pretilost
u Skolskoj dobi predstavlja 50 %-tni rizik za razvoj
pretilosti u odrasloj dobi®.

Za evaluaciju problema pretilosti, kako na indivi-
dualnoj tako i na populacijskoj razini, vazna je
upotreba adekvatnih metoda u njenoj dijagnosti-
ci i istrazivanju®. Najjednostavniji postupci uklju-
Cuju standardna antropometrijska mjerenja, kao
sto su odredivanje indeksa tjelesne mase (engl.
body mass index; BMI) i mjerenje opsega struka,
koji se ubrajaju u rutinske dijagnosticke postupke,
te mjerenje opsega trbuha i omjera opsega stru-
ka i bokova***?2, Preciznijim, “dvokomponen-
tnim” metodama analize tjelesnog sastava mogu-
Ce je odrediti zastupljenost masne mase (engl.
fat mass; FM) i nemasne mase (engl. fat free
mass; FFM) u ukupnoj tjelesnoj masi, a jos$ sofisti-
ciranijim, “viSekomponentnim” metodama, mo-
guce je razlikovati tjelesne komponente kao Sto
su mast, proteini, minerali i voda. “VisSekompo-
nentne” metode Cesto koriste kombinaciju razlici-
tih “dvokomponentnih” metoda kojima se odre-
duje volumen tijela, ukupna koli¢ine vode u
organizmu (engl. total body water; TBW), kostani
mineralni sadrZaj i sl.2 Metoda kompjutorizirane
tomografije (engl. computerised tomography; CT)
najvise je zastupljena “visekomponentna” meto-
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da u istraZivanju, a njome je mogude precizno
odrediti koli¢inu masnog tkiva unutar abdomena
i diferencirati ga od koZe, kosti, misi¢a i unutras-
njih organa®2%?4, Ipak, danas se jo$ uvijek najvise
koriste “dvokomponentne” metode medu kojima
treba spomenuti mjerenje debljine koznih nabo-
ra, bioelektricnu 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 gustoce ti-
jela pod vodom (hidrodenzitometrija) ili pak u
komori sa zrakom (zracna pletizmografija)*>.
Nadalje, zastupljenost FM-a i FFM-a u ukupnoj
tjelesnoj masi moguce je odrediti i mjerenjem
TBW-a obiljezavanjem vode pomocu stabilnih izo-
topa vodika (2H) ili kisika (*¥0), a pod pretpostav-
kom da TBW ¢ini 73 % FFM-a?+%,

S obzirom na to da nastanak pretilosti implicira
postojanje energetske neravnoteze, u njenom se
istrazivanju poseban znacaj pripisuje metodama
kojima je moguée odrediti potrosnju energije
(engl. energy expenditure; EE) i u skladu s time
optimalizirati unos energije (engl. energy intake;
El) u organizam, ali i tjelesnu aktivhost#?”28, Pri
tome se od objektivnih metoda najcesce koristi
indirektna kalorimetrija, koja procjenjuje utrosak
energije mjerenjem potrosnje kisika i stvaranjem
uglji¢nog dioksida (CO,), dok subjektivne metode
uklju€uju upitnike o unosu hrane i/ili fizickoj ak-
tivnosti?’?°, Na raspolaganju su i metoda direktne
kalorimetrije koja kvantificira koli¢inu oslobode-
ne topline tijela u izoliranim uvjetima, BIA, a u
novije vrijeme i metoda dvostruko obiljezene
vode (engl. double labeled water — DLW) kao ne-
konvencionalna metoda indirektne kalorimetri-
je¥?%27 Kod metode DLW-a se kao obiljezivaci
istovremeno koriste oba prethodno spomenuta
stabilna izotopa (*H i *#0), a njome je, za razliku
od ostalih metoda mjerenja potro$nje energije,
moguce odrediti ukupnu potrosnju energije
(engl. total energy expenditure; TEE) u visednev-
nom kontinuiranom periodu??, Cimbenici koji
odreduju TEE su potrosnja energije u stanju miro-
vanja (engl. resting energy expenditure; REE) na
koju otpada oko 60 — 75 % TEE-a, termicki ucinak
hrane (engl. thermic effect of food; TEF) koji Cini
priblizno 10 % TEE-a te aktivna potroSnja energije
koja pridonosi s 15 — 30 %",

http://hrcak.srce.hr/medicina

Jedan od najvaznijih problema u dijagnostici i
istraZivanju pretilosti upravo je odabir najbolje
metode za njeno odredivanje jer svaka od meto-
da koje se koriste u medicinskoj praksi ima svoje
prednosti i nedostatke??!. Metode koje koriste
vodu obiljeZenu stabilnim izotopima 2H i 0 omo-
gucuju najcjelovitiji pristup pretilosti*?*%2, Kao sto
je veé spomenuto, upotreba 2H i/ili *0 daje preci-
znu “dvokomponentnu” analizu tjelesnog sastava
odredivanjem TBW-a i jedina omogucuje pouzdano
dugoroc¢no odredivanje TEE-a metodom DLW-a*?®,
Osim toga, istrazivanja su pokazala da je obiljeza-
vanjem organskih molekula pomocu vode oboga-
¢ene 2H ili 0 kao i koristenjem metode DLW-a
moguce istraziti razli¢ite metabolicke puteve u
organizmu®*=°, U razjasnjavanju etiopatogeneze
pretilosti od posebnog znacaja pokazala se i pri-
mjena %H i O u pracenju metabolizma lipida,
osobito masnih kiselina i triglicerida®3+,

