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1. UvOD

Astma 1 pretilost spadaju u najcesée kronicne bolesti u pedijatrijskoj populaciji, a njihov
komorbiditet predstavlja jedinstven klinicki izazov. Brojne studije upucuju na njihov slozen,
dvosmjeran odnos, pri ¢emu pretilost moze pridonijeti tezoj klinickoj slici astme, ali i obrnuto,
kroz mehanizme koji jos uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni 3. Jedan od klju¢nih povezujuéih
¢imbenika je masno tkivo, koje u pretilosti izlucuje izmijenjene razine adipokina i citokina,
pridonose¢i sustavnoj upali. U pretilih osoba cesto su poviSene koncentracije proupalnih
adipokina leptina i rezistina, dok su razine protuupalnog adiponektina znac¢ajno smanjene +°.
Pretpostavlja se da ova sustavna upala, posredovana citokinima i adipokinima, ima klju¢nu
ulogu u etiologiji astme kod pretile djece, potencijalno dovodeéi do pojacane upale diSnih
putova i pogor$anja tezine astme 1.

Dodatno, sve ve¢i interes usmjeren je prema ulozi vitamina D kao potencijalnog
modulatora povezanosti pretilosti i astme. Status vitamina D intenzivno je analiziran u
razli¢itim regijama i populacijama, ukljucujuci razlicite etnicke skupine, ali i dalje ne postoji
konsenzus o njegovim optimalnim koncentracijama i referentnim vrijednostima, osobito u
pedijatrijskoj dobi 12716, Naime, u veéem broju razli¢itih opservacijskih studija objavljeni su
rezultati koji potvrduju manjak vitamina D c¢ak 1 kod zdrave djece, podizu¢i svijest o
potencijalno visokoj prevalenciji nedovoljnih razina vitamina D na globalnoj razini, na $to ne
utje¢u samo prehrambene navike ili izlaganje suncu, ve¢ i dob, spol ili ekonomski status.
17,1812,19-22,13,16

Nedostatak vitamina D uo€en kod pretilosti 1 bolesnika s astmom, ¢ini djecu i
adolescente s oba poremecaja jo§ osjetljivijom skupinom, gdje njegova deficijencija moze
dovesti do tezih, losije kontroliranih oblika astme !. Takoder, vitamin D bi mogao imati
modulatorni u¢inak na ekspresiju gena odgovornih za sintezu i izlu€ivanje adipokina, $to su
pokazale studije koje su izvijestile o znacajno nizim razinama adiponektina kod pretile djece s
nedostatkom vitamina D 24, Nadalje, neke su studije potvrdile obrnutu korelaciju izmedu
tezine astme 1 razina vitamina D u serumu, pri ¢emu se suplementacija vitaminom D ¢ini
obecavaju¢im dodatkom terapiji, utjecuéi na koncentracije adiponektina i kontrolu astme %

Ipak, uc¢inkovitost suplementacije vitamina D kao intervencije za pobolj$anje ishoda astme kod

pretile djece i dalje ostaje upitna, §to naglaSava potrebu za daljnjim istrazivanjima.



Iako brojne studije pokusSavaju uspostaviti jasnu vezu izmedu astme i pretilosti kod
djece, relativno je malo studija koje ciljano istrazuju ulogu adiponektina, vitamina D i upalnih
markera u ovom kontekstu, osobito u Hrvatskoj. Primjena razli¢itih metoda omogucila bi
identifikaciju potencijalno vaznih bioloskih ¢imbenika u razvoju oba poremecaja te definirala
grupe djece s veé¢im rizikom napredovanja navedenih poremecaja, osobito u slucaju potvrde
njihove povezanosti s polimorfizmima receptora vitamina D. Analizirajuci razlic¢ite biomarkere,
ovo istrazivanje nastojalo je pojacati razumijevanje utjecaja pretilosti na egzacerbaciju astme

te pridonijeti razvoju poboljsanih strategija lijeCenja ove ranjive pedijatrijske populacije.

Ciljevi istrazivanja:

e Utvrditi postoje li razlike u razinama vitamina D kod djece s pretilo$¢u i/ili
astmom te zdrave djece;

e Utvrditi jesu li izabrani polimorfizmi receptora vitamina D povezani s razvojem
pretilosti i astme;

e Utvrditi postoje li razlike u razinama adiponektina kod djece s pretilo§éu i/ili

astmom te zdrave djece.

Hipoteze:
e Djeca s astmom 1/ili pretilo§¢u €esto uz osnovni poremecaj imaju nedostatak
vitamina D, koji pridonosi napredovanju 1 teZini njihove bolestt;
e Polimorfizmi receptora vitamina D povezani su s astmom i pretilo$¢u te ¢ine
predispoziciju za njihov razvoj;
¢ Razine adiponektina snizene su kod osoba s pretiloS¢u te se izostanak njegovih
protuupalnih u¢inaka moze povezati s ve¢om prevalencijom astme.
Metode:

U svrhu izrade ovog doktorskog rada koristena je metoda tekuc¢inske kromatografije visoke
djelotvornosti za odredivanje razina vitamina D; metoda izolacije DNA i lancana reakcija
polimeraze za utvrdivanje povezanosti polimorfizama receptora vitamina D s astmom i
pretilosS¢u te enzimski imunosorbentni test za odredivanje razine adiponektina. Dodatno je kod
svih ispitanika, tijekom klinickog pregleda testirana plu¢na funkcija spirometrijom te je

izmjerena frakcija izdahnutog dusikovog oksida.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Astma

Astma je opstruktivna upalna bolest donjih di$nih putova, koja se uvrstava u jednu od
najces¢ih kroni¢nih nezaraznih bolesti, s oko 300 milijuna oboljelih diljem svijeta. Na
globalnoj razini smjestena je medu prvih 20 bolesti koje smanjuju kvalitetu zivota pacijenta, a
procjenjuje se da bi do 2025. godine ovom bolesti moglo biti pogodeno dodatnih 100 milijuna
ljudi 26?7, Unato¢ brojnim naporima kojima se pokusalo adresirati razvoj i progresija astme,
Globalna inicijativa za astmu (engl. Global Initiative for Asthma, GINA) objavila je kako je
teret koji astma predstavlja, zbog prerane smrti i smanjene kvalitete Zivota te utjecaja na
ekonomiju, i dalje znacajan problem javnog zdravstva 2"?8, Unutar oboljele populacije, 14%
pacijenata s dijagnosticiranom astmom spada u pedijatrijsku populaciju, $to ju ¢ini naj¢eS¢om
kroni¢nom, respiratornom bolesti kod djece ?°, a losa kontrola bolesti povezuje se s brojnim
negativnim posljedicama, ukljucujuéi izostanake iz Skole, nesudjelovanje u fizickim
aktivnostima, bolovanja staratelja te strah od teskih simptoma 2°3L,

Ovu kompleksnu, multifaktorijalnu bolest karakterizira nekoliko tipi¢nih simptoma,
poput piskutavog disanja, kaslja, nedostatka daha, stezanja u prsima te razli¢itih ekspiratornih
smetnji disanja. Navedeni simptomi variraju tijekom vremena te se mogu razlikovati u
intenzitetu, a Cesto su aktivirani razli¢itim okida¢ima poput alergena, fizicke aktivnosti,
virusnih respiratornih infekcija i promjene vremena 28, U pozadini astme mnogo je razli¢itih
procesa te se prema prepoznatljvim ¢imbenicima svrstava u nekoliko fenotipova i endotipova.
Fenotip opisuje klinicke i morfoloSke karakteristike te individualne odgovore na terapiju, a
klini¢ki je relevantan za bolje shvacanje okidaca, prezentaciju bolesti i odgovor na danu
terapiju, ali ne daje nuzno uvid u patoloske mehanizme u pozadini. S druge strane, endotipovi
opisuju podtipove bolesti, koji se definiraju prema sli¢nim bioloskim mehanizmima 283233,

Na temelju navedenih karakteristika, pacijenti se svrStavaju u odredeni astmatski fenotip, a
prema GINA-i 28 neki od najéeséih su:
» Alergijska astma — najprepoznatljiviji tip astme koji se ¢esto pojavljuje vec u djetinjstvu

I povezan je s obiteljskom povijesti alergijskih bolesti poput alergijskog rinitisa, alergije

na hranu te atopijskog dermatitisa. U sputumu bolesnika s alergijskom astmom ¢esto se

identificira eozinofilna upala diSnih puteva, a pacijenti s ovim tipom astme ¢esto dobro
odgovaraju na terapiju inhalacijskim kortikosteroidima (engl. inhaled corticosteroids,

ICS).



> Nealergijska astma — astma koja nije povezana s alergijom. Stani¢ni profil sputuma
pacijenata moze biti eozinofilni, neutrofilni ili sadrzavati samo par upalnih stanica.
Pacijenti s nealergijskom astmom c¢esto pokazuju nepotpuni ili kratkotrajniji odgovor
na terapiju ICS-om.

» Astma u kasnijoj (odrasloj) dobi — neki pacijenti, osobito Zene, razviju astmu tek u
odrasloj dobi. Ovi pacijenti ¢esto nemaju alergije i ¢esto zahtijevaju vece doze ICS-a.
Kod ove grupe pacijenata nuzno je iskljuciti profesionalnu astmu (astma koja se javlja
zbog izlozenosti okidacima na poslu).

» Astma s perzistentno snizenom plu¢nom funkcijom— neki pacijenti razviju limitacije u
protoku zraka, koje su stalne ili nepotpuno reverzibilne, a ovaj fenomen povezuje se s
remodeliranjem stijenke diSnog puta.

» Astma s pretilos¢u — odredeni dio pretilih pacijenata s astmom ima Cesta pogorSanja,
lo$iji odgovor na terapiju, te odsustvo eozinofilne upale diSnih puteva.

Ova izrazito heterogena bolest, kod pacijenata se moze prezentirati razli¢itim stupnjevima
tezine, od blage do teske astme ili od povremenih do trajnih opstrukcija dignih putova 262832,
Upravo zbog toga, uvrStavanje astme kod djece u odredeni, jasno definirani fenotip moze
predstavljati veliki izazov za klinicare, osobito zbog nedostatka specifi¢nih i validiranih

biomarkera.

2.1.1. Patofiziologija astme

Astmu karakteriziraju hiperreaktivnost te upala i obstrukcija diSnih putova, a sama
pozadina bolesti je kompleksna 1 jo§ uvijek nije u potpunosti razjasnjena. Simptomi astme i
opstrukcija diSnih putova povezuju se s egzacerbacijom upale, a ukljuceni medijatori i stanice
razlikuju se ovisno o stimulusu, pri ¢emu je krajnji rezultat kontrakcija glatkih miSica u
stijenkama disnih putova i upala koja se smiruje spontano ili s odgovaraju¢om terapijom 3%,
Patogeneza astme ukljucuje razli¢ite stanice imunoloSkog sustava poput limfocita T, limfocita
B, mastocita, makrofaga, neutrofila, eozinofila te dendriti¢nih stanica, a identifikacija i brojanje
odredenih populacija stanica u gornjim i donjim diSnim putovima klju¢no je u karakterizaciji
vrsta upale, odnosno diferencijaciji endotipa. U patogenezi astme znacajnu ulogu ima
neravnoteZa izmedu Thl i Th2 limfocita. Naime, podtip pomo¢nic¢kih limfocita T (CD4+ T-
stanice), Th1 stanice, uklju¢ene su u proizvodnju citokina (npr. INF-y) te suprimiraju aktivaciju

Th2 stanica, Sto posljedi¢no vodi do smanjivanje eozinofilne upale i poticanja neutrofilne upale.

Koraci neutrofilne astme nisu do kraja razjasnjeni, ali ¢imbenici poput endotoksina i virusnih



infekcija uzrokuju ozljedu epitelnih stanica, $to vodi do sekrecije IL-6 i IL-8 te privlacenja
neutrofila, pomicu¢i imunologki odgovor prema Th1 i Th17 odgovoru *. Suprotno, mehanizam
alergoloske astme pocinje susretom epitelnih stanica s alergenom i lucenjem citokina koji
aktiviraju dendriticne stanice te prezentiraju alergene naivnim limfocitima, promovirajuci
diferencijaciju Th2 stanica 3%, Aktivirane Th2 stanice zatim poti¢u proizvodnju proupalnih
citokina (IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13), pri ¢emu IL-4 i IL-13 poti¢u limfocite B na proizvodnju
imunoglobulina E (IgE) te uzrokuju sekreciju mukusa i vode do preosjetljivosti disnih putova
37,34.

Prema novijim saznanjima astma se prema tipu upale dijeli na astmu tipa 1 te astmu tipa
2, pri ¢emu je astma tipa 2 glavni endotip kod djece, a 80% djece s astmom moze se svrstati u
skupinu alergijske (ili atopijske) astme, kao podskupine astme tipa 2. Astmu tipa 2
karaktriziraju poviseni biomarkeri poput eozinofila u krvi ili sputumu, frakcija izdisaja
dusikovog oksida te ukupni IgE 8. Alergeni, onegiscivaéi ili mikoorganizmi aktiviraju
bronhijalni epitel te pokre¢u eozinofilnu upalu disnih putova, koju stanice urodenog
imunoloskog sustava (prirodne stanice ubojice, progenitori eozinofila i bazofila, urodene
limfoidne stanice tipa 2) te Th2 stanice odrzavaju ludenjem citokina poput IL4, IL-5 i I1L-13 %,

Novija istrazivanja sugeriraju kako bi disfunkcija makrofaga takoder mogla imati vaznu
ulogu u patogenozi astme, osobito kod alergijskog tipa astme, gdje aktivacija makrofaga moze
dovesti do lucenja citokina poput INF-v, lipopolisaharida te faktora nekroze tumora-alfa (engl
Tumour Necrosis Factor alpha, TFN-a) te posljedi¢no aktivaciju neutrofila putem Thl i Th17
stanica %%, Osim toga, novija istrazivanja isticu vaznu ulogu mastocita, osobito u teskom
obliku astme, gdje je pronadena pozitivna korelacija submukozne upale mastocita sa stopom
tezih egzacerbacija 2 .

Klini¢ki simptomi i patogeneze astme povezani su sa lucenjem citokina IL-4, IL-5i IL-
13, pri cemu IL-4 i IL-13 pridonose proizvodnji sluzi, hiperplaziji vrcastih stanica, fibrozi,
izotipskom prekapcanju B-stanica, sintezi IgE-a, infiltracijom tkiva eozinofilima, proizvodnji
dusikovog oksida i remodeliranju di$nih putova, dok IL-5 poti¢e sazrijevanje i aktivaciju
eozinofila **. Svi navedeni molekularni mehanizmi poti¢u upalne procese na razini tkiva i
organa, koji rezultiraju vaznim patofizioloskim i klinickim posljedicama bolesti. Aktivacija
upale tipa 2 uzrokuje trajnu hiperreaktivnost disnih putova te disfunkciju epitelne barijere, a
ostecena epitelna barijera kod astmaticara pokrece kontinuiranu aktivciju upalnih signala tipa

2, rezultirajug¢i zagaranim krugom upalnih procesa 4.



2.1.2. Fenotipovi astme

Fenotipovi astme ovise o prirodi okidaca (alergijska/nealergijska), dobi aktivacije u
djece (dojenacka dob, predskolska i Skolska dob, adolescentna astma) te pozadini
patofiziologije (poviSeni/snizeni T2-posredovani stani¢ni odgovor). Astma se na temelju
brojanja stanica moze podijeliti u Cetiri upalna fenotipa: eozinofilnu (poviseni eozinofili, uredni
neutrofili), neutrofilnu (poviseni neutrofili, uredni eozinofili), mijeSanu granulocitnu (poviseni
eozinofili, poviSeni neutrofili) i paucigranulocitnu (uredni eozinofili, uredni neutrofili) astmu
3 Stanice imunologkog sustava u astmi su u medusobnoj kompleksnoj interakciji, §to uzrokuje
otpusStanje medijatora poput histamina i leukotriena te vodi do strukturalnih i fizioloskih
promjena 44637 Fizioloska posljedica ove interakcije i procesa je hiperreaktivnost dinih
putova, §to moze voditi do daljnje obstrukcije i egzacerbacije astme, a do sada su predloZena
dva osnovna tipa koji djeluju kao okidac¢i - okoli$ni i ¢imbenici domacina. U ¢imbenike
domacina ubrajaju se genetika (roditelji astmaticari) i spol, pri ¢emu je prevelancija bolesti
¢esce zabiljezena kod djecaka. Okolisni ¢imbenici ukljucuju virusne infekcije, duhanski dim,
alergene, fizicku aktivnost, stres i gastroezofagealni refluks, koji odvojeno ili zajedni¢ki mogu
inicirati pogorsanje osnovne bolesti i napadaje astme. Osim toga, neke studije pokazale su kako
¢imbenici poput infekcija majke 1 pusenja tijekom trudnoce, imaju utjecaj ve¢ u prenatalnom
razdoblju 4474837,

Poboljsanje u limitaciji diSnih putova Cesto dolazi u kombinaciji s ublaZzavanjem i
nestankom simptoma astme. lako se ranije astmu smatralo reverzibilnim poremecajem,
danasnja istrazivanja ukazuju na to da dolazi do trajnih strukturalnih promjena disnih putova
(remodeliranje diSnih puteva), koje pridonose patogenezi astme, progresiji 1 ozbiljnosti bolesti
te nedostatku reverzibilnosti 4649035 Osim toga, sve je vise dokaza da je astma dugoro¢no
povezana s odredenim smanjivanjem pluéne funkcije, $to je takoder indikacija strukturalnih i
vjerojatno trajnih promjena disnih putova kod pacijenata s perzistentnom astmom 4%, Jako
je sve vise studija ukljuc¢eno u bolje razumijevanje patogeneze astme i dalje postoji rastuci trend
u incidenciji i morbiditetu bolesti, osobito u zapadnjackim zemljama te predstavlja znacajan

direktan medicinski i indirektni ekonomski teret.

2.1.3. Epidemiologija astme

Definicija i1 klasifikacija astme kod djece je kompleksna zbog heterogene i

multidimenzionalne prirode bolesti te varira izmedu razli¢itih istrazivackih grupa. lako se



tijekom godina pokusalo do¢i do konsenzusa, gotovo 60 razli¢itih definicija djecje astme
koristeno je u preko 122 objavljene studije 25°1°2, lako neke od definicija mogu djelovati gotovo
identi¢no, neke od njih su vise osjetljive, dok su druge vise specificne. Primjer toga opisali su
Dharmage i sur., koji su na temelju literaturnih izvora prikazali kako postoji razlika izmedu vise
osjetljivih definicija astme, gdje pojedinci sami procjenjuju pojavu piskutavog disanja u zadnjih
12 mjeseci bez prisutstva prehlade te vise specifi¢nih definicija astme, dijagnosticiranih od
strane lije¢nika. Naime, definicije postavljene na temelju upitnika efektivno procjenjuju veéu
prevalenciju, za razliku od klinicke definicije koja uz piskutavo disanje u odredivanje dijagnoze
Cesto ukljucuje i objektivna mjerenja poput istodobnog prisutstva bronhijalne hiperreaktivnosti
26, Upravo zbog toga je Gesta pojava i previse i nedovoljno dijagnosticiranih slucajeva, gdje je
osobito problemati¢an prevelik broj neto¢nih dijagnoza koji vodi do izlaganja djece
nepotrebnim nuspojavama uzrokovanih lijekovima te trivijaliziranja bolesti.

Osim toga, dob pacijenta izuzetno je vazan ¢imbenik, osobito kod mlade djece, gdje je
tesko razlikovati prolazno piskutavo disanje uzrokovano virusnim infekcijama i1 pocetak prave
astme, iako ponavljajuce epizode tijekom ranije dobi u mnogim slucajevima mogu predstavljati
rane faze astme 25°3, Upravo zbog toga, simptomi poput piskutanja i kaslja te objektivne mjere
poput pluéne funkcije, biomarkera u krvi i sputuma i/ili urina, trebali bi se istodobno analizirati
I promatrati kao cimbenici karakteristi¢ni za astmu. Ipak, postoji nekoliko ozbiljnih poremecaja
koji se mogu povezati sa sli¢nim ili gotovo identi¢nim karakteristikama poput piskutanja,
kroni¢nog kaslja i/ili nedostatka daha u djece i samim time djelovati kao astma 26295455,

Iako je u danasnje vrijeme fenotipska heterogenost astme globalno prihvacena, dodatan
problem je ispravno identificiranje razli¢itih endotipova astme i1 razumijevanje patofizioloSkih
mehanizama u njihovoj podlozi, §to je klju¢ za personaliziranu i preciznu medicinu. Bolje
definirani endotipovi astme i alergijskih bolesti te konsenzus oko razli¢itih fenotipova
piskutavog disanja tijekom djetinjstva, na poslijetku vode k vise ciljanim istrazivanjima koja bi
posljedi¢no identificirala molekularne, geneticke, demografske 1 okoliSne Cimbenike te
omogucila bolje predvidanje endotipova s vecom preciznoS¢u i sigurnoS¢u. Upravo zbog
varijabilnosti ¢cimbenika koji mogu utjecati na razvoj bolesti i oteZanog objektivnog mjerenja
pluéne funkcije u pedijatrijskoj populaciji, klinicari se u definiranju i dijagnosticiranju astme i

alergijskih bolesti susre¢u s brojnim izazovima (Slika 1.) %%
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Slika 1. 1zazovi u razumijevanju i dijagnosticiranju astme (preuzeto i prilagodeno iz Belgrave i sur.;
2017. 4.

2.1.4. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj i dijagnostiku astme

Kada se postavi sumnja na astmu, dijagnoza bolesti u djecjoj populaciji zahtjeva
precizno promatranje trenutnog stanja i povijesti bolesti, obiteljske povijesti bolesti te lije¢nicki
pregled. Ne postoji jedan test koji bi se smatrao zlatnim standardom u dijagnosticiranju astme,
zbog ¢ega se dijagnoza donosi na temelju viSe ¢imbenika poput ponavljajucih, karakteristi¢nih
simptoma, prisutnosti upale diSnih putova, odgovora na terapiju te mogucnosti postojanja
drugih dijagnoza®®. Postavljanje dijagnoze temelji se na identifikaciji karakteristi¢nih
respiratornih simptoma poput piskutanja, kaslja i stezanja u prsima te dispneje sa snizenim
ekspiratornim protocima, a dokaze je poZeljno odmah dokumentirati, s obzirom na to da se
simptomi s vremenom mogu poboljsati spontano ili zbog terapije. Primjerice, nakon uvodenja
terapije ICS-om dijagnozu astme vrlo je tesko potvrditi, zbog manje varijabilnosti simptoma i
pluéne funkcije 2.

Pri dijagnosticiranju astme kod djece iznad 5 godina starosti, kao jedna od provjerenih

metoda Cesto se izvodi spirometrija. Spirometrija je neinvazivni test kojim se mjeri volumen i
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protok zraka tijekom udisaja i izdisaja, a najces¢e mjereni parametri su forsirani ekspiracijski
volumen u prvoj sekundi (engl. Forced expiratory volume in 1 second, FEV1) i forsirani vitalni
kapacitet (engl. Forced vital capacity, FVC) te njihov omjer. FEV1 predstavlja forsirani
volumen zraka izdahnut u prvoj sekundi, dok je FVC ukupan volumen izdahnutog zraka u
forsiranom udahu i izdahu °°. Tako se snizeni FEV1 moZe povezati i s drugim pluénim
bolestima, snizeni omjer FEV1/FVC (<80%) upucuje na snizen ekspiratorni volumen, tj.
opstrukciju donjih disnih putova te podrzava dijagnozu astme, a testiranje je pozeljno ponoviti
ukoliko dode do slabog ili nikakvog odogovora na terapiju ili dvojbenog postavljanja dijagnoze
285629 Takoder, kod astmaticara se esto biljeZi veéi pad vrijednosti FEV1 i vrijednosti omjera
FEV1/FVC tijekom vremena, ali klinicari zbog kompleksnosti bolesti i postojanja razli¢itih
fenotipova, u dijagnosticiranju Kkoriste i dodatne markere *’. Zbog toga se, kao jedan od
pomoc¢nih testova, Cesto koristi i test za mjerenje frakcije izdisaja dusSikovog oksida (engl.
Fractional Exhaled Nitric Oxide, FeNO). Naime, povisene razine FeNO-a detektirane su kod
djece s astmom te reflektiraju eozinofilnu upalu disnih putova, kao rezultat Th2 stani¢nog
odgovora. Obzirom na postojanje dusikovog oksida u ljudskom dahu, mjerenje FeNO-a smatra
se neinvazivnim, Kvantitativnim pokazateljem upale di$nih putova, koji se pokazao korisnim
markerom za donoSenja odluke o izboru terapije kod djece s postavljenom dijagnozom
(odgovor na kortikosteroide) 2°28°, Takoder, mjerenje FeNO-a je osobito prakti¢an test kod
djece sa simptomima nekontrolirane astme, ali neoc¢ekivano normalnim rasponima parametara
spirometrijskog testa ili u situaciji smanjene pluéne funkcije kod bolesnika bez evidentiranih
respiratornih simptoma 8 Smjernice Americkog torakalnog drustva i Europskog respiratornog
drustva predlazu mjerenje FeNO-a prije izvodenja spirometrije, zbog rezultata koji ukazuju na
to kako spirometrija s ponavljaju¢im forsiranim udisajem i izdisajem moze reducirati FeNO i
do 25% kod pacijenata s i bez astme 5%, Takoder, Murray i suradnici u svojoj su studiji objavili
kako bi FeNO mogao imati najbolju dijagnosticku tocnost za trenutnu astmu te su razvili
dijagnosticki algoritam, koji potvrduje logi¢nost mjerenja FeNO-a kao primarnog markera,
osobito zbog potencijalnog utjecaja spirometrije na njegove vrijednosti .

Uz navedeno, jedno od testiranja koje se ne korisi rutinski u postavljanju dijagnoze, ali
se preporuca prema brojnim smjernicama, je alergolosko testiranje. Naime, alergolosko
testiranje je osobito korisno u identificiranju okidaca astme, a obuhvaca kozni ubodni test i
mjerenje specifi¢nog imunoglobulina E (sIgE) 2°%2%3, Nakon postavljene dijagnoze astme,
alergoloski testovi mogu biti vrlo korisni, osobito za uvrStavanje pacijenata u odredeni
astmatski fenotip te planiranje personaliziranih mjera lijeenja i prevencije, Sto pridonosi

uspjesnom izbjegavanju okidaca astmatskih napadaja 62,



Takoder, u preciznoj dijagnostici astme od izuzetne je vaznosti dobro poznavati

potencijalne ¢imbenike koji mogu pridonijeti razvoju astme, a do danas je poznato nekoliko

okidaca koji mogu dovesti do napadaja karakteristi¢nih za ovaj poremecaj (Tablica 1).

Tablica 1. Popis rizicnih faktora i najceséih okidaca astme (Preuzeto i prilagodeno iz Martin i sur.;

2022 %),

Cesti okidadi astme

Rizi¢ni faktori

» Virusne respiratorne infekcije

P Fizicka aktivnost

» Ambijentalne promjene temperature i
vlage

» Kucéni zagadivaci (npr. plijesan, grinje)
P Okolisni zagadivaci

» [zlozenost duhanskom dimu

» Osobna ili obiteljska atopijska povijest
bolesti: ekcem, alergijski rinitis

» Obiteljska povijest astme

P Izlozenost duhanskom dimu

» Prijevremeni porod

P Niska porodajna tezina

» Pretilost

P> Kuéni ljubimei P Losa kvaliteta smjeStaja (plijesan 1

» Jaki mirisi vlaga)
» Anksioznost i stres
» Lijekovi

» Gastroezofagealni refluks

P Zagadenost zraka

U okidace astme spadaju alergijski i nealergijski ¢imbenici, pri ¢emu se u alergijske
¢imbenike ubrajuju alergeni iz zatvorenih prostora i vanjskog okoliSa. U najCeSce alergene
zatvorenih prostora spadaju grinje, plijesan, dlaka macke i psa, glodavci i Zohari, dok u vanjske
alergene spadaju pelud i okoli$na plijesan. Jedan od glavnih nealergijskih okida¢a astme su
virusne respiratorne infekcije, koje su uklju¢ene u vecinu (>80%) egzacerbacija u djece, a u istu
kategoriju spadaju i izlozenost duhanskom dimu, zagadenje zraka, meteroloske promjene,
lijekovi te reakcije na hranu. Osim toga, u sve veCem fokusu istraZivanja uzroc¢nika astme,
osobito u pedijatrijskoj populaciji, su i prekomjerna tezina te pretilost 2*%4, Zbog svega
navedenog, u dijagnosticiranju i lijeCenju astme sve je veci naglasak na vaznosti analize svih
potencijalnih ¢imbenika koji mogu pridonijeti razvoju i tezini ove bolesti, pri ¢emu je kod
simptomatskih pacijenata izuzetno vazna osobna i obiteljska atopijska povijest bolesti (astma,
alergijski rinitis, atopijski dermatitis), kao i edukacija o ¢imbenicima poput pretilosti, koja bi
za bolje razumijevanje i indvidualno lijecenje trebala postati dio rutine lijeCenja astmatskih

pacijenata.
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2.2. Pretilost

-----

zdravstveni problem kod djece i adolescenta je pretilost, koja nastaje zbog prekomjernog
nakupljanja tjelesne masti, kao posljedica neravnoteze izmedu unosa i potro$nje energije ’.
Pretilost u djetinjstvu povezuje se s povecanjem rizika za razvoj razli¢itih poremecaja poput
hipertenzije, dijabetesa, nealkoholne masne jetre, apneje u snu, policisti¢nih jajnika i
neredovitih menstruacija, misi¢no-skeletnih i mentalnih bolesti te astme, za koju se pretilost u
isto vrijeme smatra znacajnim riziénim faktorom, ali i modifikatorom bolesti %°. Globalno se
prevalencija pretilosti gotovo utrostrucila od 1975. godine do 2016. godine. U zadnjih nekoliko
godina je prekomjerna teZina i pretilost zabiljezena u preko 40 mlijuna djece mlade od 5 godina
te oko 340 milijuna djece i adolescenata u dobi od 5 do 19 godina %% pri ¢emu se
prevalencija za djevojéice povecala s 0.7% na 5.6%, a za djecake s 0.9% na 7.8% ®°. Unutar
Europe, stopa pretilosti razlikuju se ovisno o geografskoj lokaciji, s najviSom zabiljeZenom
prevalencijom u mediteranskim zemljama (24-37%) te znacajno nizim stopama kod nacija
atlantske i centralne Europe (14.21%) °.

