Povezanost jednostrukog nukleotidnog polimorfizma
rsl421085 u ljudskom genu FTO s pretilos¢u zena
Zagrebacke zupanije

Smolkovic, Barbara

Master's thesis / Diplomski rad
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / Sveuciliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:904619

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

preh rambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:904619
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:153
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:153
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:153

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, srpanj 2016. Barbara Smolkovic¢
622/MB



POVEZANOST JEDNOSTRUKOG
NUKLEOTIDNOG
POLIMORFIZMA rs1421085 U
LJUDSKOM GENU FTO
S PRETILOSCU ZENA
ZAGREBACKE ZUPANIJE



Rad je izraden u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama na Zavodu za
biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu i u
Laboratoriju za molekularnu i stani¢nu biologiju na Zavodu za molekularnu biologiju Instituta
Ruder Boskovi¢ u Zagrebu pod mentorstvom prof.dr.sc. Visnje Ba¢un-Druzina, Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i pod komentorstvom izv.prof.dr.sc. lIvice

Rubelja, viseg znanstvenog suradnika Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu.



ZAHVALA

Zahvaljujem svojoj obitelji na nesebicnoj ljubavi i podrsci koju su mi pruzali tijekom

cjelokupnog akademskog obrazovanjal

Zahvaljujem kolegicama Luciji Skara i Ani Hudek na veseloj i raspjevanoj radnoj atmosferi u

laboratoriju i svim divnim druzenjima izvan radnog vremena!

Zavaljujem mentorici prof. dr.sc. Visnji Bacun-DruZina na odlic¢noj visegodisnjoj suradnji

koja je urodila lijepim rezultatima i mnogobrojnim uspjesima!

Zahvaljujem Luciji Nanié, dr.sc. Sandi Ravli¢ i izv.prof.dr.sc. Ivici Rubelju na stru¢nom
vodstvu eksperimentalnog dijela rada koji je izraden na Institutu Ruder Boskovic, stecenim

znanjima i zivotnom iskustvu!



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za biokemijsko inZenjerstvo
Laboratorij za biologiju i genetiku mikroorganizama

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

POVEZANOST JEDNOSTRUKOG NUKLEOTIDNOG POLIMORFIZMA rs1421085 U
LJUDSKOM GENU FTO S PRETILOSCU ZENA ZAGREBACKE ZUPANIJE

Barbara Smolkovié, 622/MB

Sazetak: Pretilost je bolest na koju najcesée utjeCe vise ¢imbenika te interakcije izmedu okoli$nih,
socijalnih i genetickih ¢imbenika. Svrha ovog istrazivanja je ispitati potencijalne razlike u sastavu
mikrobioma usne Supljine te potencijalni utjecaj genetickih faktora na razvoj pretilosti genotipizacijom
jednostrukog nukleotidnog polimorfizma rs1421085 gena FTO u pretilih Zena i Zena normalne teZine
ZagrebaCke zupanije te analizirati njihove prehrambene navike, stil Zivota i zdravstveno stanje.
Ispitivanje povezanosti jednostrukog nukleotidnog polimorfizma rs1421085 gena FTO s pretilos¢u
prvo je takve vrste u sjeverozapadnoj Hrvatskoj i opcenito drugo dosad u Hrvatskoj Sto mu daje
dodatni znacaj. Dobiveni rezultati pokazuju pozitivnu korelaciju izmedu zastupljenosti visokorizi¢nog
genotipa CC rs1421085 gena FTO i pretilosti Zena. Takoder, pronadene su razlike u sastavu
mikrobioma usne Supljine pri ¢emu je bakterijska vrsta Staphylococcus aureus zastupljenija u pretilih
Zena, dok su u zena normalne tjelesne tezine zastupljenije bakterijske vrste roda Streptococcus (S.
infantis, S. mitis, S. oralis i S. salivarius) te bakterijska vrsta Serratia ureilytica. Obrada anketnih
upitnika ukazuje da pretile Zene u poveéanoj mjeri konzumiraju hranu bogatu slatkisSima i grickalicama
te mesom i mesnim preradevima i uCestalije boluju od povisenog krvnog tlaka u odnosu na kontrolnu
skupinu Zena. Ovim istrazivanjem Zzelio se dobiti uvid u postojanje geneticke podloge za povecani
rizik od razvoja pretilosti te detektirati mikroorganizme koji su indikator pretilosti kod Zena.

Klju¢ne rijeci: pretilost, mikrobiom usne Supljine, gen FTO, rs1421085, Zene

Rad sadrzi: 50 stranica, 9 slika, 15 tablica, 61 literaturnih navoda, 4 priloga

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroni¢ckom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: Prof.dr.sc. Visnja Bacun-Druzina

Komentor: Izv.prof.dr.sc. lvica Rubelj

Struc¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. Izv.prof.dr.sc. Ksenija Durgo

2. Prof.dr.sc. Visnja Bacun-Druzina

3. lzv.prof.dr.sc. Ivica Rubelj

4. Doc.dr.sc. Jurica Zucko (zamjena)

Datum obrane: 21. srpnja 2016.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Graduate Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Biochemical Engineering
Laboratory for Biology and Microbial Genetics

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

ASSOCIATION OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM rs1421085 IN HUMAN FTO
GENE WITH OBESITY IN WOMAN FROM ZAGREB COUNTY

Barbara Smolkovié, 622/MB

Abstract: Obesity is mainly a multifactorial disease caused by interactions between environmental,
social and genetic factors. The aims of this study are to investigate possible differences in composition
of the oral microbiota and possible influence of the genetic factors on the obesity risk by genotyping
single nucleotide polymorphism rs1421085 in the FTO gene in obese and lean women living in Zagreb
county and to analyze their eating habits, lifestyle and health condition. This is the first research in the
northwest Croatia and the second research in Croatia till now which examines the association of single
nucleotide polymorphism rs1421085 in the FTO gene with woman obesity what gives to this research
additional value. The results showed the positive correlation between frequency of the high risk
genotype CC rs1421085 of the FTO gene and obesity. Moreover, the differences in the composition of
the oral microbiota are shown whereby appearance of bacterial species Staphylococcus aureus is
higher in obese group. On the other hand, appearances of bacterial species from genus Streptococcus
(S. infantis, S. mitis, S. oralis and S. salivarius) and bacterial species Serratia ureilytica are higher in
lean group. The questionnaire analysis showed that obese women prefer candy and snacks rich diet
and also consume more meat and meat products and have higher hypertension rate compare to lean
women. The purposes of this study are to get insight of the existence of the genetic basis of increased
obesity risk and to detect the microorganisms which indicate to woman obesity.

Keywords: obesity, oral microbiota, FTO gene, rs1421085, women

Thesis contains: 50 pages, 9 figures, 15 tables, 61 references, 4 supplements

Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the

Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaéi¢eva 23, Zagreb.

Mentor: PhD. Visnja, Bacun-Druzina, Full professor

Co-mentor: PhD. lvica, Rubelj, Associate professor

Reviewers:

1. PhD. Ksenija, Durgo, Associate professor

2. PhD. Visnja, Bacun-Druzina, Full professor

3. PhD. lvica, Rubelj, Associate professor

4. PhD. Jurica, Zucko, Assistant professor (substitute)

Thesis defended: 21 July 2016



Sadrzaj

LUV OD .ot R ettt 1
2. TEORIISKI DIO ...ttt bbbt bbbt bbbt bbbt s b s e bt bt e bt nb e eb e ene et e nnes 2
2.1, PrODIEM PIEHOST .....veveiiiiiecect bbbt bbb bbbt 2

A O I o = To 0] 3 o] 101« 2
2.1.2. Tipovi pretilosti i dijagnostika PretiloSti..........ccccviriiiiiieieicic e 3
2.1.3. Genetska 0SNOVA PrETIHIOSTE ....c.eveuiiririeiitiieciect et 3

2.1.4. PretiloSt U HIVAISKO] ....ccveviiitiieciitcies ettt ettt bbb 4

P €= o e O TSP T PSPPSR P ST 6
2.2.1. Gen FTO kao prvi identificirani gen povezan s pretiloSCU ......oviiiiiiiiiie e 6
2.2.2. Bioloske funkcije ena FTO ...t 7
2.2.3. Jednostruki nukleotidni polimorfizmi gena FTO ..o e 8
2.2.4. Jednostruki nukleotidni polimorfizam rs1421085 gena FTO ......cccoiiiiiiie i 9

2.3. Lancana reakcija polimerazom u Stvarnom VIEMENU ...........oueereerieriesieesessessieesseeressnesseesseessesssesssessneas 11
2.4. MIKrobiom USNE SUPIJINE .....c.eeviiiiiiiriiiieieie ettt sr e r et n e srenr e ene s 13
2.4.1. Povezanost mikrobioma usne SuUpljine 1 pretiloSti.........cooeririiiniiiniiece s 13

3. EKSPERIMENTALNI DIO ...ttt nn e 15
B0t 110 | 1 [ SRS 15
3.2. Analiza mikrobioma USNE SUPLJINE .......coviiiiiriiiiiiiisec e 15
3.2.1. Uzgoj mjeSoVitih KUITUA .....ccoiiiiiiiiic et 15
3.2.2. [zolacija CiStih KUITULA........cocviiiiiii e bbb e r e et nne e 16
3.2.3. Identifikacija Cistih KUITUIA ........ooviiiiice e 17
3.2.4. Laboratorijska oprema za analizu mikrobioma usne SUPIJINE...........ccceoveviririninieeienenese s 17