lako je voda obiljeZena 2H i 0 u istraZivanju pre-
tilosti u humanoj populaciji u upotrebi vec tride-
setak godina?®, njeno koristenje je u nas jos uvijek
relativno nepoznato. Stoga je cilj ovoga rada hr-
vatskoj lijecnickoj struci, ali i drugim zainteresira-
nim znanstvenicima i stru¢njacima, pojasniti i pri-
bliziti metode istrazivanja pretilosti koje koriste
vodu obiljezenu 2H i 20, kako bi se omogudilo
uspjesnije pracenje svjetskih trendova u pristupu
problemu pretilosti. S obzirom na to da se najvedi
broj istrazivanja pretilosti u humanoj populaciji, u
kojima se koriste 2H i *0, temelji na odredivanju
sastava tijela i mjerenju potro$nje energije?, u
radu su detaljnije opisani principi odredivanja sa-
stava tijela i mjerenja potrosnje energije pomocu
vode obiljezene H i 80. Osim toga, kriticki su raz-
motrene i neke od ostalih ¢esto koristenih meto-
da za odredivanje pretilosti.

STABILNI IZOTOPI 2H | 80 U ISTRAZIVANJU
PRETILOSTI

Osnovne znacajke stabilnih izotopa ?H i 120
Izotopi su atomi odredenog elementa koji se ra-
zlikuju prema broju neutrona u jezgri, odnosno
imaju jednak atomski broj (broj protona u jezgri,
Z), a razli¢it 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 ionizirajuceg zracenja.
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Stabilne izotope vodika Cine laksi stabilni izotop
vodika (*H), koji je u ukupnom stabilnom vodiku u
prirodi zastupljen s 99,985 % i teZi stabilni izotop
vodika (*H) na koji otpada preostalih 0,015 %3. U
ukupnom stabilnom kisiku u prirodi najveci udio
posjeduje najlaksi stabilni kisik **0 (99,761 %), a
puno manje udjele imaju teZi stabilni izotopi Y0
(0,035 %) i 80 (0,204 %)%°. Rezultati mjerenja za-
stupljenosti stabilnih izotopa izrazavaju se pomo-
¢u & vrijednosti koja predstavlja relativnu razliku
omjera zastupljenosti teZeg i lakSeg izotopa u
uzorku (R ) i standardu (R ), a racuna se
prema formuli: & (%o) = (R, /R, s) = 17°° U
slucaju vodika i kisika, & vrijednosti oznacavaju se

standard

6%H i 60, a odgovarajudi izotopni omijeri (R) su
2H/*H i 180/%*0. Pozitivnu 6 vrijednost imaju uzor-
ci s veCom zastupljenosti teZeg izotopa u uspo-
redbi sa standardom pa za uzorak obogaéen te-
Zim izotopom kazemo da je “tezi” u odnosu na
standard. Negativnu 6 vrijednost ima uzorak kod
kojeg je zastupljenost teZeg izotopa manja u od-
nosu na standard, stoga se za takav uzorak kaze
da je “laksi” u odnosu na standard. Medunarodni
standard prema kojem se izrazavaju &°H i &0
vrijednosti u vodi je VSMOW?2 (engl. Vienna Stan-
dard Mean Ocean Water) koji predstavlja & vri-
jednosti oceanske vode (najveceg vodnog tijela
na Zemlji), a njegove vrijednosti iznose 0%o za vo-
dik, kao i za kisik®’.

MAGNET

IONSKI 1ZVOR

sustav za

katoda fokusiranje snopa
sustav za
E ubrzavanje iona
odbija¢ iona —
T . klopka za uhvat
ulaz plina elektrona

—__——{m/q}=45

Stabilni izotopi vodika i kisika, 2H i ¥0, mogu se
koristiti kao prirodni i kao umjetni obiljezivaci.
Primjerice, u hidrologiji stabilni izotopi vodika i ki-
sika predstavljaju idealne prirodne obiljezivace
jer kao sastavni dio molekula vode omogucuju
njihovo pracenje kroz razli¢ite dijelove hidrolos-
kog ciklusa®. Kao umjetni obiljeZivaci, 2H i *¥0 naj-
cesce se koriste u istrazivanju pretilosti i razli¢itih
metabolickih putova koji su povezani s njenom
etiopatogenezom*#26:38 medutim, svakako treba
spomenuti i njihovu ulogu u klini¢koj farmakolo-
giji, gdje omogucuju pracenje kinetike razlicitih li-
jekova, mehanizma njihova djelovanja, mogucu
toksi¢nost i sl.*®

