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1. UVOD

1.1. PRETILOST

Pretilost se definira kao nenormalno ili prekomjerno nakupljanje masti koje moze narusiti
zdravlje. Svjetska zdravstvena organizacija (SZO, prema engl. World Health Organization)
pretilost definira kao bolest. Smatra se jednom od najc¢es¢ih bolesti modernog drustva te kao
takva predstavlja jedan od vodecih javnozdravstvenih izazova 21. stolje¢a (Www.who.int/news-

room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight).

Kako struktura tijela i kosStano-misi¢ne grade moze znacajno varirati od osobe do osobe,
pretilost nije jednostavno definirati. Za mjerenje masnog tkiva u tijelu te klasifikaciju pretilosti
najéeSce se koristi indeks tjelesne mase — ITM (engl. Body mass indeks — BMI) koji se
izracunava dijeljenjem tjelesne mase izraZzene u kilogramima i kvadrata tjelesne visine izrazene
u metrima. Klasifikacija pretilosti SZO pomoc¢u ITM prikazana je na Slika 1. Klasifikacija
pretilosti ovisno o ITM prema SZO, preuzeto i prilagodeno: Soldo i sur., 2020a(Soldo i sur.,
2020a).

ITM 21 — 25 kg/m? normalna tjelesna masa

ITM 25 — 29,9 kg/m? prekomjerna tjelesna masa

ITM 30 — 34,9 kg/m? pretilost I. stupnja

ITM 35 — 39,9 kg/m? pretilost I1. stupnja

ITM > 40 kg/m? pretilost I11. stupnja — bolesna pretilost
ITM > 50 kg/m? pretilost IV. stupnja - superpretilost

Slika 1. Klasifikacija pretilosti ovisno o ITM prema SZO, preuzeto i prilagodeno: Soldo i sur.,
2020a

Osim indeksa tjelesne mase, prilikom procjene pretilosti, poZeljno je znati i parametre poput
baznog metabolickog indeksa (engl. Basal Metabolic Rate — BMR). BMR predstavlja
minimalni dnevni iznos energije u kalorijama potreban tijelu koje se odmara, ima normalnu
tjelesnu temperaturu te je u postapsorptivnom stanju. BMR ovisi 0 mnogim ¢imbenicima, no
za ¢ak 90% varijacije BMR-a izmedu jedinki zasluzna je tjelesna masa (Soldo i sur., 2020a;
White i Kearney, 2013).


http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight
http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight

1.1.1. Etiologija pretilosti

lako postoje razne teorije njihovog nastanka, sve se uglavnom slazu da prekomjerna tjelesna
masa i pretilost imaju kompleksnu etiologiju koja osim fizioloskih mehanizama ukljucuje i
psiholoski i kulturni utjecaj. Pretilost se razvija zbog neravnoteze unosa i potro$nje energije pri
¢emu je dominacija na strani unosa te nastaje uzajamnim djelovanjem gena i okolisa (Soldo i
sur., 2020a).

Nagli porast broja pretilih u zadnjih 20 do 30 godina isti¢e vaznost zivotnih navika i okoli$nih
¢imbenika jer do genskih promjena ne bi moglo do¢i tako brzo. Smanjena tjelesna aktivnost
tako je jedan od vaznijih uzroka pretilosti kao i navika prekomjernog uzimanja hrane. Ipak
genetski ¢imbenici mogu predodrediti jacu osjetljivost mnogih ljudi na okolisna djelovanja.
Polimorfizmom odredenih gena odreduje se apetit i metabolizam pojedinca ¢ime neki imaju
vecu predispoziciju za razvoj pretilosti. Geni mogu pridonijeti pojavi pretilosti uzrokujuci
poremecaje puteva koji reguliraju funkciju centara za hranjenje ili pak utroska energije 1
pohrane masti. Najc¢es¢i dosad poznati genski uzrok pretilosti su mutacije gena MC4R (engl.
melanocortin-4-receptor), dok su rjede to nasljedna nedostatnost leptina uzrokovana mutacijom
leptinskog gena te mutacije leptinskih receptora. Takoder, pronadena je poveznica izmedu vise
od 41 mjesta u ljudskom genomu i povecanog rizika od pretilosti. Tako primjerice ljudi koji
posjeduju dva alela FTO gena (engl. Fat mass and obesity associated gene) imaju 1,67 puta
veci rizik od razvoja pretilosti. Ovisno o istrazivanoj populaciji, postotak pretilosti koji se moze

pripisati genetici varira od 6 do 85% (Soldo i sur., 2020a; Guyton i Fall, 2017).

Odredene bolesti te neki psihicki poremecaji, kao 1 lijekovi kojima se ti poremecaji lijece
takoder povecavaju rizik razvoja pretilosti. Neke od njih su hipotireoza, Cushingov sidnrom,
nedostatak hormona rasta te poremecaji apetita poput night eating sindroma (NES) ili binge
eating sindroma (BED). Kod nekih rijetkih poremecaja poput Prader-Willijevog sindroma,
Bardet-Biedlov sindroma, Cohen sindroma i MOMO sindroma, pretilost je jedna od glavnih
obiljezja. Lijekovi koji mogu povecati rizik od pretilosti su inzulin, sulfonilureja, tiazolindioni,
atipicni antipsihotici, antidepresivi, steroidi, neki antikonvulzivi te neki hormonalni

kontraceptivi. (Soldo i sur., 2020a).



1.1.2. Patofiziologija pretilosti i komplikacije

Pretilost predstavlja kroni¢nu bolest sa Sirokom paletom mogucih komplikacija. Raspored
masnog tkiva u organizmu igra vaznu ulogu u razvoju komplikacija kod pretilih osoba pa tako
razlikujemo dva tipa masnog tkiva: potkozno i visceralno (abdominalno). Visceralno masno
tkivo izluCuje razne citokine (adipokine) izravno u portalni krvotok ¢ime utjeCe na jetrene
funkcije, a samim time 1 na funkcije drugih organskih sustava. Vec¢i udio visceralnog masnog
tkiva povezan je s ve¢im rizikom od razvoja komplikacija nego potkozni tip masnog tkiva.
Mjerenjem opsega struka procjenjuje se koli¢ina visceralnog masnog tkiva, a sam opseg struka
povezuje se s rizikom od razvoja metaboli¢kog sindroma. Zene s opsegom struka od 88cm ili
viSe te muskarci s opsegom struka 102cm ili viSe imaju visok rizik od nastanka metabolickog
sindroma. Pretilost se takoder moze podijeliti prema veliini i broju masnih stanica na
hipertrofi¢nu kod koje je povecana veli¢ina masnih stanica te hiperplasticnu kod koje je
povecan broj masnih stanica. Kod ekstremno pretilih osoba zastupljen je 1 hipertroficni i
hiperplasti¢ni tip debljine. Gubitkom tjelesne mase smanjuje se veli¢ina masnih stanica ali ne i
njihov broj (Soldo i sur., 2020Db).