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) objavila je 2022. godine rezultate petog kruga
istrazivanja Europske inicijative za pracenje debljine u djece — COSI (engl. Childhood Obesity
Surveillance Initiative). Prikupljanje podataka provodilo se u razdoblju od 2018. do 2020.
godine te su sudjelovale 33 zemlje Europske regije, a prema objavljenim rezultatima Hrvatska
se nalazi na visokom petom mjestu s 35% djece u dobi od 8 do 8.9 godina s prekomjernom
tjelesnom masom L. Istrazivanja provedena kod djece predskolske dobi takoder ukazuju na
visoku stopu pretilosti, s 20.8% djece s prekomjernom tezinom ili pretiloS¢u, dok prevalencija
pretilosti u srednjoskolskoj dobi do sada nije precizno dokumentirana "°. Osim toga, Svjetski
atlas debljine koji biljezi predvidanja stope rasta na globalnoj razini, objavio je predvidanja da
¢e porast godi$nje stope rasta debljine kod djece u razdoblju od 2020. do 2035. godine iznositi
4,8% (jako visoka stopa rasta), u usporedbi sa stopom kod odraslih koja ¢e iznositi 2,0%
(srednja stopa rasta) 2.

Pretilost se kod pacijenata najéeS¢e definira pomocu vrijednosti indeksa tjelesne mase
(ITM), matematicke formule, koja se zasniva na odnosu tjelesne teZine i visine osobe (kg/m?).
ITM pokazuje visoku korelaciju s adipoznos$¢u te viskom tezine na razini populacije, ali
ponekad moze biti neprecizan, jer ne mjeri ukupnu tjelesnu adipoznost, ne razlikuje mast i
misiée te ne moze predvidjeti distibuciju masti u tijelu 3. Zbog navedenih razloga ITM moze

precijeniti adipoznost kod djece s pove¢anom miSi¢nom masom, §to je vrlo Cest slucaj kod
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sportasa, a u isto vrijeme podcijeniti adipoznost kod djece s reduciranom misi¢cnom masom,
uzrokovanom sjedilackim nac¢inom zivota. Kod adolescenata i djece se zbog toga za definiranje
prekomjerne tezine i pretilosti koriste percentilne krivulje. Djeca i adolescenti s ITM
vrijednostima jednakim ili ve¢im od 95-tog percentila, specifi¢nog za dob i spol, definiraju se
kao pretila, dok se djeca i adolescenti s ITM vrijednostima jednakim ili ve¢im od 85-tog
percentila, ali manjim od 95-tog percentila definiraju kao ona s prekomjernom tezinom te
poveéanim rizikom za razvoj pretilosti i povezane komorbiditete. Djeca s ITM vrijednostima

izned 99-tog percentila smatraju se ozbiljno pretilima 477,

2.2.1. Uzroci i rizi¢ni faktori za razvoj pretilosti

Pretilost kod djece rezultat je kompleksne intrakcije izmedu razli¢itih nepromjenjivih
(geni) i promjenjivih ¢imbenika (poput epigenetike, fizicke aktivnosti, prekomjernog unosa
kalorija, intrauterinog okoli$a, postnatalnog utjecaja, lijekova, socio-ekonomskog statusa te
etnicke pripadnosti). Genetika spada u rjede ¢imbenike koji uzrokuju pretilost, a s obzirom na
genetsku predispoziciju definirana su tri tipa pretilosti: monogenetska, poligenetska te
sindromska. Monogenetska pretilost rezultat je mutacije ili deficijencije jednog gena te se Cesto
povezuje s ranim razvojem pretilosti (u dobi od 3 do 5 godina), dok je poligenetska pretilost
rezultat istodobne prisutnosti nekoliko varijanti gena, koji imaju akumulativni ucinak.
Sindromska pretilost povezuje se s drugim signalima razvojnog poremecaja, poput dismorfnih
znacajki ili abnormalnosti organa ’® . Razlicita obiteljska istrazivanja pokazala su da je jedan
od vaznijih prediktora pretilosti u djetinjstvu ITM roditelja, $to bi potvrdilo vaznost genske
predispozicije, ali rijetki su poremecaji jednog gena koje se mogu povezati iskljucivo s
pretilo$éu te su oni sami odgovorni za manje od 1% slu¢ajeva "3, Naime, objavljeni rezultati
isticu kako ¢e priblizno 80% djece s oba pretila roditelja takoder biti pretilo, dok ta vjerojatnost
pada na 10% ukoliko se radi o jednom pretilom roditelju, isticuc¢i kako je pretilost kod ljudi
veéinom uvjetovana poligenskim nasljedivanjem 8.

Uzimajuci u obzir promjenjive faktore, definirano je nekoliko kriti¢nih faza razvoja, a
vjeruje se kako je rana faza tijekom intrauterinog perioda krti¢no razdoblje za razvoj pretilosti
u djetinjstvu *™*. Naime, ¢imbenici prisutni tijekom intrauterinog rasta mogu imati znacajnu
ulogu u razvoju prekomjerne tezine, modificiraju¢i neuroendokrine mehanizme kontrole apetita
te funkcionalne sposobnosti gusterace, pri cemu prenatalna izloZenost odredenim ¢imbenicima
poput dobivene prekomjerne tezine u trudno¢i, gestacijskog dijabetesa ili pusenja, moze imati

znacajnu ulogu >, Reilly i sur. potvrdili su snaznu povezanost izmedu porodajne tezine i
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dostignute ITM vrijednosti u kasnijem Zivotu, a rezultati njihove longitudinalne studije
pokazale su kako je povecana porodajna tezina neovisno i linearno povezana s povecanjem
prevalencije pretilosti u dje¢joj dobi 8. U skladu s time sve se vise promovira zdravi Zivotni stil
tijekom trudnoce, preveniraju¢i prekomjernu tezinu koja moze dovesti do vise porodajne tezine
1 utjecati na razvoj prekomjerne tezine i pretilosti kod djece.

Osim toga, veliku ulogu u porastu broja slucajeva pretilosti diljem svijeta imaju |
indvidualni obrasci ponaSanja te zivotni stil, a za bolje razumijevanje pretilosti u djetinjstvu
potrebno je razmotriti 1 bioloske i socijalne ¢imbenike na nekoliko razina, individualnoj,
obiteljskoj te razini zajednice 8!. Smanjena fizi¢ka aktivnost i kvaliteta sna, prekomjerna
izlozenost ekranima te prehrambene navike, samo su neki od ¢imbenika koji se povezuju s
pretiloS¢u i danasnjim sjedilackim nacinom Zzivota. Istrazivanje prehrambenih navika osoba s
pretilos¢u pokazalo je kako je konzumacija brze hrane i zasladenih pica direktno povezana s
njenim razvojem u djetinjstvu, §to je u skladu s podacima kako je takva prehrana povecana tri
puta u zadnja dva desetljeca, kao i prevalencija pretilosti ’’. Indvidualni obrasci prehrane poput
broja i trajanja obroka, takoder se povezuju s prekomjernom tezinom i pretiloséu, a Lee i sur. u
svojem su istrazivanju zabiljezili kako je konzumacija hrane pri izostanku gladi znacajno
povezana s pretilos¢u. Naime, takav tip prehrambenih obrazaca kao odgovor na samu
dostupnost hrane ili emotivno stanje pojedinca ¢esto dovodi do dobivanja na tezini i prejedanja
7

Osim navedenih, naj¢es¢ih ¢imbenika, prevalencija pretilosti povezuje se i sa izrazenim
socijalnim nejednakostima, a smatra se kako su nizi socioekonomski status i suboptimalna
kognitivna stimulacija direktno povezane s njenim razvojem. Naime, djeca i adolescenti nizeg
socioekonomskog statusa ¢esto konzumiraju manje koli¢ine zdravijih namirnica poput voca 1
povrca te vece koli¢ine zasi¢enih masti. Takoder, zabiljezene su jasne regionalne razlike, gdje
u zemljama s nizim i srednjih dohotkom ve¢i rizik od prekomjerne tezine imaju djeca viseg
socioekonomskog statusa, dok su u zemljama s visokim dohotkom u vecem riziku djeca nizeg
socioekonomskog statusa ©°.

Postojanje veceg broja ¢imbenika koji utje¢u na razoj pretilosti te globalni porast broja
djece s prekomjernom tezinom, isti¢u kako se navedeni ¢imbenici ne mogu analizirati izolirano,
nego kao dio njihove kompleksne interakcije. Okoli$na, epidemioloska i nasljedna izlozenost
pojedinaca potencijalno ima jednaku vaznost u razvoju pretilosti, a samo bolje razumijevanje
svih prenatalnih i postanatalnih faktora, genetskih varijanti te stila Zivota mogu pridonijeti

prevenciji od najranije dobe.
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2.2.2. Interakcija pretilosti i astme

Pretilost u pedijatrijskoj populaciji povezuje se s nekoliko razli¢itih bolesti, a njena
prisutnost u adolescentnoj i odrasloj dobi vodi k brojnim komplikacijama tijekom Zivota. Astma
i pretilost predstavljaju dvije od najéesc¢ih kroni¢nih bolesti kod djece, a zbog istodobnog
povecanja u prevalenciji oba poremecaja, sve je vec¢i broj studija koji se bave njihovom
uzro¢no-posljediénom vezom i interakcijom -8, Nekoliko studija objavilo je kako je pretilost

u djetinjstvu povezana s pojavom i teZinom astme %%

, ali je istodobno sve veci broj
istrazivanja koji podrzavaju hipotezu kako astma u djetinjstvu moze dovesti do ubrzanog
dobivanja na teZini te posljediénog razvoja pretilosti °-%2, Naime, nekoliko rizi¢nih ¢imbenika
koji pridonose razvoju pretilosti ¢eS$¢i su kod astmaticara, ukljuujuéi smanjenu fizicku
aktivnost te potencijalne nuspojave pojacanog apetita koje se javljaju tijekom uzimanja
kortikosteroida, a s druge strane pretilost moze uzrokovati upalne procese koji mogu utjecati
na respiratorni sustav i razvoj astme 919093,

Iako mehanizmi koji povezuju pretilost sa ekspresijom astme nisu do kraja objasnjeni,

¢ini se kako adipozno tkivo ima znaéajnu ulogu kod astme povezane s pretiloséu u djetinjstvu

(Slika 2).

Komorbiditeti:
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Hipertenzija

Metabolifl sindrom
Apneja

Deprasija
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+ Qdgovor na terapijn

N

Slika 2. Utjecaj pretilosti na razvoj i tezinu astme (preuzeto i prilagodeno iz Olejnik i

Kuznarr-Kaminska ).
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Naime, adipozno tkivo predstavlja aktivan endokrini organ koji proizvodi citokine i
hormone te regulira metabolizam i1 imunoloski odgovor. Kod osoba s optimalnom tjelesnom
tezinom, adipozno tkivo izluCuje nize razine proupalnih citokina (poput TNF o i NF-kB) i
adipokina leptina i rezistina te proizvodi vece koligine protuupalnog adipokina adiponektina *-
6. Suprotno, kod osoba s pretilo§¢u, adipozno tkivo postaje infiltrirano s proupalnim
makrofagima, koji zajedno s adipocitima proizvode veée koli¢ine proupalnih citokina i
adipokina, a razine adiponektina su snizene, Sto je dovelo do pretpostavki da proupalni
adipokini u pretilosti mogu povecati upalu u di§nim putevima &. Takoder, rezultati dosadasnjih
studija su pokazale kako pretilost potencijalno moze imati i u¢inak na pluénu fiziologiju i
mehaniku disanja, ukljucujuci restriktivne smetnje disanja zbog veceg adipoznog tkiva oko
prsnog kosa i poveéanog abdomena $to smanjuje kapacitet plu¢a 2°3. Istodobno, astma moze
pridonijeti pretilosti kod djece zbog nemogucénosti fizicke aktivnosti bez razvijanja kratkoce
daha, ¢ime je kod takvih pacijenata mogucnost trosenja kalorija te redukcija prekomjerne tezine
smanjena.

Dosadasnje studije predlazu postojanje bar dva fenotipa astme kod djece s pretiloscu;
prvi u kojem pretilost mijenja rani razvoj alergijske astme te drugi u kojem dolazi do razvoja
fenotipa astme s kasnijim pocetkom *>%2, Rano razvijena alergijska astma karakterizirana je
upalom vodenom Th2 limfocitima te povisenim citokinima (IL-4, IL-5), koji poti¢u eozinofiliju
disnih putova. Osim toga povisene su razine IL-13 koji vodi do mukuzne hiper-sekrecije, §to
zajedno s citokinima adipoznog tkiva (plazminogen aktivator inhibitor-1, IL-6, IL-8, monocitni
kemotakti¢ni faktor-1) te adipokinima Stetno utjece na disne putove. To¢na uloga navedenih
¢imbenika U patogenezi alergijskih bolesti jo§ uvijek nije do kraja razjasnjena, ali nekoliko je
studija pokazalo potencijalnu znadajnu ulogu adiponektina 289, Drugi fenotip povezuje
pretilost s kasnijim razvojem astme. Ovaj neatopijski oblik astme je slabije definiran, ali ¢ini se
kako ga karakerizira niZa razina eozinofne upale u diSnim putovima i Th2 upale te smanjene

829  Unatot

reaktivnosti diSnih putova, koja se poboljSava gubitkom tjelesne tezine
nastojanjima da se pretilost kombinirana s astmom uvrsti u jedan od ova dva izdvojena fenotipa,
velik je broj ranije opisanih fenotipova astme u bolesnika s optimalnom tjelesnom masom, a
koje pretilost takoder moZe znacajno zakomplicirati.

Pretilost u pedijatrijskoj populaciji moze imati znacajne uc¢inke na pluénu funkciju, ali
istrazivanja dosadasnjih studija pokazuju konfliktne rezultate. Naime, dio znanstvenika
potvrdilo je povecan rizik za razvoj bronhijalne hiperreaktivnosti, dok ostali navode smanjen
rizik te manje obstrukcije protoka zraka kod pretilih pojedinaca "%, Osim toga, objavljeni

podaci o utjecaju povisenog ITM na pluénu funkciju €esto ukazuju na jasne razlike izmedu
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odraslih osoba i djece, pri ¢emu kod djece nema jasno izrazenog pada u FEV1 i FVC. Naime,
¢ini se kako su kod pretile djece, unato¢ postojanju pada u rezidualnom volumenu i
funkcionalnom rezidualnom kapacitetu kao kod odraslih, najznacajnija karakteristika povisene
i normalne vrijednosti FEV1 1 FVC, kao i neproporcionalno pove¢anje FVC u odnosuna FEV1,
zbog &ega dolazi do smanjivanja omjera FEV1/FVC 991008210193 Jzrok navedene razlike vrlo
je vjerojatno takozvana disanapsa kod pretile djece, gdje prekomjerna tezina utjece na nejednak
rast pluénog parenhima i kalibra diSnih putova, zbog ¢ega FEV1/FVC omjer pada unato¢
normalnim vrijednostima FEV1 i FVC-a %7,

Znacajan ucinak na medudjelovanje pretilosti i pluéne funkcije pronaden je vezano za
spol i dob. Naime, rezultati analiza utjecaja spola takoder su oprec¢ni, prikazujuci kako je
poveéan rizik od utjecaja prekomjerne tezine na pluénu funkciju u nekim istrazivanjima
zabiljezen ceS¢e kod djecaka, dok je u nekim istrazivanjima utjecaj bio dominantniji kod
djevojgica 1021039 Takoder, istraZivanja dobi kao kriti¢nog ¢imbenika pokazuju kako se veéa
porodajna tezina i dobivanje na tezini u dojenackoj dobi vezu uz visi izmjereni FEV1 i FVC te
nizi omjer FEV1/FVC u djece $kolske dobi 1%, dok se pretilost razvijena kasnije povezuje sa
znadajnim snizenjem FEV1 i FEV1/FVC omjerom, bez znacajnih povezanosti s FVC-om 1%,

Uz navedene faktore, brojne studije o povezanosti koncentracija vitamina D te pretilosti
i astme predlozile su potencijalno postojanje direktne veze, $to djecu koja pate od oba stanja
¢ini posebno rizitnom skupinom za niske razine ovog vitamina 2>1%1% |pak, objavljeni
rezultati i dalje su konfliktni. Naime, dosadasnja istrazivanja pokazala su kako bi vitamin D
mogao imati protuupalno djelovanje i pozitivno utjecati na funkcioniranje imunoloSkog
sustava, uz reduciranje otpornosti na steroide i remodeliranje disnih putova u astmi 10719 gal;
su istovremeno objavljene i brojne studije koje nisu pronasle znacajne razlike u njegovoj razini
kod pojedinaca s i bez astme 119112, Sli¢no, neka istraZivanja povezala su niske razine vitamina
D s visim ITM vrijednostima i razvojem pretilosti 1011311423 dok druge studije nisu uspjele
dokazati njegovu znacajnu povezanost s prekomjernom tezinom 10115,

Unato¢ nekonzistentim rezultatima o benefitu suplementacije vitaminom D u razli¢itim
bolestima, brojni klini¢ari smatraju kako je potencijal dodatka ovog vitamina kao protuupalnog
agensa izrazito velik, osobito u ranom djetinjstvu. Rezultati istrazivanja, poput ovog,

fokusiranih na djecu i adolescente s prekomjernom tezinom i astmom bi time mogao imati veliki

znacaj za plan suplementacije vitaminom D kod razli¢itih komorbiditeta povezanih s pretiloscu.
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2.3. Vitamin D

Vitamin D jedan je od vitamina topivih u mastima, a njegov utjecaj u tijelu sve je vise
u fokusu razlicitih istrazivackih i klini¢kih skupina. Naime, spoznaja da se receptor vitamina D
(engl. Vitamin D Receptor, VDR) nalazi i na stanicama izvan kostano-misi¢nog sustava, dovela
je do saznanja o tome kako vitamin D ne sudjeluje samo u regulaciji metabolizma kalcija i
fosfata, nego utjeCe 1 na niz drugih procesa pa tako i na imunoloski odgovor, zbog Cega se
njegova deficijencija kod odraslih i djece sve viSe povezuje s razli¢itim bolestima poput
reumatoidnog artritisa, dijabetesa, upalne bolesti crijeva i astme 91! Status vitamina D
intenzivno je proucavan u razli¢itim regijama i1 populacijama, ukljucujuéi razlicite etnicke
skupine, ali i dalje postoji mnogo razli¢itih misljenja o njegovim optimalnim koncentracijama
i referentnim vrijednostima, osobito u pedijatrijskoj populaciji 126,

Dva su glavna oblika vitamina D, ergokalciferol (vitamin D>) te kolekalciferol (vitamin
Dz). Vitamin Ds sintetizira se u ve¢oj mjeri tijekom izlaganja koze sunéevom zracenju, a manje
koli¢ine vitamina D mogu se osigurati i hranom iz zivotinjskih (vitamin D3) ili biljnih izvora
(vitamin D2). Obje forme vitamina D dalje se metaboliziraju pomocu istih enzima te formiraju
slicne metabolite %17, Pod utjecajem UV-B zraka iz 7-dehidrokolesterola nastaje previtamin
D3, koji pri uvjetima tjelesne temperature izomerizira u vitamin D3. Nakon $to vitamin D dode
u cirkulaciju, veZe se na vitamin D vezu¢i protein (engl. Vitamin D Binding Protein, VDBP) te
se transportira do jetre, gdje zapocinje njegov metabolizam (Slika 3).

U jetri mitohondrijski enzim 25-hidoksilaza pokrecée hidroksilaciju, pri ¢emu se formira
25-hidroksikolekalcitriol D (25(0OH)Ds, kalcidiol), glavni cirkulirajué¢i oblik vitamina D.
Sintetizirani 25(OH)Ds izlucuje se u krv te je potrebna hidroksilacija u bubrezima kako bi se,
pod utjecajem enzima la-hidroksilaze, formirao aktivan oblik 1,25-dihidroksivitamin D
(1,25(OH)2Ds3, kalcitriol), koji se veze za nuklearni receptor vitamina D te je odgovoran za
vec¢inu bioloskih uc¢inaka vitamina D. Prosje¢ni Zivotni vijek kalcidiola (25(OH)Ds) je oko tri
tjedna, zbog Cega su njegove razine u serumu jasan pokazatelj statusa vitamina D u tijelu te se

koriste tijekom definiranja deficijencije vitamina D 118119,
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Slika 3. Sinteza i metabolizam vitamina D (preuzeto i prilagodeno iz Sheetu i sur., 2018. %)

Kalcitriol pokre¢e vlastito uniStavanje stimuliranjem 24-hidroksilaze, koja je takoder
odgovorna i za degradaciju njegovog prekursora 25(OH)D3. Hidroksilacija je pracena s
nekoliko reakcija oksidacije, uz koje ponekad dolazi i do konjugacije s glukuronskom
kiselinom, pri ¢emu se formiraju brojni spojevi koji se izlu¢uju putem Zuci. Izlu€ivanje preko
bubrega je najcesc¢e vrlo nisko (<5%), a kompleks VDBP-vitamin D moze se filtrirati u
glomerulu 1 specificno ponovno preuzeti U procesu posredovanim VDBP specifi¢nim
receptorskim sustavom !!°. Regulacija kalcitriola ovisi o ravnotezi izmedu aktivnosti la-
hidroksilaze i 24-hidroksilaze, a oba enzima regulirana su serumskim kalcijem, kalcitriolom i
razinama fosfata. Naime, u uvjetima kada su u serumu razine kalcija niske ili je niska razina
vitamina D, paratiroidni hormon (engl. Parathyroid Hormone, PHT) izlucen od strane
paratiroidne Zlijezde stimulira sintezu 1a-hidroksilaze, $to rezultira pove¢anjem 1,25(OH)2D
aktivacije. Takoder, PHT moze inducirati sintezu fibroblastnog faktora rasta 23 u osteocitima,
koji utje¢e na homeostazu vitamina D suprimirajuci bubreznu ekspresiju la-hidroksilaze te

inducirajuéi 24-hidroksilazu, ¢ime se posljedi¢no reducira i razina kalcitrola u serumu °.
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U Hrvatskoj je vecina dosadasnjih studija o nedostatku vitamina D obuhvacala odraslu
populaciju te su tako 2016. godine objavljene smjernice za detekciju, terapiju te prevenciju
njegovog nedostatka kod odraslih 12, dok je za pedijatrijsku populaciju, a osobito zdravu djecu,
jako malo dostupnih informacija i pravih smjernica. Naime, u ve¢em broju studija diljem svijeta
zabiljezena je razlicita prevalencija manjka 1 nedostatka vitamina D upravo medu zdravom
djecom, $to se povezuje s razli¢itim etnickim populacijama, bojom koze, zagadenjem zraka,
izlozenosti suncu, prehrambenim navikama te suplementacijom vitaminom D, kao i metodama
detekcije vitamina D 15131621,

Podaci za Europsku uniju varijabilne su kvalitete, Sto dodatno otezava predvidanja
prevalencije deficijencije vitamina D izmedu razli¢itih zemalja. Primjerice, Hilger i sur. u svom
su radu objavili znacajnu varijabilnost u srednjim vrijednostima koncentracije serumskog
25(0OH)D medu europskim zemljama, ali i unutar jedne zemlje, s razlikom od 10 do 300%, pri
¢emu se odabir analiticke metode smatra najve¢im potencijalnim ¢imbenikom utjecaja na
rezultate 1?2, Unato¢ nedostatku globalnog konsenzusa o koncentraciji 25(OH)D koja definira
deficijenciju, univerzalni dogovor je kako se koncentracija niza od otprilike 20 pg/L smatra
manjkom. U skladu s time, program za standardizaciju vitamina D razvio je protokole za
standardizaciju mjerenja 25(OH)D diljem svijeta 1?3, Njihovo istrazivanje ukazalo je na vaznost
odabira metoda detekcije, sto su potvrdili usporedbom rezultata imunoesejskog odredivanja
vitamina D i kromatografije, pri ¢emu je rezultat od 6.5% godisnje prevalencije deficijencije
vitamina D u odrasloj irskoj populaciji porastao na 11.2% zamjenom imunoesejske metode
kromatografijom. U skladu s time, Cashman i sur. proveli su 2016. godine istraZivanje procjene
prevalencije deficijencije vitamina D bazirano na standirdiziranim podacima serumskog
25(0OH)D te su potvrdili rasirenost deficijencije vitamina D diljem Europe, s prevalencijom koja
zadovoljava Kriterije pandemije 124, Iako su unutar istrazivanja postojale varijacije ovisno o dobi
i etnickoj pripadnosti, oko 13% kombiniranih uzoraka razli¢itih dobnih skupina (djeca,
adolescenti, odrasli i stariji) diljem Europe imalo je deficijenciju u vrijeme uzorkovanja, sto
ako se prevede na 13 od 100 gradana Europe, istice sve vecu potrebu za razvojem ciljanih
strategija prevencije.

Zbog sve veceg broja djece s manjkom vitamina D ¢ak i kod zdrave djece, velik broj
internacionalnih smjernica preporucuje dodatak vitamina D tijekom prve godine djetetovog
Zivota, ali je nedostatak ujednacenosti medu zemljama i dalje velik. Primjerice, dok Americka
akademija za pedijatriju preporucuje dnevni unos vitamina za svu novorodencad, djecu i
adolescente, u Indiji i ostalim sjeveroistocnim azijskim zemljama nema jasno definiranih

smjernica o rutinskoj primjeni vitamina D > Vazec¢e nacionalne smjernice u Hrvatskoj
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vezane za unos vitamina D, objavljene na stranicama Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo,
preporucuju primjenu 400 1J (10 pg) vitamina D dnevno za svu novorodencad tijekom prve
godine Zivota, §to je u skladu s ameri¢kim smjernicama %%, Ipak, potreba za daljnjim studijama
medu djecom 1 adolescentima na podrucju Hrvatske sve je izrazenija, osobito u ranjivim
skupinama djece poput pretilih astmaticara, gdje bi suplementacija vitaminom D potencijalno

mogla imati ve¢e blagotvorne ucinke.

2.3.1. Receptor vitamina D

Bioloska aktivnost 1,25(OH).D3 (kalcitriola) inicirana je kroz precizne promjene u
genskoj ekspresiji, koje su posredovane receptorom vitamina D. Ovaj receptor otkriven 19609.
godine, pripada superporodici nuklearnih receptora te djeluje kao faktor transkripcije induciran
ligandom. Navedenu superporodicu ¢ini vise od 60 nuklearnih receptora na koje se vezu
lipofilni ligandi poput steroidnih/tiroidnih hormona, vitamin A i vitamin D 27130, Nuklearni
receptori u veéini slué¢ajeva reguliraju transkripciju direktnim vezanjem na specifi¢ne elemente
odgovora, monomere, homo- ili heterodimere, ali takoder mogu imati indirektni utjecaj na
transkripciju putem drugih DNA-vezuéih transkripcijskih faktora 3%,

VDR je inicijalno otkriven u tkivima koja su ukljucena u regulaciju kalcija i homeostaze
fosfata, primarno kostima, bubrezima, crijevima i paratiroidnoj zlijezdi, gdje je i najveca razina
VDR eskpresije. Ipak, s godinama je postalo jasno kako je njegova ekspresija prisutna i u
drugim tkivima te kako se njegova aktivnost ne veze samo uz regulaciju minerala. Danas je
poznato kako je VDR eksprimiran i u stanicama koje nemaju ulogu u regulaciji kalcija,
ukljuéujuci kozne fibroblaste i keratinocite, imunoloske stanice, kardiovaskularne stanice te
stani¢ne komponente mnogih drugih tkiva 128132 Aktivacija VDR-a poti¢e brzo vezanje ovog
receptora na regulacijske regije ciljanih gena te djeluje na formiranje proteinskih kompleksa
¢ije su aktivnosti kljuéne za transkripcijske promjene, Sto posljedi¢no dovodi do ekspresije
ciljnih gena i odredenih bioloskih odgovora specifi¢nih za tkivo %2,

Strukturno VDR ¢ine cetiri glavne funkcionalne domene: visoko varijabilna A/B
domena locirana na N-kraju, DNA-vezu¢a domena (C domena, engl. DNA Binding Domain,
DBD), ligand-vezuc¢a domena (domena E, engl. Ligand Binding Domain, LBD) te konekcijska
domena (domena D) koja povezuje C i E domenu (Slika 4) 313, Ligand vezu¢a domena
aktivno prepoznaje ligand te ima vaznu ulogu u vezanju liganda, dimerizaciji, nuklearnoj

lokalizaciji te interakciji s koaktivatorskim i korepresorskim proteinima, a u slu¢aju VDR-a,
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njena primarna funkcija je uéinkovito prepoznavanje razli¢itih liganda, kao $to je kalcitriol i

njegovi metaboliti 13413,

Ligand-vezuca
domena

DNA regulirajuceg gena DNA-vezuca domena

C domena AF2
o
NI ~C
1 21 8§ 24}0 4."23
D domena E domena

Slika 4. Struktura receptora vitamina D (preuzeto i prilagodeno s https://phys.org/news/2012-01-3d-
visualization-vitamin-d-receptor.html).