Odredivanje zastupljenosti stabilnih izotopa ?H i
180

Odredivanje zastupljenosti stabilnih izotopa ?H i
80, odnosno odredivanje 6%H i 620, temelji se na
poznavanju izotopnih omjera 2H/*H i 0/°0.
Principi mjerenja izotopnih omjera u tjelesnim te-
ku¢inama odgovaraju onima koji se primjenjuju
kod mjerenja izotopnih omjera u uzorcima vode,
s tom razlikom da se prije mjerenja uzorci odre-
denih tjelesnih tekucina trebaju predtretirati, pri-
mjerice mikro/kriodestilirati®®**,

Izotopni omjeri najc¢esce se odreduju masenim
spektrometrom izotopnih omjera (engl. isotope
ratio mass spectrometer; IRMS) ¢iji su osnovni di-

DETEKTORSKI SUSTAV

{m/q}=46 ————————F-------------,
S LSOO ]
im/q}=44 ——— = - -

izotopni
omjeri

Slika 1. Shematski prikaz IRMS-a, modificirano prema Brand*2.
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jelovi ionski izvor, magnetski analizator i detek-
torski sustav (slika 1). IRMS uredajima mjere se
omjeri zastupljenosti izotopa u plinovima pa se
tako H/*H mijeri u vodiku, a **0/**0 u CO,. Zbog
toga je prije mjerenja tekuéi uzorak potrebno
prevesti u odgovarajuci plin. Pomodéu odgovaraju-
¢ih metoda i perifernih jedinica u sprezi s IRMS-om
dobivaju se plinovi Ciji izotopni sastav odgovara
izotopnom sastavu tekucine Cije se 6-vrijednosti
Zele odrediti. Tako dobiveni plinovi uvode se u
ionski izvor IRMS-a u kojem se neutralne moleku-
le plina sudaraju s termionskim elektronima. Na
taj nacin nastali ioni se ubrzavaju te se sustavom
elektrostatskih le¢a usmjeravaju u magnetski
analizator. U ovisnosti o omjeru mase i naboja,
ioni se u magnetskom analizatoru razdvajaju u
putanje razli¢itih polumjera. Istovremenim mje-
renjem razdvojenih ionskih struja odreduje se
omjer izotopa (npr.*¥0/*Q), a iz njega i odgovara-
juca & vrijednost (npr. §'20).

IRMS uredaje odlikuje visoka preciznost mjere-
nja, ali se zato pojedinom konfiguracijom IRMS-a
mogu odrediti svega 2 do 3 & vrijednosti*%. Preci-
znost mjerenja, izmedu ostalog, osigurava se i
time Sto se izotopni omjer plina za analizu mjeri u
odnosu na izotopni omjer u referentnom plinu.
Na taj nacin se mogucée promjene jakosti magnet-
nog polja, utjecaj eventualnih promjena tempe-
rature na elektronicke komponente i ostale ne-
stabilnosti uredaja koje se mogu javiti tijekom
mjerenja svode na nhajmanju mogucu mjeru®.
Jednu od mogucih kombinacija perifernih jedini-
ca u sprezi s IRMS-om za odredivanje 6°H i 60 u
vodi Cine ekvilibratorska jedinica i jedinica dvo-
strukog ulaza (engl. dual inlet unit; DI). Tipi¢na
preciznost takve konfiguracije je manja od 1 %o za
62H, odnosno bolja od 0,1 %o za 60*. U medi-
cinskim istrazivanjima IRMS se koristi za odredi-
vanje izotopnih omjera u uzorcima razlicitih tjele-
snih tekucina, poput urina, krvi, sline i sl.#>-46

Za odredivanje 6°H i 60 u tekuc¢inama takoder
se koriste i laserski apsorpcijski spektrometri®’48,
lako jo$ nisu postigli preciznost IRMS-a, manje za-
htjevno i vremenski kra¢e mjerenje, mogucnost
koristenja na terenu, kao i niZa cijena uredaja,
vazne su prednosti laserskih apsorpcijskih spek-
trometara u odnosu na IRMS*>° Kod laserskih
spektrometara izotopni sastav uzorka odreduje
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se na osnovi poznavanja promjene intenziteta la-
serske svjetlosti do koje dolazi zbog njenog prola-
ska kroz plinoviti uzorak®. Mijerenja izotopnih
omjera apsorpcijskim spektrometrom su direktna
pa nema mjerenja izotopnog sastava u odnosu na
referentni plin kao kod IRMS-a. Osim toga, tekudi
uzorak nije potrebno prevoditi u odgovarajuci plin
za mjerenje, vec je dovoljno da se prije uvodenja u
uredaj uzorak zagrijavanjem ispari, tj. prevede u
plinovito stanje. Laserskim apsorpcijskim spektro-
metrima takoder je moguce odrediti izotopne
omjere u razli¢itim tjelesnim tekuéinama®*>3,