Ekstremna pretilost (ITM > 35 kg/m?) povezana je s visom smrtno$éu i raznim komplikacijama.
Pretilost ne znaci nuzno da ¢e se komplikacije razviti, ve¢ vjerojatnost razvoja komplikacija
ovisi i o dobi kada je nastupila pretilost, fizickoj aktivnosti i formi pacijenta, distribuciji masnog
tkiva te o prisutnosti inzulinske rezistencije. Komplikacije koje se povezuju uz pretilost su:
dijabetes melitus tipa 2, hipertenzija, dislipidemija, razne bolesti srca (koronarna arterijska
bolest, zastoj srca, atrijska fibrilacija), cerebrovaskularne bolesti, respiratorne bolesti (astma i
opstruktivna apneja) komplikacije u gastrointestinalnom sustavu (Zuc¢ni kamenci, nealkoholna
masna jetra, gastrointestinalni refluks), razne ginekoloske i opstreticijske komplikacije
(gestacijski dijabetes, hipertenzija uzrokovana trudnocom, policisti¢ni jajnici, neplodnost),
karcinomi (dojka, endometrij, kolon), osteoartritis i razne psihosocijalne disfunkcije (Marshall

i Ayling, 2018).



1.2. KOBALAMIN | HOLOTRANSKOBALAMIN

1.2.1. Struktura kobalamina

Vitamin B2 je vitamin topljiv u vodi kljucan u eritropoezi, procesu metilacije te je kofaktor
raznih enzima, posebice onih ukljuc¢enih u metabolizam metilamalonske kiseline (MMA, engl.
methylmalonic acid) i homocisteina (Hcy, engl. homocysteine). Pojam vitamin B12 obuhvaca
grupu fizioloSki aktivnih tvari koje se kemijski klasificiraju kao kobalamini. Gradeni su od
tetrapirolskog prstena koji se naziva korin, zbog ¢ega se ova skupina molekula naziva i
korinoidima. Kada je korin u kompleksu s centralnim atomom kobalta, tada se taj kompleks
naziva kobamid (Slika 2). Na atom kobalta takoder mogu biti vezani razni nukleotidni boéni
lanci prema ¢emu razlikujemo nekoliko oblika kobalamina: metilkobalamin s metilom kao
bo¢nom skupinom, deoksiadenozilkobalamin (odnosno koenzim Bi2) s 5'-deoksiadenozinom
kao bocnom skupinom, hidroksikobalamin s hidroksilnom bo¢nom skupinom te
cijanokobalamin s vezanim cijanidom. Najdominantniji oblik kobalamina u serumu je

metilkobalamin dok je u citosolu to adenozilkobalamin (Roberts i sur., 2018).

H,N

0 HC

HO

Slika 2. Osnovna struktura kobalamina, preuzeto s www.clinical-laboratory-diagnostics-
2020.com/k13.html


http://www.clinical-laboratory-diagnostics-2020.com/k13.html
http://www.clinical-laboratory-diagnostics-2020.com/k13.html

1.2.2. Apsorpcija, transport, metabolizam i ekskrecija

Vitamin Bz, ¢vrsto je vezan na proteine te je za njegovo otpustanje iz hrane klju¢no djelovanje
zeluc¢ane kiseline 1 pepsina zbog cega neki lijekovi koji smanjuju kiselost Zeluca poput
inhibitora protonske pumpe mogu uzrokovati deficit. Molekula B1, vezana je za haptokorin
(engl. haptocorin, HC) te tako vezana putuje u duodenum gdje HC probavljaju enzimi
gusterace, a slobodni vitamin B1o veZe se na unutra$nji faktor (IF, engl. Intrinsic factor). IF je
glikoprotein Kkoji luce parijetalne stanice zeluca u fundusu i korpusu zeluca. Hrana, histamin i
gastrin stimuliraju gastricno lucenje IF-a dok nervus vagus inhibira njegovo lu¢enje. Kompleks
B1o-IF zatim putuje do distalnog ileuma gdje se veze za receptor kubilin koji se nalazi na
povrsini mukoznih stanica epitela te Bio>-IF kompleks pinocitozom ulazi u stanice. Lizosomi
unutar stanica disociraju Bio-1F kompleks nakon ¢ega se vitamin B12 otpusta u krv (Slika 3). U
cirkulaciji vitamin Bi, moze biti vezan na protein haptokorin i transkobalamin (TC, engl.
transcobalamin). Kada je na transkobalamin vezan vitamin Bi> taj se kompleks naziva
holotranskobalamin (holoTC). Jedino frakcija vitamina B12 u obliku holotranskobalamina ima
sposobnost ulaska u stanice putem receptora te kao takva posjeduje bioaktivnost.
Holohaptokorin luc¢e granulociti te mu je funkcija zasad nepoznata, no niske serumske
koncentracije HC vrlo su ¢este kod osoba sa snizenim koncentracijama vitamina Bio. Na HC
vezana frakcija vitamina B12 ¢ini 80-94% ukupnog plazmatskog vitamina B12 dok ostatak ¢ini
holotranskobalamin. lako je prisutan u daleko manjem udjelu od HC, transkobalamin je vazniji

transportni protein kobalamina od haptokorina (Marshall i Ayling, 2018; Roberts i sur., 2018).

Transkobalamin je B-protein s molekularnom masom od 43kDa koji se sintetizira u jetri. Na
jednoj molekuli transkobalamina postoji jedno vezno mjesto za molekulu kobalamina. TC
transportira vitamin Bi2> do receptora na stanicama u Citavom tijelu. Vitamin B> moze i
samostalno uéi u stanice, no taj je proces neucinkovit pa ukoliko dode do malapsorpcije TC-
vezanog Vitamina B12 u velikom broju slucajeva dolazi do deficijencije kobalamina. Gotovo
sav vitamin Bi> vezan na TC prilikom prolaska krvi kroz jetru ulazi u hepatocite gdje se
pohranjuje, a zatim 1 otpusSta ovisno o fizioloskim potrebama. Otprilike 1mg vitamina Bi.
uskladiSteno je u jetri $to odgovara dnevnim metabolickim potrebama za 2000 dana, dok je u
tijelu ukupno uskladisteno 2-5mg. Kako je ovako velika koli¢ina vitamina Bi2 uskladiStena u
tijelu, ukoliko dode do smanjenog unosa hranom ili poremecaja mehanizma unosa, deficijencija

B12 moze pro¢i nezamije¢ena godinama (Roberts i sur., 2018).
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Slika 3. Apsorpcija, transport, metabolizam i ekskrecija vitamina B12, preuzeto i prilagodeno
iz Green i sur., (2017)

Vitamin B12 se kontinuirano izlu¢uje u zué, no veéina ga se ponovno reapsorbira te je dostupan
za metabolicke funkcije. Ukoliko koli¢ina vitamina premasi vezne kapacitete krvi, viSak se

izlucuje urinom, no najvise se izlucuje stolicom (Roberts i sur., 2018).