Poznato je da VDR stvara homodimere i heterodimere s tirodinim recptorom i
receptorom retinocne kiseline, ali najjacu vezu stvara s jednim od tri retinoidna X receptora
(engl. Retinoid X Receptor, RXR), o, B iy 3. Kompleks biologki aktivnog metabolita vitamina
D i VDB proteina djeluje vezanjem na receptor vitamina D, koji stvara heterodimer s RXR alfa
(engl. Retinoid X Receptor Alpha, RXRa). Naime, vezanje vitamina D na VDR aktivira
navedeni heterodimerni kompleks, $to posljedicno dovodi do prepoznavanja elemenata
odgovora vitamina D tj. DNA sekvence pronadene u promotorskoj regiji gena reguliranih
vitaminom D. 10,25(OH)2D-VDR-RXR kompleks potom migrira u nukleus, §to rezultira
transkripcijom mnogih gena ukljuc¢enih u u€inke vitamina D, uklju€ujué¢i metabolizam fosfora
i kalcija, proliferaciju stanica i kontrolu urodene i ste¢ene imunosti 3613,

Selektivna okupiranost ligand-vezué¢e domene s 1,25(OH).D3 (kalcitriolom) vodi do
formiranja dvije neovisne povrSine interakcije proteina. Jedna koja olakSava interakciju s
heterodimernim partnerom potrebnim za specificno vezanje DNA te jedna koja je bitna za
regrutiranje velikih koregulatornin kompleksa potrebnih za modulaciju gena. Osim toga,
dodatne studije pokazuju da VDR moze biti post-translacijski modificiran kroz fosforilaciju,

promjenom u proteinu koji je sposoban modulirati i fino podesavati njegovu transkripcijsku
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aktivnost. Kona¢no, domene unutar VDR-a stvaraju makromolekulu koja je receptivna za
fizioloski relevantne razine cirkulirajuéeg 1,25(0OH):Ds3 te je sposobna usmjeriti stani¢ni
regulatorni mehanizam k specifi¢nim podskupovima gena ¢iji su proteinski produkti kljucni za
odgovor 1,25(0H),D3 133128,

Neke od prethodnih genskih studija potvrdile su kako bi genske promjene u VDR genu
mogle dovesti do znaCajnih poremecéaja u aktivaciji gena te tako utjecati na procese poput
stani¢ne proliferacije, diferencijacije i funkcioniranja imunoloskog sustava ®, Takoder, sve je
vise sumnje kako postoji veza izmedu varijacije VDR gena i nekih bolesti, ukljucujuéi i astmu
i pretilost, ali specifiéni mehanizmi moduliranja uloge vitamina D u patogenezi astme i ostalih

stanja povezanih s polimorfizmima VDR-a i dalje nisu u potpunosti razjasnjeni.

2.3.2. Polimorfizmi receptora vitamina D

Brojne su studije do sada identificirale razlic¢ite genske mutacije i polimorfizme koje
imaju utjecaj na gene ukljucene u aktivaciju i proizvodnju vitamina D, transport proteina te
promjene koje djeluju na proteine sekundarno ukljucene u regulaciju ekspresije vitamina D.
VDR gen, sa¢injen od 8 kodiraju¢ih sekvenci (introna) te 9 nekodirajucih sekvenci (egzona),
lociran je na 12g13.11 kromosomu. Polimorfizmi ovog gena suptilne su i ¢este varijacije u
sekvenci te mijenjaju funkciju vitamina D u razli¢itom opsegu. Na primjer, promjene u regiji
introna mogu utjecati na ekspresiju gena, stabilnost MRNA te uc¢inkovitost translacije proteina,
dok promjene u dijelu egzona mogu uzrokovati promjene u sekvenci proteina 8. Prema
dostupnim podacima do sada je identificiran set od 15,174 poliformizama jednog nukleotida
(engl. Single-Nucleotide Polymorphisms, SNP) VDR gena, ve¢inom za intronske regije gena
(14,426 SNP-ova) 1. U najbolje proucene i okarakterizirane polimorfizme VDR-a spadaju
Apal (rs7975232), Bsml (rs1544410), Tagl (rs731236) i Fokl (rs2228570), a ime su dobili po
odgovaraju¢em restrikcijskom enzimu koji se koristi u analizama duljine restrikcijskih
fragmenata polimorfizama 40137:139,

Tri od navedenih polimorfizma (Apal, Taqgl i Bsml) locirani su na 3'-kraju VDR gena
te uzrokuju tihe mutacije koje povecavaju stabilnost VDR mMRNA i mogu modificirati
ekspresiju VDR gena bez uzrokovanja struktrualnih promjena proteina. S druge strane
polimorfizam Fokl, lociran na egzonu 2 (u start kodonu), rezultira proizvodnjom proteina
kraceg za tri aminokiseline (424 aminkiseline, umjesto 427), s povecanom transkripcijskom

aktivnoséu 140137142 (Sika 5).
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Slika 5. Struktura VDR gena i polimorfizmi receptora vitamina D (preuzeto i prilagodeno iz Orces,
2019. 14,

Apal polimorfizam, ¢iji funkcionalni utjecaj jo$ uvijek nije u potpunosti razjaSnjen,
lociran je na intronu 8 te je karakteriziran transverzijskom zamjenom nukleotida. Na istom
intronu gena lociran je i polimorfizam Bsml, kojeg karakterizira tranzicijska zamjena
nukleotida, a poznato je da utjeCe na stabilnost transkripcije te na varijaciju u povecanju UVB-
induciranih 25(OH)D razina.

Taql i Fokl polimorfizam takoder su definirani tranzicijskom zamjenom nukleotida, pri
¢emu je Tagl lociran na egzonu 9 VDR gena u CpG otoku te utjece na status metilacije, dok se
Fokl polimorfizam ¢esto povezuje s nizim razinama serumskog 25(OH)D (posebno referentni
alel F) 143142137144
Osim navedenih posljedica uzrokovanih gore opisanim genetickim varijantama VDR-a, isti se
polimorfizmi povezuju s razli¢itim odgovorom osoba na dodatke vitamina D, a primjer
polimorfizama povezanih s odgovorom na suplementaciju vitaminom D su Tagql, Fokl i Bsml.
Naime, nekoliko je studija demonstriralo kako polimorfizmi VDR gena mogu modificirati
aktivnost ovog receptora, $to bi objasnilo razli¢it odgovor na suplemente, ali rezultati ovakvih
studija jos uvijek su kontradiktorni i zahtjevaju daljnju potvrdu 45146,

Regulacija VDR-a odredena je okolisnim i genetickim ¢imbenicima, a u glavne okoli$ne
¢imbenike spadaju prehrana, izloZenost suncu, infekcije 1 oneciS¢evaci. Smatra se kako bi
navedeni okoli$ni ¢imbenici mogli modificirati razine vitamina D koje reguliraju receptor, a
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ikao mehanizam nije poznati, pretpostavlja se kako bi se moglo raditi o epigenetskim
mehanizmima. S druge strane, genetski faktori mogli bi modulirati utjecaj koji okolisni
¢imbenici imaju na VDR regulaciju, pri ¢emu bi polimorfizmi VDR gena potencijalno mogli
modificirati njegovu aktivnost te mijenjati odgovor na suplementaciju vitaminom D na
individualnoj razini **’.

Takoder, jedan od glavnih razloga sve veceg interesa znanstvenika i lije¢nika za
geneticke varijante VDR-a je i potencijalna predispozicija osoba s polimorfizmima VDR gena
na razliCite kronicne bolesti poput dijabetesa tipa 2, osteoporoze, karcinoma, reumatoidnog
artritisa, autoimunih i kardiovaskularnih bolesti te astme 3714314 Kontradiktorna opaZzanja
zabiljezena su i za suplementaciju vitaminom D te uzimanje vitamina D od strane trudnica, gdje
jos uvijek nema konzistentnih rezultata koji nedvojbeno potvrduju znacajan ucinak na vrijeme
razvoja ili morbiditet astme, kao ni na kontrolu astme, na upalu di$nih putova, simptome astme

11 kvalitetu Zivota bolesnika s astmom.

2.3.2.1. Povezanost vitamina D i astme

Brojne studije demonstrirale su uc¢inak vitamina D na imunoloski sustav i njegovu
regulaciju, ali mehanizmi iza njegovog potencijalnog utjecaja na astmu te nacini na koje
nedostatak vitamina D moze pridonijeti patogenezi ove bolesti jo§ uvijek nisu potpuno jasni
147,148,140,139,149-152 Tijjekom prethodnih analiza bolesti posredovanih imunologkim sustavom, od
posebne su se vaznosti pokazali bioloski uéinci aktivne izoforme vitamina D (1,25(OH).D3)
136,140 (Slika 6). Naime, vezanje 1,25(0OH),D3 na VDR moze potisnuti proliferaciju T stanica i
utjecati na njihovo sazrijevanje, usmjeravaju¢i T pomoc¢nicke stanice iz Th1l u Th2 fenotip te
povecati razinu T regulatornih stanica. Navedene promjene vode do povecane proizvodnje
protuupalnih citokina (IL-4, IL-5, IL-10) te smanjenog izlu¢ivanja upalnih citokina (IL-1, IL-
12, IL-18, TNF-o i IFN-y) 3. Osim toga, vitamin D ima moguénost smanjivanja ekspresije
MHC klase 1l molekula i kostimulatornih molekula te inhibicije diferencijacije i sazrijevanja
dendritickih stanica, zadrzavajuci nezreli fenotip dendriti¢nih stanica, §to uzrokuje toleranciju

na antigen %3,
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Slika 6. Uloga vitamina D u imunoloskim mehanizmima u pozadini astme (preuzeto iz Salmanopour
i sur., 2022. ¥).

Upravo zbog navedenog pomaka ravnoteze prema Th2 stani¢cnom odgovoru te ranije
potvrdene povezanosti receptora vitamina D s bolestima posredovanim imunoloskim sustavom
(npr. dijabetes tipa 2, reumatoidni artritis, sindrom ste¢ene imunodeficijencije, Chronova
bolest), VDR je s vremenom postao jedan od glavnih fokusa istrazivanja ¢imbenika regulacije
atopije i astme. Takoder, sve je veci interes znanstvenika i klini¢ara za utjecaj polimorfizama
VDR-a, umjesto razina cirkuliraju¢eg vitamina D, zbog ¢ega se biljezi sve veci broj pokusaja
utvrdivanja njihovog potencijala kao biomarkera za osjetljivost na razvoj astme 1%
Povezanost izmedu genetickih varijanti VDR-a i pedijatrijske astme proucavana je do sada u
razli¢itim etnickim skupinama, a rad Paramonove i sur. istaknuo je kako se zbog demografskih,
evolucijskih i povijesnih faktora prevalencija specificnih alela moze znatno razlikovati, isticuci
vaznost toga da bi se za bolje razumijevanje geneticke podloge astme, u budu¢im studijama
trebala uzimati u obzir i razligitost populacija **°. Upravo zbog toga, postoji i velik broj
objavljenih, kontradiktornih rezultata na razli¢itim geografskim lokacijama, koji istovremeno
potvrduju, ali i demantiraju povezanost VDR receptora s razvojem i patogenezom astme, s
posebnim fokusom na polimorfizme Apal, Fokl, Bsml i Tagl, a neki od njih prikazani su u
tablici 2.
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Tablica 2. Povezanost polimorfizama VDR gena s astmom u pedijatrijskoj populaciji.

VDR polimorfizam Povezanost s astmom Reference
Apal, Taql, Fokl Potvrdena povezanost 149
polimorfizama Tagl i Apal s
osjetljivos¢u na astmu. Nema
potvrdene povezanosti Fokl
polimorfizma i astme.

Apal, Taql Potvrdena povezanost Taql i 154
Apal polimorfizama s astmom.

Fokl, Apal, Bsml, Tagl Polimorfizmi VDR gena usko su | %
povezani s pojavom astme.

Apal Apal polimorfizam VDR gena 156

moze pridonijeti osjetljivosti
djece na astmu.

Fokl, Apal, Bsml, Tagl Znacajna povezanost Apal 157
polimorfizma i astme.
Fokl, Apal, Bsml, Tagl Polimorfizam FokI §titi od 158

astme, bez potvrdene
povezanosti ostalih
polimorfizama.
Fokl, Bsml Fokl i Bsml polimorfizmi ne 159
pridonose znacajno razvoju
astme.

Kontradiktorna opazanja zabiljezena su i za suplementaciju vitaminom D te uzimanje
vitamina D od strane trudnica, gdje jo$ uvijek nema konzistentnih rezultata koji apsolutno
potvrduju znacajan ucinak na vrijeme razvoja ili morbiditet astme, kao ni na kontrolu astme,
funkcioniranje i upalu di$nih putova, simptome ili kvalitetu Zivota 37150-183 Naime, poznato je
da vitamin D ima pleiotropni u€inak intrauterino, ali i postnatalno, osobito na razvoj pluca te
imunoloSke funkcije povezane s astmom, $to je utvrdeno u istrazivanju Saadoon 1 sur. na misjim
modelima gdje je nedostatak vitamina D tijekom trudno¢e doveo do poremecenog razvoja

disnih putova potomstva'®*,

U skladu s time, objavljena meta-analiza kojom se proucavalo
prenatalno uzimanje vitamina potvrduje znacajno smanjivanje simptoma astme kod djece ¢ije
su majke uzimale vitamin D. Ipak, u istom radu se naglasava kako bi razina 25(OH)D u vrijeme
regrutacije mogla biti vazan modificirajuéi faktor 1. Kako bi istrazili tu moguénost, Wolsk i
sur. proveli su kombiniranu analizu, uzimajuci u obzir razine 25(OH)D majke u vrijeme ulaska
u studiju. To je rezultiralo znac¢ajnim smanjivanjem rizika od astme te simptoma teskog disanja
kod djece majki s 25(OH)D koncentracijom vecom ili jednakom od 30 pg/L, ali istovremeno

puno manji i nezna¢ajan u¢inak medu Zzenama s koncentracijom manjom od 30 pg/L 6°

, Cime
je opovrgnuta teza kako benefit od suplementacije vitaminom D imaju samo osobe s
deficijencijom. Suprotno ovome, u istrazivanju Litonjue i sur. suplementacija vitaminom D

tijekom prenatalnog perioda nije sprijecila razvoj astme ili simptome teskog disanja kod djece
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kroz prvih 6 godina Zivota '®1. Postoje¢i konfliktni rezultati razli¢itih studija stoga upuéuju na
potrebu za dodatnim studijama, ne samo u pogledu povezanosti astme i nedostatka vitamina D,
nego i potencijalnih pozitivnih u¢inaka njegove suplementacije u prenatalnom periodu kao vida

prevencije.

2.3.2.2. Povezanost vitamina D i pretilosti

Patogeneza pretilosti kompleksna je 1 ukljucuje geneticke 1 okolisne faktore koji jo$
uvijek nisu u potpunosti definirani. U tom se kontekstu vitamin D sve viSe spominje kao jedan
od ¢imbenika Sa znacajnijom ulogom, §to potvrduju razliiti epidemioloski, metabolicki i
geneticki podaci 1°°. Pozadina povezanosti pretilosti i deficijencije vitamina D nije u potpunosti
razja$njena, ali pretpostavlja se kako postoji obostran utjecaj.

Vitamin D utjece na razvoj i funkcioniranje masnog tkiva, diferencijaciju te katabolicku
I anaboli¢ku aktivnost adipocita, upalu adipoznog tkiva i otpustanje citokina, oksidativni stres
te ekspresiju miRNA u adipoznom tkivu, dok njegova deficijencija pridonosi akumulaciji masti
suprimiranjem odredenih enzima u diferencijaciji adipoznog tkiva (lipoprotein lipaza, sintaza
masnih kiselina) 1¢71%8, Osim toga, vitamin D ima vaznu ulogu u moduliranju imunoloskog
odgovora i upale u adipoznom tkivu, inhibirajuéi proupalne citokine (TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-
8,IL-12) te regulacijom diferencijacije, infiltracije i transformacije makrofaga te inhibicijom
proliferacije limfocita. Nadalje, modulatorni u¢inak vitamina D vidljiv je i kroz njegov utjecaj
na gusteracu, djelujuéi na sintezu 1 izlu€ivanje inzulina te mijenjajuci inzulinsku osjetljivost
stimulacijom ekspresije gena zaduZenih za osjetljivost na inzulin te pove¢anjem aktivnosti gena
receptora inzulina te ukupnog broja inzulinskih receptora 68,

S druge strane, pretilost takoder utjece na vitamin D, uzrokuju¢i njegovu deficijenciju
kod pretilih osoba. Naime, sekvestracija vitamina D u masnom tkivu moze dovesti do njegove
smanjene bioraspolozivosti te onemogucenog oslobadanja u dovoljnoj koli¢ini, a ovu teoriju
dodatno potvrduje negativna korelacija izmedu serumskog vitamina D i gubitka tezine nakon
operativnih zahvata kod pretilih pacijenata 1%°1%7:170 U radu Lagunova i sur. pojasnjeno je i
kako osobe s visim ITM vrijednostima ¢esto imaju visoku koli¢inu tjelesne masti, koja djeluje
kao rezeorvar za vitamin D, a istovremeno je njegovo otpustanje zna¢ajno sporije. Svrha ovoga
je zastita tijela od toksi¢nih ucinaka aktivnih formi vitamina D te zadrZavanje optimalne
koncentracije u krvi, ali viSak masti uzrokuje izrazeniju sekvestraciju i nisku dostupnost te niske
razine serumskog 25(OH)D 1. Istovremeno, adipoznost (postotak tjelesne masti) je snaznije

povezana s razinama serumskog 25(OH)D nego §to su to ITM i1 tjelesna teZina, $to pojaSnjava
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¢injenica da ITM i tjelesna tezina ne reflektiraju nuzno postotak tjelesne masti, zbog cega je u
procjeni pretilih pacijenata uvijek potrebna detaljna, personalizirana obrada i precizna
interpretacija 1.

Vitamin D aktivan je u masnom tkivu te njegovo vezanje na VDR uzrokuje razli¢ite
bioloske funkcije s klju¢énom ulogom u regulaciji ekspresije gena, dok je njegova funkcija u
metabolizmu adipocita i pretilosti i dalje nejasna 1. Ranije studije su pokazale kako je pretilost
Cesto kakarakterizirana istodobnom deficijencijom vitamina D i pojac¢anom ekspresijom VDR-
a u subkutanom adipoznom tkivu, a polimorfizmi VDR-a mogu utjecati na izlu¢ivanje inzulina,
uzrokovati inzulinsku rezistenciju te pridonijeti pretjeranom talozenju masnog tkiva 1’2173,
Osim toga, vitamin D putem svog receptora utjeCe na metabolizam jetrenih enzima, promice
apsorbciju kalcija u crijevima te moze uzrokovati vezanje kalcija na masne kiseline i dovesti
do formiranja netopivih kompleksa koji inhibiraju apsorpciju lipida 1’4, Polimorfizmi VDR-a
ranije su povezivani s mjerenjem adipoznosti i inzulinskom rezistencijom, ali i dalje je jako
puno nesukladnosti u rezultatima o povezanosti izmedu navedenih genetickih varijanti i
pretilosti te prekomjerne tezine, 0sobito u pedijatrijskoj populaciji. Naime, dok su neke studije
objavile kako postoji povezanost izmedu Apal, Taql, Bsml i FoklI polimorfizma s adipoznos¢u,
druge istrazivacke grupe nisu potvrdile vezu ovih genetickih varijanti i prekomjerne tezine ili
pretilosti (Tablica 3). Potencijalni razlog iza ovih konfliktnih rezultata je $to je veéina studija
odredivala adipoznost baziranu samo na ITM vrijednostima te u mjerenja nije ukljuceno
preciznije odredivanje kompozicije tijela, poput mjerenja visceralne masti i ukupne tezine tijela

bez masti.
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Tablica 3. Povezanost genetickih varijanti VDR receptora s prekomjernom tezinom i pretiloséu u
pedijatrijskoj populaciji.

VDR polimorfizam Povezanost s pretilo§¢u Reference
Fokl Povezanost s poviSenim 175
cirkulirajué¢im
masnim kiselinama i indeksom
inzulinske rezistencije masnog

tkiva.

Fokl, Apal, Bsml, Tagl Nema povezanosti 176
izmedu pretilosti i srodnih
patologija.

Fokl, Apal, Bsml, Tagl Genetska varijabilnost VDR-a 1

je potencijalno vazan ¢imbenik,
S utjecajem na

antropometrijske karakteristike
povezane s pretiloséu.

Bsml Znacajan u¢inak na razvoj 178
pretilosti i metabolickog
sindroma.

Fokl, Taq| Alel T za Taql moZe imati 17e

zastitni ucinak.

Alel F za Fokl je potencijalni
faktor rizika za razvoj pretilosti.
Tagql, Apal, Bsml Nema povezanosti za 180
antropometrijske mjere.
Potencijalna povezanost
varijanti VDR-a

sa serumskim adipokinima te s
viSe metabolicki aktivnim
mastima.

Tagl, Bsml Uloga u pretilosti povezana sa 166
stupnjem upale, kao posljedica
promjene propusnosti crijeva i
mikrobne translokacije.

Bsml Nema znacajnih razlike medu
genotipovima za parametre
pretilosti.

Bsml Veca ucestalost genotipa Bb
kod pretilosti, bez statisticke
znacajnosti.

181

182

Postoje razlic¢ita misljenja o suplementaciji vitaminom D te dozi koja bi bila u¢inkovita
kod osoba s prekomjernom tezinom. Primjerice Xenos i sur. objavili su, kako je dodatak
vitamina D u spreju u trajanju od 3 mjeseca, zajedno s propisanom dijetom dovelo do povecanja
razina 25(OH)D te pridonijelo vecoj redukciji tjelesne tezine, ITM-a i postotka masti te kako
bi geneticki polimorfizmi VDR-a mogli imati utjecaj na odgovor na suplementaciju vitamina
D te markere pretilosti 8. Ipak, doza i trajanje suplementacije i dalje nisu u potpunosti

potvrdene. Naime, unato¢ postojanju smjernica o primjeni 400 1J vitamina D dnevno za svu
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novorodencad tijekom prve godine zivota, jo§ uvijek nije jasno da li je ova ili ve¢a doza
potrebna kako bi se osigurao njegov ekstraskeletni blagotvorni u¢inak. Osim toga, nepoznata
je i potrebna duljina trajanja suplementacije te nacin na koji se ona odreduje kod starije djece,
kod koje bi u obzir dodatno trebalo uzeti i prisutnost rizi¢nih faktora, ali i izloZenost sun¢evom
zradenju 1%°. Uzimajuéi u obzir sve navedeno, dodatna istraZivanja su prije svega potrebna u
svrhu definiranja koristi suplementacije vitamina D kod pretilih osoba te prevenciji razvoja

drugih upalnih stanja, uzrukovanih viskom masnog tkiva.

2.4, Adiponektin

Kompleksnost pretilosti postala je sve izrazenija kada je adipozno tkivo prepoznato kao
endokrini organ koji sudjeluje u proizvodnji bioloski aktivnih supstanci, adipokina. Adipokini
su proteini s pleiotropnim funkcijama koji sudjeluju u regulaciji metabolizma, inzulinskoj
osjetljivosti, upali, aterosklerozi i proliferaciji, a medu najistrazivanije u pretilosti spadaju
leptin, rezistin te adiponektin 184, Ekspresija rezistina je inicijalno definirana u adipocitima, ali
znacajne razine kod ljudi detektirane su i u mononukearnim leukocitima, makrofazima, slezeni
te stanicama koStane srzi, a smatra se kako ima znacajnu ulogu i u inzulinskoj rezistenciji te
dijabetesu 8. Leptin, zajedno sa rezistinom, promovira upalu i oksidativni stres, a njegovi
receptori smjesteni u respiratornom epitelu, submukoznom podrucju te aktiviranim lifocitima
u plu¢ima, ukljuceni su u regulaciju steCene i adaptivne imunosti. Receptori adiponektina,
hormona osjetljivog na inzulin, takoder se mogu pronaéi u respiratornom epitelu i glatkim
misi¢ima di$nih putova, a predominantno ima protuupalni i antioksidativni u¢inak, ¢ime izmedu
ostalog moze prevenirati i bronhijalnu hiperreaktivnost te upalu disnih putova, koji su
karakteristi¢ni za astmu .

Adiponektin je sacinjen od 244 aminokiseline te ga u najvecoj koncentraciji luci bijelo
adipozno tkivo, a s vremenom je njegova ekspresija dokazana i u ostalim tkivima ukljucujuci
tkivo placente, epitelijalne stanice, osteoblaste, parenhimalne stanice jetre te miocite 874,
Definirano je viSe njegovih oblika, a u krvotoku cirkulira kao trimeri¢na, heksameri¢na ili visa
multimeri¢na forma s manjom, srednjom ili ve¢com molekularnom tezinom, koje se vezu za
receptore AdipoR1 i AdipoR2. Navedene forme razlikuju se u distribuciji i koncentraciji u
serumu, kao posljedica inhibicije oblika ve¢e molekularne tezine od strane cirkulirajuceg
testosterona u pubertetu. Zbog toga je adiponektin vece tezine karakteristican za zenski spol,

dok oblici manje tezine dominiraju u serumu muskaraca. S druge strane, forme srednje
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molekularne tezine ve¢inom dominiraju u sputumu, nevezano uz razlike u koncentraciji ovisno
0 spolu 5188189

Za razliku od leptina i rezistina koji imaju proupalno djelovanje poput aktivacije
nuklearnog faktora-kB (NF-kB), povecavanja razine TNFa te poticanja upale diSnih putova,
adiponektin generalno djeluje protuupalno. Adiponektin inhibira u¢inke proupalnih citokina
poput IL-6 i TNFa i smanjuje NF-kB aktivnost te istovremeno inducira ekspresiju protuupalnih
citokina (IL-10 i antagonist receptora IL-1). Osim protuupalnog djelovanja adiponektin moze
pozitivno modulirati i endokrini sustav podizuci inzulinsku osjetljivost kod osoba s pretilos¢u
46 Osim toga, ovaj hormon potice katabolizam masnih kiselina, aktivno regulira Seéer u krvi
te stimulira oksidaciju masnih kiselina u misi¢ima koStanog sustava, §t0 posljedi¢no vodi do
reduciranja akumuliranih triglicerida °. lako je njegov najveci izvor adipozno tkivo, veéina
dosadasnjih studija potvrdila je snizene razine adiponektina upravo kod osoba s pretilos¢u. Ova
kontradiktornost povezuje se s viskom proupalnih citokina u pretilosti, zbog kojih dolazi do
inhibicije mRNA ekspresije adiponektina u adipocitima te moze pridonijeti njegovim snizenim
razinama °. Naime, kod smanjene tjelesne teZzine, adipozno tkivo obi¢no izluuje niZe razine
proupalnih citokina (npr. IL-6, IL-8, TNF ) i leptina te proizvodi vecée razine adiponektina,
dok kod pretilosti adipozno tkivo hipertrofira i postaje infiltrirano s proupalnim makrofazima.
Aktivni makrofagi i hipertrofi¢ni adipociti potom pojacano izluuju proupalne citokine i
adipokine te smanjuju razine adiponektina %8, Osim toga, njegova smanjena koncentracija kod
pretilih osoba povezuje se 1 sa smanjenom fizickom aktivnoscu te sjedilackim nacinom Zivota,
Sto potvrduju objavljeni rezultati koji su pokazali kako redovita fizicka aktivnost moze
pridonijeti stimuliranju njegove proizvodnje u tijelu 8.

Promjene u koncentraciji adiponektina u pretilosti pokrenule su medu znanstvenicima
hipotezu, koja pokuSava objasniti mehanizme koji prekomjernu tezinu povezuju s razvojem
upalnih bolesti poput astme, a neka od dosadasnjih istrazivanja pokazala su kako bi
farmakolosko podizanje upravo njegovih razina mogla biti jedna od obecavajucih strategija u
prevenciji bolesti uzrokovanih pretilogéu °%0191187 Uginak adiponektina u razligitim tipovima

pluénih stanica prikazan je u tablici 4.
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Tablica 4. Funkcija adiponektina u pluénim stanicama.