3.3. Analiza jednostrukog nukleotidnog poliMOIfiZMa ...........ccoviiiiiiiii e 19
K B 40 (ot | - D\ 2 Y SRS 19
3.3.2. Provjera koncentracije i kvalitete izolirane DNA 1Z KIVi.......ccoooviiiiiiiieiecce e 20
3.3.3. Genotipizacija metodom lancane reakcije polimerazom u Stvarnom VI€MEeNU.........ccevverveeveeneeneenne 20

3.4. StatistiCka obrada reZUIALA...........ccuiiiiiiieice s 22

4. REZULTATI FRASPRAVA ..o ettt h bbbt ettt nr et nn e abe s 23
4.1. Rezultati identifikacije mikroorganizama iz Uzoraka SHNE...........cccoeiiiieiiineie e 23
4.2. Rezultati genotipizacije metodom lancane reakcije polimerazom..........cccevvvveiierniieiiiesiiie e 31
4.3. Rezultati obrade anketnih UPITNIKA .........ccoiiiiiiiiie e 35

5. ZAKLIUCCT ..ot 41
B. LITERATURA ..ottt b bbb e b e bRt h bt e bt bbbt bt b e bt ettt r s 42
T PRILOZI ..o e b e ekt b et bt b e e bt b e e bbb e bR bbb b r e b bRttt n s 51
7.1. Popis 1 0bJaSN eNn e KIAtICA ......covviiriiriiiiieieire et 51
7.2, ANKETINT UPTENTK ...ttt b bbbt e et sb e e bt s bt e bt e bt eme et e nbenbesbe et e ane e 52
7.3. Informirani pristanak za sudjelovanje zdravih osoba U iStrazZivanju..........cccceeceviiinieniniiienen e, 54

7.4. Informirani pristanak za sudjelovanje pretilih 0s0ba U IStraZivanju ..........cccvvevveeniienieeeniee e 57



1. UvVOD

Pretilost je postala sve ucestalija bolest danaSnjice, a doprinosi razvoju kroni¢nih
bolesti kao Sto su poviseni krvni tlak, dijabetes tipa II, kardiovaskularne bolesti (Swinburn 1
sur., 2011). Na razvoj pretilosti utjecu interakcije izmedu okoli$nih, socijalnih 1 genetickih
¢imbenika (Xia i Grant, 2013). Geneticki faktori pokazali su izniman utjecaj na predispoziciju
razvoja pretilosti (Silventoinen i sur., 2010) te je prema cjelogenomskim asocijacijskim
studijama (engl. genome-wide associatian studies, GWAS) gen FTO (engl. fat mass and
obesity associated) prvi identificirani humani gen povezan s pretilos¢u. Povezanost gena FTO
s pretilos¢u utvrdena je detekcijom varijacija u nukleotidnim sekvencama regije introna 1 i 2
gena FTO. Takve varijacije unutar regija gena poznate su kao jednostruki nukleotidni
polimorfizmi (engl. single nucleotide polymorphism, SNP), a sluze kao markeri za detekciju
gena odgovornih za nastanak odredenih bolesti. Povezanost SNP-a rs1421085 gena FTO s
pretilos¢u dosad je dokumentirana u brojnim svjetskim radovima (Frayling i sur., 2007, Dina i
sur., 2007, Price i sur., 2008, Stuzmann i sur., 2009, Albuquerque i sur., 2013) te u Hrvatskoj
na populaciji otoka Hvara (Zhang i sur., 2010), a nije pronadena u radu Solak i sur. (2014).
Povezanost pretilosti s mikrobiomom usne Supljine je slabo istrazena. U literaturi se navodi da
su u slini pretilih ispitanika zastupljenije bakterije iz koljena Firmicutes i Actinobacteria, dok
su bakterije iz koljena Proteobacteria i Fusobacteria dominantnije u ispitanika normalne
tezine (Piombino 1 sur., 2014). Gledano pojedina¢no, dosad dokumentirane bakterijske vrste
koje su zastupljenije u pretilih osoba su Campylobacter rectus i Neisseria mucosa (Zeigler i
sur., 2012) te Selenomonas noxia (Goodson i sur., 2009). Svrha ovog istrazivanja je ispitati
potencijalne razlike u sastavu mikrobioma usne Supljine na uzorku sline zena S normalnim
vrijednostima indeksa tjelesne mase 1 Zena s vrijednostima indeksa tjelesne mase vecim od 30
kg m? a koje Zive na podru¢ju Zagrebacke Zupanije. Analiza mikrobioma usne Supljine
provedena je uzgojem u kulturi na kompletnim podlogama MRS (engl. De Man, Ragosa and
Sharpe, MRS) i LB (engl. Luria-Bertani, LB) te identifikacijom ¢istih kultura izoliranih vrsta
metodom spektrometrije masa. Takoder, ispitati potencijalni utjecaj geneti¢kih faktora na
razvoj pretilosti u Zena Zagrebacke Zupanije genotipizacijom jednostrukog nukleotidnog
polimorfizma rs1421085 gena FTO metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu. Naposljetku, statistickom obradom podataka prikupljenih iz anktenih upitnika
utvrditi ima 1i razlika u prehrambenim navikama, stilu Zivota i zdravstvenom stanju izmedu
skupine Zena s normalnim vrijednostima indeksa tjelesne mase i skupine Zena s vrijednostima

indeksa tjelesne mase veéim od 30 kg m™ s podru&ja Zagrebacke Zupanije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Problem pretilosti

Pretilost je postala globalni problem koji zahvaca Siru populaciju, a doprinosi razvoju
mnogih kroni¢nih bolesti kao Sto su poviseni krvni tlak, dijabetes tipa II, kardiovaskularne
bolesti, metaboli¢ki sindrom te razvoju odredenih vrsta tumora (Swinburn i sur., 2011). Pojavi
pretilosti uvelike doprinosi sjedilacki nacin Zivota i unos visoko kalori¢ne hrane. Podaci
pokazuju da se pretilost pocela Siriti od 1980. godine pa sve do danas kada je postala globalna
pandemija. U epidemioloskim studijama se procjenjuje da je 1989. godine u svijetu
zastupljeno 857 milijuna pretilih odraslih osoba starijih od 20 godina, dok je 2013. godine
brojka pretilih odraslih osoba porasla na 2,1 milijarde. Dakle, zastupljenost pretilosti kod ljudi
izmedu 1980. 1 2013. godine povecala se za otprilike 41 % (Ng i sur., 2014).

Unato¢ brojnim preventivnim programima za podizanje svijesti o riziku prekomjerne
tezine i pretilosti, naporima da se smanji unos hrane i poveca potrosnja energije kroz razli¢ite
fizicke aktivnosti, postotak pretilih ljudi se u danaSnjem modernom druStvu jo§ uvijek
povecava. Medutim, pretilost nije iskljucivo posljedica Zivotnog stila, ve¢ na nju utjecu brojni
geneticki i negeneticki faktori. Pretilost je kompleksna bolest na koju utjece vise ¢imbenika i
koja se javlja kao posljedica interakcija izmedu socijalnih, okolisnih i genetickih faktora (Xia
i Grant, 2013). lako se pretilost danas smatra bole$c¢u, u prijasnjim vremenima predstavljala je
prednost u opstanku jer hrana nije bila lako dostupna, a kroz brojne fizi¢ke aktivnosti, koje su

bile dio dinamickog nacina zivota, troSilo Se puno energije.

2.1.1. Paradoks pretilosti

Indeks tjelesne mase (engl. body mass index, BMI) najc¢esce se koristi kao jednostavni
antropometrijski pokazatelj pretilosti. Medutim, BMI nije direktna mjera koli¢ine tjelesne
masti (adipoznog tkiva) te ne moze biti indikator negativnog utjecaja adipoznog tkiva.
Adipozno tkivo moze u organizmu imati i potencijalnu zastitnu ulogu ili pak uzrokovati
metabolicke poremecaje koji dovode do tzv. metabolickog sindroma. Metabolicki sindrom
obiljezavaju pojave poput rezistencije na inzulin, povisenog krvnog tlaka, dislipidemije koju
karakterizira poviSena razina triglicerida, niska razina "dobrog™ kolesterola to jest lipoproteina
visoke gustoce (engl. high density lipoprotein, HDL) i nakupljanje masnog tkiva u podrucju
trbuha. Pojam paradoks pretilosti odnosi se na vrijednosti BMI kao mjeru pretilosti i

adipoznosti pri ¢emu se ne razlikuju pozitivni i negativni utjecaji adipoznog tkiva. Iz



vrijednosti BMI se ne moze razaznati postotak tjelesne masti, tip tjelesne masti i gdje se mast
nalazi unutar tijela niti stupanj metabolickih promjena koje moze izazvati. Paradoks pretilosti
indicira da odredeni pojedinci s ve¢im vrijednostima BMI imaju manji rizik od razvoja
kardiovaskularnih bolesti te ostalih kroni¢nih bolesti (Goyal i sur., 2014). Obzirom da
adipozno tkivo funkcionira kao endokrini organ izluCujuéi razliite imunomodulatorne
proteine zvane adipokini, znanstvenici pokuSavaju pronaéi vezu izmedu koncentracije
adipokina i razvoja kardiovaskularnih bolesti. Smatra se da bi poremecaji u ravnotezi leptina i
ostalih adipokina, mogli biti odgovor na paradoks pretilosti. U radu Bluhera i Mantzorosa iz
2015., paradoks pretilosti se pokuSava objasniti na nacin da poviSena razina leptina prisutna u
odredenim pretilim pojedincima moze djelovati preventivno u razvoju kardiovaskularnih

bolesti.