1.2.3. Uloge vitamina B1>

Vitamin Bi» kofaktor je i koenzim za mnoge enzimske sustave. Dio je koenzima
adenozilkobalamina (koenzim B12) za enzim L-metilmalonil-CoA mutazu u reakciji konverzije
L-metilmalonil-CoA u sukcinil-CoA (Slika 4). U ovoj reakciji propionil-CoA se karboksilira
na racun hidrolize molekule ATP-a pri ¢emu nastaje D-metilmalonil-CoA. Ovu reakciju
karboksilacije Kkatalizira propionil-CoA karboksilaza. D-metilmalonil-CoA se zatim uz
metilmalonil-CoA racemazu izomerizira u L-izomer Kkoji je supstrat metilmalonil-CoA mutaze.
Metilmalonil mutaza intramolekularnim rearanziranjem molekule prevodi metilmalonil-CoA u
sukcinil-CoA pri cemu -CO-S-CoA skupina migrira s C-2 metilne skupine u zamjenu za atom

vodika. Ukoliko je prisutan urodeni defekt mutaze ili nemogucnost sinteze adenozilkobalamina



moze do¢i do po zivot opasne metilmalonske acidurije i metaboli¢ke ketoacidoze (Roberts i

sur., 2018).
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Slika 4. Uloga kobalamina u reakciji enzima metilmalonil-CoA mutaze (preuzeto i
prilagodeno iz Scolamiero i sur.,2014)

Mitohondrij

Vitamin Bi2 u obliku metilkobalamina kao koenzim metionin sintaze vazan je u reakciji
pretvorbe homocisteina u metionin. Metilkobalamin u ovoj reakciji sluzi kao intermedijar
prilikom prijenosa metilne skupine s 5-metiltetrahidrofolata (5-MTHF) na Hcy kako bi nastao
metionin. Kao produkt ove reakcije nastaje tetrahidrofolat iz kojeg dalje nastaje
metiltetrahidrofolat potreban za de novo sintezu timidina kljuénog za replikaciju i popravak
DNA. Sinteza metionina iz homocisteina i 5-MTHF tako povezuje metabolizam kobalamina i
folne kiseline (vitamin By) (Slika 5). Ukoliko dode do defekta bilo kojeg od ova dva vitamina
moze do¢i do defekta replikacije DNA. Kod deficita kobalamina, smanjuje se transmetiliranje
s 5-MTHF zbog c¢ega dolazi do njegova nakupljanja i povecanja koncentracije u serumu.
Urodeni defekt metionin sintaze tako moze dovesti do hiperhomocistinemije (Roberts i sur.,
2018; Straus i Petlevski, 2009; Green R i sur., 2017).



Slika 5. Uloga kobalamina u metabolizmu homocisteina (preuzeto iz Babi¢ BozZovié i
Vranekovié, 2014)



1.2.4. Deficit vitamina B>

Najcesci uzrok deficita vitamina B> je perniciozna anemija. Perniciozna anemija je autoimuna
bolest kod koje nastaju antitijela na H*/K*-ATP-azu Zelu¢anih parijetalnih stanica koja u Zelucu
lu¢i H" u zamjenu za kalij (K™). Posljedi¢no dolazi do kroni¢nog atrofi¢nog gastritisa Zeluca i
gubitka parijetalnih stanica Zeluca. Zbog gubitka parijetalnih stanica dolazi do smanjenja
proizvodnje IF-a koji je potreban za apsorpciju vitamina B12. Osim kod perniciozne anemije,
deficit vitamina B2 Cesto se javlja kod osoba starijih od 65 godina, vegana i vegetarijanaca,
novorodencadi s metabolickim poremecajima te kod osoba koje uzimaju lijekove koji
interferiraju s apsorpcijom ili metabolizmom vitamina Bi2 (fenitoin, inhibitori dihidrofolat
reduktaze, metformin, inhibitori protonske pumpe). Do deficita takoder moze doéi zbog
intestinalne malapsorpcije koju uzrokuju resekcija ileuma ili gastrektomija, tropske spru,
upalne bolest crijeva, intestinalne staze te kod infekcije HIV-om. Kod djece, deficit vitamina
B12 povezuje se s nekoliko poremecaja. Najcesci je Imerslund-Grasbeck sindrom kod kojeg je
zbog mutacija u proteinima receptora za kompleks vitamin Bi-IF sprijeCena apsorpcija
vitamina Bi, uz prisutnu proteinuriju. Do deficijencije takoder moze do¢i zbog urodene
deficijencije Zelucane sekrecije IF-a te kod dojencadi Cije majke imaju nedijagnosticiranu
pernicioznu anemiju uslijed deficita B12 u maj¢inom mlijeku. Ovakvi slucajevi su ipak rijetki
jer su Zene s nedijagnosticiranom pernicioznom anemijom koja se ne lijeci najces¢e neplodne

(Roberts i sur., 2018).

Vitamin B2 vazan je za proces eritropoeze. Kod nedostatka vitamina Bi2 dolazi do makrocitoze
za koju je karakteristican povecani MCV (engl. mean corpuscular volume) s vrijednostima
ve¢im od 98 fl te megaloblasti¢na anemija uz nezrele, velike eritrocite koji posjeduju jezgru
kao rezultat defektne sinteze DNA za koju su klju¢ne adekvatne koncentracije vitamina B12 kao
i folata (vitamin Bg). Hematoloske posljedice deficita ukljucuju razne morfoloske promjene
krvnih stanica poput hipersegmentacije neutrofila, makrocitoze, anemije, leukopenije i
trombocitopenije uz megaloblasti¢ne promjene u kostanoj srzi koje prate promjene u perifernoj
krvi. Mnogo nezrelih stanica umire ve¢ u koStanoj srzi apoptozom §to se naziva inefektivnom
eritropoezom. Ovaj proces uzrokuje otpustanje bilirubina i laktat dehidrogenaze u krv (Roberts

i sur., 2018).

Osim hematoloSkih abnormalnosti, deficit moze dovesti i do demijelinizacije srediSnjeg
zivcanog sustava. Deficit vitamina B2 tako moze dovesti do ozbiljnih i ¢esto nepovratnih

neuroloskih poremecaja poput Zarece boli ili gubitka osjeta u ekstremitetima, slabosti, gréenja
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i paralize, zbunjenosti, dezorijentacije te demencije. Odgovor neuroloskih simptoma na
nadomjesnu terapiju vitaminom Biz Cesto ovisi o trajanju simptoma. Uslijed deficita, takoder
moze do¢i do pojave gastrointestinalnih poremecaja poput glostitisa jezika, gubitka apetita 1
mrSavljenja, nadutosti i konstipacije, raznih mentalnih promjena te neplodnosti (Roberts i sur.,

2018).

Deficijencija vitamina B12 prolazi nekoliko stadija. Prvo dolazi do praznjena skladi$ta vitamina
B> $to se reflektira snizenim koncentracijama holoTC. Zbog praznih rezervi vitamina, on se ne
dostavlja u adekvatnoj koli¢ini do stanica i U stanicama se ViSe ne mogu ispravno odvijati
reakcije ovisne o vitaminu Bi2. U ovom stadiju, koji se naziva funkcionalnom deficijencijom
vitamina B1o, osim snizenih serumskih koncentracija holoTC, prisutne su i povi$ene vrijednosti
Hcy 1 MMA. Stadij klinicke manifestacije obiljeZen je makrocitnom anemijom s poviSenim
MCV-om, snizenim MCHC-om te neutrofilnom hipersegmentacijom. U ovom stadiju takoder
moze do¢i do neuroloskih manifestacija bez hematoloskih abnormalnosti (www.clinical-

laboratory-diagnostics-2020.com/k13.html).