Tip stanica Funkcija adiponektina

Alveolarni makrofagi APN suprimira poviSene metaloproteinaze
matriksa i TNF-a.

Plucéni makrofagi APN inhibira infekcijom izazvanu proizvodnju
TNF-a, IL-6, CXCL1 i CXCLS.

Plucne regulatorne T stanice Alergijska upala smanjuje ekspresiju AdipoR1.

Plucni embrionalni fibroblasti APN inhibira proizvodnju TNF-a, IL-6, IL-1b i
IL-18.

Plucéni  fibroblasti WI-38 (stanicna linija | APN povecava AdipoR1, ali ne i AdipoR2.
embrionalnih plucnih fibroblasta)

Epitelijalne stanice disnih putova (stanicna linija | APN inducira oslobadanje IL-8 i IL-10.
A549)

APN smanjuje apoptozu i inhibira TNF-a i IL-1b
inhibicijom NF-kB aktivnosti, kroz djelovanje
AdipoR1.

Endotelijalne stanice Detektirana povecana proizvodnja IL-6 i E-

selektina.

Kratice: APN - Adiponektin; AdipoR - adiponektin receptori. (Preuzeto i prilagodeno iz Lim i
Templeton, 2023. 89),

Osim toga, fokus brojnih studija tijekom godina sve vise je postala potencijalna veza
izmedu niskih razina vitamina D i adiponektina koje se ¢esto mogu detektirati kod pretilih
pojedinaca. U tom su smislu neke od studija objavile kako postoji pozitivna korelacija izmedu
adiponektina i nedostatka vitamina D kod djece s pretilosc¢u te pozitivnog utjecaja na njegove
razine u organizmu godinu dana nakon suplementacije vitaminom D, dok druge nisu pronasle
znadajnu vezu 22219224 Upravo zbog velikog broja kontradiktornih rezultata, potencijalna
uloga adiponektina i vitamina D kao modificiraju¢ih ¢imbenika u prevenciji i prognozi upalnih

bolesti sve je ¢es¢i cilj brojnih klinickih ispitivanja.

2.4.1. Znacaj adiponektina u astmi

Razlic¢ite studije pokazale su kako ve¢i rizik od razvoja astme postoji ne samo kod
pretilosti ve¢ i kod osoba s prekomjernom tezinom, iako mehanizmi koji pridonose njihovoj

povezanosti jo§ uvijek nisu u potpunosti jasni (Slika 7) 1°®. Razina adiponektina relativno je
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visoka kod zdravih pojedinaca s optimalnom tezinom, a njegove snizene razine sve se vise
povezuju s razli¢itim poremecéajima povezanima s pretiloscu.

Jedan od najistrazivanijih uc€inaka pretilosti svakako je utjecaj povecanog adipoznog
tkiva na pluénu fiziologiju, uzrokujuéi povecani otpor, neucinkovitost respiratornih misica te
promjene u izmjeni plinova '*. Za neke parametare pluéne funkcije (FVC, FEV1) postoje
kontradiktorni rezultati o povezanosti njihovih snizenih vrijednosti i prekomjerne tezine
99.10082.195 ok se FeNO kao marker eozinofilne upale u disnim putevima istice kao potencijalno
vazan pokazatelj upale kod pretilosti. Naime, njegove povisene razine pronadene su i kod djece

s pretiloS¢u 1 kod pretilih astmatiCara, a Azuma 1 sur. su u svom radu potvrdili kako se

eozinofilna upala ¢esto veze uz smanjenu koncentraciju serumskog adiponektina 1%
TNF-o
Upala adipoznog tkiva
Astma Protuupalni uéinak?

Pretilo = - - -~ _
st T
Pluéne bolesti

Adiponektin l Adiponektin ili agonist

TNF-a 4 s 4
Emfizem % T ﬁ___‘_/' Em:ﬁzem+
Endotelijalna apoptoza ?
COPD
Kemokinif B t
Regrutacija eozinofila f *:/ L4, IL-17, IL23, TNF-0 +
Astma

w

’E‘ 42? Regrutacija eozinofila ¥

IL-1 @, IL-6, IL-17, TNF-a 4
Regrutacija eozinofila T

Gljivi¢éna infekcija

Bakterijska infekcija )
IFN-Y, IL-12, CD68, TNF-u 4 & \ -
IL-10, ARG1 ? N Nepoznato
e
Virusna infekeija Bakterijska i

IL-6, IL-10, TNF-a }

virusna infekeija

Slika 7. Utjecaj adiponektina na pluéne bolesti (preuzeto iz Lim i sur., 2023. *%),

Osim toga, stanje upale prisutne kod pretilosti moze znacajno mijenjati fenotip i
prognozu astme, pri ¢emu adiponektin moze utjecati na Th1/Th2 ravnotezu, razvoj pluca, glatke
misi¢e disnih putova te odgovor disnih putova koji su povezani s razvojem astme . Veéina
epidemioloskih studija dokazala je niske razine adiponektina u serumu astmaticara s pretiloscu,

iako su rezultati 0 njegovoj vezi s plu¢nom obstrukcijom i dalje nekonzistentni, prikazujuéi i
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negativnu i pozitivnu korelaciju s razvojem i tezinom astme, a smatra se kako su oprecni
rezultati studija mogucéi iz viSe razloga, ukljucujuéi specificne podgrupe populacija i spol
ispitanika 3675197199194 " 153k velik broj grupa vezu izmedu adiponektina i astme uspjesno je
dokazao 1 na mi§jim modelima i kod ljudi, demonstriraju¢i znacajno snizene koncentracije
adiponektina kod pacijenata s tezim oblikom astme ili tijekom egzacerbacije te o0sobito kod
pretilih astmati¢ara u odnosu na astmaticare preporucene tjelesne mase 200198201,

Poznato je da pretilost pojacava kroni¢nu upalu disnih putova kod astmaticara s
prekomjernom tezinom. Naime, jedno od istrazivanja povezalo je pretilost s pove¢anim brojem
makrofaga, neutrofila i eozinofila u bronhoalveolarnom ispirku miSeva, pri ¢emu je i produkcija
Th2 citokina (IL-13 i IL-5) bila poveéana 2°2. Zbog navedenog utjecaja, adiponektin je dosao u
fokus i kao potencijalni terapeutik, gdje je primjena egzogenog adiponektina rezultirala
smanjenjem upale kod pretilih miSeva, dok je agonist receptora adiponektina uspje$no smanjio
razine IL-4, IL-17, IL-23 i TNFa. Tretiranje eksperimentalnih modela s adiponektinom
smanjilo je patoloske promjene na plu¢ima smanjenjem eozinofila te ukupnih stanica u
bronhoalveolarnom ispirku, $to je dovelo do novih hipoteza o potencijalu adiponektina u
regulaciji migracije stanica u diSne putove i uklanjanja pluéne upale kod astme povezane s
pretilo§éu 202189,

Jedan od istaknutih ¢imbenika s utjecajem na razine adiponektina je i vitamin D,
odnosno njegov nedostatak kod osoba s pretilosc¢u, Sto posljedi¢no moze dovesti do razvoja
astme. Naime, vitamin D ima modulatorni u€inak na ekspresiju gena odgovornih za sintezu 1
izlu¢ivanje adipokina, a snizene razine adiponektina zabiljeZene su osobito kod pretile djece s
nedostatkom vitamina D 2324, Razligite studije s uklju¢enom populacijom djece s pretilodéu, s
il bez deficijencije vitamina D, opisale su potencijalni direktan u€inak kalcitriola na viSe razine
adiponektina te obrnuto proporcionalnu vezu izmedu tezine astme i razina serumskog vitamina
D 2203 Unato¢ takvim saznanjima, uéinak suplementacije vitaminom D na razine adiponektina
te njegov znacaj u kontroli astme kod odraslih i1 djece joS uvijek nije potvrden. O’Sullivan i
sur. objavili su kako se ova nesigurnost moze pripisati nedefiniranoj optimalnoj koncentraciji
kalcitriola te u svom radu navode nekoliko studija koje predlazu razine kalcitriola koje bi
trebalo ciljati kod djece i adolescenata kako bi se postigao Zeljeni protuupalni u¢inak 2°4-2%,
Ipak, informacije o suplementaciji koja bi imala zadovoljavajuéi uc¢inak kod pretile djece i dalje
ostaje znacajna nepoznanica u lijecenju astme te ostalih upalnih stanja u kojima vitamin D ima

potencijal kao dodatak konvencionalnoj terapiji, zbog ¢ega je zajedno s adiponektinom i dalje

u fokusu brojnih istrazivanja, osobito u pedijatrijskoj populaciji.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Ispitanici

Devedeset bolesnika (u dobi od 6 do 18 godina), s pretiloséu i/ili astmom, te 30 zdravih

ispitanika uklju¢eno je u opservacijsku klini¢ku studiju u Poliklinici Dje¢je bolnice Srebrnjak.

Djeca i adolescenti u studiju su uklju¢eni nakon potpisivanja informiranog pristanka od strane

roditelja/zakonskih skrbnika, u skladu s lokalnim zakonodavstvom. Protokol studije odobrilo

je Eticko povjerenstvo bolnice te Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu, a

kriterije za ukljuéivanje i iskljuéivanje procijenio je i definirao stru¢njak alergolog s 15+ godina

iskustva na tom podrucju. Grupe, broj ispitanika te uklju€ujuéi i iskljucujuéi kriteriji prikazani

su u tablici 5.

Tablica 5. Kriteriji za ukljucivanje i iskljucivanje ispitanika u studiju.

Definirane skupine ispitanika/ Kriteriji za ukljucivanje i isklju¢ivanje u studiju

Skupine ispitanika

» Kontrolna skupina (30)

(broj ispitanika) »  Skupina djece s astmom (30)

» Skupina djece s pretiloséu (30

» Skupina djece s pretiloséu i astmom (30)
Kriteriji za » Klini¢ka dijagnoza astme (prema ERS/ATS smjernicama) najmanje godinu dana
ukljucivanje » Primanje stabilne doze protuupalnog lijeCenja najmanje mjesec dana s
sudionika s djelomi¢no kontroliranom ili nekontroliranom astmom prema GINA
astmom smjernicama
Kriteriji > Vrijednosti BMI-a jednake ili veCe od 85. percentila, ali manje od 95. percentila

ukljucivanja za
prekomjernu
tjelesnu teZinu i

pretilost

(prekomjerna tjelesna tezina s povecanim rizikom za pretilost i povezane
komorbiditete)
» vrijednosti BMI-a jednake ili ve¢e od 95. percentila, specifi¢ne za dob i spol

(pretilost)

Iskljucujuéi
kriteriji za sve

sudionike

Dijabetes tipa 1 ili 2, imunodeficijencija, maligne bolesti, teZi hematoloski poremecaji,
autoimune bolesti, suplementacija vitaminom D u posljednja 3 mjeseca, akutna
respiratorna ili druga infekcija posljednja 3 tjedna i istodobno postojanje drugih ozbiljnih
kroni¢nih bolesti (teski metabolicki poremecaji, nestabilna endokrina i kardiovaskularna
stanja), koristenje sistemskih kortikosteroida, posjet hitnoj sluzbi zbog pogorsanja astme
u posljednja 3 tjedna, anafilakticka reakcija u proteklom mjesecu, poznata urodena ili
perinatalna pluéna bolest, pluéna malformacija, mehani¢ka ventilacija nakon rodenja,
dijagnoza cisti¢ne fibroze, primarna cilijarna diskinezija, zatajenje srca, druge teske

respiratorne bolesti (npr. intersticijska bolest pluéa).
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3.2. Mjerenje pluéne funkcije i odredivanje indeksa tjelesne mase

Za sve sudionike provedena su mjerenja pluéne funkcije i FeNO-a, kao markera
eozinofilne upale u donjim disnim putovima. Spirometrija je provedena koriStenjem
kompjuteriziranog pneumotaha (Ganzhorn, Njemacka) prema ATS smjernicama 2072%,
Forsirani ekspiracijski volumen u jednoj sekundi (FEV1) i forsirani vitalni kapacitet (FVC)
zabiljezeni su i izrazeni kao postotak (%) predvidenih vrijednosti, dok je omjer FEV1 i FVC
(FEV1/FVC) zabiljezen kao apsolutna vrijednost 2%°. Vrijednosti FVC (> 80% od predvidenog
ili iznad donje granice normale), FEV1 (> 80% od predvidenog ili iznad donje granice normale)
i omjer FEVI/FVC (> 0,90) tumacene su kao normalne. Opstruktivni obrazac definiran je
snizenim FEV1 1 FVC (< 80% od predvidenog ili ispod donje granice normale) i snizenim
FEV1/FVC. Postotak FEV1 koristen je za predvidanje tezine opstrukcije diSnih putova u djece:
FEV1 > 80% kao pokazatelj blage opstrukcije; FEV1 60 — 80% kao pokazatelj umjerene
opstrukcije; FEV1 < 60% kao pokazatelj teske opstrukcije 2°°-211.28, Razine FENO mjerene su
metodom jednog izdisaja pri 50 mL/s tijekom 10 sekundi pomocéu NiOX analizatora
(Aerocrine) u skladu s preporukama ERS/ATS %90,

Indeks tjelesne mase (ITM) izraCunat je kao omjer tjelesne mase u kilogramima i
kvadrata tjelesne visine u metrima, a dobivene vrijednosti za svakog ispitanika usporedivane su
s percentilnim krivuljama rasta specifi¢nim za spol i dob djeteta 212213, U tablici 6 je prikazan
stupanj uhranjenosti djeteta, prema kojem je definirana prisutnost prekomjerne tezine i

pretilosti.

Tablica 6. Odnos percentila i stupnja uhranjenosti.

Percentil Stupanj uhranjenosti
<b. Pothranjenost
5. do 85. Normalna tjelesna masa
85. do 95. Prekomjerna tjelesna masa
>95. Pretilost
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3.3. Odredivanja vitamina D u uzorcima plazme

Razina vitamina D odredena je metodom tekucinske kromatografije vioke ucinkovitosti
(engl. High Performance Liquid Chromatography), pomocu in vitro, komercijalno dostupnog

Kita, certificiranog za primjenu u klini¢koj dijagnostici.

3.3.1. Materijali uredaji

HPLC kit za odredivanje vitamina 25-OH D3/D2 u plazmi (25-OH-Vitamin D3 and D2

in plasma by UV — FAST, Kat. br. 219110, Eureka Lab Division)

e Kalibrator za odredivanje vitamina 25-OH D3/D2 u plazmi (Kat. br. Z19116, Eureka
Lab Division)

e Kontrolni uzorci za nizi (br.1) i vi$i koncentracijski raspon (br. 2.) vitamina 25-OH
D3/D2 (Kat. br. 219119, Eureka Lab Division)

e (C18ili Genesis C18 HPLC analiticka kolona Poroshell 120, 4.6x50mm, 2.7um (Kat. br.
2699975902 ili ZFM15960E, Agilent)

e Predfilteri za HPLC analiticku kolonu (Kat. br. S90199511, Javelin)

e Staklene pyrex tube 10 mL sa SVL ¢epovima (Kat. br. 212-7549, SciLabware)

e Stakleni HPLC viali volumena od 1.5 mL do 15 pL te njihovi pripadajuci ¢epovi (Kat.
br. 5182-0733, Agilent)

e Vakuum uredaj za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (Vac Elut 12 and 20 Position, Agilent)

e Ultracista voda

e Acetonitril (Kat.br. 34851, Sigma-Aldrich)

e HPLC uredaj (Infinity 1260 Bioinert, Agilent Technologies)

e Softver za analizu podataka Chemstation online no FRC (Agilent Technologies)

3.3.2. Sakupljanje i pohrana uzoraka

Za analizu je koristena EDTA-plazma (uzorkovano minimalno 5 mL krvi za analizu).
Uzorkovana puna krv se centrifugirala 10 minuta na 3500 rpm u hladenoj centrifugi (16 °C).
Uzorci plazme alikvotirali su se te skladistili u prikladnim krio-vialama. Za pohranu u trajanju
do najduze 3 mjeseca dobiveni uzorci plazme spremljeni su na -20 °C do provedbe daljnjih

analiza.
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3.3.3. Priprema kalibratora i kontrolnih uzoraka iz kita

> Neotopljeni liofilizirani Eureka kalibrator ¢uvao se pohranjen na temperaturi od -20 °C.
U bocicu liofilizata dodano je 5.0 mL ultraciste vode (ili volumen naveden prema
certifikatu koji je prilozen kalibratoru). Po potrebi je koriStena ultrazvucna kupelj u
trajanju od 15 sekundi (15 s x 2). Otopina se nakon toga ostavila da stoji na sobnoj
temperaturi 15 min uz povremeno blago okretanje (koriSten roler za blago mijeSanje
uzorka). Kalibrator se nakon pripreme alikvotirao i pohranio na -20 °C. Pripremljeni

kalibrator se dalje obradivao 1 analizirao na potpuno isti nac¢in kao uzorci ispitanika.

> Neotopljeni liofilizirani Eureka kontrolni uzorci pohranjeni su se na temperaturi od -20

°C. U bocicu liofilizata dodano je 5.0 mL ultraciste vode (ili volumen naveden prema
certifikatu koji je prilozen kontrolnim uzorcima). Po potrebi je koriStena ultrazvucnu
kupelj u trajanju od 15 sekundi (15 s x 2). Otopina se nakon toga ostavila da stoji na
sobnoj temperaturi 15 min uz povremeno blago okretanje (koriSten roler za blago
mjesanje uzorka). Kontrolni uzorci su se nakon pripreme alikvotirali te pohranili na -20
°C. Pripremljeni kontrolni uzorci su se dalje obradivali i analizirali na potpuno isti nacin

kao uzorci ispitanika.

3.3.4. Obrada uzoraka

Zamrznuti alikvoti kalibratora, kontrolnih uzoraka i uzoraka plazme su se prije analize
otopili na sobnoj temperaturi, minimalno 30 min prije analize (uz blago okretanje na roleru). Iz
otopljenih uzoraka plazme odradena je precipitacija proteina i ekstrakcija na ¢vrstoj fazi prema

sljede¢im koracima:

I.  Precipitacija proteina - priprema kalibratora/kontrola/uzoraka

1. U zasebne staklene pyrex tube se u uzorke kalibratora, kontrolnih uzoraka i uzoraka
plazme dodao precipitacijski reagens A dostupan u Eureka kitu, prema shemi u tablici
7.
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Tablica 7. Precipitacija proteina provedena na uzorcima kalibratora/kontrola/uzoraka

Kalibrator Kontrolni Kontrolni Uzorak

uzorak 1 uzorak 2 (plazma)
Kalibrator 0.50 mL
Kontrolni uzorak 1 0.50 mL
Kontrolni uzorak 2 0.50 mL
Uzorak - plazma 0.50 mL
Reagens A
precipitacijski reagens
sa internim 0.75 mL 0.75 mL 0.75 mL 0.75 mL
standardom (IS)

2. Precipitacija proteina izvrsena je direktno na vorteks mjesalici, u trajanju od 30 sekundi.

3. Uzorak je pohranjen 5 minuta na 2-8 °C, a za to vrijeme je ohladena centrifuga na
odgovarajucu temperaturu.

4. Uzorci su centrifugirani 15 minuta na 4000 rpm, pri 16°C, nakon ¢ega je supernatant
odvojen od proteinskog precipitata.

5. 1.0 ml supernatanta dodan je u u ¢istu staklenu vialu, na $to je dodano 250 pL ultraciste
vode i mijesano na vorteks mjesalici 10 sekundi. Uzorci su nakon centrifugiranja

pohranjeni na 2-8°C do ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (eng. Solid phase extraction; SPE)

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Postupak ekstrakcije na ¢vrstoj fazi proveden je postupkom centrifugiranja ili pomocu
vakuum kade za ekstrakciju uz pomo¢ SPE kolona dostupnih u kitu za odredivanje vitamina
D. Kolona za ekstrakciju se aktivirala i kondicionirala prema postupku opisanom u
nastavku, pazeci pritom da ne dode do potpunog susenja kolone prije nanoSenja uzorka.
Uzorak je zatim centrifugiranjem ili pod niskim tlakom (5 mm Hg) lagano propusten kroz

kolonu, prema pojedinacno opisanim fazama u nastavku.

A. Kondicioniranje kolone

1. U zasebne kolone (svaka za pojedini uzorak/kontrolu/kalibrator) dodano je 1.0 mL

reagensa B iz Eureka kita (otopina za kondicioniranje 1).
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. Perkolacija tekucine provela se procesom centrifugiranja (1000 rpm; 2 minute)

Nakon centrifuge, u SPE kolone dodano je 1.0 mL reagensa C iz Eureka kita (otopina
za kondicioniranje 2).

. Perkolacija tekucine provela se procesom centrifugiranja (1000 rpm; 2 minute).

. Zaostala tekucina je u potpunosti propustena kroz punilo kolone, nakon ¢ega je punilo

osu$eno pod niskim tlakom (5 mm Hg)

. NanosSenje uzorka

Prethodno pripremljena gornja faza supernatanta (kalibrator, kontrole, uzorci)
odpipetirala se u pojedinaéne SPE kolone (ukupno ~1.25 mL mjeSavine
supernatant/ultraista voda).

. Perkolacija tekuéine provela se procesom centrifugiranja (1000 rpm; 3 minute).

. Punilo ostaje lagano vlazno

. Ispiranje SPE kolone

U zasebne SPE kolone odpipetirano je 0.5 mL reagensa D iz Eureka kita (otopina za
ispiranje).

. Perkolacija je izvrSena procesom centrifugiranja (4000 rpm; 1 minutu).

. Ukoliko je bilo potrebno, nakon centrifuge punilo kolone je dodatno osuseno pod niskim

tlakom (5 mm Hg)

. Eluacija produkta (analita)

U zasebne SPE kolone odpipetirano je 0.2 mL Reagensa E (otopina za eluaciju).
Dobiveni eluat prikupljen je u staklenu HPLC vialu. Zavr$na perkolacija tekucine kroz
SPE kolonu izvrsena je pod niskim tlakom (5 mm Hg) uz nizak protok.

U dobiveni eluat dodano je 25 pL ultradiste HPLC vode te je mijeSano 10 sekundi na

vorteks mjesalici.

. Priprema i injektiranje testne otopine

U staklenu HPLC vialu za pripremu uzorka otpipetirano je 400 uL mobilne faze
(Reagens M) i 100 pL reagensa F (Test otopina) te je mijesano 10 sekundi na vorteks
mjeSalici.

. Volumen injektiranja u kromatografski sustav bio je 50 pL.
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3. Injektiranjem testne otopine provjerena je prikladnost sustava; retencijsko vrijeme (RT)
vrska 25-OH D3 izmedu 4.0 i 6.0 min. Ukoliko je RT vrijednost potvrdena kao

prikladna nastavilo se s postupkom analize uzoraka.

3.3.5. Kromatografski uvjeti

Analiza se provela prema kromatografskim uvjetima opisanim u tablici 8.

Tablica 8. Kromatografski uvjeti pri odredivanju vitamina D u uzorcima plazme.

Analiticka kolona C18 ili Genesis C18 HPLC analiticka kolona Poroshell 120,
4.6x50mm, 2.7um

Otopina za CiS¢enje/ispiranje | Otopina vode i acetonitrila (Voda : Acetonitril; 20 : 80; v/v)

Otopina za kondicioniranje Mobilna faza dostupna u kitu za odredivanje vitamina D

kolone

Otopina za ¢iS¢enje igle Otopina ultraciste vode i acetonitrile (Voda : Acetonitril; 80 : 20;

injektora vIV)

Volumen injektiranja 50 uL

Protok 0.8 mL/min

Temperatura kolone 20 °C

Detekcija (UV/VIS) 265 nm

Napomena: Tijekom svake analize koristen je Javelin pred-filter, za dodatnu zastitu analiticke
kolone. Pred-filter je zamijenjen svakih 70-100 injektiranja ili ranije ukoliko je bilo potrebno.
Nakon podesavanja kromatografskih uvjeta, snimljen je sljedec¢i analiticki slijed u programu
Chemstation pri valnoj duljini od 265 nm:
a) Negativna kontrola (Cista mobilna faza); b)Testna otopina; c) Kalibrator (2x); d)
Kontrolni uzorak br. 1; e) Kontrolni uzorak br. 2; f) Uzorak pacijenta; g) Kalibrator
(provjera stabilnosti analiti¢kih uvjeta tijekom cijele analize); h) Negativna kontrola

(¢ista mobilna faza)
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3.3.6. Obrada podataka

1. Nakon zavrsetka sekvence vizualno je provjerena kvaliteta dobivenih kromatograma.
Pregled kromatograma se izvrSio u Chemstation programu. Ukoliko pojedini
kromatografski vrSak nije dobro imenovan prozor oko odgovarajuceg retencijskog
vremena se prilagodio, kao i integracijski uvjeti u slucaju nezadovoljavajuée integracije
pojedinog kromatograma.

2. Analizom je dobiven izratun Kkoncentracije analita u uzorcima (u ng/mL).

Koncentracije 25-OH D3 i 25-OH D2 u izlaznom izvjestaju Su izrazene u pg/L.

3.4. Odredivanja adiponektina u uzorcima plazme

Razina adiponektina odredena je metodom ELISA (engl. Enzyme Linked Immunosorbent

Assay) - Enzimski imunosorbentni test, pomocu komercijalno dostupnog kita.

3.4.1. Materijali i uredaji

. ELISA kit (Human Adiponectin kit, BMS2032-2, Invitrogen, ThermoFisher

Scientifc)
. Deionizirana voda
. Spektrofotometar za ocitavanje apsorbancije (450nm) (Agilent BioTek Epoch 2

Microplate Spectrophotometer)

3.4.2. Sakupljanje i pohrana uzoraka

Za analizu adiponektina je koristen serum. Uzorkovana puna krv centrifugirala se 10 minuta
na 3000g, na sobnoj temperaturi. Uzorci seruma skladistili su se u prikladnim krio-vialama na
-80 °C do analize.

3.4.3. Priprema reagensa dostupnih u Kitu

1. Pufer za ispiranje (engl. Wash buffer) 1x - u menzuru od 1000mL dodano je 50mL
koncentrata pufera za ispiranje (20x), nakon ¢ega je dodana deionizirana voda do
kona¢nog volumena od 1L. Pripremljeni pufer (1x) transferiran je u bocu te pohranjen

na sobnu temperaturu.
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2. Esej pufer (engl. Assay buffer) 1x - u menzuru od 100 mL dodano je 5mL koncentrata
pufera (20x), nakon ¢ega je dodana deionizirana voda do kona¢nog volumena od 100ml.
Pripremljeni pufer (1x) transferiran je u bocu te pohranjen u hladnjak.

3. Biotin-konjugat — pripremljen netom prije koriStenja (potrebno upotrijebiti do 30 minuta
nakon razrjedivanja). Pripremljeno je 1:100 razrjedenje koncentrirane otopine biotin
konjugata (20x) u esej puferu (1x).

4. Streptavidin-HRP — pripremljen netom prije koriStenja (potrebno upotrijebiti do 30
minuta nakon razrjedivanja). Pripremljeno je 1:400 razrjedenje koncentrirane otopine
biotin konjugata (20x) u esej puferu (1x).

5. Standard adiponektin — standard je rekonstituiran s destiliranom vodom, volumenom
ozna¢enim na bocici standarda. Pripremljeni standard je blago promijesan kako bi se
osigurala homogenost te potpuno otapanje (koncentracija rekonstituiranog standarda =
30 ng/mL). Rekonstituirani standard ostavljen je 10-30 minuta na sobnoj temperaturi te
blago promijesan prije pripreme razrjedenja. Standard se iskoristio odmah nakon
rekonstitucije.

6. TMB supstrat (engl. 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) — spreman za koristenje.

7. Stop otopina — spremna za koristenje.

3.4.4. Priprema razrjedenja standarda

1. Pripremljena su 1:2 serijska razrjedenja za standardnu krivulju:
a) Odpipetrirano je 225 uL esej pufera (1x) u svaku od 7 oznacenih tubica.
b) Odpipetirano je 225 uL rekonstituiranog standarda (koncentracija=30ng/mL) u
prvu tubicu oznacenu s S1 (koncentracija standarda 1 =15 ng/mL).
c) Odpipetirano je 225 uL pripremljene otopine S1 u sljedecu tubicu oznaenu sa
S2 (koncentracija standarda 2 =7.5 ng/mL).
d) Na isti nacin ponovljeni su transferi do tubice oznacene sa S7 prema shemi

(Slika 8.)
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Slika 8. Priprema razrjedenja standarda adiponektina.

3.4.5. Priprema uzoraka

Uzorci plazme razrijedeni su 1:2500 u esej puferu (1x) prema proceduri:
a) Razrjedenje 1 — 10 uL uzorka + 490 pL esej pufera (1x)
b) Razrjedenje 2 — 10 puL razrjedenja 1 + 490 pL esej pufera (1x)

3.4.6. Protokol testa
1. Uzorci seruma prethodno pohranjeni na -80 °C, izvadeni su na sobnu temperaturu.

2. 96-jazi¢na ploca isprana je s 350 uL pufera za ispiranje (1x), sa aspiracijom izmedu
ispiranja. Prije aspiracije pufer za ispiranje je ostavljen 10-15 sekundi u jazicama.
Nakon zadnjeg ispiranja, jaZica je preokrenuta na €isti ubrus i tapkanjem se uklonila sva
tekucina iz jazica.