2.1.2. Tipovi pretilosti i dijagnostika pretilosti

Jedan od spomenutih pokazatelja pretilosti je indeks tjelesne mase ¢ija se vrijednost
izraCunava dijeljenjem tjelesne tezine osobe s kvadratom njezine visine te se izrazava u
jedinici kg m™. Obzirom na raspon vrijednosti indeksa tjelesne mase, pretilost moZemo
podijeliti u 3 stupnja. U prvi stupanj pretilosti svrstavamo osobe €ije su vrijednosti indeksa
tielesne mase izmedu 30 i 34,9 kg m™, u drugi stupanj pretilosti spadaju osobe s vrijednostima
indeksa tjelesne mase izmedu 35 i 39,9 kg m?, dok u treéi stupanj spadaju osobe Cije su
vrijednosti indeksa tjelesne mase iznad 40 kg m™ (Arrone, 2002). U dijagnostici pretilosti se
osim izra¢unavanja indeksa tjelesne mase koriste i druge tehnike procjenjivanja tjelesne masti
i distribucije masnog tkiva kao $to su mjerenje opsega struka, omjera opsega struka i bokova

te mjerenje koznih nabora (Medani¢ i Pucarin-Cvetkovi¢, 2013).

2.1.3. Genetska osnova pretilosti

Obzirom da je pojava pretilosti sve zastupljenija Sirom svijeta, teSko je vjerovati da bi
primarni uzrok pretilosti mogli biti isklju¢ivo geneticki ¢imbenici kako je navedeno u
istrazivanju o blizancima i posvojenjima djece (Silventoinen i sur, 2010). Znanstvenici su
proveli meta analizu 9 studija o blizancima i 5 studija 0 posvojenjima djece pri ¢emu su
veéinu populacije predstavljala djeca bijelaca, a kao parametar pretilosti su koristili indeks
tjelesne mase. Prilikom proucavanja studije o blizancima pronaden je jak utjecaj genetickih
faktora na razlike u vrijednostima indeksa tjelesne mase kod svih uzrasta. Okoli$ni ¢imbenici

pokazali su znacajan utjecaj na vrijednost BMI kod djece u razdoblju srednjeg djetinjstva (9.-



13. godina), no taj efekt nije vidljiv u razdoblju adolescencije (14.-18. godina). Analiza
studija o posvojenjima djece pokazala je korelaciju izmedu tjelesne mase udomljene djece i
njihovih udomiteljskih roditelja Sto u prilog govori o utjecajima okolisnih faktora na pretilost.
Medutim, jaca korelacija je otkrivena izmedu roditelja i njihove bioloske djece Sto dodatno
potvrduje vaznost genetickih faktora na razvoj pretilosti. Rezultati istrazivanja ukazuju da i
okolisni i geneticki faktori utjecu na razlike u vrijednostima BMI kod djece, medutim utjecaj

okolisnih faktora ne dolazi do izrazaja tijekom odrastanja (Silventoinen i sur., 2010).

2.1.4. Pretilost u Hrvatskoj

Hrvatska se na svjetskoj ljestvici zastupljenosti prekomjerne tjelesne tezine nalazi na
13. mjestu. Istrazivanja su pokazala da 61,4 % stanovnistva ima prekomjernu tjelesnu tezinu.
Tijekom analize razdoblja izmedu 2003. i 2008. godine zabiljeZen je prosjecni godiSnji rast
zastupljenosti pretilosti odraslih osoba od 10,6 % za muskarce i 11,08 % za Zene. Time se
postotak zastupljenosti pretilosti do 2008. godini povisio na 65,69 % za muskarce i 69,09 %
za zene (Musi¢ i sur., 2012a). Daljnje istrazivanje Musi¢ i sur. (2012b) pokazalo je da porast
srednje vrijednosti indeksa tjelesne mase od 1,31 kg m™ u Zena te 1,41 kg m u muskaraca
skracuje ocekivano trajanje zivota za jednu godinu. Novije istrazivanje 0 zastupljenosti
prekomjerne tjelesne teZini 1 pretilosti u Hrvatskoj, koje je dio velikog europskog istrazivanja
prevedenog u 16 zemalja, takoder je pokazalo sli¢ne rezultate. Postotak zastupljenosti
prekomjerne tjelesne tezine (vrijednost BMI izmedu 25 i 29,9 kg m™) i pretilosti (vrijednost
BMI iznad 30 kg m™) u Hrvatskoj na uzorku od 1000 odraslih ispitanika procjenjuje se na
58,2 % ispitanika od ¢ega je 21,5 % ispitanika pretilo, a 36,7 % ispitanika ima prekomjernu
tjelesnu tezinu $to je prikazano na slici 1. Gledano prema spolovima, u Hrvatskoj je pretilo
23,3 % muskaraca odnosno 19,9 % zena. Kad se postotku zastupljenosti pretilosti doda i
postotak zastupljenosti prekomjerne tjelesne tezine, vrijednosti iznose 64,3 % za muskarce i
52,7 % za zene (Gallus i sur., 2015). S 58,2 % zastupljenosti pretilosti i prekomjerne tjelesne
tezine, Hrvatska zauzima drugo mjesto na listi, dok najve¢i udio ljudi s prekomjernom
tjelesnom tezinom te pretilih ima Madarska, a zastupljenost iznosi 65,4 % (Gallus i sur.,
2015).
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Slika 1. Prikaz zastupljenosti postotka osoba s prekomjernom tjelesnom tezinom (vrijednosti
BMI izmedu 25 i 29,9 kg m™) te pretilih osoba (vrijednosti BMI veée od 30 kg m™?) u 16
europskih zemalja ukljuéuju¢i Hrvatsku. Zemlje su obojane u Sivo ovisno 0 postotku
zastupljenosti osoba s prekomjernom tezinom i pretilih osoba (svijetlosivo — niski postotak

zastupljenosti, tamnosivo — visoki postotak zastupljenosti). Prilagodeno prema Gallus i sur.

(2015).
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2.2.Gen FTO

2.2.1. Gen FTO kao prvi identificirani gen povezan s pretiloS¢u

Gen FTO (engl. fat mass and obesity associated, FTO) sastoji se od 9 egzona, lociran
je na kromosomu 16, a sadrzi preko 400 kB te je prvi identificirani gen povezan s pretilo$¢u
prema cjelogenomskim asocijacijskim studijama (engl. genome-wide associatian studies,
GWAS). Godine 2007. prvi se put izvjestava o povezanosti gena FTO i dijabetesa tipa Il
(Frayling i sur., 2007). Ispitivane varijacije u nukleotidnoj sekvenci u intronu jedan gena FTO
na uzorku 38 759 ispitanika pokazale su relativnu povezanost s rizikom nastanka dijabetesa
tipa Il. Medutim, kada su eksperimenti podeSeni prema vrijednostima indeksa tjelesne mase
ispitanika, pokazalo se da je povezanost gena FTO s rizikom nastanka dijabetesa tipa Il
posredovana preko indeksa tjelesne mase. Naredna dva istrazivanja potvrdila su povezanost
pretilosti i indeksa tjelesne mase genotipizacijom preko 4 000 ljudi s otoka Sardinije, a potom
i uspjesnom replikacijom studije na preko 3 300 Europskih Amerikanaca, Afri¢kih
Amerikanaca i Hispanoamerikanaca (Scuteri i sur., 2007) te genotipizacijom 8 000 Europljana
(Dina i sur., 2007), a na temelju tri prethodno navedena istrazivanja gen FTO potvrden je kao
prvi identificirani gen koji je povezan s rizikom nastanka pretilosti u op¢oj populaciji (L00S i
Yeo, 2014).

Unato¢ brojnim istrazivanjima o genu FTO koja su do danas provedena, nije poznat

mehanizam utjecaja gena FTO na pretilost. Novije studije pokazuju da gen FTO nije samo
povezan s debljinom u ljudi, ve¢ i s metaboli¢kom sindromom te nastankom tumora.
Podaci sakupljeni u istraZivanjima na Zivotinjama i stani¢nim modelima su pokazali da
nepravilnosti u enzimskoj aktivnosti FTO utjecu na promjenu regulacije gena koji su povezani
s energetskim metabolizmom te uzrokuju disbalans u energetskoj homeostazi i homeostazi
adipoznog tkiva. Misevi u kojima je uklonjen gen FTO imali su znacajno manje adipoznog
tkiva te manju tjelesnu masu. Mrsavost Se U miSeva deficijentnim genom FTO javlja kao
posljedica povecane energetske potroSnje 1 sistemske simpaticke aktivacije unato¢ smanjenoj
lokomotornoj aktivnosti i pojavi hipergfagije (Fisher i sur., 2009). Do pojave hiperfagije u tih
miseva moglo je doci zbog niskih razina leptina. S druge strane, pojacana ekspresija gena
FTO u miseva dovodi do povecanja tjelesne mase i masnog tkiva ovisno o dozi, ali bez obzira
bili miSevi na standardnoj prehrani ili visoko kalori¢noj prehrani. Nakon konzumiranja visoko
kalori¢ne prehrane u miSeva s dodatnom kopijom gena FTO dolazi do pojave intolerancije na
glukozu (Church i sur., 2010).