Preporuceni dnevni unos (RDA) temelji se na koli¢ini potrebnoj za odrzavanje hematoloskog
statusa i normalne serumske koncentracije vitamina Bi.. Za odrasle on iznosi 2,4 pg/dan.
Tijekom trudnoée preporuca se povecati dnevni unos na 2,6 pg/dan, a kod dojenja na 2.8
pg/dan. Kod 10-30% osoba starijih od 50 godina, smanjena je apsorpcija vitamina B12 pa se
kod njih preporuca prehrana hranom obogacenom vitaminom B ili koriStenje nadomjesnih

suplemenata (Roberts i sur., 2018).
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1.3. LABORATORIJSKO ODREDIVANIJE

1.3.1. Metode odredivanja

Za odredivanje koncentracije vitamina Bi> razvijene su razne metode koje ukljucuju
mikrobioloske metode, metode kompetitivnog vezanja proteina te imunokemijske metode. Kod
vecéine metoda, potrebno je prethodno obraditi uzorak kako bi se vitamin B12 oslobodio s veznih
proteina. U mikrobioloSkim metodama odreduje se rast mikroorganizama koji za to trebaju
kobalamin. Najosjetljiviji je Euglena gracilis, a najvecu specificnost pokazuje Ochromonas
malhanesis. Mikrobioloske metode danas se rjede koriste i zamijenjene su preciznijim
metodama (Roberts i sur., 2018; Straus i Petlevski, 2009).

Jedna od metoda odredivanja je RIA (engl. radioimmunoassay). To je imunokompetitivna
metoda kod koje se kobalamin iz uzorka pacijenta natjeCe s radioaktivno obiljezenim
kobalaminom (npr. tirozin-metil ester vitamina Bi, (B1-TME-'?1)) za anti- B1, antitijela u
reakcijskoj posudi. Radioaktivnost izmjerena nakon ispiranja reakcijske posude obrnuto je
proporcionalna koncentraciji vitamina Biz. Slicno RIA metodi, moguée je odredivanje
koncentracije vitamina B12 kemiluminiscentnom imunometodom. Kod nje se slobodan vitamin
B2 iz uzorka natjee s poznatom koncentracijom oznaCenog vitamina B2 (npr.
akridinijumesterom) za vezna mjesta na unutra$njem faktoru poznate koncentracije. IF je vezan
na paramagnetske Cestice u C¢vrstoj fazi. Nakon magnetske separacije, potice se
kemiluminiscentna reakcija. Izmjerena luminiscencija obrnuto je proporcionalna koncentraciji

vitamina B12 iz uzorka pacijenta (www.clinical-laboratory-diagnostics-2020.com/k13.html).

Kao marker bioloski dostupnog vitamina Bi, takoder se moZe koristiti mjerenje vrijednosti
holotranskobalamina. Jedino je taj oblik vitamina B12 dostupan za unos svim stanicama te kao
takav ima najbolju dijagnosticku to¢nost prilikom dijagnostike deficijencije vitamina B12. Jedna
od metoda odredivanja koncentracije holoTC je enzimska imunometoda. Koristi mikroc¢estice
oblozene monoklonskim anti-holoTC antitijelima. HoloTC iz uzorka veze se na antitijela na
mikroCesticama formiraju¢i kompleks antigen-antitijelo. Dodaje se konjugat obiljezen
alkalnom fosfatazom (ALP), a nakon koraka ispiranja dodaje se supstrat, primjerice 4-
metilumbeliferil-fosfat. ALP-om obiljezen konjugat katalizira kidanje fosfata sa supstrata ¢cime
nastaje fluorescentni produkt 5-metilumbeliferon koji se mjeri opticki. Intenzitet fluorescencije
proporcionalan je koncentraciji holoTC u uzorku. HoloTC takoder se moze odrediti metodom

koja koristi magnetske cestice oblozene vitaminom Bi, koje precipitiraju apo-transkobalamin
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iz plazme. HoloTC prisutan u supernatantu mjeri se zatim ELISA metodom koja koristi
imobilizirana anti-TC antitijela. Anti-TC antitijela vezu holoTC iz plazme nakon ¢ega se na
njega vezu biotinizirana antitijela. Za obojenje Kkoristi se peroksidaza iz hrena pri ¢emu je
intenzitet obojenja direktno proporcionalan koncentraciji holoTC u uzorku (www.clinical-

laboratory-diagnostics-2020.com/k13.html).

Rezultati testova odredivanja holotranskobalamina tesSko se interpretiraju, te su upitne njihova
osjetljivost 1 specificnost pa testiranje zasad nije Siroko rasprostranjeno i rijetko se koristi

(Roberts i sur., 2018).

Odredivanje koncentracije metilmalonske kiseline (MMA) takoder se moze koristiti kao
indikator deficita vitamina B12. Osim MMA, u dijagnosticke svrhe moze se koristiti i mjerenje
koncentracije homocisteina, no MMA je specifi¢nija za deficit vitamina Bi2 jer do porasta
koncentracije Hcy dolazi i uslijed deficita folata i kobalamina. Za odredivanje MMA koristi se
plinska kromatografija s masenom spektrometrijom (GC-MS, engl. gas-liquid
chromatography-mass spectrometry). Za dijagnostiku deficita kobalamina trenutno ne postoji
,»zlatni standard“, no on se najceS¢e definira kao koncentracija kobalamina u plazmi < 150
pmol/L, Hey > 13umol/L i MMA u plazmi > 0,40 umol/L (Hvas i Neco, 2006; www.clinical-
laboratory-diagnostics-2020.com/k13.html).

Koncentracija MMA i Hcy povisena je kod vise od 98% pacijenata s klinickim deficitom
vitamina Bi> (Stabler, 2012). Kako mjerenje koncentracije vitamina Bi> pokazuje slabu
specifi¢nost u potvrdi dijagnoze deficijencije vitamina B2, dijagnozu je potrebno potvrditi i
mjerenjem koncentracije MMA i Hcy koje pokazuju vecu specifi¢nost prilikom dijagnostike
deficita kobalamina. Pokazano je da se poviSene razine MMA 1 Hcy uzrokovane deficitom
kobalamina, smanjuju odmah nakon nadomjesne terapije vitaminom B> (Stabler i sur., 1990).
lako je MMA dobar pokazatelj deficijencije vitamina B12, potreban je oprez kod pacijenata s
renalnim oSteéenjima kod kojih moze do¢i do blagog poviSenja vrijednosti (300-700 nmol/L)

(Rasmussen i sur., 1990).
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1.3.2. Referentni intervali