3. Odpipetirano je 100 pL razrjedenja standarda (S1-S7) u duplikatu u jazice A1-G7.

4. U jazice H1 1 H2 odpipetirano je 100 puL esej pufera (negativna kontrola za mjerenje
opticke gustoce pozadine).

5. U jazice A3-H12 dodano je 50 pL esej pufera, nakon ¢ega je u iste jazice dodano 50 pL
razrijedenog uzorka u duplikatu.

6. Pripremljen je biotin-konjugat te je dodano 50 uL u sve jazice.

7. 96-jazi¢na ploca je nakon ispiranja prekrivene zastitnom folijjom te je stavljena na
inkubaciju 2 sata na mjesalici za mikrotitarske plocice, pri sobnoj temperaturi.

8. Nakon inkubacije, pripremljen je streptavidin-HRP, jazice su ispraznjene
preokretanjem 96-jazi¢ne ploce, a potom je ploca isprana 6 puta na jednak nacin kao u

koraku 1. Nakon ispiranja, u svaku jazicu je dodano 100 pL streptavidin-HRP te je ploca
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9.

10.

11.

prekrivena zaStitnom folijom i stavljena na inkubaciju 2 sata na mjesalici za
mikrotitarske plocice, pri sobnoj temperaturi.

Nakon inkubacije jazice su ispraznjene preokretanjem 96-jazi¢ne ploce, a potom je
ploca isprana 6 puta na jednak nacin kao u koraku 1. Nakon ispiranja, u svaku jazicu je
dodano 100 uLL TMB supstrata, koji u reakciji s vezanim konjugatom rezultira plavim
obojenjem. Intenzitet obojenja mjerio se pri zadanoj valnoj duljini te je proporcionalan
koli¢ini proteina aiponektina uzorku. Ploc¢a stavljena na inkubaciju 30 minuta na sobnu
temperatru, u mraku.

Nakon 30 minuta u svaku je jazicu dodano 100 pL stop otopine koja zaustavlja reakciju,
pri ¢emu plavo obojenje u jazicama prelazi u zuto.

Nakon dodavanja stop otopine 96-jazi¢na ploc¢a se oc€itala unutar 30 minuta na

spektrofotometru pri valnoj duljini od 450nm.

3.4.7. Obrada podataka

IzraCunate su prosjecne vrijednosti apsorbancije za svaki skup duplikata (standardi i uzorci).

Izradena je standardna krivulja unutar softvera Gen5 Secure, na temelju dobivenih srednjih
vrijednosti svake koncentracije standarda. Na temelju dobivene standardne krivulje, odredena
je koncentracija cirkuliraju¢eg adiponektina za svaki uzorak, pri ¢emu je u obzir uzet faktor

razrjedenja od 5000. Koncentracija adiponektina izraZena je u ng/mL.

3.5. Izolacija DNA

Ekstrakcija DNA iz uzoraka krvi provedena je pomoc¢u komercijalno dostupnog kita

(GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit, ThermoFisher Scientific).

3.5.1. Materijali i uredaji

Kit za izolaciju DNA (Kat. br. KO781, GeneJET Whole Blood Genomic DNA
Purification Mini Kit, ThermoFisher Scientific).

Etanol 96-100% (Kat. br. P147303, GramMol)

Spektrofotometar NanoPhotometer P300 (Implen®).
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3.5.2. Sakupljanje i pohrana uzoraka

Ispitanicima je izvadena venska krv te prikupljena u sterilne epruvete s EDTA

antikoagulansom, koje su pohranjene na -80 °C do PCR analize.

3.5.3. Priprema reagensa dostupnih u Kitu

1.

a)
b)
c)
d)
e)

b)

Reagensi dostupni u Kitu spremni za upotrebu:

Otopina proteinaze K

Otopina za lizu

Elucijski pufer (10mM Tris-HCI, pH 9.0, 0.1 mM EDTA)

Kolone za purifikaciju genomske DNA u kombinaciji s kolekcijskim tubama
Kolekcijske tube (2ml)

Priprema pufera za ispiranje:

Pufer za ispiranje | - u boc¢icu pufera dodano je 30ml etanola (96-100%), prema uputi
proizvodaca

Pufer za ispiranje Il - u bocicu pufera dodano je 30ml etanola (96-100%), prema uputi

proizvodaca

3.5.4. Protokol testa

U 200pl pune krvi dodano je 20 pL otopine proteinaze K te odmah promijesano pomocu
vorteks mjesalice.

U uzorak krvi s proteinazom K dodano je 400 pL otopine za lizu te odmah promijesano
pomocu vorteks mjesalice.

Nakon dodavanja otopine za lizu, uzorci su stavljeni na inkubaciju na 56 °C, na 10
minuta, tijekom ¢ega su povremeno promijeSani pomocu vorteks mjesalice.

Nakon inkubacije u uzorke je dodano 200 uL etanola (96-100%) te odmah promijesano
pipetom.

Uzorak pripremljen u koracima 1-4, transferiran je na spin kolonu unutar kolekcijske
tube te centrifugiran 6,000 x g, 1 minutu. Nakon centrifuge kolekcijska tuba je bacena,
a kolona je postavljena u novu kolekcijsku tubu.
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6. Nakolonu je dodano 500 uL pufera za ispiranje te centrifugirano na 8,000 x g, 1 minutu.
Nakon centrifuge dio koji je prosao u kolekcijsku tubu je bacen, nakon ¢ega je kolona
vracena u istu, praznu kolekcijsku tubu.

7. Na kolonu je dodano 500 uL pufera za ispiranje Il te centrifugirano na 20,000 x g, 3
minute. Nakon centrifuge dio koji je prosao u kolekcijsku tubu je bacen, nakon ¢ega je
kolona vracéena u istu, praznu kolekcijsku tubu i centrifugurano je na dodatnih 20,000 x
g, 1 minutu. Nakon centrifuge kolekcijska tuba je bacena, a kolona je premjestena u
sterilnu tubu od 1,5 mL.

8. Na kolonu je pazljivo dodano 200 pl pufera za eluciju, na centralni dio membrane
kolone, kako bi se eluirala genomska DNA te se sve inkubiralo 2 minute na sobnoj
temperaturi, a potom centrifuguralo na 8,000 x g, 1 minutu.

9. Koncentracija izolirane DNA izmjerena je spektrofotometrom NanoPhotometer P300
(Implen®).

3.6. Genotipizacija

Genotipizacija za 4 razli¢ita polimorfizma VDR gena (Taql, Fokl, Apal i Bsml)
provedena je pomocu komercijalno dostupnog kita s TagMan probama, dizajniranim i
kalibriranim za koristenje uz TagMan Master Mix reagense, pod univerzalnim termalnim

postavkama ciklusa.

3.6.1. Materijali i uredaji

e Brilliant 11 Ultra-Fast QPCR Master Mix with High ROX (Kat. br. 600888, Agilent
Technologies)
e TagMan Predesigned SNP Genotyping Assays (Kat. br. 4351379, Applied
Biosystems) 144:
> C_2404008_10 rs731236, PN4351379 (Taql)
> C_12060045_ 20 rs2228570, PN4351379 (Fokl)
» C_28977635_10rs7975232, PN4351379 (Apal)
» C__8716062_20 rs1544410, (Bsml)
e TE pufer (Kat. Br. AM9849, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific)
e Ultracista voda (Water Molecular Biology Grade, Nuclease Free, Kat. br. 7732-18-5,
VWR)
e 96-jazi¢na ploca (Kat. br. 732-1463, PCR plates for Roche® LightCycler® 480 VWR)
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e PCR uredaj (LightCycler® 480 Instrument 11, Roche Diagnostics)

3.6.2. Priprema reagensa

1. Svaki SNP (Taql/Fokl/Apal/Bsml) razrijeden je 20x s TE puferom (10-mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0, in DNase-free, sterile-filtered water) prema preporuci
proizvodaca 20x, nakon Cega je kratko centrifugiran te alikvotiran. Alikvoti su
pohranjeni na -20 °C do analize.

2. Master Mix je spreman za koriStenje (pohrana na -20 °C do analize).

3.6.3. Protokol testa

Analiza je provedena pomoc¢u komercijalno dostupnog TagMan eseja za genotipizaciju te
TagMan Master Mix reagensa. TagMan esej sadrzi uzvodne (engl. forward) i nizvodne (engl.
reverse) pocetnice specificne za sekvencu (amplifikacija sekvence od interesa) te probe
jedinstvene za odredeni ciljani polimorfizam. Svaka proba ima reporter boju na 5' kraju - HEX
boja (533-580nm) se nalazi na 5' kraju probe za detekciju sekvence alela 1, a FAM boja (465-
510nk) se nalazi na 5' kraju probe za detekciju sekvence alela 2 (Tablica 9). Na 3' kraju probe
se nalazi nefluorescentni kvencer. Detekcija poveéanog signala u fluorescenciji HEX-boje
indicirala je homozigote za alel 1, VIC-boje homozigote za alel 2, a signal u obje je indicirao

heterozigote.

Tablica 9. Opis TagMan predizajniranih proba.

VDR GENETSKA SEKVENCA ALEL1 | ALEL 2

POLIMORFIZAM | SUPSTITUCIJA (HEX) | (FAM)

TAQI (RS731236) | A>G TGGACAGGCGGTCCTGGATGGCCTCIA/G | A(T) G(0)
JATCAGCGCGGCGTCCTGCACCCCAG

FOKI (RS2228570) | A>G GGAAGTGCTGGCCGCCATTGCCTCCIA/G] | A(F) G(f)
TCCCTGTAAGAACAGCAAGCAGGCC

APAI (RS7975232) | C>A AAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGC[A/C | A(a) CA)
JCCTCACTGCTCAATCCCACCACCCC

BSMI (RS1544410) | C>T GAGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATG[T/C | T(b) C(B)
JGCAGGCCTGTCTGTGGCCCCAGGAA

1. Nakon otapanja uzoraka izolirane DNA, koji su prethodno bili pohranjeni na -20 °C,

pripremila se reakcijska smjesa prema shemi opisanoj u tablici 10:
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Tablica 10. Pripremanje reakcijske smjese za RT-PCR.

Reakcijska smjesa

Master Mix 12,5 uL
20X Assay Working 1,25 uL.
Stock (SNP)

Ultradista voda 6,25 uL

DNA uzorak

Uzorak 5ulL
Ukupni volumen po jazici 25 uL

N

U pojedinu jazicu 96-jazi¢ne ploce dodano je 20 pL reakcijske smjese.

w

Nakon dodavanja reakcijske smjese, u jazice je dodano 5 pL uzorka izolirane DNA ili

negativne kontrole (ultracista voda).

>

Pripremljena 96-jazi¢na ploca prekrivena je adhezivnom pokrovnicom, nakon ¢ega je
ploca stavljena kratko u centrifugu kako bi se dodana reakcijska smjesa i uzorci spustili
do dna jazice te izbjeglo potencijalne mjehurice.

5. RT-PCR reakcija je provedena je na Roche LC 480 Il PCR uredaju pri uvjetima
opisanim u tablici 11:

Tablica 11. Postavljeni uvjeti za RT-PCR.

Korak Temperatura Duljina trajanja Broj ciklusa
Aktivacija polimeraze 95°C 10 minuta
Denaturacija 95°C 15 sekundi
Vezanje pocetnica /
Sinteza i 40
komplementarnih 60°C 1 minuta
lanaca
Hladenje 40°C 30 sekundi

6. Nakon zavrSene PCR reakcije rezultati su analizirani unutar softvera LC 480 II PCR te
su rezultati za svaki uzorak izrazeni kao "homozigot za alel 1", "homozigot za alel 2" ili

"heterozigot".

49



3.7. Statisticka obrada

Sve kontinuirane varijable prikazane su kao srednje vrijednosti + standardne devijacije
(£SD), dok su kategoricki podaci izrazeni u brojevima (N) i postocima (%). Dobivene
vrijednosti ITM-a usporedivane su s percentilnim krivuljama rasta specifi¢cnim za spol i dob.
Za analizu distribucije podataka proveden je Kolmogorov-Smirnov test. Usporedbe izmedu
grupa napravljene su koriStenjem ANOVA-e (ordinary one way ANOVA) za varijable s
normalnom distribucijom te Mann-Whitney test za podatke koji nisu imali normalnu
distribuciju. Uc¢estalost alela i genotipova izraunata je direktnim brojanjem, a Hi-test (y2-test)
te Fisher-exact test (pri ocekivanoj vrijednosti manjoj od 5) koriSteni su za usporedbu rezultata
izmedu grupa. Takoder, ucestalosti genotipova ispitivanih polimorfizaman procijenjene su za
Hardy-Weinbergovu ravnotezu pomocu Hi-kvadrat testa (y2-testa).

Podaci su analizirani pomoc¢u GraphPada 8.0. P vrijednost od p < 0.05 smatrana je statisticki

zna¢ajnom za sve provedene testove.
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4. REZULTATI

4.1. Demografske karakteristike i mjerenje indeksa tjelesne mase

U istrazivanju su definirane Cetiri razlic¢ite skupine (30 ispitanika u svakoj skupini):
kontrolna skupina (zdrava djeca), djeca s pretilos¢u, djeca s astmom te djeca s pretiloscu i
astmom. Prosjecna dob te omjer muskog i Zenskog spola bili su usporedivi izmedu grupa
(Tablica 12.).

Vrijednosti ITM-a, izraunate i prilagodene prema percentilima za dob i spol, prikazane su u
tablici 12. Oc¢ekivano, rezultati ITM-a pokazali su znacajno vise izmjerene vrijednosti u skupini
djece s pretiloscu (28+4,5) te grupi pretilih astmaticara (27,1+3), u usporedbi s kontrolnom

skupinom (17,9+3) i astmati¢arima s optimalnom tjelesnom tezinom (17,8+2,5) (P < 0,01).

Tablica 12. Demografske karakteristike i indeks tjelesne mase medu grupama ispitanika.

Parametar Kontrolna Pretilost Astma Astma +
skupina pretilost
Dob (SV+ SD) 9.97+3.8 11.03+3.4 11.13+3.4 12+2.8
Zenski spol (N) 15 17 16 17
MusKki spol (N) 15 13 14 13
IT™M (kg/m2), 179+3.0 28.0+45 178+25 27.1+3.0
SvV+SD

Kratice: SV- srednja vrijednost; SD — standardna devijacija; N — broj; ITM — indeks tjelesne mase

4.2. Razinavitamina D

Prema rezultatima analize 25-OH vitamina D3 u plazmi (u daljnjem tekstu vitamin D),
ispitanici su smjeSteni u kategorije ovisno 0 razinama vitamina D: optimalne vrijednosti
vitamina D (20-70 pg/L); manjak vitamina D (10-19,99 ng/L); nedostatak vitamina D (<10
ng/L) ili ozbiljni nedostatak vitamina D (<5 pg/L) 2¥4-2Y. U 120 analiziranih uzoraka, ukupno
je detektirano 40 ispitanika s manjkom te 13 ispitanika s nedostatkom vitamina D, odnosno
definirano je ukupno 53 ispitanika sa niskim razinama vitamina D (manjak + nedostatak).

Izmjerene vrijednosti vitamina D prikazane su u Prilogu 2.
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Analizom rezultata nisu primije¢ene statisticki znacajne razlike u razinama vitamina D
izmedu skupina. Ipak, manjak vitamina D je u najveéem postotku zabiljeZen u grupi
astmaticara (37%), dok je u grupi pretile djece detektiran najveéi broj ispitanika s
nedostatkom vitamina D (23%). Razina vitamina D ispod 10 ug/L u ostalim je grupama
izmjerena kod samo 7% ispitanika (Tablica 13).

Kombinirajuéi manjak i nedostatak vitamina D u skupinu oznacenu kao '"nizak
vitamin D" nije uocena znacajna razlika izmedu skupina, ali je najve¢i broj djece s
njegovim sniZenim razinama detektiran u grupi pretile djece (53%). U kontrolnoj skupini
te skupini djece s pretiloSc¢u 1 astmom, niske razine vitamina D zabiljeZene su u 40% ispitanika,

dok je kod astmaticara zabiljezena u 43% ispitanika (Tablica 13).

Tablica 13. Zastupljenost manjka i nedostatka vitamina D u analiziranim grupama ispitanika.

Status vitamina D Kontrolna Pretilost Astma Astma +
skupina N N (%) N (%) pretilost
(%) N (%)

Manjak/nedostatak vitamina D

Manjak (10-19.99 ug/L), 10 (33) 9 (30) 11 (37) 10 (33)
N=40
Nedostatak (<10 ug/L), 2 (7 7 (23) 2(7) 2(7)
N=13
Ozbiljni nedostatak (<5 0 0 0 0
ug/L)
Optimalne razine (> 20 18 (60) 14 (47) 17 (57) 18 (60)
ug/L), N=67
Niske razine vitamina D
Nizak vitamin D 12 (40) 16 (53) 13 (43) 12 (40)
(manjak + deficijencija),
N=53
Optimalne razine (> 20 18 (60) 14 (47) 17 (57) 18 (60)
ug/L), N=67

Kratice: N — broj

Dodatnom analizom dobivenih podataka primijecene su sezonske varijacije U
rezultatima, s vis§im srednjim razinama vitamina D u uzorcima prikupljenim u ljetnim (23.6
ug/L) i jesenskim mjesecima (29.7 pg/L) u usporedbi s uzorcima prikupljenim u proljetnim
(19.8 pg/L) i zimskim (19.3 pg/L) mjesecima (Tablica 14). Naime, najveca srednja vrijednost
izmjerenog vitamina D detektirana je u jesenskim mjesecima, nakon ljeta i vece izlozenosti

suncu (Slika 9). Takoder, najveci broj uzoraka plazme prikupljen je tijekom jeseni i zime.
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Tablica 14. Razlike u broju prikupljenih uzoraka te razini vitamina D kroz godsinja doba.

GodiSnje doba Srednja vrijednost + Broj sudionika
SD

Proljece (oZujak — svibanyj) 19.80 +10.8 19

Ljeto (lipanj — kolovoz) 23.67 + 8.6 15

Jesen (rujan - studeni) 29.65+ 15.3 44

Zima (prosinac — veljac¢a) 19.26 £ 7.5 42

Kratice: SD — standardna devijacija

SEZONSKE VARIJACIJE U RAZINI
VITAMINAD

35,00
30,00
25,00

20,00

Vitamin D (ug/L)

15,00

10,00

5,00

0,00
Proljece Ljeto Jesen Zima

Slika 9. Usporedba razina vitamina D u uzorcima plazme prikupljenim kroz razlicita godisnja
doba.




4.3. Povezanost polimorfizama receptora vitamina D s pretiloséu i
astmom

Detektirane frekvencije alela prikazane su u tablici u Prilogu 3. Analizom je potvrdeno kako
su svi ispitani polimorfizmi VDR receptora (Taql, Fokl, Apai i Bsml) u Hardy-Weinberg

ravnotezi.

4.3.1. Fokl (rs2228570)

Referentni alel za Fokl polimorfizam je u grafickim prikazima i rezultatima oznacen
kao F, pri ¢emu su homozigoti oznaceni kao FF. Ukoliko je doslo do tranzicijske supstitucije
(A>Q), izmijenjeni alel je u grafickim prikazima oznacen kao f (homozigoti oznaceni kao ff).
Heterozigoti su u grafickim prikazima oznaceni su kao Ff. Distribucija genotipova Fokl VDR

polimorfizma izmedu isptivanih grupa prikazana je na slici 10.

Fokl

ASTMA + PRETILOST

ASTMA

PRETILOST

KONTROLNA SKUPINA

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

m Fokl ff = Fokl Ff = Fokl FF

Slika 10. Ucestalost genotipova za FOKI VDR polimorfizam izmedu grupa ispitanika. Referentni alel za
Fokl je oznacen kao F (homozigoti — FF). Izmijenjeni alel je oznacen kao f (homozigoti - ff). Heterozigoti
su oznaceni su kao Ff.
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Usporedba grupe zdrave djece i djece s pretilo§éu i/ili astmom

Rezultati provedene analize pokazuju kako nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu
zdrave djece i djece s pretiloscu i/ili astmom ni u genotipu ni u ucestalosti alela F ili f za Foql
polimorfizam. Takoder, grupe se medusobno nisu znacajno razlikovale u recesivnom ili
dominantnom genskom modelu (Tablica 15).

Distribucija genotipova Foqi VDR polimorfizma prikazana na slici 10, prikazuje veéu
ucestalost ff (41%) i Ff genotipa (55%0) u odnosu na FF genotip (3%) kod djece s pretilo§cu.
Takoder, kod astmati¢ara je detektirana veca ucestalost, Ff (43%) genotipa, u odnosu na
FF (30%) i ff (27%) genotip, dok je kod pretilih astmati¢ara potvrdena veéa ucestalost Ff
(43%) i ff (40%) genotipa, u odnosu na FF (17%) genotip. U kontrolnoj skupini
najzastupljeniji je bio Ff genotip (52%0).

Dodatno su se usporedile grupa ispitanika s pretiloS¢u 1 grupa astmaticara te obje te
grupe sa skupinom pretilih astmatiCara. Analiza rezultata je pokazala statisticki znacajnu
razliku u genotipu (p=0.024), frekvenciji alela (p=0.037) te dominantnom genskom
modelu (p=0.012) izmedu skupine djece s pretilos¢u i skupine djece s astmom, dok za
recesivni model nije uofena znaajna razlika (Tablica 16). Izmedu djece s kombiniranom
pretiloS¢u 1 astmom te ostalim grupama nije detektirana statisticki znacajna razlika ni u genotipu
ni u frekvenciji alela F ili f za Foqgl polimorfizam, kao ni za recesivni ili dominantni genski
model (Tablica 16).
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Tablica 15. Usporedba frekvencije genotipova i alela za Foql VDR polimorfizam izmedu kontrolne skupine i ispitanika s pretiloséu i/ili astmom

Fokl Kontrola Pretilost P vrijednost* P vrijednost Kontrola N Astma P vrijednost* | P vrijednost Kontrola Astma i P vrijednost* | P vrijednost
(RS2228570) N (%) N (%) (Yates (%) N (%) (Yates N (%) pretilost (ates
AIG correction) correction) N (%) correction)
Genotip
FF 6 (20.7) 1(3.4) 6 (20.7) 9 (30.0) 6 (20.7) 5(16.7)
Ff 15 (51.7) 16 (55.2) 15 (51.7) 13 (43.3) 15 (51.7) 13 (43.3)
ff 8 (27.6) 12 (41.4) FEQ 116 N/P 8 (27.6) 8 (26.7) 0.696 8 (27.6) 12 (40.0) 0.601
Recesivni model (ff vs. FF+Ff)
ff 8 (27.6) 12 (41.4) 8 (27.6) 8 (26.7) 8 (27.6) 12 (40.0)
FF+Ff 21 (72.4) 17 (58.6) 0.269 0.407 21 (72.4) 22 (73.3) 0.937 0.831 21 (72.4) | 18 (60.0) 0.314 0.464
Dominantni model (FF vs. Ff+ff)
FF 6 (20.7) 1(3.4) 6 (20.7) 9 (30.0) 6 (20.7) 5(16.7)
Ff+ff 23(79.3) 28 (96.6) FE 0102 N/P 23(79.3) 21 (70.0) 0.412 0.602 23 (79.3) | 25(83.3) 0692 0.950
Alel
F 27 (46.6) 18 (31.0) 27 (46.6) 31(51.6) 27 (46.6) 23(38.3)
f 31(53.4) 40 (69.0) 0.086 0.127 31 (53.4) 29 (48.3) 0578 0.710 31 (53.4) 37 (61.7) 0.366 0.473

Kratice: N-broj; N/P — nije primjenjivo ; *y2 test/ Fisher's exact test (FEP). Statisti¢ki znacajno: *p < 0.05; ** p < 0.01
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Tablica 16. Usporedba frekvencije genotipova i alela za Foql VDR polimorfizam izmedu skupine ispitanika s pretiloséu i/ili astmom

Fokl Pretilost Astma P vrijednost* P vrijednost Astma N Astma i P vrijednost* | P vrijednost | Pretilost Astma i P vrijednost* | P vrijednost
(RS2228570) N (%) N (%) (Yates (%) pretilost (Yates N (%) pretilost (Yates
AIG correction) N (%) correction) N (%) correction)
Genotip
FF 1(3.4) 9 (30.0) 9 (30.0) 5(16.7) 1(3.4) 5(16.7)
Ff 16 (55.2) 13 (43.3) 13 (43.3) 13 (43.3) 16 (55.2) 13 (43.3)
ff 12 (41.4) 8(26.7) FEQ 024* N/P 8(26.7) 12 (40.0) 0.379 12 (41.4) 12 (40.0) FEQ.289 N/P
Recesivni model (ff vs. FF+Ff)
ff 12 (41.4) 8(26.7) 8(26.7) 12 (40.0) 12 (41.4) | 12(40.0)
FR+F 17 (58.6) 22 (133) 0.233 0.358 22 (733) 18 (60.0) 0.273 0.412 17(58.6) | 18 (60.0) 0.914 0.875
Dominantni model (FF vs. Ff+ff)
FF 1(3.4) 9 (30.0) 9 (30.0) 5 (16.7) 1(3.4) 5 (16.7)
Ff+ff 28 (96.6) 21 (70.0) FE 0.012% N/P 21 (70.0) 25(83.3) 0.222 0.360 28 (96.6) | 25 (83.3) FE 0195 N/P
Alel
F 18 (31.0) 31(51.6) 31 (51.6) 23(38.3) 18 (31.0) 23(38.3)
f 40 (69.0) 29 (48.3) 0.023 0.037* 29 (48.3) 37 (61.7) 0.142 0.120 40 (69.0) 37 (61.7) 0.405 0523

Kratice: N-broj; N/P — nije primjenjivo; *y2 test/ Fisher's exact test ("EP). Statisticki zna¢ajno: *p < 0.05; ** p < 0.01
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Distribucija genotipova Fogl polimorfizma u odnosu na razine vitamina D

Rezultati potencijalne veze izmedu razina vitamina D i genotipa FF, Ff ili ff Foql
polimorfizma, kod pretilosti i astme, prikazani su u tablici 17 te na slici 11. Analizom nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova izmedu skupine djece s
optimalnim razinama te skupine djece sa snizenim vrijednostima vitamina D, ni u jednoj od
ispitivanih grupa pacijenata. Ve¢i postotak djece sa sniZenim razinama vitamina D kod
djece s pretilo$¢u uocen je podjednako za Ff (50%) i ff genotip (50%), kod astmati¢ara
za Ff (39%) i FF (39%) genotip, u odnosu na ff genotip (23%) te kod pretilih astmati¢ara
za ff genotip (50%), u odnosu na Ff (42%) i FF genotip (8%).

Tablica 17. Distribucija genotipova Fok! polimorfizma u grupama pacijenata sa snizenim i
optimalnim razinama vitamina D.

Genotip Optimalne razine SniZene razine P vrijednost*
vitamina D vitamina D (manjak
N(%) + deficijencija) N(%)
Pretilost
FF 1(7.7) 0(0)
Ff 8 (61.5) 8 (50.0)
ff 4 (30.8) 8 (50.0) 0.451
Astma
FF 4 (23.5) 5 (38.5)
Ff 8 (47.0) 5 (38.5)
ff 5 (29.4) 3(23.1) 0.720
Astma + Pretilost
FF 4 (22.2) 1(8.3)
Ff 8 (44.4) 5(41.7)
ff 6 (33.3) 6 (50.0) 0.555

Kratice: N-broj; *Fisher's exact test. Statisticki znacajno: *p < 0.05; ** p <0.01

Uzimajuéi u obzir samo pacijente sa snizenim vitaminom D, Ustanovljena je znacajna
razlika u distribuciji genotipova izmedu pretile djece te djece s astmom (p=0.022). Naime,
veci postotak djece sa sniZenim razinama vitamina D kod djece s pretiloS¢u uocen je za ff
(50%) i Ff genotip (50%), dok je kod astmaticara ve¢i postotak zabiljeZen za FF (39%0) i
Ff (39%) genotip. Kod pretilih astmati¢ara najveéi je postotak djece sa sniZenim
razinama vitamina D uocen za ff genotip (50%), a usporedujuci tu grupu s ostale dvije
skupine nisu uocene znacajne razlike (Tablica 18). Izmedu kontrolne skupine i djece s

pretilos¢u i1/ili astmom takoder nisu detektirane znacajne razlike.
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Tablica 18. Usporedba distribucije genotipova Fokl polimorfizma kod djece s pretiloséu i/ili astmom
te sniZenim razinama vitamina D.