Odredivanje sastava tijela pomo¢u stabilnih
izotopa 2H i !0

Odredivanje sastava tijela pomocu stabilnih izo-
topa 2H i 0 temelji se na primjeni metode izoto-
pnog razrjedenja koja za cilj ima odredivanje
TBW-a. Metoda se provodi tako da se u organi-
zam unese doza vode odredene &-vrijednosti te
se nakon uspostave izotopne ravnoteze, odnosno
nakon $to se obiljeZivac¢ (*H ili *0) jednoliko raspo-
redio u svim odjeljcima tjelesnih tekucina, odredu-
je promjena &-vrijednosti tjelesne tekuéine u od-
nosu na stanje prije unosa doze vode. Koristenje
metode izotopnog razrjedenja u svrhu odredivanja
sastava tijela pretpostavlja konstantnu hidrataciju
(H) FFM-a i zanemariv udio vode u FM-u®, FFM se
raCuna prema relaciji: FFM (kg) = TBW/H, gdje se
za vrijednost H odraslih ispitanika uobicajeno uzi-
ma 0,73%, Oba izotopa se mogu koristiti kao obilje-
Zivaci, no potrebno je uzeti u obzir ¢injenicu da
odjeljci u organizmu u kojima se 2H i 0 razrjeduju
nisu jednaki. Naime, dok se O prvenstveno ras-
poreduje u tjelesnim tekuéinama, dozom vode
uneseni 2H se, osim s vodikom u tekuéinama, iz-
medu ostalog, izmjenjuje i s vodikom u proteini-
ma, pa je prostor njegova razrjedenja priblizno 3 %
vedi u odnosu na prostor razrjedenja kisika®3%>4,
Pomocu stabilnih izotopa 2H i ¥0 moZe se odredi-
ti TBW na uzorku raznih tjelesnih tekuéina. Zbog
jednostavnog i neinvazivnog uzorkovanja urin je
najces¢e analizirana tekuéina za odredivanje
TBW-a metodom izotopnog razrjedenja. 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 pocetku provodenja meto-
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N

de. Slijedi odredivanje tjelesne mase ispitanika,
nakon ¢ega ispitanici popiju dozu vode koja je do-
bivena mijeSanjem lokalne vode za pice s vodom
obogacenom izotopom °H (*H,0) ili **O (H,"0).
Drugi uzorak urina uzima se 4 do 6 sati nakon uno-
sa doze vode. Uzorci urina prikupljeni prije isteka 4
sata nisu pogodni za izraCun TBW-a jer se pokazalo

opadanje izotopnog
obogadenja

da je za postizanje izotopne ravnoteZze potrebno
upravo 4 do 6 sati*®. Od unosa doze vode do uzi-

(od
T
1

)

manja uzorka urina nakon postizanja izotopne rav-

6§ vrijednosti tjelesnih tekucina

noteze biljezi se ukupni volumen izmokrenog urina

S
T
1

o

i to¢no vrijeme mokrenja kako bi se u konacnom

izra¢unu TBW mogao korigirati za kumulativne gu-

(o]

o

bitke tekudine. Za izotopnu analizu, osim uzorka

urina preddoze i uzorka urina nakon postignute t t

ravnoteze, potrebno je dostaviti i uzorak lokalne
Slika 2. Promjena razine izotopnog obogacenja u organizmu tijekom

primjene metode DLW-a. § — bazna razina izotopa u organizmu,

6,— 6 vrijednost uzorka tjelesne tekucine uzorkovanog nakon
uspostavljanja izotopne ravnoteZe (4 do 6 sati nakon uzimanja doze vode),
6, — & vrijednost uzorka tjelesne tekucine uzorkovanog na kraju primjene
metode DLW-a i t — vrijeme od trenutka uno3enja doze (t;) vode do
posljednjeg uzimanja uzorka, Y — izotopno obogacenje na kraju primjene
metode DLW-a ako nije doslo do promjene bazne razine izotopa 6,

X —izotopno obogacenje na kraju primjene metode DLW-a ako je doslo do
promjene bazne razine izotopa s 6, na &',.

vode za pice te uzorak koristene doze vode. Detalj-
nije informacije o pripremi doze vode, protokolu
uzimanja uzoraka urina i numerickom izracunu
TBW-a mogu se pronadi u literaturi®®.