Prvi korak u odredivanju statusa vitamina Bi» jest odredivanje koncentracije ukupnog
serumskog vitamina Bio. Testovi koji se koriste u ovu svrhu kvantificiraju i inaktivnu frakciju
vitamina B12 u obliku holohaptokorina te aktivnu frakciju u obliku holotranskobalamina. Nije
u potpunosti razjaSnjeno koja je koncentracija kobalamina klinicki normalna, no vrijednost
manja od 148 pmol/L (200 ng/L) ima 97%-tnu dijagnosticku osjetljivost deficijencije
kobalamina (Snow, 1999; Carmel i Sarrai, 2006). Dodatni problem prilikom definiranja
referentnih intervala i usporedivanja medulaboratorijskih rezultata jest upotreba razlicitih
mjernih jedinica pa se tako kod nekih koriste pmol/L, a kod drugih ng/L pri ¢emu je 1 pmol/L
jednak 1,355 ng/L (Devalia i sur., 2014). Prilikom dijagnostike deficijencije vitamina B12 jednu
od prepreka predstavlja i izbor donje cut-off vrijednosti koje se za kobalamin u raznim izvorima
kre¢u od 100 pmol/L do 350 pmol/L (Eussen i sur., 2005; Eussen i sur., 2007; Zappacosta i sur.,
2013). Tehni¢ka konzultacija SZO o deficijenciji folata i vitamina B12 (engl. WHO Technical
Consultation on folate and vitamin B1. deficiencies) iz 2008. donosi preporuku za definiranje
deficita vitamina B12 koji se temelji na koncentracijama vitamina Bi. ispod kojih se u plazmi
pronalaze poviSene koncentracije homocisteina i MMA. Za vitamin B1> preporuc¢ena cut-off

vrijednost tako iznosi 150 pmol/L (de Benoist, 2008).

Koncentracija serumskog vitamina B12 unutar referentnog intervala ne mora znaciti adekvatan
status vitamina, pa tako ni niska serumska koncentracija vitamina B1> ne mora nuzno znaciti
deficijenciju. Kako je veéina vitamina B12 U Serumu vezana na transkobalamin, niska serumska
koncentracija kobalamina moze nastati kao posljedica smanjene koncentracije transkobalamina
do koje dolazi u nekim stanjima poput benigne neutropenije, multiplog mijeloma i leukemijske
retikuloendotelioze. Niske vrijednosti holoTC tako se mogu pronaé¢i kod pacijenata s
normalnim serumskim koncentracijama vitamina Bi2 zbog ¢ega je holoTC bolji prediktor
koli¢ine vitamina B12 od ukupne koncentracije vitamina Bi2 (Roberts i sur., 2018). Referentni
intervali za holoTC takoder se razlikuju kod razli¢itih autora pa tako gornja i donja granica
referentnog intervala za holoTC variraju od 19-42 pmol/L do 134-157 pmol/L (Refsum i sur.,
2006; Brady i sur., 2008; Sobczynska-Malefora i sur., 2014).

Najraniji marker deficijencije vitamina Bi> jest snizena koncentracija holoTC. Ona ukazuje na
nisku opskrbu vitaminom B te da su rezerve vitamina pri kraju. Kod metaboli¢ki manifestirane
(funkcionalne) deficijencije vitamina B12 moguce je da jos nije doslo do klini¢ke manifestacije.

Nalaz sniZzenih koncentracija holoTC, povisene MMA 1 homocisteina upucéuje na metabolicki
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manifestiranu deficijenciju. Dijagnosticka upotreba holoTC omogucuje raniji pocetak terapije,
prije nego Sto dode do tezih ostecenja. HoloTC kao metabolicki aktivna forma vitamina B
znacajno korelira s MMA. Zbog tog su razloga holoTC i MMA pogodniji za odredivanje
vrijednosti vitamina B12 nego ukupne koncentracije vitamina B12. Ipak za pouzdanu dijagnozu
deficijencije nije dovoljno pojedinac¢no koristiti navedene markere ve¢ ih je potrebno odredivati
zajedno kako bi se pacijentu pruzila adekvatna dijagnoza (www.clinical-laboratory-
diagnostics-2020.com/k13.html).

1.3.3. Predanaliti¢ki ¢imbenici

Kod pacijenata s pernicioznom anemijom moguce su lazno poviSene koncentracije vitamina
B1» kada se za analizu koriste automatski analizatori koji koriste metodu kompetitivnog vezanja
serumskog vitamina Bi1> na IF. Kod 70% pacijenata s pernicioznom anemijom prisutne su
visoke koncentracije antitijela koja blokiraju IF §to interferira s metodom. Alternativne metode
i na¢ini uklanjanja ove interferencije postoje, no zasad jo$ nije potvrdena njihova tocnost te se
trebaju Kkoristiti s oprezom. Uzorak izbora za analizu je serum, no potrebno je konzultirati se s
laboratorijem u kojem se analiza izvodi kako bi se potvrdilo slaze li se to s njihovom
analitiCkom metodom. Idealno uzimanje uzorka je nataSte, posebice kod osoba na nadomjesnoj
terapiji vitaminom Bio. Vitamin Bi» pokazuje stabilnost do 72 sata na sobnoj temperaturi
(Roberts i sur., 2018).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Ovim radom zeli se ispitati postoji li statisti¢ki znacajna razlika u serumskim koncentracijama
kobalamina i holotranskobalamina kod ispitanika s pretilos¢u u usporedbi s ispitanicima iz

kontrolne skupine, odnosno ispitanicima s normalnim ITM.

Hipoteza ovog rada je da pacijenti s pretiloS¢u imaju statisticki znacajno snizene koncentracije

kobalamina i holotranskobalamina u odnosu na pacijente s normalnim ITM.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. ISPITANICI

Ispitivanje je provedeno u Klinickom bolnickom centru Zagreb na Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku. U ispitivanje je uklju¢eno 195 ispitanika. Za analizu su se koristili
uzorci seruma dobiveni nakon centrifugiranja venske krvi uzorkovane u epruvetu bez

antiokagulansa na 3500 rpm tijekom 10 minuta.

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje koncentracije kobalamina

Koncentracija kobalamina se odreduje kemiluminiscentnom imunokemijskom metodom s
mikrocesticama (engl. CMIA, Chemiluminescent microparticle immunoassay) na automatskom
analizatoru Abbott Alinity 1. Analizator odreduje koncentraciju kobalamina u dva koraka. U
prvom koraku mijesaju se uzorak i reagens 1, 2 i 3 za predobradu uzorka. Nakon toga se tako
priredeni alikvot mijeSa s paramagnetskim mikrocesticama obloZenim unutarnjim faktorom te
teku¢inom za razrjedivanje reagensa i1 inkubira. Mikrocestice obloZene unutarnjim faktorom
vezu Se S vitaminom B2 iz uzorka nakon Cega se smjesa ispire. Dodatkom Bi2 konjugata
obiljeZenog akridinom nastaje reakcijska smjesa koja se inkubira te potom ispire. Dodatkom
predaktivacijske i aktivacijske otopine aktivira se kemiluminiscentna reakcija. Nastali
kemiluminiscentni signal mjeri se kao relativne svjetlosne jedinice (RLU, engl. relative light

units) i obrnuto je proporcionalan koncentraciji vitamina B12 u uzorku.