Genotip Broj pacijenata sa sniZenim razinama vitamina D
Fokl Pretilost | Astma | *P | Astma | Astmai | *P | Pretilost | Astmai | *P
(RS2228570) | N (%) | N (%) N (%) | pretilost N (%) | pretilost
AlG N (%) N (%)
5 5
FF 0(0) (38.5) (385) | 1(8.3) 0(0) 1(8.3)
5 5
Ff 8 (50.0) | (38.5) (38.5) | 5(41.7) 8(50.0) | 5417
3 3
ff 8(50.0) | (23.1) | 0.022* | (23.1) | 6(50.0) | 0.210 | 8(50.0) | 6(50.0) | 0.685
Kratice: N-broj; N/P — nije primjenjivo
* Fisher's exact test. Statisticki znaCajno: *p < 0.05; ** p <0.01
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Slika 11. Distribucija genotipova Fokl polimorfizma kod djece s pretiloséu i/ili astmom te snizenim
razinama vitamina D.
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4.3.2. Taqgl (rs 731236)

Referentni alel za Tagl polimorfizam u grafickim je prikazima oznac¢en kao T, pri ¢emu
su homozigoti oznaceni kao TT. Ukoliko je doslo do tranzicijske supstitucije (A>G),
izmijenjeni alel u grafickim je prikazima oznacen kao t, pri ¢emu su homozigoti oznaceni kao
tt. Heterozigoti su u grafickim prikazima oznaceni su kao Tt. Distribucija genotipova Taqgi VDR

polimorfizma izmedu isptivanih grupa prikazana je na slici 12.

Taql

ASTMA + PRETILOST

ASTMA

PRETILOST

KONTROLNA SKUPINA

o
N
B
(e)]

8 10 12 14 16 18 20
mTagltt =Tagl Tt «Taql TT
Slika 12. Ucestalost genotipova za Taql VDR polimorfizam izmedu grupa ispitanika. Referentni alel za

Tagql polimorfizam je oznacen kao T (homozigoti — TT). Izmijenjeni alel je oznacen kao t (homozigoti —
tt). Heterozigoti su oznaceni kao Tt.

Usporedba grupe zdrave djece i djece s pretiloscéu i/ili astmom

Usporedbom grupa djece s pretiloS¢u i/ili astmom nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u ucestalosti genotipova i alela T ili t za Taql polimorfizam, kao ni u recesivnom ili
dominantnom genskom modelu (Tablica 19). Ipak, distribucija genotipova Tagi VDR
polimorfizma prikazana na slici 12, prikazuje kako je kod djece s pretilo§¢u detektirana vec¢a
ucestalost TT (46%) i Tt genotipa (43%), u odnosu na tt genotip (11%), dok je kod
astmatic¢ara bio zabiljeZen veéi broj heterozigota (53%), u odnosu na TT(27%) i tt (20%)
genotip. Kod pretilih astmati¢ara najveca zastupljenost uo¢ena je takoder za heterozigote
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(63%0), u usporedbi s TT(30%) i tt (7%) genotipom, §to je istovjetno kontrolnoj skupini gdje
je takoder bio najzastupljeniji Tt genotip (60%6).

Dodatnom usporedbom grupa ispitanika s pretilos¢u i grupa astmaticara te obje te grupe
sa skupinom pretilih astmatiCara nisu primjecene statisticki znacajne razlike izmedu navedenih
grupa ispitanika, ni u genotipu ni u frekvenciji alela T ili t za Tagl polimorfizam. Takoder,

grupe se medusobno nisu znacajno razlikovale u recesivnom ili dominantnom genskom modelu
(Tablica 20).
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Tablica 19. Usporedba frekvencije genotipova i alela za Taql VDR polimorfizam izmedu kontrolne skupine i ispitanika s pretiloséu i/ili astmom.

Taqi Kontrola Pretilost | P vrijednost* | P vrijednost Kontrola Astma P vrijednost* | P vrijednost Kontrola Astmai | Pvrijednost* | P vrijednost
(RS731236) N (%) N (%) (Yates N (%) N (%) (Yates N (%) pretilost (ates
AlG correction) correction) N (%) correction)
Genotip
TT 10(333) | 13(46.4) 10(33.3) | 8(26.7) 10(33.3) | 9(30)
Tt 18(60) 12 (42.9) 18(60) 16 (53.3) 18(60) 19 (63.3)
tt 2(6.7) 3(10.7) FE0.494 N/P 2(6.7) 6 (20) FE 0.384 N/P 2(6.7) 2(6.7) FE] N/P
Recesivni model (tt vs. TT+Tt)
tt 2(6.7) 3(10.7) 2(6.7) 6 (20) 2(6.7) 2(7)
TT+Tt 28(933) | 25(89.3) FE 0.665 N/P 28(93.3) | 24(80) FE 0.254 N/P 28(93.3) | 28(93) FE] N/P
Dominantni model (TT vs. TT+tt)
TT 10 (33.3) | 13(46.4) 10(333) | g(26.7) 10 (33.3) 9 (30)
Tttt 20 (66.7) | 15(53.6) 0.308 0.453 20 (66.7) | 22 (73.3) 0.573 0.778 20 (66.7) | 21(70) 0.781 1
Alel
T 38(63.3) | 38(67.9) 38(63.3) | 3o (53.3) 38 (63.3) 37 (62)
t 22(36.7) | 18(32.1) 0.608 0.751 22 (36.7) | 28 (46.7) 0.267 0.355 22(36.7) | 23(38) 0.850 1

Kratice: N-broj; N/P — nije primjenjivo; *y2 test/ Fisher's exact test ("EP). Statisticki znacajno: *p < 0.05; ** p < 0.01
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Tablica 20. Usporedba frekvencije genotipova i alela za Taql VDR polimorfizam izmedu skupine ispitanika s pretiloséu i/ili astmom.

Taqi Pretilost N Astma P P vrijednost Astma N Astma i P P vrijednost | PretilostN | Astmai P P vrijednost
(RS731236) (%) N (%) vrijednost* (YYates (%) pretilost vrijednost* (YYates (%) pretilost | vrijednost* (Yates
AIG correction) N (%) correction) N (%) correction)
Genotip
T 13 (46.4) 8 (26.7) 8(26.7) 9 (30) 13 (46.4) 9(30)
Tt 12 (42.9) | 16 (53.3) 16 (53.3) | 19 (63.3) 12 (42.9) | 19 (63)
tt 3(10.7) 6 (20) FE0.289 N/P 6 (20) 2 (6.7) FE0.316 N/P 3 (10.7) 2(7) FE0.283 N/P
Recesivni model (tt vs. TT+Tt)
t 3(107) 1 6(20) 6 (20) 2 (6.7) 3(107) | 2(7)
TT+Tt 25 (89.3) 24 (80) FE 0.473 N/P 24 (80) 28 (93.3) FE 0.254 N/P 25(89.3) | 28(93) FE 0.665 N/P
Dominantni model (TT vs. TT+tt)
T 13(464) | 8(26.7) 8 (26.7) 9 (30) 13(46.4) | 9(30)
Tttt 15(53.6) | 22(73.3) 0.118 0.197 22 (73.3) 21 (70) 0.774 1 15 (53.6) | 21(70) 0.198 0.309
Alel
T 38(67.9) | 32(53.3) 32 (53.3) | 37(6L.7) 38 (67.9) | 37(62)
t 18 (32.1) | 28 (46.7) 0.110 0.159 28 (46.7) | 23(38.3) 0.356 0.460 18 (32.1) | 23(38) 0.486 0.615

Kratice:

N-broj; N/P — nije primjenjivo; *y2 test/ Fisher's exact test (FEP). Statisti¢ki znacajno: *p < 0.05; ** p < 0.01
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Distribucija genotipova Tagl polimorfizma u odnosu na razine vitamina D

Rezultati potencijalne veze izmedu razina vitamina D i genotipa TT, Tt ili tt za razlicite
grupe pacijenata prikazani su u tablici 21 te na slici 13. Analizom nije utrvdena statisticki
znaCajna ralika u distribuciji genotipova izmedu skupine djece s optimalnim razinama te
skupine djece sa sniZzenim vrijednostima vitamina D, ni u jednoj od ispitivanih grupa pacijenata.
Vedi postotak djece sa sniZenim razinama vitamina D kod djece s pretiloséu uocen je za
TT (40%) i Tt genotip (47%), u odnosu na tt genotip (13%), kod astmati¢ara za Tt genotip
(64%), u odnosu na TT (18%) i tt genotip (18%) te kod pretilih astmati¢ara za Tt genotip
(77%), uodnosu na TT (23%) i tt genotip (0%) (Tablica 21).

Tablica 21.Distribucija genotipova Tagl polimorfizma u grupama ispitanika sa snizenim i optimalnim
razinama vitamina D

Genotip Optimalne razine SniZene razine P vrijednost*
vitamina D vitamina D (manjak+
N(%0) deficijencija) N(%)
Pretilost
T 7 (53.8) 6 (40)
Tt 5 (38.5) 7 (46.7)
tt 1(7.7) 2 (13.3) 0.873
Astma
T 6 (31.6) 2(18.2)
Tt 9(47.9) 7 (63.6)
tt 4 (21.1) 2 (18.2) 0.787
Astma + Pretilost
1T 6 (35.3) 3(23.1)
Tt 9 (52.9) 10 (76.9)
tt 2 (11.8) 0(0) 0.200

Kratice: N-broj
*Fisher's exact test. Statisticki znacajno: *p < 0.05; ** p <0.01

Analiziraju¢i samo rezultate snizenog vitamina D, nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike izmedu djece s pretilos¢u i/ili astmom. (Tablica 22). Izmedu kontrolne skupine i djece

s pretilos¢u 1/ili astmom takoder nisu detektirane znacajne razlike.
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Tablica 22. Usporedba grupa pacijenata sa snizenim razinama vitamina D u distribuciji genotipova

Taql polimorfizma kod pretilosti i/ili astme

=
o

o

. O

Taqi Pretilost | Astma | *P | Astma | Astmai *p Pretilost | Astmai *p
(RS7312 | N (%) | N (%) N (%) | pretilost N (%) | pretilost
36) AIG N (%) N (%0)
Genotip

2 2
TT 6 (40) (18.2) (18.2) | 3(23.1) 6 (40) 3(23.1)
7 7
Tt 7(46.7) | (63.6) (63.6) | 10(76.9) 7(46.7) | 10 (76.9)
2 2
tt 2(13.3) | (18.2) | 0.552 | (18.2) 0(0) 0.357 | 2(13.3) 0(0) 0.257
Kratice: N-broj; N/P — nije primjenjivo
* Fisher's exact test. Statisticki znac¢ajno: *p < 0.05; ** p <0.01
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Slika 13. Distribucija genotipova Takl polimorfizma kod djece s pretiloscu i/ili astmom te snizenim
razinama vitamina D.
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4.3.3. Bsml

Referentni alel za Bsml polimorfizam u grafickim je prikazima oznac¢en kao B, pri ¢emu
su homozigoti oznaCeni kao BB. Ukoliko je doSlo do tranzicijske supstitucije (C>T),
izmijenjeni alel u grafickim je prikazima oznacen kao b, pri ¢emu su homozigoti oznac¢eni kao
bb. Heterozigoti su u grafickim prikazima oznaceni su kao Bb. Distribucija genotipova Bsml

VDR polimorfizma izmedu isptivanih grupa prikazana je na slici 14.

Bsml

ASTMA + PRETILOST

bﬂ
hl

PRETILOST

KONTROLNA SKUPINA b

4 6 8 10 12 14 16 18 20

o
N

mBsmlbb =BsmlBb = BsmlBB
Slika 14. Ucestalost genotipova za BsmI VDR polimorfizam izmedu grupa ispitanika. Referentni alel za

Bsml polimorfizam oznacen je kao B (homozigoti — BB). Izmijenjeni alel je oznacen kao b (homozigoti
— bb). Heterozigoti su oznaceni kao Bb.

Usporedba grupe zdrave djece i djece s pretilo§éu i /ili astmom

Dobivenim rezultatima nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu zdrave djece i
djece s pretilos¢u i/ili astmom ni u genotipu ni u uéestalosti alela B ili b za Bsml polimorfizam,
kao ni za recesivni i dominantni genski model (Tablica 23). Ipak, kod djece s pretilo§éu je
detektirana veca ucestalost BB (41%) i Bb genotipa (48%) u odnosu na bb genotip (10%) ,
dok je kod astmati¢ara najveca zastupljenost bila za Bb genotip (53%), u usporedbi s BB
(23%) te bb (23%) genotipom. Kod pretilih astmati¢ara je takoder najveéa bila ucestalost
Bb genotipa (60%), u usporedbi s BB (33%) te bb (7%) genotipom, kao i u kontrolnoj
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skupini gdje su u najve¢em broju detektirani heterozigoti s Bb genotipom (60%) (Slika
14).

Dodatno su se usporedile grupe ispitanika s pretilos¢u i/ili astmom, a analizom rezultata
nisu primjecene statisticki zna¢ajne razlike, niu genotipu ni u frekvenciji alela B ili b. Takoder,
grupe se medusobno nisu znacajno razlikovale u recesivnom ili dominantnom genskom
modelu. Ipak p vrijednost dobivena usporedbom grupe ispitanika s pretilo§¢u i grupe
astmati¢ara (P=0.129) te grupe astmatic¢ara i djece s kombinacijom astme i pretilosti
(p=0.108) ukazuje na potencijalni trend, s vecom ucestalo$¢u referentnog alela B kod

ipitanika s pretilo§¢u i pretilih astmati¢ara (Tablica 24).
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Tablica 23. Usporedba frekvencije genotipova i alela za BsmI VDR polimorfizam izmedu kontrolne skupine i ispitanika s pretilo§¢u i/ili astmom.

Bsml Kontrola N Pretilost P P vrijednost | KontrolaN | AstmaN P P vrijednost | KontrolaN | Astmai P P vrijednost
(RS1544410) (%) N (%) vrijednost* (Yates (%) (%) vrijednost* (YYates (%) pretilost | vrijednost* (Yates
TIC correction) correction) N (%) correction)
Genotip
BB 10 (33.3) 12 (41.4) 10 (33.3) 7(23.3) 10 (33.3) 10 (33)
Bb 18(60) 14 (48.3) 18(60) 16 (53.3) 18(60) 18(60)
bb 2(6.7) 3(10.3) FEQ.671 N/P 2(6.7) 7(23.3) FE 0.202 N/P 2 (6.7) 2(7) FEq N/P
Recesivni model (bb vs. BB+Bb)
bb 2(6.7) 3(10.3) 2(6.7) 7(23.3) 2 (6.7) 2(7)
BB+Bb 28 (93.3) 26 (89.7) FE 0 671 N/P 28 (93.3) 23 (76.7) FE 0.146 N/P 28 (93.3) 28 (93) FEq N/P
Dominantni model (BB vs. Bb+bb)
BB 10 (33.3) 12 (41.4) 10 (33.3) 7(23.3) 10 (33.3) 10 (33)
Bb+bb 20 (66.7) 17 (58.6) 0.523 0.712 20 (66.7) 23 (76.7) 0.390 0.567 20 (66.7) 20 (67) 1 0.784
Alel
B 38(63.3) 38 (65.5) 38(63.3) 30 (50.0) 38 (63.3) 38 (63)
b 22 (36.7) 20 (34.5) 0.804 0.956 22 (36.7) 30 (50.0) 0.141 0.197 22 (36.7) 22 (37) 1 0.850
Kratice: N-broj; N/P — nije primjenjivo; *y2 test; Fisher's exact test ("EP). Statisti¢ki znacajno: *p < 0.05; ** p < 0.01

68




Tablica 24. Usporedba frekvencije genotipova i alela za Bsml VDR polimorfizam izmedu skupine ispitanika s pretilo§éu i/ili astmom.

Bsml Pretilost N Astma P P vrijednost | AstmaN Astma i P P vrijednost | Pretilost Astma i P P
(RS1544410) (%) N (%) vrijednost* (Yates (%) pretilost | vrijednost* (Yates N (%) pretilost | vrijednost* | vrijednost
TIC correction) N (%) correction) N (%) (Yates
correction)
Genotip
BB 12 (41.4) 7 (23.3) 7 (23.3) 10 (33.3) 12 (41.4) 10 (33)
Bb 14 (48.3) 16 (53.3) 16 (53.3) 18(60) 14 (48.3) 18(60)
bb 3(10.3) 7(23.3) FEQ.217 N/A 7(23.3) 2(6.7) FE 0.202 N/A 3(103) 2(7) FE0.671 N/A
Recesivni model (bb vs. BB+Bb)
bb 3(10.3) 7 (23.3) 7 (23.3) 2(6.7) 3(10.3) 2(7)
BB+Bb 26 (89.7) | 23(76.7) FE 0.299 N/A 23(76.7) | 28(93.3) | FE0.146 N/A 26 (89.7) | 28(93) FE 0.671 N/A
Dominantni model (BB vs. Bb+bb)
BB 12 (41.4) 7(23.3) 7(23.3) 10 (33.3) 12 (41.4) 10 (33)
Bb+bb 17(58.6) | 23(76.7) 0.138 0.229 23 (76.7) | 20(66.7) 0.391 0.567 17(58.6) | 20(67) 0.523 0.712
Alel
B 38 (65.5) 30 (50.0) 30 (50.0) 38 (63.3) 38 (65.5) 38 (63)
b 20 (34.5) 30 (50.0) 0.088 0.129 30 (50.0) 22 (36.7) 0.141 0.108 20 (34.5) 22 (37) 0.804 0.956

Kratice: N-broj; N/P — nije primjenjivo; *y2 test/ Fisher's exact test (EP). Statisti¢ki znacajno: *p < 0.05; ** p <0.01
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Distribucija genotipova Bsml polimorfizma u odnosu na razine vitamina D

Rezultati potencijalne veze izmedu razina vitamina D i genotipa BB, Bb ili bb Bsml
polimorfizma za djecu s pretilo$¢u i ili astmom prikazani su u tablici 25 te na slici 15. Analizom
nije utrvdena statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova izmedu skupine djece s
optimalnim razinama te skupine djece sa snizenim vrijednostima vitamina D, ni u jednoj od
ispitivanih grupa pacijenata. Ve¢i postotak djece sa sniZenim razinama vitamina D kod
djece s pretilo§¢u uocen je za BB (44%) i Bb (44%), u odnosu na bb (13%) genotip, kod
astmati¢ara za Bb (62%), u odnosu na BB (16%) i bb (23%) genotip te kod pretilih
astmatic¢ara za Bb genotip (75%), u odnosu na BB (25%) i bb genotip (0%) (Tablica 25).

Tablica 25.Distribucija genotipova Bsml polimorfizma u grupama pacijenata sa sniZenim i
optimalnim razinama vitamina D.

Genotip Optimalne razine SniZene razine P vrijednost*
vitamina D vitamina D (manjak
N(%0) + deficijencija) N(%)
Pretilost
BB 5 (38.5) 7 (43.8)
Bb 7 (53.8) 7 (43.8)
bb 1(7.7) 2 (12.5) 0.877
Astma
BB 5(29.4) 2 (15.4)
Bb 8 (47.1) 8 (61.5)
bb 4 (23.5) 3(23.1) 0.719
Astma + Pretilost
BB 7 (38.9) 3(25.0)
Bb 9 (50.0) 9 (75.0)
bb 2(11.1) 0(0) 0.417

Kratice: N-broj; *Fisher's exact test. Statisticki znacajno: *p < 0.05; ** p <0.01

Usporedbom distribucije genotipova izmedu grupe astmatiCara, pretilih ispitanika te
pretilih astmaticara sa sniZzenim razinama vitamina D, nisu uocene znacajne razlike izmedu
skupina. (Tablica 26). Izmedu kontrolne skupine i djece s pretiloscu i/ili astmom takoder nisu

detektirane znacajne razlike.
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Tablica 26.Usporedba grupa pacijenata sa snizenim razinama vitamina D u distribuciji genotipova
Bsml polimorfizma kod djece s pretiloséu i/ili astmom.

Bsml Pretilost | Astma *P Astma | Astmai *P Pretilost | Astma i *P
(RS15444 | N (%) N (%) N (%) | pretilost N (%) | pretilost
10) T/C N (%0) N (%)
Genotip
BB 2 2

7(43.8) | (15.4) (15.4) | 3(25.0) 7(43.8) | 3(25.0)
Bb 8 8
7(43.8) | (61.5) (61.5) | 9(75.0) 7(43.8) | 9(75.0)
bb 3 3
2(125) | (23.1) | 0323 | (23.1) | 0(0) | 0285 | 2(125) | 0(0) | 0.253
Kratice: N-broj
* Fisher's exact test. Statisticki znacajno: *p < 0.05; ** p <0.01
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Slika 15. Ucestalost genotipova Bsml polimorfizma kod djece s pretiloséu i/ili astmom uz sniZene
razine vitamina D.
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4.3.4. Apal

Referentni alel za Apal polimorfizam u grafi¢kim je prikazima oznac¢en kao A, pri cemu

su homozigoti oznaceni kao AA. Ukoliko je doslo do tranzicijske supstitucije (C>A),

izmijenjeni alel u grafickim je prikazima oznacen kao a, pri ¢emu su homozigoti oznaceni kao

aa. Heterozigoti su u grafickim prikazima oznaceni su kao Aa. Distribucija genotipova Apal

VDR polimorfizma izmedu isptivanih grupa prikazana je u tablici 22.

Tablica 27.Distribucija genotipova i alela za Apal VDR polimorfizam izmedu ispitivanih skupina

ispitanika
Apal (RS7975232) Kontrolna Pretilost Astma Astma +
A/C skupina N (%) N (%) Pretilost
N (%) N (%)
Genotip
AA N/A N/A N/A N/A
Aa N/A N/A N/A N/A
aa 5 (16.7) 8 (26.7) 3(10) 4 (13.3)

Kratice: N-broj; N/A-not available

U svim grupama je za gotovo sve uzorke dobiven negativan rezultat, koji je

ponavljanjem analize potvrden s istim oCitavanjem za sve uzorke. Analizom je u svim

ispitivanim grupama potvrdena samo prisutnost aa genotipa, s najveéim postotkom

(27%) kod pretile djece, u odnosu na 10% kod astmatic¢ara, 13% kod pretilih astmati¢ara

te 17% u kontrolnoj skupini.
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4.4, Mjerenje pluéne funkcije i FeNO

Rezultati provedene spirometrije prikazani su u tablici 28, a izmjerene vrijednosti izrazene
su kao postotak predvidene vrijednosti prilagodene za dob, spol, tezinu i visinu. Izmedu
definiranih grupa nije bilo staticki znacajnih razlika za izmjerene parametre plu¢ne funkcije.
Srednje vrijednosti postotaka FEV1, FVC te FEV1/FVC omjera bile su unutar optimalnih
raspona u svim grupama, bez naznaka teSke astme u vrijeme mjerenja. Medutim, srednje
razine dusSikovog oksida u izdahu (FeNO), koje ukazuju na eozinofilnu upalu diSnih
putova, bile su znacajno poviSene u skupini astmatic¢ara (23.63 ppb) i pretilih astmati¢ara
(22.77 ppb) u odnosu na djecu s pretilos¢u (14.10 ppb) (P=0.038; p=0.021, tim redom) te
kod pretilih astmaticara (22.77ppb) u odnosu na kontrolnu skupinu (12.38 ppb) (P =0.040)

(Slika 16, tablica 29). Izmjerene vrijednosti plu¢ne funkcije i FeNO prikazane su u Prilogu 1.

Tablica 28. Rezultati spirometrije.

Parametar Kontrolna skupina Pretilost Astma Astma + pretilost
FEV1 (%)
predicted, SV  SD 97.54 + 13.84 103.86 + 12.83 100.21 £ 15.65 100.38 £ 12.17
FVC (%) predicted,
SV + SD 87.23 +£10.73 95.11+12.91 94.71 +£13.43 95.89 +12.80
FEV1/FVC
predicted, SV  SD 111.86 +8.4 109.6 3+ 7.7 105.96 +10.93 105 £ 6.44

Kratice: SV- srednja vrijednost; SD — standardna devijacija; FEV1 - Forced expiratory volume in 1 second, FVC-
Forced vital capacity

Tablica 29.Usporedba izmjerenih FeNO vrijednosti izmedu grupa ispitanika.

Kontrola Pretilost Kontrola Astma Kontrola Pretilost
+Astma
FeNO (ppb); SV+ 12.38 + 14.10 + 12.38 + 23.63 + 12.38 + 2277+
SD 3.98 10.85 3.98 23.53 3.98 16.60
P vrijednost* 0.702 0.152 0.040*
Pretilost Astma Pretilost Pretilost Astma Pretilost
+Astma +Astma
FeNO (ppb); SVt 14.10 + 23.63 + 14.10 + 22.77 + 23.63 + 22.77 +
SD 10.85 23.53 10.85 16.60 23.53 16.60
P vrijednost* 0.038* 0.021* 0.783

Kratice: SV- srednja vrijednost; SD — standardna devijacija; ppb — parts per billion, FeNO - Fractional Exhaled
Nitric Oxide (Frakcijski izdahnuti dusikov oksid); *Mann Whitney test (*p < 0.05, ** p < 0.01)
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Slika 16. Usporedba izmjerenih vrijednosti FeNO izmedu testiranih grupa ispitanika. Usporedbe
su napravljene pomocu Mann Whitney testa.

Analiza potencijalne razlike izmedu izmjerenih FeNO vrijednosti izmedu ispitanika s

optimalnim i niskim razinama vitamina D nije pokazala znacajnu razliku ni u jednoj od

pojedinacno testiranih grupa, unato¢ nesto visim FeNO vrijednostima kod ispitanika sa niskim

vitaminom D kod pretile djece, djece s astmom i pretilo$éu te kontrolnoj skupini (tablica 30).

Tablica 30.Usporedba izmjerenih vrijednosti FeNO izmedu ispitanika s optimalnim i sniZenim
razinama vitamina D unutar pojedinacnih skupina.

Kontrolna skupina Pretilost Astma Astma + Pretilost
FeNO (ppb), SV £ SD
Optimalan vitamin
12+47 13.2+12.09 24.06 = 20.84 20.84+16.8

D (> 20 ug/L)
Nizak vitamin D

141+£3.8 15.07 £ 9.7 16.4 £ 10.1 26.09+16.6
(<20 ug/L)
P vrijednost* 0.172 0.332 0.523 0.333

Kratice: SV- srednja vrijednost; SD — standardna devijacija; ppb — parts per billion; FeNO - Fractional Exhaled
Nitric Oxide (Frakcijski izdahnuti dusikov oksid); * Mann Whitney test (*p < 0.05; ** p <0.01).
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Usporedbom rezultata izmjerenih samo kod djece sa snizenim razinama vitamina D, nisu

detektirane znac¢ajne razlike u izmjerenim FeNO vrijednostima izmedu grupa, iako p vrijednost

dobivena usporedbom pretilih astmati¢ara s kontrolnom grupom (p=0.069), djecom s

pretiloS¢u (p=0.077) te astmati¢arima (p=0.115) sugerira potencijalni trend, istiCuéi vece

izmjerene FeNO vrijednosti kod pretilih astmati¢ara sa snizenim vitaminom D. (Tablica

31).

Tablica 31.Usporedba izmjerenih vrijednosti FeNO izmedu grupa ispitanika sa sniZenim razinama

vitamina D.
Nizak vitamin D Kontrola Pretilost Kontrola Astma Kontrola Pretilost
(<20 ug/L) +Astma

FeNO (ppb), SV +
SD 14.1+3.8 15.07 £ 9.7 14.1+£3.8 16.4 +10.1 14.1+£3.8 26.09+16.6
P vrijednost* 0.806 0.725 .069
Nizak vitamin D Pretilost Astma Pretilost Pretilost Astma Pretilost
(<20 ug/L) +Astma +Astma
FeNO (ppb), SV + 15.07 £ 26.09 +
SD 97 16.4 +£10.1 15.07+£9.7 166 16.4 +£10.1 26.09+16.6
P vrijednost* 0.557 0.077 0.115

Kratice: SV- srednja vrijednost; SD — standardna devijacija; ppb — parts per billion; FeNO - Fractional
Exhaled Nitric Oxide (Frakcijski izdahnuti dusikov oksid); * Mann Whitney test, *p <0.05; ** p <0.01
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4.5. Adiponektin

Analizom serumskog adiponektina detektirana je njegova niza koncentracija u grupi djece

s pretiloS¢u te grupi pretilih astmaticara, u odnosu na kontrolnu skupinu te astmaticare s

regularnom tjelesnom tezinom (Tablica 32).

Statistickom obradom uocena je znacajna razlika izmedu pretilih astmatic¢ara (5,3

ng/mL) i kontrolne skupine (7,1 ng/mL) (p=0.024) (Slika 17). Osim toga, razlika u razini

adiponektina izmedu zdrave i pretile djece (p=0.100) te astmaticara i pretilih astmati¢ara

(p=0.065) sugerira potencijalni trend. Nisu uocene statisticki znacajne razlike u razinama

adiponektina izmedu kontrolne skupine ispitanika i astmatiCara. Rezultati izmjerenih

vrijednosti adiponektina nalaze se u Prilogu 4.

Tablica 32.Usporedba izmjerenih koncentracija adiponektina izmedu ispitivanih skupina.