Odredivanje TEE-a metodom DLW-a

Metoda DLW-a prvi puta je koriStena u pokusima
na glodavcima cetrdesetih godina proslog stolje-
¢a, a primjena u humanoj populaciji zapocela je
prije tridesetak godina®>°®. Od tada se metoda

2 18 18

DLW-a nametnula kao zlatni standard za odredi- H, O(tekuc'ina) C OZ(plin)

. oy L e _ _—
vanje TEE-a, pri ¢emu je njena najvaznija primje-
na upravo u istraZivanju pretilosti®®.,
Kod ove metode prvi uzorak urina (ili druge tjele- 2|_|2180
sne tekucine) uzima se kako bi se odredila bazna 2,18

. . . v .. l T HZ O(tekuc’inaiplin)
razina izotopa u organizmu (6,) nakon Cega ispita- odau -
nici popiju dozu vode obiljeZzene izotopima 2H i organizmu

180. Sljededi uzorak urina uzima se nakon $to su
se obiljezivaci ravnomjerno rasporedili u tijelu. U
slijedeca dva tjedna uzorci se mogu prikupljati na
dnevnoj bazi ili periodi¢no, a u najjednostavnijem
slucaju (tzv. metoda dvije tocke) dovoljno je uzeti
samo jedan uzorak, i to 14. dan nakon uzimanja
doze vode. U tom periodu, zbog eliminacije obi-
lijeziva€a iz organizma, dolazi do eksponencijal-
nog opadanja 6 vrijednosti (slika 2). Do eliminaci-

Slika 3. Shematski prikaz principa unosa doze vode u organizam i eliminacije
2H i 0 kroz gubitke vode i disanjem.

je obiljezivata iz organizma najvec¢im dijelom
dolazi disanjem i mokrenjem, pri éemu se 20
gubi brze iz tijela od 2H. Razlog je u toma sto se 2H
u najvecoj mjeri iz organizma izbacuje vodom, a
80, osim vodom, i izdahnutim CO, (slika 3). Razli-
ka u brzini eliminacije 2H i 20, koji su istovreme-
no unijeti u organizam, daje podatak o proizvod-
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nji CO,, a time i indirektan podatak o TEE-u®*®.
Brzina eliminacije pojedinog izotopa (k ) kod me-
tode dviju tocaka raCuna se prema relaciji*®:
k =[In(6,—6)—1In(6,-6)] -t gdje je 6,— ba-
zna razina izotopa u organizmu, 6, — vrijednost
uzorka prikupljenog 4 do 6 sati nakon uzimanja
doze vode, &, — razina obogacenja na kraju pri-

http://hrcak.srce.hr/medicina



D. Mance, S. Nadalin, A. Leki¢ et al.: Stabilni izotopi H i **0 u dijagnostici i istraZivanju pretilosti

mjene metode DLW-a (14. dan od uzimanja doze)
i t — vrijeme od trenutka unosenja 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 ?H i
80 u organizmu je stalna tijekom mjerenja; 2H i
180 se gube iz tijela samo teku¢inom i disanjem?®.
Bududi da su ove pretpostavke samo djelomicno
zadovoljene, u izracun TEE-a moraju se ukljuditi
odgovarajuce korekcije. Nacini izraCuna TEE-a po-
mocu podataka dobivenih metodom DLW-a, kao i
informacije vezane uz pripremu doze vode, odgo-
varajuce korekcije i razmatranja o primjeni meto-
de kod specificnih populacija detaljno su opisani
u literaturi®,

RASPRAVA

Istrazivanja ukazuju na to da visok stupanj preti-
losti moZe skratiti oCekivano trajanje Zivotnog vi-
jeka za cak 20 godina®. Globalizacija, urbanizaci-
ja, stres, nepravilna prehrana te manjak fizicke
aktivnosti pridonijeli su porastu prevalencije pre-
tilosti koja je u 21. stolje¢u poprimila razmjere
svjetske epidemije®!*. S obzirom na to da masno
tkivo predstavlja vazan izvor slobodnih masnih ki-
selina i proupalnih citokina, njegova pojacana
akumulacija, posebice unutar abdomena, dovodi
do razvoja intolerancije glukoze, dislipidemije,
nastanka sistemske upale i znacajno povisuje rizik
za obolijevanje od brojnih kardiovaskularnih, ma-
lignih, ali i drugih bolesti**3. Precizno odredivanje
tjelesnog sastava i mjerenje potrosnje energije
vazni su za procjenu nutritivnog statusa pretilih
osoba, procjenu kardiometabolickog rizika i dru-
gih komorbiditeta, izbor odgovarajuée terapije
protiv pretilosti, kao i za pracenje odgovora na te-
rapijski postupak, primjerice, redukcijsku dijetu ili
kirurski zahvat®%4¢>, Najvaznije prednosti i ograni-
¢enja Cesto koristenih metoda za odredivanje sa-
stava tijela i metoda za procjenu potrosnje ener-
gije prikazane su u tablici 1, odnosno u tablici 2.