2.2.2. Bioloske funkcije gena FTO

Gen FTO kodira za 2-oksiglutarat Fe(ll) ovisnu demetilazu koja je srodna bakterijskoj
DNA demetilazi AIKB, a svrstava se u obitelj dioksigenaza Alkb. Protein sadrzi vezna mjesta
za osnovni supstrat i kofaktor 2-oksiglutarat te Fe(ll) vezno mjesto (Zhao i sur., 2014).
Protein FTO preferira molekulu RNA kao svoj supstrat te katalizira demetilaciju 3-
metiluracila (3meU) u jednostrukoj molekuli RNA, ali i demetilaciju 3-metiltimina (3meT) u
dvostrukoj molekuli DNA (engl. deoxiribonucleic acid, DNA). Takoder je vazno otkri¢e da
enzim FTO djeluje kao N6-metil-adenozin RNA (m°A) demetilaza (engl. ribonucleic acid,
RNA) katalizirajuéi demetilaciju m°A jednostruke molekule RNA. Moze se uoéiti kako FTO
u in vitro uvjetima ima potencijalnu ulogu u popravku i modifikacijama nukleinskih kiselina
(Loos i Yeo, 2014). Smatra se da kemijska modifikacija m°A ima vaZnu ulogu u stani¢nom
metabolizmu RNA kao $to je procesiranje primarnog transkripta, transport iz jezgre, stabilnost
RNA, efikasnost procesa translacije i imunotolerancija (Niu i sur., 2013). Spomenuta
enzimska aktivnost ukazuje da bi reverzibilna kemijska modifikacija m°A na RNA mogla
djelovati kao novi epigenetski marker (Niu i sur., 2013).

Znanstvenici su takoder uocili da je protein FTO djelomi¢no lokaliziran u
interkromatinskom prostoru unutar jezgre (engl. nuclear speckles) gdje su prisutni faktori
procesiranja mRNA (engl. messenger RNA, mRNA) $to implicira na potencijalnu ulogu
proteina FTO u regulaciju procesiranja RNA (Beruleva i sur., 2012). Takoder je pronadeno da
puno clanova aminoacil-tRNA-sintetaza (engl. transport RNA, tRNA) ulaze u fizicke
interakcije s proteinima FTO. U stani¢nim modelima u kojima je uklonjen gen FTO, kao
odgovor na nedostatak aminokiselina, detektirane su znacajno nize razine aminoacil-tRNA
sintetaza slicnih leucin-tRNA-sintetazi Sto je dovelo do nepravilnosti u detektiranju razina
(engl. sensing) aminokiselina i poremecajima u regulaciji procesa translacije mRNA i
stani¢nog rasta (Gulati i sur., 2013).

Nedavno istrazivanje je pokazalo da nekodirajuca sekvenca unutar gena FTO ulazi u
interakcije s promotorskom regijom gena IRX3 (engl. iroquois homeobox 3, IRX3) u ljudi,
misa i ribe zebrice. Demonstrirana je direktna veza izmedu ekspresije gena IRX i regulacije
tjelesne mase i njezine distribucije na primjeru miseva deficijentnim genom IRX3 kod kojih je
zapazeno smanjenje tjelesne mase za 25 % do 30 % primarno kroz povecanu brzinu bazalnog

metabolizma prilikom prijelaza bijelog adipoznog tkiva u smede (Smemo i sur., 2014).



2.2.3. Jednostruki nukleotidni polimorfizmi gena FTO

Jednostruki nukleotidni polimorfizam (engl. singe nucleotide polymophism, SNP)
predstavlja promjenu u samo jednom nukleotidu unutar odredene regije DNA. Takva se
promjena pojavljuje u prosjeku na svakih 300 nukleotida $to znaci da ljudski genom sadrzi
otprilike 10 milijuna SNP-ova. SNP-ovi djeluju kao bioloski markeri koji pomazu locirati
gene koji su povezani s razli¢itim bolestima. Svakom dosad otkrivenom jednostrukom
nukleotidnom polimorfizmu pridruzeni su oznaka rs i jedinstveni brojevi koji su arhivirani u
bazi podataka Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (engl. National Centar for
Biotechnology Information, NCBI) kako bi se podaci vezani uz pojedini SNP mogli lakse
pretrazivati i objavljivati. Povezanost gena FTO s pretilos¢u nedvojbeno je kod ljudi dokazana
preko SNP-ova koji se nalaze unutar regija introna 1 i prvog dijela regije introna 2 gena FTO,
a radi se o jednostrukim nukleotidnim polimorfizmima rs9939609, rs17817449, rs3751812,
rs1421085, rs9930506 te rs7202116 (Zhao i sur., 2014).

Jedna od glavnih uloga gena FTO je regulacija unosa hrane i potro$nje energije kod
ljudi i zivotinja. Gen FTO se eksprimira u svim tkiva, ali ponajvise je zastupljen u mozgu u
regiji hipotalamusa koja ima kljuénu ulogu u regulaciji unosa hrane. U istrazivanjima je
utvrdeno da su nositelji rizicnog alela A jednostrukog nukleotidnog polimorfizma rs9939609
unosili 505 kJ energije vise nego nositelji nerizi¢nog alela T. Takoder, nositelji rizicnog
genotipa AA unosili su 1 231 kJ energije vise nego nositelji nerizi¢nog genotipa TT
(Speakman, 2008). Kod SNP-a rs8050136 gena FTO utvrdena je povezanost rizi¢nog alela s
poviSenim unosom energije, ali ne i s potroSnjom energije (Haupt 1 sur., 2009). Rizi¢ni alel je
povezan s viSim vrijednostima parametara vezanim uz tjelesnu mast. Nije pokazan utjecaj
SNP-a na potrosnju energije. Znanstvenici zaklju¢uju da je povecana tjelesna tezina kod
nositelja rizi€nog alela posljedica pove¢anog unosa hrane, a ne smanjene potro$nje energije.

Adipozno tkivo djeluje kao skladi$ni organ energije pa bi bilo zanimljivo analizirati
ekspresiju gena FTO u adipoznom tkivu osoba s razli¢itim vrijednostima indeksa tjelesne
mase kako bi se otkrio mehanizam utjecaja gena FTO na pretilost (Zhao i sur., 2014). Dosad
je pronadena pozitivna korelacija izmedu koncentracije mRNA FTO u subkutanom
adipoznom tkivu i indeksa tjelesne mase (Tews i sur., 2011). Visa koncentracija mRNA FTO
detektirana je u adipoznom tkivu pretilih osoba, nego kod osoba normalnih vrijednosti
indeksa tjelesne mase (Lappalainen i sur., 2010). S druge pak strane, u njemackoj studiji na 55
ljudi normalne tjelesne tezine i pretilih, pokazalo se kako koncentracija mMRNA FTO

polimorfizma rs8050136 nema poveznicu s indeksom tjelesne mase (KI6ting i sur., 2008).



Pronadena je poveznica izmedu SNP-ova rs1293392, rs1125338, rs12599672,
rs12600192 i rs16953002, a koji su locirani izvan regije introna 1 gena FTO povezane sa
debljinom, s povec¢anim rizikom nastanka melanoma (Li i sur., 2013). Gen FTO je povezivan
s razli¢itim ljudskim tumorima u pojedina¢nim istraZivanjima, medutim meta analiza 13
studija nije pokazala povezanost gena FTO s rizikom nastanka tumora, osim kod tumora

gusterace (Li i sur., 2012).

2.2.4. Jednostruki nukleotidni polimorfizam rs1421085 gena FTO

Jednostruki nukleotidni polimorfizam rs1421085 gena FTO nalazi se unutar sekvence
introna 1, a sadrzi dvije varijante alela: riziéni alel C i nerizi¢ni alel T. Nositelji
visokorizi¢nog genotipa CC imaju 1,7 % poveéani rizik za razvoj pretilosti, dok nositelji
niskorizi¢nog genotipa CT imaju 1,3 x povecani rizik za razvoj pretilosti u odnosu na
nositelje nerizi¢nog genotipa TT (SNPedia, 2016). U odjeljcima koji slijede dan je pregled
nekoliko radova o jednostrukom nukleotidnom polimorfizmu rs1421085 gena FTO pocevsi
od godine njegova otkri¢a. Broj radova o rs1421085 dovoljno ukazuje na njegovu vaznost i
aktualnost u znanstvenom svijetu, a najviSe se povezuje s pretiloscéu.

Povezanost rs1421085 s pretilos¢u prvi je put dokazana u radu Dina i sur. (2007).
Znanstvenici su proveli meta analizu koja je pokazala statisticki znafajno povecanu
zastupljenost rizi€nog alela C u pretile djece 1 odraslih osoba na podru¢ju Europe.

Povezanost rs1421085 s pretiloS¢u istrazivana je u radu Price i sur. (2008)
provedenom na 583 pretile osobe s vrijednostima BMI ve¢im od 35 kg m™ i 544 osobe
kontrolne skupine s normalnim vrijednostima BMI manjim od 25 kg m™. Rezultati su
pokazali jaku povezanost rs1421085 s pretilo§éu (p-vrijednost < 10°9).

U meksickoj studiji znanstvenici su dokazali povezanost pretilosti 3. stupnja i
rs1421085. Takoder su procjenjivali razinu ekspresije gena FTO u adipoznom tkivu pretilih
osoba i osoba normalne tjelesne tezine. Pokazalo se da je razina mMRNA FTO znacajno visa u
subkutanom tkivu pretilih pojedinaca koji su spadali u 3. stupanj pretilosti, nego u mrSavih
pojedinaca (Villalabos-Comparen i sur., 2008).

U radu Stutzmann i sur. (2009) dokazana je povezanost rs1421085 s povecanim
rizikom od razvoja pretilosti i razlikama u vrijednostima indeksa tjelesne mase. Znanstvenici
su anketirali ispitanike o njihovim prehrambenim navikama te je analiza anketa pokazala da

nema povezanosti izmedu rizi¢nog alela C rs1421085 i prehrambenih navika ispitanika.