Kontrola Pretilost Kontrola Astma Kontrola Pretilost
+Astma
Adiponektin

(ng/ml), SV + SD 7.1+£38 6.0+£38 7.1£3.8 7.5+£4.5 7.1+£38 53+£28

P vrijednost* 0.100 0.792 0.024*
Pretilost Astma Pretilost Pretilost Astma Pretilost
+Astma +Astma

Adiponektin

(ng/ml), SV + SD 6.0+ 3.8 75+4.5 6.0+3.8 53+2.8 7.5+4.5 53+28

P vrijednost* 0.188 0.662 0.065

Kratice: SV — srednja vrijednost, SD — standardna devijacija
* Mann Whitney test, *p < 0.05; ** p < 0.01
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Koncentracija adiponektina

Slika 17. Usporedba koncentracije serumskog adiponektina izmedu ispitivanih skupina djece.
Usporedbe su napravljene pomocu Mann Whitney testa.

Rezultati potencijalne veze izmedu razina vitamina D i niZih razina adiponektina
prikazani su u tablici 33. Unato¢ nedostatku statisticki znacajne razlike u koncentraciji
adiponektina izmedu djece s otpimalnim i niskim vitaminom D, u grupi pretilih astmaticara

vidljiva je najizraZenija razlika.

Tablica 33.Razlike u razini adiponektina izmedu djece s optimalnim i sniZenim razinama vitamina D

Kontrolna skupina Pretilost Astma Astma + Pretilost

Adiponektin (ng/ml), SV £+ SD

Optimalan vitamin

7.65+3.9 575+3.3 745+42 585+29
D (> 20 ug/L)
Nizak vitamin D

6.98 £3.3 6.20+4.3 7.63+4.9 438+25
(< 20 ug/L)
P vrijednost* 0.871 0.917 0.884 0.117

Kratice: SV — srednja vrijednost, SD — standardna devijacija
*Mann Whitney test, *p < 0.05; ** p < 0.01
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Usporedbom grupa djece sa sniZenim razinama vitamina D, detektirane su znacajne
razlike u koncentraciji adiponektina izmedu kontrolne skupine (6.98 ng/ml)) i grupe
pretilih astmaticara (4.38 (p=0.014), dok je izmedu astmatiCara te astmaticara s pretilos¢u

vidljiv potencijalni trend (p=0.066) (Tablica 34)

Tablica 34. Usporedba koncentracija serumskog adiponektina izmedu grupa ispitanika sa snizenim

razinama vitamina D.

Nizak vitamin D Kontrola Pretilost Kontrola Astma Kontrola Pretilost
(<20 ug/L) +Astma
Adiponektin

(ng/ml), SV + SD 6.98 £33 6.20+4.3 6.98+3.3 7.63+4.9 6.98£3.3 438+25
P vrijednost* 0.302 0.650 0.014**

Nizak vitamin D Pretilost Astma Pretilost Pretilost Astma Pretilost
(<20 ug/L) +Astma +Astma
Adiponektin

(ng/ml), SV % SD 6.20+4.3 763+£49 6.20+4.3 438+25 7.63+49 438+25
P vrijednost* 0.503 0.443 0.066

Kratice: SV — srednja vrijednost, SD — standardna devijacija

* Mann Whitney test, *p < 0.05; ** p < 0.01
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5. RASPRAVA

Rastuca prevalencija pretilosti i astme u pedijatrijskoj populaciji predstavlja znacajan
javnozdravstveni problem, a rezultati dosada$njih istrazivanja uglavnom obuhvacaju odraslu
populaciju. Ovim se istrazivanjem pokusala dodatno objasniti uzro¢no-posljedi¢na veza izmedu

pretilosti i astme kod djece i adolescenata te bolje razumjeti mehanizme u njihovoj pozadini.

Nedostatak vitamina D i polimorfizmi gena VDR-a

lako postoje brojne studije koje su potvrdile korelaciju izmedu nedostatka vitamina D i
pretilosti i astme 218-220.113221222.148.223109 " njihov broj je i dalje znacajno veéi u odrasloj
populaciji, a zbog kontradiktornih rezultata sve se vise istice potreba za daljnjim analizama na
globalnoj razini. Naime, neke od objavljenih studija u svom radu nisu pronasale znacajne
razlike u nedostatku vitamina D izmedu skupina djece s astmom i/ili pretilos¢u i kontrolne
skupine, istovremeno ukazujuéi na rastuci trend snizenih razina vitamina D i kod zdrave djece
224,225105,168.226 | skladu s time, nedostatak znacajnih razlika izmedu zdrave djece te djece s
pretilos¢u i/ili astmom unutar ovog istrazivanja te rezultat od oko 30% djece s njegovim
manjkom u svim grupama, isti¢e sve vecu potrebu za individualnim pristupom u preporukama
za suplementaciju vitaminom D. U tom su smislu Alonso i sur. u svom radu istaknuli kako se
kod usporedbe objavljenih rezultata treba uzeti u obzir i odabrana metodologija. Naime, razliciti
eseji pokazuju drugaciji afinitet za vitamin D2 i D3, $to moze uzrokovati nize izmjerene razine
ovih oblika u regionalnim podru¢jima gdje se u suplementaciji ¢esce koristi D2, zbog Cega je
standardizacija metoda 1 ukljucivanje referentnih laboratorija klju¢no za osiguravanje to¢nosti
i pouzdano usporedivanje rezultata 14, Takoder, zadnjih se nekoliko godina sve vise istrazuju i
drugi potencijalni markeri statusa vitamina D, ukljuc¢ujuéi bioraspolozive oblike 250HD te
metaboli¢ki omjer 250HD 1 24,25(0OH)2D, ali jo$ uvijek nema dovoljno provedenih studija i
dokaza za njihovo uvodenje u dijagnostiku i klinicku praksu.

U ovoj studiji pravi nedostatak vitamina D (<10 pg/L) detektiran je kod 23% ispitanika, od
kojih je vecina bila pretila, a kod iste skupine je zabiljeZen i najveéi postotak djece s generalno
niskim vitaminom D (nedostatak + manjak) (53%), §to upucéuje na njihovu medusobnu
povezanost. lIpak, upravo zbog osjetljive pedijatrijske populacije ispitivane u radu te
posljedicno manjeg broja uzoraka, rezultati koji ne ukazuju na znacajnu razliku izmedu
kontrolne skupine i pacijenata, moraju se pazljivo analizirati. Erkocoglu i sur. u tom su smislu
istaknuli vaznost opreza u intrepretaciji rezultata, osobito u slinim slucajevima gdje

detektirane niske razine vitamina D i kod zdrave djece ne znace nuzno i nepovezanost manjka
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ovog vitamina s razvojem, a osobito tezinom astme i pretilosti 1%, Osim toga, potreban je veéi
broj studija i analiza kojima bi se definirale skupine pacijenata koje bi imale najveci benefit od
suplementacije vitaminom D te utvrdilo njegovo pozitivno djelovanje kod prevencije i tretmana
specifi¢nih bolesti. Na tu temu su Castro i sur. ispitali u¢inak suplementacije vitamina D kod
odraslih astmati¢ara, koji su uz srednje vrijednosti ITM-a preko 30 imali i snizene razine
vitamina D. Njihovi rezultati su pokazali kako nakon 28 tjedana nije bilo znacajnog terapijskog
ucinka suplementacije vitaminom D na aktivaciju i stopu egzacerbacije astme, kao ni funkciju
pluca. Ipak, unutar iste studije uoceno je kako su za odrzavanje kontrole astme kod ispitanika
sa srednjom razinom vitamina D visom od 40 pug/ml potrebne nize doze ICS-a ??’. Osim toga,
2023. godine pokrenuta je meta-analiza, sa svthom utvrdivanja potencijalne uloge vitamina D
u smanjenju rizika od pogorsanja te poboljSanja kontrole astme. Dobiveni rezultati studije ne
podupiru znacajnu ulogu suplementacije vitaminom D u astmi, ali isticu istodobnu slabu
zastupljenost sudionika s teSkom astmom i niskom razinom vitamina D, §to opravdava daljnja
istrazivanja®?®. Upravo zbog toga su i u Hrvatskoj potrebne dodatne studije s veé¢im brojem
ispitanika, kojima bi se uspjesno detektirale izrazenije razlike medu osjetljivim skupinama,
poput djece s prekomjernom tezinom i astmom, a koje bi imale najveci potencijalni benefit od
suplementacije vitaminom D.

Dodatno, poznato je kako razine vitamina D mogu znacajno varirati u ovisnosti o
izloZenosti ultraljubi¢astom zracenju i viSe ili manje aktivnom zivotu tijekom razli¢itih
godisnjih doba te samoj geografskoj lokaciji. Navedeno potvrduje i nasa studija, sa znatno
nizim razinama vitamina D detektiranim u prvom dijelu godine do svibnja te vi§im razinama
pri vecoj izloZenosti suncu od lipnja do studenog. U skladu s tim, daljnje studije s kontinuiranim
i jednako zastupljenim brojem uzorkovanja tijekom cijele sezone svakako bi pridonijele boljem
razumijevanju ovisnosti izmjerenog statusa vitamina D o razli¢itim ¢imbenicima i stilu Zivota.

Osim proucavanja ovisnosti razvoja razliitih poremecaja o razinama vitamina D, u
fokusu istrazivanja je i njegova bioloska aktivnost koja ukljucuje regulaciju ekspresije gena na
transkripcijskoj razini te vezanje aktivne forme vitamina D na VDR receptor. S obzirom na to
da je VDR rasprostranjen u razli¢itim tkivima u tijelu, funkcionalne promjene mogu uzrokovati
znacajne posljedice, a genetiCke varijante u VDR genu mogu utjecati na samu strukturu
receptora, kapacitet za interakciju s vitaminom D, signaliziranje i funkciju te osjetljivost na
bolesti 22°. Unato¢ brojnim studijama koje potvrduju korelaciju izmedu polimorfizama gena
VDR-a te pretilosti i astme 15%1°9.158.166,140.182,138,152,149 " ngstoje i brojni kontradiktorni rezultati
159,156,181,174,140,182152 3 veéina je provedenih istrazivanja radena na odrasloj populaciji. U
Hrvatskoj je provedeno nekoliko studija ovog tipa, ali tijekom literaturnog pregleda nisu
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pronadeni rezultati s fokusom na pedijatrijsku populaciju, kao ni prou¢avanje potencijalne veze
izmedu odabranih polimorfizama s pretiloS¢éu 1 astmom. Klinicki znacaj ispitivanih
polimorfizama u ovoj studiji takoder ostaje nejasan, Sto se moze pripisati i ogranicenju veli¢ine
uzorka, a potencijalno i specifi¢nosti populacije, zbog ¢ega su potrebna buduca istrazivanja za
bolje razumijevanje njihovog utjecaja na vecoj i raznolikijoj populaciji.

Na temelju usporedenih rezultata ucestalosti odredenih genotipova izmedu kontrolne
skupine i djece s pretiloscu i/ili astmom dobivenih u ovoj studiji, moze se zakljuciti kako Taq],
Bsml, Apal i Fokl polimorfizam nisu povezani s pove¢anim rizikom od razvoja astme i/ili
pretilosti, $to je u skladu s prethodno navedenim literaturnim izvorima. Ipak i ovim rezultatima
treba pristupiti s oprezom. Naime, iako za FokI polimorfizam nisu utvrdene znacajne razlike
izmedu zdrave djece te astmaticara i pretile djece, kada je skupina djece s astmom usporedene
s grupom pretile djece, uocena je statisticki znacajna razlika u genotipu, frekvenciji alela te
dominantnom modelu nasljedivanja. Pritom je detektirana frekvencija alela F bila 30% te 3%,
dok je frekvencija alela f bila 27% te 41% u skupini astmaticara i pretile djece, tim redoslijedom
(p=0.024). Dodatno, iako u skupini astmaticara nije vidljiva izrazena razlika u distribuciji FF
(30%), Ff (43%) i ff (27%) genotipova, rezultati kod djece s pretilos¢u daju naslutiti kako bi
genotip ff (41%) potencijalno mogao biti rizi¢an faktor za razvoj pretilosti, dok genotip FF (3%)
djeluje kao protektivni faktor. Slicno tome, kod pretilih astmatiCara najmanja detektirana
frekvencija bila je za FF genotip (17%), u sporedbi s ff (40%) genotipom.

Za polimorfizme Taql i Bsml nisu uoc¢ene znacajne razlike tijekom usporedbe kontrolne
skupine i djece s pretilo$c¢u i/ili astmom, kao ni u slu¢aju usporedbe grupe astmaticara i pretile
djece. Ipak, i ovdje treba naglasiti, kako je unato¢ tome $to nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika,
u skupini djece s pretiloS¢u detektirana veca frekvencija genotipa TT (46%) u odnosu na tt
(11%) genotip, Sto je u skladu s rezultatima za pretile astmaticare gdje je frekvencija genotipa
TT bila 30%, u usporedbi sa 7% za tt genotip. U sluc¢aju Bsml polimorfizma situacija je vrlo
slicna kao za Taql polimorfizam, gdje je u skupini djece s pretiloS¢u detektirana veca
frekvencija genotipa BB (41%) u odnosu na bb (10%) genotip, kao i kod pretilih astmaticara
gdje je frekvencija genotipa BB bila 33%, u usporedbi sa 7% za bb genotip. Za razliku od Fokl
polimorfizma, u slu¢aju Bsml i Taql bi se dakle moglo naslutiti kako bi genotip BB odnosno
TT, mogao biti riziCan faktor za razvoj pretilosti, dok bi genotipovi bb i tt mogli djelovati
protektivno.

Osim toga, najveci broj djece u svim ispitivanim skupinama identificiran je kao
heterozigot (Ff/Bb/Tt). Najizrazenije razlike u postotku detektirane su za Taql (60%) i Bsml

(60%) u grupi zdrave djece, sli¢no kao i u grupi pretilih astmaticara gdje je identificirano 63%
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heterozigota za Tagl te 60% heterozigota za Bsml polimorfizam. lako bi heterozigotni genotip
mogao biti smatran potencijalnom prednoséu u smislu uravnotezene ekspresije gena, manje
uzrokovanih promjena u funkciji receptora te vece fleksibilnosti u odgovoru na promjenjive
razine vitamina D u populaciji s ve¢im postotkom deficijencije vitamina D, odredeni VDR
bez obzira nato da li suhomozigoti ili heterozigoti. Takoder, nekoliko je mogucnosti za vidljive
razlike izmedu rezultata objavljenih studija, a u do sada najistaknutije spadaju razlicite etnicke
skupine, geografska lokacija, izlozenost razli¢itim ekoloskim ¢imbenicima, nejednakosti u
mjerenju masnog tkiva i dijagnosticiranju astme, a ponajvise u varijabilnoj veli¢ini uzorka i
nedovoljnoj stati¢koj snazi 2.

U sklopu ove studije dodatno su se analizirali i rezultati potencijalne veze izmedu
snizenih razina vitamina D i razli¢itih genotipova Fokl, Bsml i Tagl polimorfizma, pri ¢emu
nije utvrdena znacajna razlika u distribuciji genotipova izmedu skupine djece s optimalnim
razinama te skupine djece sa snizenim vrijednostima vitamina D, ni u jednoj od indvidualno
ispitivanih grupa pacijenata. Ipak, kada su se skupine pacijenata s astmom 1i/ili pretilo$cu
medusobno usporedile, detektirana je statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova
izmedu pretile djece te djece s astmom (p=0.022) za Fokl polimorfizam. Pritom je veci postotak
djece sa snizenim razinama vitamina D kod djece s pretilo$¢u uocen za ff (50%) i Ff (50%)
genotip, dok je kod astmaticara veci postotak zabiljezen za FF (39%) i Ff (39%) genotip. Na
osnovu tih, i rezultata opCenite distribucije genotipova za Fokl polimorfizam, moze se zakljuditi
kako bi ff genotip zajedno s niskim cirkuliraju¢im razinama vitamina D mogao povecati rizik
za razvoj pretilosti, dok bi FF genotip uz snizen vitamin D mogao predstavljati rizican faktor
zarazvoj astme. Nekoliko studija potvrdilo je povezanost izmedu FoklI polimorfizma i snizenog
vitamina D te poveéanog rizika od razvoja odredenih bolesti 23123 no za astmu i pretilost
objavljeni rezultati ve¢inom se vezu uz ostale polimorfizme. Prethodno objavljeni rezultati za
povezanost Bsml i Taqgl polimorfizama s deficijencijom vitamina D razlikuju se medu
istrazivackim skupinama 8118223223423 3 41 gyom istrazivanju nisu uoéene znacajne razlike
izmedu tri skupine pacijenata, dok je najveci postotak djece sa sniZzenim razinama vitamina D
detektiran medu heterozigotima za oba polimorfizma.

Za Apal polimorfizam je u svim ispitivanim grupama potvrdena samo prisutnost aa
recesivnog genotipa, s najve¢im postotkom kod pretile djece (28%), u odnosu na 10% kod
astmaticara, 13% kod pretilih astmaticara te 17% kod zdrave djece. Negativan rezultat za AA i
Ag genotip ukazuje na odsutnost ili vrlo nisku frekvenciju alela u ispitivanoj populaciji, a s

obzirom na to da ponavljanjem testa nisu utvdeni tehnicki razlozi za to, potrebno je napraviti
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studiju na vecoj kohorti kako bi se utvrdilo da li rezultat ponecijalno ovisi o veli¢ini uzorka ili

geneti¢koj pozadini populacije.

Pluéna funkcija

Dosadasnje studije ¢iji je fokus primarno bila povezanost pretilosti i astme, rezultirale
su brojnim proturjecnim rezultatima o utjecaju pretilosti na funkciju pluca i upalu diSnih putova
97,98,100.236,102 | sklopu ovog istrazivanja nisu pronadene znacajne razlike u parametrima pluéne
funkcije (FEV1, FVC, FEV1/FVC omijer) izmedu ispitivanih grupa, $to je u skladu s veé
objavljenim rezultatima poput onog Erkocoglu 1 sur. ¢iji rezultati nisu potrvdili korelaciju
izmedu razina vitamina D i astme i pretilosti, kao ni izmijenjene vrijednosti FEV1 u grupi
pretilih astmatic¢ara 1%°. Unato¢ tome, unutar ove studije detektirane su znadajno vise razine
FeNO-a u grupi astmaticara i pretilih astmaticara, s izmjerenim srednjim vrijednostima iznad
20 ppb, koje prema smjernicama Americkog Torakalnog drustva ukazuju na ve¢u moguénost
eozinofilne upale kod djece®. Ovaj rezultat sugerira slabiju kontrolu astme te potencijalnu vezu
izmedu pretilosti i hiperreaktivnosti di$nih putova, a takoder je u skladu s objavljenim
istrazivanjima koja sugeriraju da ITM mozZe utjecati na upalu disnih putova 2320, Ipak, ovaj
odnos 1 dalje nije u potpunosti razjasnjen, primarno zbog variranja odabranih markera
adipoznosti u razli¢itim studijama.

Osim toga, u prijaSnjim studijama koje su proucavale povezanost izmedu FeNO 1
parametara izmjerenih spirometrijom te kontrole astme, objavljeni rezultati takoder su
demonstrirali poviSene razine FeNO kod pacijenata s normalnim vrijednostima FEV1 i FVC,
sugeriraju¢i da uredna respiratorna funkcija ne mora nuzno znaditi i odsutnost upale diSnih
putova te adekvatnu kontrolu astme 24243, Da Silva Salviano i sur. dodatno su potvrdili ovu
hipotezu, isti¢u¢i kako bi mjerenje FeNO-a mogla biti neinvazivna metoda ranog otkrivanja
upale, vidljive i prije simptoma ili promjene na razini spirometrije 24%. U skladu s time, zna¢ajno
povisSene FeNO vrijednosti u grupi pretilih astmati¢ara u ovom istrazivanju, sugeriraju na
kompleksniji upalni odgovor ovog specificnog fenotipa, ali ostaje upitno da li je ova upala
vodena primarno pretilo$¢u, astmom ili oboje. Naime, poviSene FeNO vrijednosti pronadene
istodobno i u skupini astmaticara s optimalnom tjelesnom tezinom, sugeriraju sli¢an upalni
obrazac, ali nedostatak znac¢ajne razlike izmedu ove dvije skupine otezava donoSenje zakljucaka
0 Utjecaju pretilosti na razvoj i pogorsanje astme.

Usporedbom FeNO vrijednosti unutar svake grupe, nisu uo¢ene znacajne razlike izmedu
ispitanika sa snizenim i optimalnim razinama vitamina D, $to je u skladu s prethodno

objavljenim studijama koje nisu potvrdile korelaciju izmedu deficijencije vitamina D i
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izmijenjenih vrijednosti FeNO-a 242, Takoder, ispitivanjem potencijalne razlike izmedu
svake skupine medusobno, nije detektirana njegova znacajna razlika ni kod djece s optimalnim,
ni kod djece sa snizenim razinama vitamina D. Ipak i ovim rezultatima treba oprezno pristupiti.
Naime, unatoc izostanku statisticke znacajnosti, u gotovo svim skupinama je kod djece s niskim
vitaminom D vidljiv i nesto visi FeNO, §to se posebno istice kod pretilih astmaticara. Uzimajuéi
u obzir manji uzorak djece testiran u ovoj studiji te prisutnost manjka vitamina D i unutar
kontrolne skupine, istice se potreba za vecom studijom koja bi preciznije analizirala
potencijalnu korelaciju izmedu razina vitamina D i FeNO-a te utjecaj koji bi njegova
deficijencija mogla imati na pokretanje eozinofilne upale, osobito kod djece s pretilos¢u i/ili

astmom.

Adiponektin

Uslijed proucavanja potencijalne uloge adipoznog tkiva u razvoju upalnih stanja poput
astme, protuupalni adipokin adiponektin u sve je veéem fokusu istrazivanja 1861841% Naime,
hipertrofija adipoznog tkiva te sniZene razine adiponektina potencijalno su jedan od glavnih
uzro¢nika upalnih stanja u pretilosti, a ovim istrazivanjem pokusSala se objasniti njihova
povezanost s hiper-reaktivnoséu disnih putova te dodatno odrediti postoji li veza izmedu
sniZzenih razina adiponektina te deficijencije vitamina D.

lako su dokazi o povisenoj preosjetljivosti i upali disnih putova te nizoj razina
adiponektina jo$ uvijek u veéem broju demonstrirani na mi§jim modelima, Azuma i sur.
sugerirali su kako bi eozinofilna upala detektirana kod ljudi takoder mogla biti povezana sa
snizenim razinama adiponektina 2#"1%_ U skladu s time u ovoj su studiji u skupini pretilih
astmaticara istodobno detektirane vise FeNO vrijednosti te znacajno nize razine adiponektina
u odnosu na kontrolnu skupinu (p=0.024), s§to je istovjetno ranije objavljenim studijama
818795196 Takoder, unato¢ nedostatku statisti¢ki zna¢ajne razlike, uocen je trend nizih razina
adiponektina pretilih astmati¢ara U odnosu na astmaticare optimalne tjelesne tezine, (p=0.06),
istiCu¢i dodatno specifi¢nost ovog fenotipa. Prema nasim saznanjima ovo je prva studija u
Hrvatskoj koja je proucavala i na poslijetku demonstrirala obrasce snizenog adiponektina u
uzorcima seruma pretilih astmaticara, a prisutnost poviSenih vrijednosti FeNO unutar iste
skupine potvrduje posebnost ovog osjetljivog fenotipa te potrebu za daljnjim istrazivanjem
njegovih osobitosti.

Osim toga, Holguin i sur. u svom su radu objavili kako su kod pretilih miSeva sniZzene
razine adiponetkina detektirane i u uzorcima bronhioalveolarne lavaze (BAL). Ipak, nepoznato

je da li su promjene u njegovoj koncentraciji u BAL-u povezane s upalnim promjenama i/ili
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oksidativnim stresom te jos uvijek nije razja$njeno da li postoji veza izmedu njegovih razina u
plazmi/serumu i diSnim putovima, $to bi moglo biti vazno s obzirom na to da se brojni zakljucci
0 patogenezi pretilosti i astme, poput ove studije, vezu uz razine adiponektina u plazmi/serumu,
$to ne mora nuzno reflektirati i njihovu koncentraciju u dinim putovima . lako se radi o vise
invazivnoj metodi, dodatno uzorkovanje BAL-a, zajedno s mjerenjem distribucije masnoc¢e u
tijelu uz izmjerenu tjelesnu tezinu i ITM, dalo bi dodatna saznanja o utjecaju prekomjerne tezine
na razvoj i kontrolu astme.

Analizom povezanosti razina adiponektina i nedostatka vitamina D u grupi pretilih
astmaticara sa snizenim vitaminom D, dodatno su detektirane nize vrijednosti adiponektina u
odnosu na ispitanike s optimalnim vrijednostima. Takoder, usporedbom rezultata djece sa
niskim vitaminom D izmedu razli¢itih grupa, potvrdene su njegove znacajno nize razine kod
pretilih astmati¢ara u odnosu na zdravu djecu. Ovi rezultati u skladu su s ranijim studijama koje
su potvrdile utjecaj deficijencije vitamina D na endokrinolosku funkciju adipoznog tkiva,
rezultirajuéi snizenim razinama adiponektina 1%248249 Sli¢no tome su u studiji Rashidmayvan
I sur., osim potvrde pozitivne korelacije izmedu statusa vitamina D i adiponektina, objavljeni i
rezultati koji naglaSavaju pozitivan u¢inak suplementacije vitamina D na razine adiponektina
te samim time njegovo protuupalno djelovanje kod ispitanika 2*°. Rezultati takvih studija
dodatno isticu potrebu za daljnjim istrazivanjem Kkoristi koje bi suplementacija vitamina D
potencijalno mogla imati, osobito u Hrvatskoj gdje nedostaje ciljanih ispitivanja na vecoj
kohorti pedijatrijske populacije, a gdje se svake godine biljezi porast pretilosti i/ili astme u svim
dobnim skupinama.

Na poslijetku, iako ova studija ne razjasnjava u potpunosti uzro¢no-posljedi¢nu vezu
izmedu pretilosti i astme, ona naglasava slozene upalne interakcije koje su potencijalna
posljedica njihovog komorbiditeta, uz isticanje literaturnih izvora Kkoji opisuju dodatne
komplikacije ovog odnosa u djetinjstvu te razli¢ite modificiraju¢e parametre poput spola, dobi
ili drugih bolesti. Uz nedovoljno jasne rezultate o utjecaju pretilosti na razvoj i kontrolu astme,
joS uvijek nema dovoljno studija 0 potencijalnom razvoju pretilosti kao posljedice astme, a zbog
sve veceg broja pretilih astmaticara diljem svijeta i proturjenih rezultata o njihovoj
povezanosti, sve je jasnije koliko je vazno viSe se usredotociti na individualne i personalizirane
mehanizme prevencije. Ranije je potvrdeno kako promjene u nacinu zivota, ukljucujuci gubitak
tjelesne tezine i viSe aktivnosti na otvorenom, imaju pozitivan ucinak na zdravlje astmaticara
251,252 4li postoji jasna potreba za dodatnim israzivanjima koja bi analizirale moze li smanjenje
tjelesne mase utjecati na kontrolu i tezinu astme u djece. Razlikovanje specifi¢nih fenotipova

astme 1 veca populacijska istrazivanja o uc¢inku ¢imbenika poput adiponektina i vitamina D u
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ranjivim skupinama, poput pretilih astmatic¢ara, potencijalno bi rezultiralo bolje definiranim
skupinama pacijenata koji pate od oba poremecaja. Osim toga, takva saznanja bi dovela do
poboljsanih personaliziranih strategija usmjerenih na upravljanje prekomjerne tjelesne tezine i
pretilosti kako bi se ublazili simptomi astme te poboljsala kvaliteta zivota pedijatrijskih
pacijenata, a ovakva vrsta multidisciplinarnog pristupa omogucila bi ranije intervencije te bolju

kontrolu bolesti.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja uzro¢no-posljedi¢ne veze i medusobne interakcije

izmedu astme i pretilosti te njihove potencijalne povezanosti s nedostatkom vitamina D, u

pedijatrijskoj populaciji doneseni su sljede¢i zakljucci:

Vitamin D i polimorfizmi VDR-a

1.