3.2.1.1. Reagensi

Reagensi potrebni za izvodenje metode:

e Alinity B1> reagens kit koji se sastoji od:

o Alinity B12 kalibratori
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e Technopath Multichem IA Plus Level 1-3
e Alinity i Multi-Assay manualni diluent

e Alinity aktivacijska otopina

e Alinity predaktivacijska otopina

e Alinity i koncentrirani pufer za ispiranje

3.2.2. Odredivanje koncentracije holotranskobalamina

Holotranskobalamin se kvantitativno odreduje kemiluminiscentnom imunokemijskom
metodom s mikroc¢esticama (CMIA) na automatskom analizatoru Architect u 2 koraka. U
prvom koraku mijeSaju se wuzorak 1 paramagnetske mikrocestice oblozene anti-
holotranskobalamin antitijelima. U ovom se koraku holotranskobalamin iz uzorka veZze na
paramagnetske mikrocestice prekrivene anti-holotranskobalamin antitijelima. Nakon ispiranja,
u reakcijsku se smjesu dodaje anti-transkobalamin konjugat obiljezen akridinijem. Nakon jo§
jednog ciklusa pranja, dodatkom predaktivacijske i aktivacijske otopine aktivira se
kemiluminiscentna reakcija. Nastali kemiluminiscentni signal mjeri se kao relativne svjetlosne
jedinice. Opti¢kim sustavom detektirane relativne svjetlosne mjerne jedinice direktno su

proporcionalne koli¢ini holotranskobalamina u uzorku.

3.2.2.1. Reagensi

Reagensi potrebni za izvodenje metode:

e Architect reagens kit koji se sastoji od:
o Mikrocestica oblozenih anti-holotranskobalamin antitijelima u HEPES puferu
sa surfaktantima
o Anti-transkobalamin antitijela (monoklonska, miSjeg porijekla) obiljeZzena
akridinijem u MES puferu sa surfaktantima
e Architect holotranskobalamin kalibratori
e Architect holotranskobalamin kontrole
e Architect Multi-Assay manualni diluent

e Architect aktivacijska otopina
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e Architect predaktivacijska otopina

e Architect pufer za ispiranje

3.3. STATISTICKE METODE

Podaci su prikazani i statisticki obradeni koriste¢i ra¢unalni program Excel za Office 365 MSO,
Microsoft Office (Microsoft, USA) i statisticki program MedCalc® Statistical Software version
20.109 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2022). Za prikaz
podataka koriStena je deskriptivna statistika uz odgovaraju¢e medijane i interkvartilne raspone.
Raspodjela podataka i razlika izmedu grupa ispitane su vode¢i se preporukama koje se odnose
na veli¢inu uzorka te na njihovu raspodjelu (Simundi¢, 2012.). Raspodjela je tako ispitana
Shapiro-Wilk testom dok se razlika izmedu grupa ispitivala Mann-Whitney testom. Dob je bez
obzira na raspodjelu, prikazana medijanom i rasponom (minimum i maksimum). Svi rezultati

ispitivani su na razini statisticke znacajnosti P < 0.05.
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4. REZULTATI

Analizom su obuhvaceni uzorci ukupno 195 ispitanika podijeljenih u 2 skupine. Kontrolna
skupina obuhvaca 103 uzorka ispitanika s normalnim ITM (18,5-24). Druga skupina obuhvaca
92 uzorka ispitanika s ITM ve¢im od normalnog (>24). Kao uzorak koristio se ljudski serum,

odnosno krv uzorkovana u epruvetu bez antikoagulansa i/ili bez gela, s crvenim ¢epom.

Od ukupnog broja pacijenata s ITM ve¢im od normalnog, 27 je muskog spola, a 66 Zenskog
spola (Slika 6). Dob ispitanika s ITM ve¢im od normalnog bila je izmedu 19 i 73, s medijanom

od 44 godine.

RASPODIJELA ISPITANIKA PO SPOLU

= ZENE = MUSKARCI

Slika 6. Raspodjela ispitanika po spolu

U Tablica 1. prikazane su izmjerene koncentracije vitamina B12 u kontrolnoj skupini ispitanika
te kod skupine pretilih ispitanika, uz prikaz najnize i najviSe vrijednosti, medijana te
interkvartilnog raspona. Raspon koncentracija vitamina B12 kod obje skupine ispitanika vidljiv
je na Slika 7. Mann-Whitneyevim testom za nezavisne uzorke utvrdena je statisticki znacajna
razlika u koncentracijama vitamina Bi» izmedu kontrolne skupine ispitanika te skupine
ispitanika s pretilo§¢u uz vrijednost P < 0,0001. U skupini ispitanika s pretilo$¢u, tako su
zamijeéene statistiCki znacajno nize koncentracije vitamina Bi2 U odnosu na ispitanike s

normalnim ITM (538 vs. 651 pmol/L, P<0,0001).
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Tablica 1. Prikaz koncentracije vitamina B12 u kontrolnoj skupini i u skupini pretilih ispitanika

RASPON)

MEDIJAN (INTERKVARTILNI

385 (300 — 469)

B2k Biop

(pmol/l) (pmol/l)
NAJNIZA VRIJEDNOST 145 127
NAJVISA VRIJEDNOST 651 538

279 (212 — 346)

B12 k — koncentracija vitamina Bi> kod kontrolne skupine ispitanika, Bi> p — koncentracija

vitamina B2 u skupini pretilih ispitanika

700 |+
600 |-

500 |-

400 |

300 |+

200 |+

100 |-

B12_K

B12_P

Slika 7. Graficki prikaz koncentracije vitamina B12 u kontrolnoj skupini i u skupini ispitanika

s pretilosc¢u. Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom koristeci grafikon

okvira s rucicama.

B12 k — koncentracija vitamina Bi2 kod kontrolne skupine ispitanika, Bi2> p — koncentracija

vitamina B12 u skupini pretilih ispitanika
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S druge strane, mjerenjem koncentracije holotranskobalamina kod skupine pretilih ispitanika te
u kontrolnoj skupini pokazan je drugadiji trend. U Tablica 2. prikazane su izmjerene
koncentracije holotranskobalamina u kontrolnoj skupini ispitanika te kod skupine ispitanika s
pretilos¢u. Tablicom je prikazana najniza i najvisa vrijednost te medijan uz interkvartilni
raspon. Razlika u koncentracijama graficki je prikazana na Slika 8. Mann-Whitneyevim testom
za nezavisne uzorke utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika (P=0,3253) izmedu
koncentracije holotranskobalamina u kontrolnoj skupini i u skupini pretilih ispitanika. Skupina
ispitanika s pretiloSéu nema statisticki znacajno niZze serumske koncentracije

holotranskobalamina od ispitanika s normalnim ITM (94,7 vs. 99,4 pmol/L, P=0,3253).