Nazalost, niti jedna od metoda koje se koriste u
analizi tjelesnog sastava nije bez nedostata-
ka2¥%28_Sjru primjenu sofisticiranijih metoda, kao
Sto su CT, DXA, denzitometrija i metoda odrediva-
nja TBW-a pomocu stabilnih izotopa H i **0 ogra-
ni¢ava njihova visoka cijena, potreba za posebno
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opremljenim laboratorijima, a u sluc¢aju CT-a i
DXA-e, i primjena ionizirajuteg zraCenja?\.
Odredivanje debljine koznih nabora i BIA-a jeftine
su, relativno jednostavne i prakticne metode, ali
nedovoljno precizne, posebice kod jako pretilih
osoba®®*®’. Upotreba BIA-a dodatno je ogranicena
u stanjima varijabilne hidratacije organizma, po-
put edema, dehidracije, trudnoce, disbalansa
elektrolita i sl.?*¢” 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-
bolickog rizika od BMI-a, narocito u osoba koje su
jako pretile®%8%° Unatoc tome $to ne daje podat-
ke o tjelesnom sastavu, niti je dovoljno pouzdan
za praéenje promjena koje se zbivaju tijekom re-
dukcijskih dijeta i programa vjezbanja, BMI se jos
uvijek koristi kao najcesci, a nerijetko i jedini po-
kazatelj prekomjerne tjelesne mase i pretilosti te
rizika za razvoj bolesti koje su s njima poveza-
ne66,70.

Koristenjem vode obiljezene stabilnim izotopima
2H ili 80 moguce je precizno odrediti sastav tije-
1a%*7+75, Zbog visoke preciznosti, navedena je me-
toda Cesto koriStena kao referentna metoda u
odnosu na ostale “dvokomponentne” metode,
poput mjerenja debljine koznih nabora, BIA-a i
sl.7¢77, IstraZivanja na pretilim osobama, ali i ispi-
tanicima normalne tjelesne mase, ukazuju na
njenu visoku podudarnost s “viSekomponentnim”
modelima’74, Nedavno istraZivanje provedeno u
populaciji pretile ¢ileanske Skolske djece u dobi
od 8 do 13 godina pokazalo je da je u odredivanju
FM-a upravo metoda TBW-a, koristenjem vode
obiljeZzene ?H, najpreciznija od svih “dvokompo-
nentnih” metoda upotrijebljenih u istraZivanju
(mjerenje debljine koznih nabora, BIA, zracna
pletizmografija i DXA)%. Ipak, koristenje vode obi-
lieZzene stabilnim izotopima 2H i *¥0 u odredivanju
tjelesnog sastava ogranicavaju stanja varijabilne
hidratacije u organizmu, poput dijabetesa, bu-
breznog zatajenja i sl., jer, kao Sto je prethodno
spomenuto, metoda determinacije FFM-a iz
TBW-a podrazumijeva konstantnost hidratacije
organizma?*7®.
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Tablica 1. Prednosti i ograni¢enja najcesce koristenih metoda za odredivanje sastava tijela

Metoda
Indeks tjelesne mase

Mijerenje opsega struka i
omjera opsega struka i bokova
Mijerenje debljine koznih
nabora

Bioelektri¢na impedancijska
analiza

Dvoenergijska rendgenska
apsorpciometrija
Odredivanje ukupne kolic¢ine
vode u organizmu pomocu
stabilnih izotopa *H i 0

Kompjutorizirana tomografija

Zracna pletizmografija

Hidrodenzitometrija

Prednosti

jednostavnost, brzina, dostupnost velikog broja
referentnih podataka

jednostavnost, brzina
jednostavnost, brzina
jednostavnost, brzina
preciznost

preciznost, omogucuje i istraZivanje razli¢itih
metaboli¢kih putova povezanih s etiopatogenezom
pretilosti, pogodna za terenska istrazivanja,
primjenjiva u svim dobnim skupinama, ne izlaze
ispitanike ionizirajuéem zracenju

preciznost u odredivanju koli¢ine masnog tkiva u
abdomenu i njegovoj diferencijaciji od koze, kosti,
misica i unutarnjih organa

preciznost, primjenjiva u svim dobnim skupinama

jedna od preciznijih “dvokomponentnih” metoda

Ogranicenja
nepouzdan pokazatelj pretilosti, posebice kod
djece i adolescenata, ne daje informacije o
sastavu tijela, ve¢ samo o uhranjenosti
nedovoljna preciznost, indirektna determinacija
abdominalnog masnog tkiva u tijelu

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

nepouzdanost u stanjima varijabilne hidratacije
u organizmu i kod jako pretilih osoba

izlaganje ioniziraju¢em zracenju, visoka cijena

ogranic¢ena upotreba u stanjima varijabilne
hidratacije u organizmu, visoka cijena

izlaganje ioniziraju¢em zracenju, visoka cijena

visoka cijena

neprakti¢nost, nije primjenjiva kod male djece

Tablica 2. Prednosti i ogranic¢enja najcesce koristenih metoda za odredivanje potrosnje energije