Nisu utvrdene znacajne razlike U razinama vitamina D izmedu ispitivanih skupina
(astmaticari, pretila djeca, pretili astmaticari, zdrava djeca). Detektirani manjak
vitamina D u kontrolnoj skupini potvrduje visoku prevalenciju njegovog nedostatka i u
zdravoj populaciji, $to upuéuje na potrebu za daljnjim studijama, osobito kako bi se §to
to¢nije procjenila povezanost njegove deficijencije s astmom i/ili pretiloséu;

Najveci udio djece s niskim razinama vitamina D, kao i oblikom pravog nedostatka
vitamina D (< 10 pg/L), zabiljezen je u skupini djece s pretilo$¢u, $to upucuje na
moguce metabolicke 1 hormonske ¢imbenike koji utjeCu na njegovu dostupnost kod
prekomjerne tezine;

Rezultati analize vitamina D potencijalno su uvjetovani nejednakim brojem
uzorkovanja tijekom cijele godine te sezonskim varijacijama vece ili manje izloZenosti
UV zracenju. Buduce studije s kontinuiranim prac¢enjem razina vitamina D potrebne su
kako bi se smanjio utjecaj sezonalnosti, te jasnije postigla potencijalna razlika izmedu
razlicitih upalnih stanja;

Nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike u ucestalosti odredenih genotipova izmedu
kontrolne skupine i djece s pretilo$¢u i/ili astmom polimorfizama Taql, Bsml, Apal i
Fokl;

Detektirana je znacajna razlika u genotipu, frekvenciji alela te dominantnom modelu
nasljedivanja za Fokl polimorfizam izmedu grupa astmaticara i pretile djece;

Genotip ff polimorfizma Fokl identificiran je kao potencijalno rizi¢an faktor, dok je FF
genotip identficiran kao potencijalno protektivan faktor za razvoj pretilosti. Isti rezultat
potvrden je u skupini pretilih astmaticara;

Genotip BB Bsml polimorfizma mogao bi biti rizi¢an faktor, a genotip bb protektivan
faktor za razvoj pretilosti. Isti rezultat potvrden je u skupini pretilih astmaticara;
Genotip TT Taql polimorfizma mogao bi biti rizi¢an faktor, a genotip tt protektivan

faktor za razvoj pretilosti, $to je potvrdeno i u skupini pretilih astmaticara;
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9.

10.

11.

12.

13.

U grupi astmaticara nije uotena dominacija izmijenjenog ili referentnog alela, ni za
jedan od ispitivanih polimorfizama receptora vitamina D;

Najveci postotak djece u svim grupama identificiran je kao heterozigot (Ff/Bb/Tt), s
najizrazenijim razlikama za Taql i Bsml u grupi zdrave djece te u grupi pretilih
astmaticara;

Nije utvrdena znacajna razlika u distribuciji genotipova izmedu skupine djece s
optimalnim razinama te skupine djece sa snizenim vrijednostima vitamina D, ni u jednoj
od individualno ispitivanih grupa pacijenata;

Uocena je znacajna razlika u distribuciji genotipova FokI polimorfizma izmedu djece s
astmom i pretiloS¢u sa snizenim razinama vitamina D. Pritom su genotip ff'i Ff bili ¢e§¢i
kod pretilih, dok su FF i Ff dominirali medu astmati¢arima. Ovi rezultati sugeriraju da
bi recesivni model Fokl polimorfizma u kombinaciji s niskim vitaminom D mogao
predstavljati povecéan rizik za pretilosti, dok bi dominantni model mogao biti povezan s
astmom;

Za Apal polimorfizam potvrdena je samo prisutnost aa recesivnog genotipa u svim
ispitivanim grupama, s najve¢im postotkom kod pretile djece (28%), u odnosu na 10%

kod astmaticara, 13% kod pretilih astmaticara te 17% kod zdrave djece;

Plucna funkcija

14.

15.

16.

17.

Nisu utvrdene znacajne razlike u parametrima pluéne funkcije (FEV1, FVC, FEV1/FVC
omyjer) izmedu ispitivanih grupa;

Znacajno vise razine FeNO-a detektirane su u skupini astmaticara i pretilih astmaticara,
ukazujuéi na potencijalnu vezu izmedu pretilosti i hiperreaktivnosti diSnih putova;
Nisu uocene znacajne razlike u FeNO vrijednostima izmedu ispitanika sa sniZzenim i
optimalnim razinama vitamina D, ali su u grupi pretile djece, djece s astmom i pretiloséu
te kontrolnoj skupini detektirane vise FeNO vrijednosti kod ispitanika koji su istodobno
imali snizen vitamin D;

Usporedbom rezultata za ispitanike sa sniZzenim vitaminom D, uocen je trend koji
sugerira vece izmjerene FeNO vrijednosti kod pretilih astmaticara u odnosu na

astmaticare, pretilu djecu te kontrolnu skupinu;
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Adiponektin

18. U skupini pretilih astmati¢ara utvrdene su znacajno nize razine adiponektina, u odnosu
na kontrolnu skupinu, a istovremeno je uocen trend nizih razina adiponektina iste
skupine u odnosu na astmaticare optimalne tjelesne tezine. Unato¢ nedostatku jasno
definiranih uzro¢nih mehanizama, ovi rezultati podupiru hipotezu da su disregulacija
adiponektina i poviSene FeNO vrijednosti karakteristicni za fenotip astme s pretiloScu;

19. U grupi pretilih astmati¢ara uocen je trend nizih razina adiponektina kod djece koja su
istodobno imala i sniZzene razine vitamina D. U grupi astmaticara, djece s pretiloScu te
kontrolnoj skupini nisu detektirane znacajne razlike u razinama adiponektina izmedu
djece sa snizenim i optimalnim razinama vitamina D;

20. Medusobnom usporedbom svih grupa, detektirane su znacajne razlike u koncentraciji
adiponektina izmedu kontrolne skupine i grupe pretilih astmaticara kod djece sa

snizenim razinama vitamina D.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Izmjerene vrijednosti FEV 1, FVC i FeNO u testiranim grupama ispitanika

ID Kontrolna | Pretilost | Astma | Astma+Pretilost | Kontrolna | Pretilost | Astma | Astma+Pretilost | Kontrolna | Pretilost | Astma | Astma+Pretilost
skupina skupina skupina
FEV 1 FVC FeNO

1 118 89 115 127 106 83 103 127 14 10 10 35
2 107 144 122 113 93 130 106 94 14 5 10 11
3 111 108 91 94 93 102 105 95 13 20 14 8
4 90 108 87 87 76 87 79 87 17 5 12 31
5 NA 100 113 106 NA 88 108 104 NA 14 11 12
6 133 114 47 107 115 94 58 110 15 11 13 10
7 91 100 91 109 94 83 87 104 17 5 16 32
8 101 111 104 89 87 92 84 80 10 14 5 14
9 86 98 98 116 71 95 101 110 5 21 14 43
10 92 104 86 92 76 93 89 76 13 8 11 19
11 88 123 95 110 92 115 97 116 18 6 23 67
12 67 81 97 103 75 69 78 93 12 5 7 37
13 82 103 89 111 82 97 92 108 7 8 17 29
14 97 102 116 NA 83 93 115 NA 18 9 34 9
15 97 92 121 117 86 96 115 112 12 16 58 22
16 91 78 117 101 77 77 96 94 9 21 NA 5
17 99 109 100 88 90 99 81 80 15 37 6 33
18 99 106 95 87 84 105 98 91 18 30 22 20
19 94 104 101 79 84 107 102 76 11 21 9 25
20 112 97 95 93 99 84 80 89 8 8 65 8
21 91 NA 110 83 82 NA 108 83 9 5 13 15
22 84 101 95 102 73 98 87 104 12 5 8 7
23 NA 100 90 104 NA 93 79 98 12 5 12 47
24 106 NA 98 79 89 NA 92 77 23 NA 23 5
25 NA 96 125 98 NA 91 113 91 NA 17 23 17
26 92 120 NA 107 83 114 NA 96 5 9 34 10
27 94 98 NA 96 82 82 NA 94 12 8 41 7
28 91 116 90 113 90 109 93 108 8 52 66 12
29 123 108 115 108 106 105 104 95 18 18 10 64
30 NA 98 103 92 NA 82 102 89 NA 16 11 29

Kratice: NA-not available
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Prilog 2. Izmjerene razine vitamina D metodom tekuéinske kromatografije

ID Kontrolna skupina Pretilost ‘ Astma ‘ Astma-+Pretilost
VITAMIN D (ug/L)
1 24,06 45,89 25,2 17,78
2 17,85 23,09 17,4 34,52
3 17,44 56,49 18,5 29,44
4 22,57 20,56 27,4 32,04
5 34 26,24 14,7 20,36
6 18,52 10,4 9,8 28,22
7 18,65 17,52 16 11,32
8 34,11 20,1 37,07 11,83
9 28,43 19,95 25,91 24,65
10 23,74 26,01 15,7 25,84
11 16,31 9,24 65,4 28,74
12 24,94 19,11 33,7 17,64
13 34,1 13,76 20 19,3
14 14 11,4 34,7 22,17
15 22,41 9 26,4 9
16 11,34 7,74 33,7 44,78
17 24,08 15,44 20 20,9
18 25,63 7,83 19 25,39
19 15,38 7,78 29,3 18,96
20 8,28 18,88 21,91 30,56
21 19,59 20,04 27,08 28,4
22 29,67 86,85 15,9 19,86
23 34,08 33,99 17,5 31,09
24 30,09 10,22 21,34 17,49
25 47,47 22,11 22,4 9,7
26 35,56 40,63 10,82 28,24
27 52,1 43,17 9,82 15,23
28 38,02 25,59 20,4 43,32
29 9,06 8,75 12,96 18,4
30 15,69 9 18,7 24,65
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Prilog 3. Rezultati frekvencije alela za izabrane polimorfizme receptora vitamina D

1D Taql Fokl Apal Bsml
465-510 533-580 Call 465-510 533-580 Call 465-510 533-580 Call 465-510 533-580 Call
Astma 1 4,970 5.405 Both 17.046 24.579 Both 0.300 0.996 Negative 15.995 21.999 Both
Alleles Alleles Alleles
Astma 2 4.382 4519 Both 1.633 30.499 Allele Y 0.391 1.171 Negative 14.349 18.473 Both
Alleles Alleles
Astma 3 4,625 4574 Both 15.382 20.228 Both 0.306 1.136 Negative 16.030 20.422 Both
Alleles Alleles Alleles
Astma 4 1.886 7.623 Allele Y 1.688 28.990 Allele Y 0.450 0.538 Negative 24.717 2.303 Allele X
Astma 5 4411 3.910 Both 15.302 19.119 Both 0.334 0.782 Negative 14.937 18.230 Both
Alleles Alleles Alleles
Astma 6 7.291 1.874 Allele X 1.594 28.521 Allele Y 0.287 0.678 Negative | 2.264 30.527 Allele Y
Astma 7 7.436 1.973 Allele X 25.496 3.336 Allele X 0.272 1.552 Negative 2.824 35.088 Allele Y
Astma 8 4,675 4,553 Both 1.896 27.919 Allele Y 0.566 1.872 Negative 17.210 21.402 Both
Alleles Alleles
Astma 9 1.715 7.118 Allele Y 14.728 18.998 Both 0.667 1.748 Negative 16.103 19.950 Both
Alleles Alleles
Astma 10 | 4.573 4.906 Both 13.588 18.111 Both 0.484 1.457 Negative 15.485 19.870 Both
Alleles Alleles Alleles
Astma 11 | 8.348 1.986 Allele X 17.926 25.047 Both 0.386 2.177 Negative 2.666 35.881 Allele Y
Alleles
Astma 12 | 5.644 6.113 Both 1.915 34.943 Allele Y 0.347 1.418 Negative 16.881 22.681 Both
Alleles Alleles
Astma 13 | 1.988 8.507 Allele Y 14.979 20.674 Both 0.373 0.450 Negative 23.261 2.036 Allele X
Alleles
Astma 14 | 5.148 5.305 Both 22.806 2.427 Allele X 0.228 0.655 Negative 15.494 19.765 Both
Alleles Alleles
Astma 15 | 5.752 5.904 Both 15.704 20.533 Both 0.684 0.935 Negative 17.379 21.750 Both
Alleles Alleles Alleles
Astma 16 | 9.405 2.112 Allele X 23.018 2.419 Allele X 0.576 3.500 Unknown | 2.346 30.375 Allele Y
Astma 17 | 4.790 5.062 Both 22.944 2.566 Allele X 0.415 1.178 Negative 15.356 18.449 Both
Alleles Alleles
Astma 18 | 2.264 8.851 Allele Y 25.102 2.653 Allele X 0.755 14.977 Allele Y 24.982 2.347 Allele X
Astma 19 | 2.036 7.961 Allele Y 24.320 2.938 Allele X 0.404 0.627 Negative | 27.402 2.709 Allele X
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Astma 20 | 1.946 7.648 Allele Y 23.259 2.631 Allele X 0.308 8.140 Allele Y 24.704 2.468 Allele X
Astma 21 | 8.491 1.817 Allele X 15.606 20.767 Both 0.341 1.453 Negative 2.572 33.699 Allele Y
Alleles
Astma 22 | 5.885 6.110 Both 1.892 32.440 Allele Y 0.431 1.184 Negative 18.122 23.175 Both
Alleles Alleles
Astma 23 | 7.550 8.078 Both 23.580 2.257 Allele X 0.550 10.277 Allele Y 18.004 22.723 Both
Alleles Alleles
Astma 24 | 8.529 1.615 Allele X 1.585 33.896 Allele Y 0.168 0.900 Negative 2.259 34.555 Allele Y
Astma 25 | 1.824 7.772 Allele Y 14.144 19.309 Both 0421 1.222 Negative | 22.778 2.362 Allele X
Alleles
Astma 26 | 6.613 6.652 Both 1.673 30.541 Allele Y 0.674 2.439 Negative 18.188 23.863 Both
Alleles Alleles
Astma 27 | 5.823 5.726 Both 1.848 30.982 Allele Y 0.557 1.911 Negative 18.523 23.606 Both
Alleles Alleles
Astma 28 | 6.105 5.910 Both 16.681 21.017 Both 0.512 1.540 Negative 16.861 20.891 Both
Alleles Alleles Alleles
Astma 29 | 2.095 7.628 Allele Y 14.805 17.896 Both 0.555 1.494 Negative 22.659 2.503 Allele X
Alleles
Astma 30 | 6.287 6.180 Both 15.253 19.545 Both 0.472 3.613 Unknown | 2.960 34.822 Allele Y
Alleles Alleles
Pretilost 1 | 1.935 7.551 Allele Y 23.716 2.649 Allele X 0.411 9.472 Allele Y 27.943 2.625 Allele X
Pretilost 2 | 2.215 8.859 Allele Y 24.253 2.709 Allele X 0.439 0.780 Negative | 25.747 1.955 Allele X
Pretilost 3 | 2.174 8.654 Allele Y 24.005 3.512 Allele X 0.726 3.115 Unknown | 18.366 22.695 Both
Alleles
Pretilost 4 | 10.234 4.844 Allele X 16.755 23.048 Both 0.503 2.904 Unknown | 2.590 31.622 Allele Y
Alleles
Pretilost 5 | 0.313 0.279 Negative | 16.350 21.776 Both 0.705 15.926 Allele Y 18.525 23.899 Both
Alleles Alleles
Pretilost 6 | 8.535 1.912 Allele X 16.560 23.307 Both 0.317 2.887 Unknown | 2.784 36.180 Allele Y
Alleles
Pretilost 7 | 5.188 5.431 Both 21.942 2.512 Allele X 0.396 3.899 Unknown | 16.879 22.370 Both
Alleles Alleles
Pretilost9 | 2.075 8.330 Allele Y 24.264 3.120 Allele X 0.444 0.732 Negative | 25.739 2.899 Allele X
Pretilost 2.104 8.271 Allele Y 1.787 29.247 Allele Y 0.592 1.761 Negative 26.656 2.530 Allele X
10
Pretilost 2.485 9.914 Allele Y 18.295 23.435 Both 0.927 21.038 Allele Y 26.654 3.046 Allele X
11 Alleles
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Pretilost 2.413 9.519 Allele Y 26.278 3.757 Allele X 0.940 17.881 Allele Y 25.937 2.467 Allele X
12

Pretilost 4,520 4,559 Both 22.061 2.629 Allele X 0.529 1.597 Negative 17.998 21.848 Both

13 Alleles Alleles
Pretilost 2.400 9.423 Allele Y 26.708 3.519 Allele X 0.582 1.415 Negative 29.744 2.664 Allele X
14

Pretilost 2.236 9.174 Allele Y 24.742 2.948 Allele X 0.449 12.065 Allele Y 27.283 2.636 Allele X
15

Pretilost 5.650 5.680 Both 22.676 2.754 Allele X 0.400 1.647 Negative 15.916 19.841 Both

16 Alleles Alleles
Pretilost 4.863 5.088 Both 21.229 2.696 Allele X 0.619 12.551 Allele Y 17.272 21.984 Both

17 Alleles Alleles
Pretilost 2.342 9.516 Allele Y 15.421 21.810 Both 1.033 1.076 Negative | 26.740 2.955 Allele X
18 Alleles

Pretilost 5.449 5811 Both 14.391 19.278 Both 0.425 1.176 Negative 15.547 20.132 Both

19 Alleles Alleles Alleles
Pretilost 9.624 2.100 Allele X 15.783 21.087 Both 0.290 2421 Negative 2.285 31.272 Allele Y
20 Alleles

Pretilost 1.930 8.372 Allele Y 16.388 21.364 Both 0.327 0.530 Negative 25.270 2.765 Allele X
21 Alleles

Pretilost 5.583 5.694 Both 24,517 2.813 Allele X 0.533 2.004 Negative 17.799 22.887 Both

22 Alleles Alleles
Pretilost 2.364 9.674 Allele Y 18.262 23.432 Both 0.599 1.187 Negative 26.053 3.015 Allele X
23 Alleles

Pretilost 6.555 6.040 Both 17.134 21.351 Both 0.707 16.119 Allele Y 17.800 21.963 Both

24 Alleles Alleles Alleles
Pretilost 5.840 5.114 Both 16.329 19.762 Both 0.397 0.520 Negative 16.578 20.156 Both

25 Alleles Alleles Alleles
Pretilost 5.612 5.386 Both 16.690 20.069 Both 0.461 1.275 Negative | 18.584 23.274 Both

26 Alleles Alleles Alleles
Pretilost 5.957 5.858 Both 16.579 21.062 Both 0.588 1.840 Negative 17.807 21.983 Both

27 Alleles Alleles Alleles
Pretilost 6.090 6.184 Both 16.234 20.791 Both 0.573 1.916 Negative 16.598 20.627 Both

28 Alleles Alleles Alleles
Pretilost 5.750 5.934 Both 15.487 20.401 Both 0.625 13.411 Allele Y 18.832 23.965 Both

29 Alleles Alleles Alleles
Pretilost 2.202 9.636 Allele Y 15.949 21.964 Both 0.515 1.235 Negative | 27.180 3.046 Allele X
30 Alleles
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Astma+ 5.383 5.532 Both 15.509 20.878 Both 0.485 1.365 Negative 16.375 21.787 Both
Pretilost 1 Alleles Alleles Alleles
Astma+ 8.339 2.084 Allele X 24,772 3.114 Allele X 0.284 1.416 Negative 2.430 33.117 Allele Y
Pretilost 2

Astma+ 5.377 5.540 Both 15.629 20.491 Both 0.350 0.975 Negative 15.305 19.549 Both
Pretilost 3 Alleles Alleles Alleles
Astma+ 5.725 5.986 Both 25.396 3.023 Allele X 0.485 1.410 Negative 17.165 21.961 Both
Pretilost 4 Alleles Alleles
Astma+ 2.253 9.036 Allele Y 16.074 20.595 Both 0.675 17.091 Allele Y 23.315 2.165 Allele X
Pretilost 5 Alleles

Astma+ 2.106 8.349 Allele Y 15.889 21.011 Both 0.835 14.843 Allele Y 25.642 2.590 Allele X
Pretilost 6 Alleles

Astma+ 4.654 4.588 Both 21.545 2.797 Allele X 0.664 1.693 Negative | 18.062 22.486 Both
Pretilost 7 Alleles Alleles
Astma+ 6.095 6.077 Both 22.851 3.026 Allele X 0.481 1.413 Negative 16.401 19.498 Both
Pretilost 8 Alleles Alleles
Astma+ 4,927 5.319 Both 13.716 18.738 Both 0.621 2.384 Negative 16.639 21.289 Both
Pretilost 9 Alleles Alleles Alleles
Astma+ 6.038 6.005 Both 16.531 21.458 Both 0.400 0.820 Negative 24.989 2.707 Allele X
Pretilost Alleles Alleles

10

Astma+ 6.278 6.418 Both 17.468 22.343 Both 0.653 2.252 Negative 18.315 23.476 Both
Pretilost Alleles Alleles Alleles
11

Astma+ 2.296 9.854 Allele Y 17.031 23.790 Both 0.573 14.859 Allele Y 25.421 2.684 Allele X
Pretilost Alleles

12

Astma+ 1.938 8.037 Allele Y 23.124 2.833 Allele X 0421 0.544 Negative | 22.659 1.908 Allele X
Pretilost

13

Astma+ 4.825 4.830 Both 14.802 20.096 Both 0.405 1.339 Negative 16.604 22.230 Both
Pretilost Alleles Alleles Alleles
14

Astma+ 5.110 5.143 Both 15.924 21.458 Both 0.422 1.437 Negative 15.676 20.119 Both
Pretilost Alleles Alleles Alleles
15
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Astma+ 1.579 6.965 Allele Y 1.640 29.653 Allele Y 0.508 0.777 Negative 24.009 1.952 Allele X
Pretilost

16

Astma+ 5.080 5.140 Both 23.032 2.281 Allele X 0.288 0.863 Negative 15.840 19.503 Both
Pretilost Alleles Alleles
17

Astma+ 4.509 4.642 Both 22.160 2.829 Allele X 0.515 14.341 Allele Y 19.080 23.244 Both
Pretilost Alleles Alleles
18

Astma+ 4.347 4.272 Both 1.598 25.603 Allele Y 0.453 1.335 Negative | 17.139 21.130 Both
Pretilost Alleles Alleles
19

Astma+ 1.876 7.556 Allele Y 23.213 2.552 Allele X 0.675 1.410 Negative 24,571 2.254 Allele X
Pretilost

20

Astma+ 7.024 1.487 Allele X 13.094 16.798 Both 0.556 3.510 Unknown | 2.529 31.775 Allele Y
Pretilost Alleles

21

Astma+ 5.951 5.845 Both 24.164 2.589 Allele X 0.491 1.297 Negative 17.447 21.809 Both
Pretilost Alleles Alleles
22

Astma+ 5.632 5.840 Both 1.935 30.580 Allele Y 0.243 0.796 Negative | 18.077 23.033 Both
Pretilost Alleles Alleles
23

Astma+ 5.402 5.753 Both 14.333 19.377 Both 0.361 0.715 Negative 14.669 19.112 Both
Pretilost Alleles Alleles Alleles
24

Astma+ 1.781 7.527 Allele Y 13.443 18.133 Both 0.375 0.860 Negative 20.562 1.556 Allele X
Pretilost Alleles

25

Astma+ 1.732 7.867 Allele Y 22.574 2.430 Allele X 0.177 Negative 22.778 1.797 Allele X
Pretilost

26

Astma+ 5.196 5.359 Both 23.007 3.390 Allele X 0.440 1.633 Negative 16.790 22.007 Both
Pretilost Alleles Alleles
27
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Astma+ 4,981 5.074 Both 1.196 27.925 Allele Y 0.462 1.485 Negative 15.849 20.425 Both
Pretilost Alleles Alleles
28

Astma+ 4.566 4,623 Both 22.245 2.668 Allele X 0.465 1.730 Negative 17.068 21.755 Both
Pretilost Alleles Alleles
29

Astma+ 1.716 7.056 Allele Y 1.819 29.100 Allele Y 0.540 0.845 Negative 26.097 2.369 Allele X
Pretilost

30

Kontrola 4.879 5.083 Both 17.250 23.869 Both 0.342 1.061 Negative 27.159 2.865 Allele X
1 Alleles Alleles

Kontrola 5.232 5.037 Both 17.783 24.238 Both 0.431 1.564 Negative 20.538 27.169 Both

2 Alleles Alleles Alleles
Kontrola 1.650 6.427 Allele Y 15.379 19.748 Both 0.193 Negative 26.538 2.616 Allele X
3 Alleles

Kontrola 4,953 4,838 Both 24.582 2.243 Allele X 0.418 1.334 Negative 19.347 24.399 Both

4 Alleles Alleles
Kontrola 4,776 4,642 Both 16.631 20.791 Both 0.283 0.647 Negative 18.828 23.234 Both

5 Alleles Alleles Alleles
Kontrola 1.992 7.694 Allele Y 27.059 3.058 Allele X 0.537 0.383 Negative 29.785 2.706 Allele X
6

Kontrola 4,571 4.409 Both 25.246 2.817 Allele X 0.391 0.823 Negative 19.976 24.431 Both

7 Alleles Alleles
Kontrola 4.927 5.227 Both 16.137 20.667 Both 0.276 0.821 Negative 19.334 24.080 Both

8 Alleles Alleles Alleles
Kontrola 1.813 7.507 Allele Y 25.712 3.006 Allele X 0.384 0.174 Negative | 30.089 3.346 Allele X
9

Kontrola 5.238 5.498 Both 1.855 32.475 Allele Y 0.345 0.941 Negative 20.001 26.392 Both

10 Alleles Alleles
Kontrola 4.794 5.104 Both 1.913 35.117 Allele Y 0.317 0.874 Negative 19.964 26.778 Both

11 Alleles Alleles
Kontrola 2.118 8.563 Allele Y 2.046 37.115 Allele Y 0.421 15.030 Allele Y 29.788 2.986 Allele X
12

Kontrola 2.119 8.109 Allele Y 17.602 24.296 Both 0.390 15.318 Allele Y 27.614 3.035 Allele X
13 Alleles

Kontrola 5.222 5.329 Both 16.802 22.368 Both 0.312 0.877 Negative 17.797 22.534 Both

14 Alleles Alleles Alleles
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Kontrola 1.859 6.644 Allele Y 1.744 30.254 Allele Y 0.361 0.084 Negative 27.269 2.493 Allele X
15

Kontrola 5.085 5.025 Both 26.330 3.305 Allele X 0.217 0.387 Negative 18.593 23.027 Both

16 Alleles Alleles
Kontrola 8.423 2.068 Allele X 2.330 31.140 Allele Y 0.265 1.341 Negative 3.087 36.609 Allele Y
17

Kontrola 2.156 8.115 Allele Y 17.956 22.053 Both 0.527 0.700 Negative 27.759 2.430 Allele X
18 Alleles

Kontrola 1.968 7.401 Allele Y 18.319 22.983 Both 0.539 12.374 Allele Y 30.064 3.158 Allele X
19 Alleles

Kontrola 4.886 4.677 Both 16.868 20.834 Both 0.248 0.504 Negative 19.458 23.679 Both

20 Alleles Alleles Alleles
Kontrola 7.579 1.699 Allele X 17.478 23.079 Both 0.287 1.414 Unknown | 2.931 36.549 Allele Y
21 Alleles

Kontrola | 5.611 5.811 Both 17.466 22.495 Both 0.303 0.731 Negative 18.909 23.398 Both

22 Alleles Alleles Alleles
Kontrola 4,719 4972 Both 16.958 22.696 Both 0.371 1.039 Negative 19.467 24.498 Both

23 Alleles Alleles Alleles
Kontrola 3.629 3.946 Both 1.270 30.306 Allele Y 0.282 3.751 Allele Y 15.276 19.048 Both

24 Alleles Alleles
Kontrola 5.435 5.081 Both 24.966 2.385 Allele X 0.484 13.092 Allele Y 17.037 21.519 Both

25 Alleles Alleles
Kontrola 5.692 5.785 Both 17.294 22.128 Both 0.222 0.337 Negative 18.864 23.930 Both

26 Alleles Alleles Alleles
Kontrola 5.340 5.044 Both 27.830 2.982 Allele X 0.357 0.950 Negative 20.515 25.376 Both

27 Alleles Alleles
Kontrola 4.480 4.397 Both 17.962 22.117 Both 0.333 0.751 Negative 18.544 22.275 Both

28 Alleles Alleles Alleles
Kontrola | 2.315 8.656 Allele Y 27.263 2.996 Allele X 0.426 0.626 Negative | 28.148 2.589 Allele X
29

Kontrola 2.221 8.288 Allele Y NA NA NA 0.440 1.192 Negative 20.619 24.983 Both

30 Alleles

NA — not available;
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Prilog 4. Izmjerene vrijednosti adiponektina u uzorcima seruma ispitanika

ID Kontrolna Pretilost Astma Astma+Pretilost
skupina
Adiponektin (ng/ml)
1 2,442 5,225 7,838 3,895
2 4,230 7,482 16,175 7,056
3 7,320 7,361 13,150 4,359
4 6,261 11,552 5,975 1,890
5 11,220 7,239 6,613 6,040
6 4,149 7,773 6,625 1,680
7 3,785 14,238 5,738 5,357
8 7,782 3,631 9,975 3,335
9 8,494 7,757 1,650 7,415
10 3,000 12,191 1,825 6,268
11 8,744 3,513 4,613 2,660
12 6,528 9,875 13,688 3,335
13 9,950 7,875 7,963 4,403
14 5,896 15,875 3,213 10,217
15 5,508 1,775 15,375 1,478
16 7,150 2,888 7,300 4,455
17 -0,123 2,863 6,375 7,905
18 11,439 3,488 1,413 8,720
19 7,854 2,475 2,675 3,019
20 3,658 8,188 6,050 4,359
21 8,129 3,800 13,370 4,499
22 12,401 5,850 12,949 6,881
23 7,053 1,425 6,995 11,916
24 3,922 5,025 12,835 2,257
25 14,052 4,575 3,746 10,760
26 13,154 2,863 5,769 8,352
27 5,905 1,413 3,510 4,377
28 1,002 5,950 4,053 4,919
29 15,775 2,188 3,702 3,413
30 7,215 3,400 14,788 2,581
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