Tablica 2. Prikaz koncentracije holotranskobalamina u kontrolnoj skupini i u skupini pretilih
ispitanika

holoTCk holoTC,

(pmol/l) (pmol/l)
NAJNIZA VRIJEDNOST 33,4 17,3
NAJVISA VRIJEDNOST 189.,6 165,6
MEDIJAN  (INTERKVARTILNI 99,4 (79,1 — 124,4) 94,7 (66,1 — 133,6)
RASPON)
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Slika 8. Graficki prikaz koncentracije holotranskobalamina u kontrolnoj skupini i u skupini
pretilih ispitanika. Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom koristeci
grafikon okvira s rucicama.

holoTCk — koncentracija holotranskobalamina u kontrolnoj skupini, holoTCp — koncentracija
holotranskobalamina u skupini ispitanika s pretilosc¢u
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5. RASPRAVA

U ovome radu prikazani su rezultati mjerenja vrijednosti kobalamina i holotranskobalamina u
serumu kod skupine pretilih ispitanika u usporedbi s ispitanicima iz kontrolne skupine, odnosno
s ispitanicima s normalnim ITM kako bi se utvrdilo postoji li statisti¢ki znacajna razlika izmedu
navedenih skupina. IstraZivanje je provedeno na 195 ispitanika od ¢ega su 92 pretila (ITM >
24), a 103 ima normalan ITM (18,5-24). U skupini pretilih ispitanika, 66 je bilo Zenskog, a 27
muskog spola. Kako su ispitanici ve¢inom Zene, ne mozemo zakljucivati o spolno uvjetovanim
razlikama u koncentracijama kobalamina i holotranskobalamina (Slika 6). Dob ispitanika je

izmedu 19 i 73 godine s medijanom od 44 godine.

Mjerenjem koncentracije kobalamina u serumu u obje skupine, zamijeCene su statisticki
znacajno nize Vvrijednosti u skupini pretilih ispitanika s medijanom od 279 pmol/L u usporedbi
s kontrolnom skupinom ispitanika kod koje medijan izmjerenih koncentracija iznosi 385
pmol/L. Tako je prisutna statisti¢ki znacajna razlika izmedu izmjerenih vrijednosti, u skupini
pretilih ispitanika, medijan izmjerenih koncentracija nije ispod preporuc¢ene cut-off vrijednosti
(de Benoist, 2008) koja iznosi 150 pmol/L. Kod 3 ispitanika izmjerene su koncentracije

vitamina B2 ispod preporucene cut-off vrijednosti.

U nekoliko se istraZivanja mjerila koncentracija kobalamina, kako samo kod pretilih ispitanika
tako i u usporedbi s ispitanicima normalne tjelesne mase. Baltaci D i sur. (2013) tako su u
svome istrazivanju na uzorku od 976 pacijenata od kojih je 414 bilo pretilo, 212 s
prekomjernom tjelesnom tezinom te 351 s normalnom tjelesnom masom, utvrdili da su razine
vitamina Bi> bile statisticki znacajno sniZzene kod pacijenata s pretilos¢u i prekomjernom
tjelesnom tezinom u odnosu na pacijente s normalnom tjelesnom masom. Medijani su iznosili
132 pmol/L (19 pmol/L) za skupinu pretilih ispitanika, 162 pmol/L (58 pmol/L) za skupinu
ispitanika s prekomjernom tjelesnom masom te 242 (£89 pmol/L) u skupini ispitanika s
normalnom tjelesnom masom. Sun i sur. (2019) su u svojoj studiji koja je ukljucivala ¢ak 9075
ispitanika starijih od 20 godina takoder uocili niZe vrijednosti vitamina Bi> kod pretilih
ispitanika u usporedbi s ispitanicima s normalnim ITM. U ovom je istrazivanju zakljuceno da
su ispitanici s vi§im serumskim koncentracijama vitamina B1> manje vjerojatno pretili, odnosno
pronadena je znacajna i inverzna povezanost serumskih koncentracija vitamina Biz i pretilosti.
Goyal Risur. (2013) takoder su u retrospektivnoj studiji koja je obuhvatila 65 morbidno pretilih
pacijenata (ITM > 35) utvrdili medijan koncentracije kobalamina od 147 pmol/L (z 45 pmol/L),
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pri ¢emu je kod ukupno 42 ispitanika izmjerena koncentracija kobalamina ispod cut-off
vrijednosti koja je u ovom istrazivanju iznosila 156 pmol/L. lako u ovome radu izmjerene
vrijednosti kobalamina nisu usporedivane s kontrolnom skupinom, ipak su izmjerene
koncentracije vitamina B12 ispod donje granice referentnog intervala koji je u ovom istrazivanju

bio nesto visi od preporu¢enog (150 pmol/L).

Utvrdivanjem koncentracije holotranskobalamina u serumu ispitanika obje skupine, nije
zamijecena statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti holotranskobalamina u skupini
pretilih ispitanika u kojoj medijan vrijednosti iznosi 94,7 pmol/L dok kod kontrolne skupine
ispitanika medijan izmjerenih koncentracija iznosi 99,4 pmol/L. Donja granica referentnog
intervala za holoTC nije to¢no definirana te varira izmedu 19 i 42 pmol/L, no medijan

izmjerenih vrijednosti u nijednoj od skupina nije manji od cut-off vrijednosti.

Samavat 1 sur. (2019) u svojem su radu usporedbom vrijednosti kobalamina i
holotranskobalamina kod 47 morbidno pretilih ispitanika i 21 ispitanika s normalnom tjelesnom
masom pokazali da su serumske vrijednosti i holoTC i kobalamina nize kod pretilih ispitanika.
Medijan izmjerenih vrijednosti kobalamina kod pretilih iznosio je 233,5 pmol/L a kod
ispitanika s normalnom tjelesnom masom 328 pmol/L. Medijan izmjerenih vrijednosti holoTC
iznosio je 64,5 pmol/L kod pretilih, a u kontrolnoj skupini 95,1 pmol/L. Ni u ovome radu nije
zamijeéena statisticki znacajna razlika vrijednosti holoTC izmedu skupina. Vigna i sur. (2011)
takoder su u svom radu kod 118 pretilih ispitanika (ITM > 26,5) odredivali vrijednosti vitamina
B12 1 holoTC u serumu. Kod jedne trecine ispitanika pronadene su koncentracije holoTC ispod
cut-off vrijednosti koja je u ovom radu iznosila 40 pmol/L. Kod 10% ispitanika pronadene su
vrijednosti vitamina B12 ispod cut-off vrijednosti koja je u ovome istrazivanju iznosila 164
pmol/L. U ovome je istrazivanju medijan za vitamin Bi2 iznosio 280 pmol/L, a za holoTC 50.6

pmol/L.

Usporedbom rezultata dobivenih u ovome istrazivanju vidljivo je kako su oni komplementarni

rezultatima ostalih sli¢nih istraZivanja.