Metoda
Upitnici o unosu hrane i/ili
fizickoj aktivnosti
Direktna kalorimetrija

Indirektna kalorimetrija

Metoda dvostruko obiljezene
vode

Biolektri¢na impedancijska
analiza

Prednosti
jednostavnost, brzina

preciznost

preciznost

jedina metoda kojom je moguce odrediti TEE u
viSednevnom periodu u kojem ispitanik obavlja
svakodnevne Zivotne aktivnosti, omogucuje i
istrazivanje razlic¢itih metabolickih putova povezanih
s etiopatogenezom pretilosti, primjenjiva je u svim
dobnim skupinama, ne izlaZe ispitanike
ioniziraju¢em zracenju

jednostavnost, brzina

TEE — ukupna potrosnja energije, REE — potrosnja energije u stanju mirovanja

Ogranicenja
subjektivnost

izolacija ispitanika u strogo kontroliranim
laboratorijskim uvjetima neprikladnim za
vecinu oblika fizicke aktivnosti, visoka cijena
nemogucénost mjerenja svih komponenti
potrosnje energije (precizno odreduje samo
REE)

nemogucnost razlikovanja pojedinih
komponenti ukupne potrosnje energije
(odreduje samo TEE), visoka cijena

odreduje samo REE na temelju prediktorskih
jednadzbi, nedovoljna preciznost

Pored jos$ uvijek visoke cijene, nedostaci sofisti-
ciranijih metoda za odredivanje potrosnje ener-
gije su potreba izolacije ispitanika u strogim la-
boratorijskim uvjetima koji su neprikladni za
vecinu oblika fizicke aktivnosti (direktna kalori-
metrija) te nemogucénost razlikovanja pojedinih
komponenti potrosnje energije?-’%. Tako je me-
todom DLW-a moguce odrediti samo vrijednosti

TEE-a, dok se konvencionalnom indirektnom ka-
lorimetrijom pouzdano moZe determinirati
samo REE'’. Glavni nedostaci jednostavnijih i
jeftinijih metoda su njihova nedovoljna preci-
znost (BIA) i subjektivnost (upitnici o prehrani i/
ili fizickoj aktivnosti)?’. IzraCun REE kod bioelek-
tricne impedancije provodi se pomocu predik-
torskih jednadzbi kojima prethodi odredivanje
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FM-a i FFM-a na temelju razlike otpora za izmje-
ni¢nu struju slabe jakosti?’.

Metoda DLW-a zasada je jedina metoda kojom je
moguce mjeriti TEE u viSednevnom kontinuira-
nom periodu dok ispitanik obavlja svakodnevne
Zivotne aktivnosti'#?®, Usprkos visokoj cijeni i slo-
Zenoj tehnologiji na kojoj se temelji, kao i ¢injeni-
ci da se u humanoj populaciji primjenjuje svega
tridesetak godina, istrazivanja potrosnje energije
koja su koristila metodu DLW-a su brojna427-2%79,
Primjena metode DLW-a omogucila je uvid u bo-

Koristenje vode obiljeZzene izotopima *H i 0 omogucu-
je pouzdano odredivanje kolicine masne mase u uku-
pnoj tjelesnoj masi i ukupne potrosnje energije organiz-
ma. Metode koje koriste 2H i O ne izlazu ispitanike
ioniziraju¢em zracenju, ne zahtijevaju hospitalizaciju is-
pitanika, pogodne su za terenska istrazivanja te su pri-
mjenjive u svim dobnim skupinama.

lje razumijevanje mehanizama potrosnje energije
u humanoj populaciji, Sto je od posebne vaznosti
za rasvjetljavanje etiopatogeneze pretilosti®*?°.
Istrazivanja koja su koristila metodu DLW-a za
mjerenje potrosnje energije ukazala su na vaznu
¢injenicu da pretile osobe, suprotno ocekivanju,
nemaju smanjen TEE u odnosu na osobe normal-
ne tjelesne mase®®2, Pokazalo se da su vrijedno-
sti TEE-a pozitivno korelirane s veli¢inom ftijela,
ukupnom tjelesnom masom, kao i FFM vrijedno-
stima, tj. da se potrosnja energije povecava s veli-
¢inom tijela®*®, Odstupanja od prethodno spo-
menute Cinjenice da debljanje nije povezano s
niskom razinom TEE-a javila su se samo u istrazi-
vanjima koja su provedena na osobama u kojih
je, nakon normalizacije tjelesne mase uslijed re-
dukcijskih dijeta zbog pretilosti, nakon viSemje-
secnog perioda ponovno doslo do porasta tjele-
sne mase®. Naime, pokazalo se da su nize TEE
vrijednosti odredene metodom DLW-a, za tu sku-
pinu ispitanika, bile znacajan prediktor brZzeg po-
novnog porasta tjelesne mase i/ili ponovnog ra-
zvoja pretilosti®.