U radu Wangensteen i sur. (2010) provedeno je jedanaestogodis$nje istrazivanje
utjecaja genotipova CC, CT i TT na debljanje odraslih osoba u norveskoj populaciji. Rezultati
su pokazali da su se osobe normalne tjelesne tezine u prosjeku udebljale 1,4 kg, dok su se
ispitanici skupine pretilih u prosjeku udebljali 11,1 kg. U skupini pretilih, nositelji genotipa
CC su se udebljali 11,1 kg, nositelji genotipa CT 11,3 kg, a nositelji genotipa TT 10,7 Kkg.
Rezultati ukazuje da varijante genotipova rs1421085 nemaju poveznicu s dobivanjem dodatne
mase ispitanika, ali su generalno povezani s pretiloscu.

U japanskoj studiji Hotta i sur. (2011) istrazivan je utjecaj 33 jednostruka nukleotidna
polimorfizma u 19 gena u 1096 pacijenata s dijagnozom metabolickog sindroma i 581 osobe
koje nisu imale rizik od pojave metaboli¢kog sindroma. Povezanost s metabolickim sindrom
pronadena je u 4 SNP-a gena FTO medu kojima i rs1421085.

U radu Wojciechowski i sur. (2012) istrazivan je utjecaj gena FTO na indeks tjelesne
mase i tezinu u pacijentica s dijagnosticiranim sindromom policisti¢nih jajnika. U studiju je
ukljuceno 2 548 Zena od Cega 762 su nositeljice genotipa TT, 1 253 genotipa CT i 533
genotipa CC. Rezultati su pokazali da je razlika izmedu pacijenticama genotipa TT i CC u
porastu prosjecne vrijednosti indeksa iznosila 3,3 kg m? odnosno razlika u porastu prosjeéne
tjelesne tezine iznosila 9,6 kg. Time je dokazana jaka povezanost izmedu genotipova
rs1421085 i vrijednosti indeksa tjelesne mase.

U radu Albuquerque i sur. (2013) trazena je povezanost rs1421085 i vrijednosti
indeksa tjelesne mase ili pretilosti u portugalske djece. Pronadena je znafajna povezanost
rs1421085 s teZzinom, indeksom tjelesne mase, opsegom struka, opsegom bokova ¢ak i nakon
prilagodbe dobi i spolova.

U radu Solak i sur. (2014) istrazivana je povezanost polimorfizama gena FTO s
pretilo§éu na uzorku 190 pretilih pacijenata (vrijednosti BMI veée od 30 g m™) i 97 ispitanika
kontrolne skupine (vrijednosti BMI izmedu 18,5 i 29,9 kg m™). Rezultati istraZivanja nisu

pokazali povezanost frekvencije genotipova rs1421085 sa pretiloscu.
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2.3. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu metoda TagMan je kvantitativna
metoda koja se bazira na lan¢anoj reakciji polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real time
polymerase chain reaction, real time PCR), a pogodna je za razlikovanje alela na mjestu
jednostrukih nukleotidnih polimorfizama (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) koji su
prisutni u odredenim regijama gena unutar genoma organizma. Detekcija jednostrukih
nukleotidnih polimorfizama unutar ljudskog genoma je vazna iz razloga $to oni direktno ili
indirektno doprinose razvoju mnogih monogenskih i poligenskih bolesti (Schleinitz i sur.,
2012). Metoda podrazumijeva upotrebu dvije pocetnice kako bi se umnozio zeljeni fragment
DNA, kalup, i dvije specifi¢ne oligonukleotidne probe obiljezene razli¢itih fluorescentnim
bojama. Fluorescentna boja se nalazi na 5' kraju oligonukleotidne probe, a na 3' kraju
nefluorescentni prigusiva¢ (engl. quencher) i konjugirane grupe vezaci za manje utore (engl.
minor groove binder, MGB) u DNA. Probe MGB su bolje u odnosu na standardne
nemodificirane probe jer tvore iznimno stabilne komplekse s ispitivanim fragmentima DNA.
Konjugirane grupe MGB povecaju temperaturu taljenja probe (engl. melting temperature, Ty)
Sto omogucava upotrebu kracih proba te ujedno povecava specifi¢nost i olakSava izvodenje
metode (Kutyanin i sur., 2000). Pocetnice i probe su komplementarne ispitivanom fragmentu
DNA, a nakon denaturacije kalupa DNA, slijedi sinteza novih lanaca DNA koju katalizira
polimeraza Tag. Hibridizacija proba i kalupa DNA odvija se paralelno sa sintezom novih
lanaca DNA. Ukoliko se proba veze na kalup DNA, zbog 5'-3' egzonukleazne aktivnosti
polimeraze Taq, do¢i ¢e do razgradnje hibridizirane probe 1 otpusStanja fluorescentnog signala
kao posljedica razdvajanja fluorescentne boje od nefluorescentnog prigusivaca. Dok je proba
nepocijepana, fluorescencijska boja 1 nefluorescentni prigusivac su veoma blizu, te blizina
prigusivaca onemogucéava otpustanje fluorescencijske boje §to je poznato kao mehanizam
prijenosa fluorescentne rezonantne energije (engl. fluorescence resonance energy transfer,
FRET; Maras i sur., 2002). Ukoliko fluorescencijski signal potjece od jedne boje (npr. VIC),
detektiran je jedan alel, ukoliko fluorescencijski signal potjece od druge boje (npr. FAM),
detektiran je drugi alel, ako pak su prisutna dva fluorescencijska signala (VIC+FAM),
detektirana su oba alela. Fluorescentni signal detektira se laserskom ekscitacijom. Princip
metode lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu za detekciju alela na mjestu
jednostrukog nukleotidnog polimorfizma unutar ispitivanog fragmenta DNA prikazan je na

slici 2.
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Slika 2. Princip metode lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu TagMan za

detekciju alela na mjestu jednostrukog nukleotidnog polimorfizma unutar ispitivanog

fragmenta DNA. 1) Komponente u reakcijskoj smjesi-dvije pocetnice, dvije probe (na 5' kraju

fluorescentna boja, na 3' kraju nefluorescentni prigusivac i konjugirane grupe MGB) i kalup

DNA. 2) Denaturacija kalupa DNA i sparivanje pocetnica na kalup DNA te hibridizacija

odgovarajuc¢ih proba. 3) Enzim polimeraza katalizira produljivanje pocetnica, razgradnju

komplementarne probe 1 dolazi do otpustanja fluorescencijskog signala. Prilagodeno prema

Applied Biosystems (2014).
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2.4. Mikrobiom usne Supljine

Ljudska slina produkt je izlu¢ivanja Zlijezda slinovnica, a njezin se sastav razlikuje od
pojedinca do pojedinca. U prosjeku se 99,5 % sline sastoji od vode, dok 0,2 % Ccine
anorganske komponente te 0,3 % organske komponente (Choromanska i sur., 2015).

Usna Supljina sadrzi preko 700 razlicitih bakterijskih vrsta od kojih je otprilike samo
50 % moguée uzgajati u kulturi. Upotreba modernih molekularnih tehnika poput
sekvencioniranja 16S rRNA (engl. ribosomal RNA, rRNA) omogucava kvalitetniju i
pouzdaniju analizu sastava oralne mikrobiote (Belstrgm i sur., 2014).

2.4.1. Povezanost mikrobioma usne Supljine i pretilosti

Istrazivanje provedeno na 313 Zena s prekomjernom tjelesnom tezinom, uzimane
ispitanice s vrijednostima BMI izmedu 27 i 32 kg m™ te 232 zdrave osobe s normalnom
tjelesnom tezinom, pokazalo je razlike u sastavu mikrobioma sline izmedu te dvije skupine. U
skupini s prekomjernom tjelesnom tezinom identificirano je 40 razli¢itih bakterijskih vrsta iz
6 koljena (lat. phyla). U uzorku slina Zena s prekomjernom tjelesnom tezinom zabiljezena je
razlika veca od 2 % medijana u 7 bakterijskih vrsta u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticki
znacajno povecanje bakterijskih vrsta u osoba s prekomjernom tjelesnom tezinom ukljucuju:
vrstu Selenomonas noxia iz koljena Firmicutes, dvije vrste Actinomyces iz koljena
Actinobacteria (A. gerencseriae i A. naeslundii 2), vrstu Neisseria mucosa iz koljena
Proteobacteria, dvije vrste Fusobacterium iz koljena Fusobacteria (F. periodonticum i F.
nucleatum ss vincentii) i vrstu Prevotella melaninogenica iz koljena Bacterioidetes (Goodson
i sur., 2009).