Ograni¢enje ovog rada, kao i ostalih slicnih istrazivanja predstavlja nedostatak tocno
definiranih referentnih intervala, odnosno cut-off vrijednosti te definiranih mjernih jedinica,
posebice prilikom usporedivanja rezultata razlicitih studija. Takoder, zbog Sirokog raspona
godina ispitanika te veceg udjela Zenskih ispitanika, ne moze se zakljucivati o dobno 1 spolno

uvjetovanim razlikama u izmjerenim koncentracijama vitamina Biz i holotranskobalamina.
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Kako se za utvrdivanje deficita vitamina B1> moze koristiti i mjerenje vrijednosti MMA te Hcy,
jedno od ograni¢enja ovog istrazivanja jest to Sto se kod ispitanika nije odredivala i njihova
vrijednost. PoviSene vrijednosti MMA i Hcy mogu se pronaci kod pacijenata s vrijednostima

kobalamina unutar referentnih intervala $to moze ukazivati na deficijenciju kobalamina.
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6. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je ispitati postoji li statisticki znacajna razlika u vrijednostima kobalamina i
holotranskobalamina izmedu skupine pretilih ispitanika te ispitanika s normalnom tjelesnom

masom. Analizom uzoraka i rezultata moze se zakljuditi sljedece:

e Koncentracija vitamina Bi. statisticki je znacajno niza kod osoba s pretilos¢u u
usporedbi s osobama s normalnim ITM (P < 0,001)

e Koncentracija holotranskobalamina nije statisticki znacajno niza kod osoba s
pretilos¢u u usporedbi s osobama s normalnim ITM (P=0,3253)

e Medijan koncentracija kobalamina i holotranskobalamina u obje skupine ispitanika

unutar je referentnih vrijednosti
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7. POPIS KRATICA

SZO — Svjetska Zdravstvena Organizacija
ITM — indeks tjelesne mase

BMR — bazni metabolicki indeks

MC4R — melanokortin-4-receptor

FTO — engl. fat mass and obesity associted gene
NES — engl. night eating sindrome

BED - engl. binge eating sindrome
MMA — metilmalonska kiselina

Hcy — homocistein

HC — haptokorin

IF — unutrasnji faktor

TC — transkobalamin

holoTC — holotranskobalamin

5-MTHF — 5-metiltetrahidrofolat

MCYV - engl. mean corpuscular volume
RDA — preporuceni dnevni unos

RIA — engl. radioimmunoassay

CMIA - kemiluminiscentna imunokemijska metoda s mikrocesticama

RLU - relativne svjetlosne jedinice
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9. SAZETAK

9.1. SAZETAK

Pretilost se smatra jednom od najces¢ih bolesti modernog drustva s kompleksnom etiologijom
koja se razvija zbog neuravnoteZenog unosa i potrosnje energije pri ¢emu je dominacija na
strani unosa. Pretilost uzrokuje brojne komplikacije vezane uz razne organske sustave. Vitamin
B12 klju¢an je u eritropoezi, procesu metilacije te je kofaktor raznih enzima. 80-94% ukupnog
kobalamina vezano je za haptokorin 1 taj dio ¢ini neaktivnu frakciju, dok je ostatak vezan za
aktivni oblik, holotranskobalamin. Deficit vitamina B12 moze dovesti do hematoloskih
abnormalnosti te demijelinizacije sredi$njeg zivéanog sustava, zbog ¢ega ga je vazno na vrijeme
uociti. Koncentracija kobalamina unutar referentnog intervala ne mora znaciti adekvatan status
vitamina B12 zbog c¢ega on ne predstavlja dobar marker deficita vitamina B12.
Holotranskobalamin kao aktivni oblik vitamina B12 predstavlja bolji izbor kao marker
deficijencije.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati postoji li statistiCki znacajna razlika u koncentracijama
kobalamina i holotranskobalamina kod pretilih ispitanika (ITM > 25 kg/m2) u usporedbi s

ispitanicima normalne tjelesne mase.

Istrazivanje je provedeno u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb,
na 195 ispitanika od Cega je 103 normalne tjelesne mase, a 92 pretilo. Koncentracije analita
odredene su kemiluminiscentnom imunokemijskom metodom s mikrocesticama (CMIA) na
analizatoru Abbott Alinity i za kobalamin, a za holotranskobalamin na analizatoru Architect.

Utvrdivanje statisti¢ki znacajnih razlika ispitano je Mann-Whitney testom.

Rezultati su pokazali statisticki zna¢ajno nizu koncentraciju kobalamina kod pretilih ispitanika
u usporedbi s ispitanicima normalne tjelesne mase. Medijan izmjerenih koncentracija nije ispod
preporucene cut-off vrijednosti (150 pmol/L). Iako je kod pretilih ispitanika izmjerena niza

koncentracija holotranskobalamina, nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu skupina.
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9.2. SUMMARY

Obesity is considered to be one of the most prevalent diseases in modern-day society. It is an
illness with complex etiology that occurs due to an imbalanced input and usage of energy where
the input of energy is larger than the usage. Obesity is the cause of many complications related
to different organ systems. Vitamin B12 is a key vitamin in erythropoiesis, and methylation,
and it is a cofactor of different enzymes. 80-94% of total cobalamin is an inactive fraction
bonded to haptocorrin while the rest is bonded in holotranscobalamin. Vitamin B12 deficiency
can lead to hematological abnormalities and demyelination of the central nervous system which
is why early detection is important. Cobalamin concentration within the reference range does
not equate to an adequate status of vitamin B12 which is why this assay is not the best marker
of vitamin B12 deficiency. As an active form of cobalamin, the holotranscoobalamin assay

represents a better choice in detecting deficiency.

The goal of this research was to determine whether there is a statistically significant difference
in cobalamin and holotranscobalamin concentrations between a group of obese subjects (BMI

> 25 kg/m?) and a group of subjects with a normal body mass index.

The research was conducted at the Department of Laboratory Diagnostics at the University
Hospital Centre in Zagreb on 195 subjects, of which 103 had normal body mass index, and 92
were obese. Analytes concentrations were measured using the chemiluminescent microparticle
immunoassay (CMIA) on the Abbott Alinity analyzer for cobalamin, and on the Architect
analyzer for holotranscobalamin. The Mann-Whitney test was used to determine whether there
was a statistically significant difference in the concentrations.

The results show statistically significant lower cobalamin concentration in obese subjects
compared to subjects with a normal body mass index. The median of measured cobalamin
concentrations was not below the recommended cut-off value (150 pmol/L). Even though
holotranscobalamin concentration measured in obese subjects was lower, there was not a

statistically significant difference between the two groups of subjects.
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80-94% of total cobalamin is an inactive fraction bonded to haptocorrin while the rest is bonded in holotranscobalamin. Vitamin B12
deficiency can lead to hematological abnormalities and demyelination of the central nervous system which is why early detection is important.
Cobalamin concentration within the reference range does not equate to an adequate status of vitamin B12 which is why this assay is not the
best marker of vitamin B12 deficiency. As an active form of cobalamin, the holotranscoobalamin assay represents a better choice in detecting
deficiency. The goal of this research was to determine whether there is a statistically significant difference in cobalamin and
holotranscobalamin concentrations between a group of obese subjects (BMI > 25 kg/m?) and a group of subjects with a normal body mass
index. The research was conducted at the Department of Laboratory Diagnostics at the University Hospital Centre in Zagreb on 195 subjects,
of which 103 had normal body mass index, and 92 were obese. Analytes concentrations were measured using the chemiluminescent
microparticle immunoassay (CMIA) on the Abbott Alinity analyzer for cobalamin, and on the Architect analyzer for holotranscobalamin.
The Mann-Whitney test was used to determine whether there was a statistically significant difference in the concentrations. The results show
statistically significant lower cobalamin concentration in obese subjects compared to subjects with a normal body mass index. The median
of measured cobalamin concentrations was not below the recommended cut-off value (150 pmol/L). Even though holotranscobalamin
concentration measured in obese subjects was lower, there was not a statistically significant difference between the two groups of subjects.
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