Nadalje, koristenje 2H i/ili **0 u humanoj popula-
ciji i na animalnim modelima omogucdilo je i bolji
uvid u razlicite metabolicke procese u pretilosti
poput de novo lipogeneze, gliceroneogeneze i

sl.3%, Pokazalo se da u humanoj populaciji pojacan
unos ugljikohidrata prehranom ima neznatan uci-
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 aktivna®®’. Tako u glo-
davaca, primjerice, oko 50 % masnih kiselina u ma-
snom tkivu nastaje de novo lipogenezom, a u svi-
nja, kod kojih je pojacana lipogeneza prilikom
uzgoja pozeljna, i do 80 %%°. Zanimljiva istrazivanja
na animalnim modelima pokazala su da glicerone-
ogeneza (sinteza alfa-glicerol fosfata iz glukoneo-
genetskih prekursora koji nisu glukoza i glicerol) u
puno veéoj mjeri pridonosi sintezi triglicerida u je-
tri (65 %), negoli u masnom tkivu (17 %), gdje glav-
nina triglicerida nastaje iz glukoze®®2,

Kod istrazivanja koja koriste metodu DLW-a tako-
der je vazno poznavati i prirodnu zastupljenost 2H
i 0 u pitkoj vodi koju konzumiraju ispitanici. Nai-
me, buduci da su H i *#0 prisutni u organizmu i
prije konzumacije doze vode, promjene izoto-
pnog obogacenja do kojeg je doslo zbog unose-
nja obiljezivaca mogu se detektirati samo u odno-
su na baznu razinu izotopa (6,).

Zbog pretpostavke da je prirodna razina 2Hi 0O u
organizmu stalna u tijeku mjerenja, uobicajeno je
da se za baznu razinu izotopa na kraju provode-
nja metode uzima ista 6-vrijednost koja je odre-
dena kao bazna razina izotopa u organizmu prije
konzumacije doze vode (8 ). No ako bi tijekom
provodenja metode doslo do promjene bazne ra-
zine izotopa, spomenuta pretpostavka dovela bi
do pogreske u odredivanju TEE-a. Na slici 2 prika-
zano je kako bi povisenje bazne razine § na razi-
nu &’ za posljedicu imalo to da bi se u izra¢un
uvrstila pogresna razina izotopnog obogacenja Y,
a ne stvarna razina obogadenja X. Poznavanje
promjena izotopnog sastava pitke vode moze
ukazati na moguce promjene u baznoj razini izo-
topa u organizmu ispitanika®. Primjerice, pokaza-
lo se da izvorske vode rijeckog podrucja pokazuju
sezonalne promjene 62H i 6¥0%. Do tih zakljuca-
ka doslo se na osnovi tjednih uzorkovanja, a jo$
bolji uvid u moguce 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
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primorju®l. To ukazuje na cinjenicu da ispitanici
ne bi trebali putovati za vrijeme provodenja me-
tode DLW-a ili bi na izracun brzine eliminacije izo-
topa valjalo primijeniti odgovarajuce korekcije.
Jedna od izrazitih prednosti metode koja koristi
vodu obiljezenu stabilnim izotopima 2H i/ili 20,
neovisno koristi li se u svrhu odredivanja sastava
tijela ili determinacije potrosnje energije u orga-
nizmu, jest mogucnost njene primjene u svim
dobnim skupinama?>?*7>. BMI se kod djece i ado-
lescenata pokazao izrazito nepouzdanim, jer su
kod njih grani¢ne vrijednosti za definiciju preko-
mjerne tjelesne tezine i pretilosti razli¢ite u odno-
su na odrasle i pokazuju znacajne varijacije s ob-
zirom na spol i dob”™%%. Nadalje, koristenje
hidrodenzitometrije koje zahtijeva potapanje pod
vodom te mjerenje debljine koznih nabora nije
prikladno za malu djecu?*.

ZAKLJUCAK

Ne postoji idealna metoda za istrazivanje pretilo-
sti. Metode kod kojih se koristi voda obiljezena
stabilnim izotopima 2H i 0 ne zahtijevaju hospi-
talizaciju ispitanika i ne ogranicavaju njihove sva-
kodnevne Zivotne aktivnosti, pogodne su za te-
renska istrazivanja i primjenjive su u svim dobnim
skupinama. Upotrebom 2H i 0 moguce je prove-
sti preciznu “dvokomponentnu” analizu tjelesnog
sastava i pouzdano dugoroc¢no odredivanje TEE-a,
a obiljezavanjem organskih molekula pomocu
vode obogacene 2H i/ili 80 i istraziti razli¢ite me-
tabolicke putove u organizmu i njihovu poveza-
nost s etiopatogenezom pretilosti. Ipak, te meto-
de imaju ograni¢enu upotrebu u stanjima
varijabilne hidratacije u organizmu (edemi, dehi-
dracija i sl.). Siru uporabu metoda koje koriste
vodu obiljeZenu ?H i 80 zasigurno onemoguduje
zahtjevno i skupo mjerenje IRMS-om, no za oce-
kivati je da ¢e se taj ogranicavajuci ¢imbenik eli-
minirati daljnjim razvojem laserskih apsorpcijskih
spektrometara za odredivanje 6°H i §'0. U sva-
kom slucaju, pravodobna i precizna dijagnostika
pretilosti upotrebom 2H i 80 predstavlja vazan
korak u njenoj pravovremenoj terapiji, kao i pre-
venciji kardiovaskularnih, metabolickih, respira-
tornih, lokomotornih i psiholoskih komplikacija.

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