Provedeno je istrazivanje povezanosti mikrobiote oralnog biofilma s pretilos¢u kod
adolescenata. U istrazivanju je sudjelovalo 29 pretilih adolescenata i 58 adolescenata
normalne tjelesne tezine te prosjecne zivotne dobi 14,7 godina. Dobiveni rezultati pokazaju da
je broj bakterijskih stanica znacajno veéi kod ispitanika skupine pretilih u odnosu na
kontrolnu skupinu (p-vrijednost < 0,001). U prosjeku je broj bakterijskih stanica kod pretilih
ispitanika trostruko ve¢i u odnosu na kontrolnu skupinu. lzmjerena je znacajno viSa
koncentracija stanica u ispitanika skupine pretilih u 5 (Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteroides, Proteobacteria i Fusobacteria) od ukupno 6 identificiranih koljena.
Razlike nije bilo u koljenu Spirochaetes. Bakterije iz koljena Proteobacteria, vrste
Campylobacter rectus i Neisseria mucosa zastupljene su u 6 x vecoj koncentraciji u ispitanika

skupine pretilih nego u ispitanika kontrolne skupine (Zeigler i sur., 2012).
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U radu Goodson i sur. (2009) postavljene su tri razli¢ite hipoteze koje povezuju
potencijalni utjecaj oralnih bakterija na povecani rizik od razvoja pretilosti. U prvoj se
hipotezi pretpostavlja da oralne bakterije doprinose boljem metabolickom iskoriStavanju
hrane. Prema ovoj teoriji bi ¢ak i malo povecanje unosa broja kalorija, bez promjena u rezimu
prehrane te tjelovjezbe, dovelo do povecanja tjelesne tezine. Pretpostavlja se da bi povecanje
unosa kalorija za dodatnih 100 kalorija/dan, rezultiralo godiSnjim nakupljanjem 4,5 kg
tjelesne masti. Iako su ova istrazivanja napravljena na mikrobiomu crijeva, ona se mogu
reflektirati na oralne bakterije jer veclina bakterija u gastrointestinalni trakt dolazi
tranzijentnim prolaskom kroz oralnu Supljinu ili se ¢ak prethodno zadrzava u oralnoj Supljini.
Druga hipoteza sugerira da bi oralne bakterije mogle utjecati na poboljsanje apetita u ljudi Sto
u konacnici rezultira debljanjem. Ova hipoteza nije potkrijepljena rezultatima istrazivanja, ali
indicira da bakterije stimulacijom apetita u ljudi, dosle u njima pogodno okruzenje bogato
hranjivim tvarima. U trecoj se hipotezi navodi da oralne bakterije reguliraju energetski
metabolizam na nacin da povecavaju nivo faktora nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis
factor a, TNFa) ili smanjuju razinu adiponektina te time olakSavaju proces razvoja inzulinske

rezistencije.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Ispitanici

U ovom istrazivanju je sudjelovalo 65 Zzena s podruc¢ja Zagrebacke Zupanije. Temeljem
podataka o visini i teZini ispitivanih osoba izra¢unate su vrijednosti indeksa tjelesne mase
(engl. body mass index, BMI) koje se dobivaju dijeljenjem mase (kg) s kvadratom visine
(m?). BMI je koristen kao jednostavni antropometrijski pokazatelj u procjeni prekomjerne
tjelesne tezine i debljine. Kontrolna skupina sastojala se od 19 osoba cije su vrijednosti
indeksa tjelesne mase izmedu 18,5 kg m™?i 25 kg m, dok se skupina pretilih sastojala od 46
osoba Gija je vrijednost BMI veéa od 30 kg m™. Dobni raspon ispitivanih osoba nalazi se
izmedu 21 i 61 godine. Ispitanice su, potpisom informiranog pristanka za sudjelovanje u
istrazivanju, dobrovoljno pristale sudjelovati u istrazivanju te su upoznate s njegovim
ciljevima, prednostima i eventualnim rizicima. Primjer informiranog pristanka za sudjelovanje
zdravih i pretilih ispitanika u istrazivanju nalazi se u prilozima 3 i 4. Od ispitanica se
ocekivalo da iskreno popune prilozenu anketu ¢ime je dan uvid u njihove prehrambene
navike, zdravstveno stanje te stil zivota. Za potrebe identifikacije mikrobioma usne Supljine,
ispitanice su isprale usta s 15 mL fizioloske otopine te u epruveti skupile 2 mL uzorka sline.
Kako bi se utvrdila povezanost pretilosti i odabranog jednostrukog nukleotidnog
polimorfizma rs1421085 u ljudskom genu FTO metodom real-time PCR, ispitanicama je
uzeto 2 mL uzorka krvi na Zavodu za endokrinologiju bolnice Interna klinika Rebro, KBC
Zagreb. Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu.

3.2. Analiza mikrobioma usne Supljine

3.2.1. Uzgoj mjesovitih kultura

Uzorci sline za nacjepljivanje pripremljeni su mijeSanjem 0,5 mL originalne
suspenzije sline sa 4,5 mL fosfatnog pufera (engl. phosphate-buffered saline, PBS) ¢ime je
dobiveno decimalno razrjedenje 10™. Sastav pufera PBS naveden je u tablici 1. 0,1 mL
dobivenog decimalnog razrjedenja 10™ i 0,1 mL originalne suspenzije sline nacijepljeno je na
kompletnu podlogu MRS (engl. De Man, Ragosa and Sharpe, MRS) i kompletnu podlogu LB
(engl. Luria-Bertani). Podloge su pripremljene prema uputama proizvodaca te sterilizirane u

autoklavu pri temperaturi 121 °C i tlaku od 1,01 x 10° Pa u trajanju od 15 minuta. Sastav
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tekuce podloge MRS naveden je u tablici 2, a sastav teku¢e LB podloge u tablici 3. Kruta
podloga dobiva se dodatkom 20 g L™ agara prije pocetka sterilizacije.

Tablica 1. Sastav fosfatnog pufera (PBS).

SASTOJAK KOLICINA
NaCl 8¢
KCI 0,29
Na,HPO, x 2H,0 1,159
K,HPO, 0,29
Destilirana voda do 1000 mL

Tablica 2. Sastav tekuce podloge MRS.

SASTOJAK KOLICINA
Glukoza 20 ¢
Mesni ekstrakt 10¢g
Kvascev ekstrakt 109
Kazein hidrolizat 10g
Kalijev hidrogenfosfat 59
Natrijev acetat 29
Amonijev citrat 29
MgSO,x 7 H,O 0,19
MnSQO,x 4 H,0O 0,05¢g
Tween 80 1mL
Destilirana voda do 1 000 mL

Tablica 3. Sastav tekuce podloge LB.

SASTOJAK KOLICINA

Bakto-tripton 10g
Kvascev ekstrakt 5¢

Natrijev klorid 59
Destilirana voda do 1000 mL

3.2.2. Izolacija ¢istih kultura

Nakon $to je na krute podloge MRS i LB nacijepljeno 0,1 mL decimalnog razrjedenja
10" i 0,1 mL originalne suspenzije sline, podloge su inkubirane 48 h u termostatu pri
temperaturi 37 °C. Izmedu poraslih kolonija odabrane su one koje su se morfoloski

razlikovale te su precijepljene na nove podloge MRS i LB koriste¢i standardnu metodu do
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iscrpljenja i ponovno inkubirane u termostatu. S podloga s poraslom ¢istom kulturom, uzeta je
jedna kolonija i stavljena u epruvetu s 3 mL tekuce podloge MRS ili LB. Aerobni uzgoj je
provoden pri 100 o min™ tijekom 24 h pri temperaturi 37 °C. Uzgojene prekonoéne kulture
centrifugirane su u Eppendorf kivetama pri 4 000 x g, a supernatanti s teku¢im podlogama su
baceni. Talozi biomase resuspendirani su u 1 mL 50%-tnog glicerola i pohranjeni na -20 °C

kao ¢iste kulture.

3.2.3. Identifikacija ¢istih kultura

Identifikacija ¢istih kultura vrSena je direktnom analizom tako da stanice
mikroorganizama nije potrebno prethodno razoriti. Uporabom sterilne ¢ackalice uzeta je
odabrana kolonija od svake c¢iste kulture i nanesena na plo¢icu MALDI (engl. matrix assisted
laser desorption/ionization, MALDI) te je dodan 1 pL mravlje kiseline. Nakon susenja,
uzorcima je dodan 1 pL otopine matrice a-cijano-4-hidroksicimetne kiseline u 50 %
acetonitrila i 2,5 % trifluoroctene kiseline. Plo¢ica MALDI s pripremljenim uzorcima
stavljena je u spektrometar masa MALDI-TOF Microflex LT. Za snimanje bioloskog
materijala koriSten je racunalni program MALDI Biotyper 3.0. Rezultat snimanja bioloskog
materijala su karakteristi¢ni spektri masa proteina za svaki mikroorganizam. Dobiveni spektri
masa proteina za pojedini mikroorganizam usporeduju se s referentnim spektrima
pohranjenim u bazi podataka. Izmedu eksperimentalno dobivenih spektara i referentnih
spektara u bazi podataka izracuna se koriStenjem algoritma korelacija pa se rezultati prikazuju
u obliku logaritamskih vrijednosti (engl. score value) koje mogu biti u rasponu 0 - 3,000.
Prema uputama proizvodaca, vrijednosti jednake ili vece od 2,000 pokazuju sigurnu
identifikaciju vrste, vrijednosti od 1,700 do 1,999 pokazuju identifikaciju na razini roda, a za

vrijednosti ispod 1,700 identifikacija nije pouzdana.

3.2.4. Laboratorijska oprema za analizu mikrobioma usne Supljine
Pribor:
» Aluminijska folija
Automatske pipete (20, 200, 1000 pL)
Erlenmeyerove tikvice razli¢itih volumena
Eppendorf kivete razli¢itih volumena
Laboratorijske zlice

MALDI plo¢ica, Applied Biosystems, SAD

YV V. V V V
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YV V.V V V V V V V V VYV V

Markeri za pisanje

Papir za vaganje i zamatanje ¢epova
Pipete volumena 10 mL

Pipetni nastavci

Plasti¢ne Petrijeve zdjelice
Propipete

Staklene boce

Staklene ¢ase

Staklene epruvete

Staklene i plasti¢ne menzure razli¢itih volumena
Sterilne cackalice

Vata za pravljenje ¢epova

Aparature:

>

YV V. V V V V V V

Analiti¢ka vaga model 1712 MP8, Silver edition, Sartorius, Velika Britanija
Aparatura za termostatiranje BTE-S, Termo-medicinski aparati, Hrvatska
Automatska tresilica X-463, New Brunswick scientific, SAD

Centrifuga za kivete po Eppendorfu HC-240, Tehtnica- Zelezniki, Slovenija
Laminar, Iskra, Slovenija

Spektrometar masa MALDI-TOF microflex LT, Bruker Daltonics, Njemacka
Vaga, Sartorius, Velika Britanija

Vibromikser EV-202 i EV-100, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija

Zamrzivac: Ultra low temperature freezer, New Brunswick scientific, SAD

Kemikalije:

>

vV V V V V V V V

a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina (CHCA), Sigma, SAD

Acetonitril (ACN), LC-MS ¢istoce, Fisher Chemicals, Svicarska

Agar, Kemika, Hrvatska

Bakto-tripton, Kemika, Hrvatska

Glicerol, Kemika, Hrvatska

Kalijev dihodrogenfosfat (KH,PO,), Kemika, Hrvatska

Kalijev klorid (KCI), Kemika, Hrvatska

Kvascéev ekstrakt, Kemika, Hrvatska

Man, Rogosa i Sharpe kruta hranjiva podloga (MRS), Biolife, Velika Britanija
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Man, Rogosa i Sharpe tekuca hranjiva podloga (MRS), Biolife, Velika Britanija
Mravlja kiseina, Fluka, SAD

Natrijev klorid (NaCl), Kemika, Hrvatska

Natrijev hidrogenfosfat (Na,HPO,), Kemika, Hrvatska

Trifluoroctena kiselina (TFA), Sigma Aldrich, Hrvatska

Voda, LC-MS ¢&istoée, Fisher Chemicals, Svicarska

V V V V VYV V

3.3. Analiza jednostrukog nukleotidnog polimorfizma

3.3.1. lIzolacija DNA iz krvi

Uzorci 2 ml pune krvi ispitivanih osoba sakupljeni su u epruvete, dodan je
antikoagulans etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylendiaminetetraacetic acid, EDTA)
te su tako pripremljeni uzorci pohranjeni na -20 °C do postupka izolacije DNA.

Za izolaciju genomske DNA iz krvi koriSten je komercijalni komplet DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN) prema uputama proizvodaca. U sterilne Eppendorf kivete dodano je 96
uL pufera PBS (pH=7,4), 20 pL proteinaze K, 4 pL RNaze A koncentracije 100 mg mL™ i
100 pL uzorka krvi ispitanica. Sadrzaj kiveta inkubiran je 2 minute pri sobnoj temperaturi.
Potom je u kivete dodano 200 pL pufera za lizu bez etanola AL' te su inkubirane u
termobloku 10 minuta pri 56 °C. Nakon inkubacije, dodano je 200 puL 96 %-tnog etanola i
kivete su vorteksirane. Sav sadrzaj kiveta prebacen je u DNeasy Mini spin kolonice koje se
nalaze u kolekcijskim kivetama volumena 2 mL i centrifugiran 1 minutu pri 6 000 x g.
Suspenzija, koja je prosla kroz kolonicu i skupila se u kolekcijskim kivetama, je bacena, a
DNeasy Mini spin kolonice su prebacene u nove kolekcijske kivete. Dodano je 500 puL pufera
AW?1' i centrifugirano pri 6 000 x g. Ponavlja se postupak s odbacivanjem kolekcijske kivete
u kojoj se skupila suspenzija koja je prosla kroz kolonicu te kolonice stavljamo u nove
kolekcijske kivete. Dodano je 500 pL pufera AW2' i centrifugirano 3 minute pri 20 000 x g.
Ovaj korak osigurava suSenje kolonice 1 ispiranje zaostalog etanola kako ne bi interferirao u
daljnjim reakcijama. Zatim su kolonice prebacene u Eppendorf kivete. Direktno iznad
membrane u kolonici stavljeno je 200 uL pufera AE', inkubirano 1 minutu pri sobnoj
temperaturi i centrifugirano 1 minutu pri 6 000 x g. DNA je eluirana u Eppendorf kivete koje
su sacuvane za daljnje postupke analize jednostrukog nukleotidnog polimorfizma, a DNeasy

Mini spin kolonice su odbacene.

! sastav pufera zasticen je od strane proizvodaca (QIAGEN GmbH, QIAGEN Str. 1, 40724 Hilden, Germany)
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3.3.2. Provjera koncentracije i kvalitete izolirane DNA iz krvi

Vrijednosti koncentracija DNA u ng pL™ te omjeri Agso/Azso | AsgalAzz, kao
pokazatelji kvalitete izolirane DNA, izmjereni su spektrofotometrijski (NanoPhotometer®
N60, IMPLEN) koristenjem 1,5 puL uzorka eluirane DNA.

Dodatna provjera Cisto¢e izolirane DNA provedena je metodom horizontalne gel
elektroforeze na 1 %-tnom agaroznom gelu (Electrophoresis Power Supply EPS 601,
Amersham Biosciences). Agarozni gel pripremljen je u tikvici dodatkom 0,5 g agaroze i 50
mL 1 x koncentriranog pufera Tris-acetat-EDTA (TAE). Sastav 50 x koncentriranog pufera
TAE naveden je u tablici 4. Sadrzaj tikvice otopljen je u mikrovalnoj peénici, potom je
ohladen i dodano je 2,25 pL etidij bromida. Pripremljeni agarozni gel uliven je u kalup za
horizontalnu gel elektroforezu, a njegov sastav je naveden u tablici 5. 3 mL pojedinog
eluiranog uzorka pomijesano je na parafilmu s bojom bromfenol plavo, a kao marker
molekularne mase koristen je 1 kB DNA quick Ladder koncentracije 50 ug mL™ (BioLabs).

Naposljetku su uzorci nanijeti u jazice gela i provedena je gel elektroforeza.

Tablica 4.Sastav 50 x koncentriranog Tris-acetat-EDTA pufera (TAE).

SASTOJAK KOLICINA
Tris baza 242 g
Octena kiselina 57,1 mL
Prah kompleksa I11 18,6 ¢
Destilirana voda do 1000 mL

Tablica 5. Sastav 1 %-tnog agaroznog gela.

SASTOJAK KOLICINA
Agaroza 059
1 x koncentrirani pufer TAE 50 mL
Etidij bromid 2,25 pL

3.3.3. Genotipizacija metodom lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu

Na mjestu odabranog jednostrukog nukleotidnog polimorfizma rs1421085 gena FTO
mogu se pojaviti dusi¢ne baze citozin (C) ili timin (T). Kod ispitanica se ofekuje pojava
genotipova CC, CT ili TT. Kako bi se utvrdilo o kojem se genotipu radi, provedena je metoda
lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu i detekcija nastalih fragmenata metodom

alelne diskriminacije. Za genotipizaciju je koristen komplet TagMan® SNP Genotypting
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Assay C__ 8917103 10 koji sadrzi dvije visoko komplementarne probe obiljezene razli¢itim
fluorescentnim bojama za detekciju alela (alel C obiljezen je probom VIC, a alel T probom
FAM) i dvije pocetnice za amplifikaciju zeljenog fragmenta gena FTO (izvor:
http://www.thermofisher.com/). Svaka proba sastoji se od jedne fluorescentne boje koja se
nalazi na 5' kraju, prigusivaca (engl. quencher) koji se nalazi na 3' kraju i grupa MGB (engl.
minor groove binder, MBG) koje stabiliziraju komplekse kalupa DNA i proba. Pracenje
reakcije u realnom vremenu temelji se na komplementarnom sparivanju pocetnica i probe na
kalup DNA od interesa. Par pocetnica koristi se za amplifikaciju fragmenata kalupa DNA
koju provodi DNA polimeraza. 5' egzonukleazna aktivnost DNA polimeraze omogucava
cijepanje sparene probe ¢ime dolazi do razdvajanja fluorescentne boje i priguSivaca te
oslobadanja fluorescentnog signala koji se potom detektira. Ukoliko se proba
komplementarno ne spari na kalup DNA, ne dolazi do otpustanja fluorescentnog signala.
Ukoliko je fluorescentni signal posljedica cijepanja probe VIC, radi se o homozigotu CC. U
slu¢aju da je fluorescentni signal posljedica cijepanje probe FAM, radi se 0 homozigotu TT.
Ukoliko su prisutni signali proba VIC i FAM radi se o heterozigotu CT. Metoda se moze
sumirati na nekoliko osnovnih koraka: denaturacija DNA 1 sparivanje pocetnica, hibridizacija
probe i amplifikacija fragmenata DNA.

Priprema uzoraka za metodu lancane reakcije u stvarnom vremenu sastojala se od
podesavanja koncentracije DNA na 0,88 ng uL'l. Pocetnih 200 pL eluata DNA upareno je na
50 uL koristenjem uredaja SpeedVac Concentrator, Thermo Electron Corporation. Zatim je
izmjerena koncentracija DNA, razrijedena na 7, 14 ili 42 ng uL™", ponovo je tri puta izmjerena
koncentracija 1 izraCunata srednja vrijednost. Tako dobiven koncentrirani eluat DNA koriSten
je za pripremu 70 mL otopine DNA i Mili-Q vode koncentracije 0,88 ng pL™. Svaka
reakcijska smjesa sastojala se od 11,25 pL otopine DNA, 12,5 uL 2 x koncentriranog
TagMan® Genotyping Master Mix-a (Applied Biosystems) i 1,25 uL 20 x koncentriranog
TagMan® Genotyping Assay-a (Applied Biosystems). Genotyping Assay dolazi u 40 x
koncentriranom obliku koji je potrebno razrijediti na 20 x radnu koncentraciju sa puferom 1 x
TE (QIAGEN). Osim toga, Genotyping Assay je osjetljiv na svjetlo te ga treba ¢uvati u tami i
na -20 °C kako se ne bi izgubila njegova aktivnost tijekom stajanja. Potom je sadrzaj
reakcijskih smjesa, koji se nalazio u optickim kivetima, promijeSsan pomoc¢u mikropipete i
kratko centrifugiran kako bi se izbjegla pojava mjehuri¢a koji bi predstavljali smetnje pri
ocitavanju rezultata. Opticke kivete su potom poslagane na predvideno mjesto u uredaju 7300

real-time PCR system (Applied Biosystems). Uvjeti potrebni za provodenje reakcije su
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navedeni u tablici 6, a upisani su preko racunalnog programa 7300 System SDS Software 1.4.
koji se koristio potom i za obradu dobivenih podataka.

Tablica 6. Uvjeti lan¢ane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu.

FAZA TEMPERATURA | VRIJEME | BROJ CIKLUSA
Aktivacija enzima 95°C 10 min 1
Denaturacija 95°C 15s
— . 40
Hibridizacija pocetnica/ o .
produljivanje DNA 60°C 1 min

3.4. Statisti¢ka obrada rezultata

Za statisticku obradu podataka prikupljenih iz anketnih upitnika i rezultata dobivenih
identifikacijom mikroorganizama iz sline koristen je Fisherov egzaktni test (test usporedbe
varijanci dviju normalno distribuiranih populacija) dostupan putem interneta (izvor:
http://graphpad.com/quickcalcs/contingencyl.cfm) i Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, SAD). Kod primjene Fisherovog egzaktnog testa
statisticki znacajnima smatraju se p-vrijednosti < 0,05.

Ucestalost pojedinog alela i genotipa u kontrolnoj skupini i skupini pretilih osoba te
Hardy-Weinbergova distribucija (znacajnost odstupanja distribucije genotipova od
ocekivanja) odredena je X%-testom pomocu statisti¢kih ra¢unalnih programa dostupnih putem

interneta (izvor: http://www.oege.org, http://www.had2know.com).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom diplomskom radu istrazivana je povezanost jednostrukog nukleotidnog
polimorfizma rs1421085 ljudskog gena FTO s indeksom tjelesne mase (engl. body mass
indeks, BMI) i mikrobiomom usne Supljine. Izolirane su Ciste kulture mikroorganizama i
identificirane metodom spektrometrije mase. Kao zna¢ajan rezultat uzimana je log vrijednost
veca od 2,000, ukoliko je izmjerena log vrijednost manja od 2,000 ponavljan je postupak
prociscavanja odredene kulture i ponovo vrseno mjerenje. Rezultati analize mikrobioma usne
Supljine prikazani su pomocu tablica i1 grafickih prikaza. Genotipizacija jednostrukog
nukleotidnog polimorfizma rs1421085 gena FTO vrSena je metodom lancane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu. Rezultati su prikazani pomocu tablica sa statistickim
parametrima p-vrijednostima i X® vrijednostima te pomoéu grafickih prikaza: alelne
diskriminacije obje ispitivane skupine, udjela genotipova CC, CT i TT u ispitanica kontrolne
skupine i skupine pretilih te raspodjele alela C i T u kontrolnoj skupini i skupini pretilih.
Mijerenje se ponavlja ukoliko iz amplifikacijske krivulje nije jasan genotip ispitivane osobe.
Naposljetku su statisticki obradivani anketni upitnici koje je ispunjavalo 65 dobrovoljnih
zenskih osoba s podru¢ja Zagrebacke zupanje. U statistiCkoj obradi podataka koriSten je
Microsoft Excel i Fisherov egzaktni test dostupan putem interneta. Podaci statisticke obrade
anketnih upitnika prikazani su pomocu tablica s danim vrijednostima standardnih devijacija 1

statistickim parametrima p-vrijednostima.

4.1. Rezultati identifikacije mikroorganizama iz uzoraka sline

Koristenjem standardnih mikrobioloskih postupaka, iz uzoraka sline ispitanica
kontrolne skupine i skupine pretilih, izolirane su Ciste kulture mikroorganizama koje su potom
identificirane analitickom metodom spektrometrije masa. Na temelju analize identificiranih
mikroorganizama obje skupine zabiljezeno je ukupno 50 razli¢itih vrsta uglavnom iz carstva
Bacteria, a neke i iz carstva Fungi. Uoceno je da od 50 razli¢itih vrsta 21 vrsta je zajednicka
za kontrolnu skupinu i skupinu pretilih (42 % svih vrsta). U kontrolnoj skupini pojavljuje se 9
vrsta koje nisu izolirane i identificirane u skupini pretilin (18 % svih vrsta), a u skupini
pretilih se pojavljuje 20 vrsta koje nisu izolirane i identificirane u kontrolnoj skupini (40 %
svih vrsta). Identificirane vrste razvrstane su u pripadaju¢a koljena radi lakSeg prikaza
podataka. Dakle, u kontrolnoj skupini zabiljezeno je 30 razliitih vrsta od ¢ega 16 vrsta iz

koljena Firmicutes (53,33 %), 7 vrsta iz koljena Proteobacteria (23,33 %), 5 vrsta iz koljena
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Actinobacteria (16,67 %) i 2 vrste iz koljena Ascomycota (6,67 %). U skupini pretilih
zabiljezene su 42 razliCite vrste od Cega 22 vrste iz koljena Firmicutes (52,38 %), 7 vrsta iz
koljena Proteobacteria (16,67 %), 6 vrsta iz koljena Actinobacteria (14,29 %) i 10 vrsta iz
koljena Ascomycota (23,81 %). Nisu pronadene statisticki znacajne razlike u zastupljenosti
pojedinih koljena mikroorganizama izmedu kontrolne skupine i skupine pretilih. U tablicama
7, 8, 91 10 navedena su imena pojedina¢nih vrsta mikroorganizama izoliranih iz uzoraka slina
ispitanica, a spadaju u koljena Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria i Ascomycota uz
istaknuti broj osoba u ¢ijem je slinama detektirana pojedina vrsta mikroorganizama te
izraCunati postotak zastupljenosti pojedina¢nih vrsta mikroorganizama u kontrolnoj skupini i
skupini pretilih te su prikazane jos p-vrijednosti za svaki mikroorganizam. Statisticki znacajne
vrijednosti smatraju se manje od 0,1 obzirom da se radi o preliminarnom istrazivanju.
Utvrdeno je da se u skupini pretilih statisticki znacajno ¢e$¢e pojavljuje vrsta Staphylococcus
aureus (p-vrijednost jednaka 0,0044), dok se u kontrolnoj skupini statisticki znacajno ¢esce
pojavljuju vrste Streptococcus infantis (p-vrijednost jednaka 0,0849), Streptococcus mitis (p-
vrijednost jednaka 0,0439), Streptococcus oralis (p-vrijednost jednaka 0,0843) i
Streptococcus salivarius (p-vrijednost jednaka 0,0843) te Serratia ureilytica (p-vrijednost
jednaka 0,0061). Na slikama 3, 4, 5 i 6 prikazana je usporedba postotka zastupljenosti
pojedinih vrsta mikroorganizama iz koljena Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria i

Ascomycota izmedu kontrolne skupine 1 skupine pretilih.
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Tablica 7. Prikaz broja i postotka zastupljenosti bakterija iz koljena Firmicutes izoliranih iz
uzorka sline ispitanica u kontrolnoj skupini i skupini pretilih uz istaknute parametre p-
vrijednosti (p-vrijednosti koje su podebljane predstavljaju pronadenu statisticki znacajnu

razliku izmedu kontrolne skupine i skupine pretilih).

Firmicutes KONTROLNA % SKUPINA o "p-
SKUPINA PRETILIH vrijednost
Bacillus cereus 0 0,00 1 2,22 1,0000
Enterococcus faecalis 0 0,00 3 6,67 0,5474
Gemella sanguinis 0 0,00 1 2,22 1,0000
Granulicatella adiacens 1 5,26 0 0,00 0,2696
Lactobacillus crispatus 0 0,00 1 2,22 1,0000
Lactobacillus fermentum 3 15,79 7 15,56 1,0000
Lactobacillus paracasei 1 5,26 4 8,89 1,0000
Lactobacillus plantarum 1 5,26 0 0,00 0,2696
Lactobacillus rhamnosus 9 47,37 14 31,11 0,2603
Lactobacillus salivarius 0 0,00 1 2,22 1,0000
Lactococcus lactis 0 0,00 1 2,22 1,0000
Pediococcus pentosaceus 0 0,00 1 2,22 1,0000
Staphylococcus aureus 2 10,53 22 48,89 0,0044
Staphylococcus epidermidis 1 5,26 5 11,11 0,6602
Staphylococcus haemolyticus 1 5,26 0 0,00 0,2969
Staphylococcus hominis 0 0,00 1 2,22 1,0000
Staphylococcus pasteuri 0 0,00 4 8,89 0,3092
Staphylococcus warneri 2 10,53 2 4,44 0,5757
Streptococcus cristatus 1 5,26 4 8,89 1,0000
Streptococcus gordoni 0 0,00 1 2,22 1,0000
Streptococcus infantis 2 10,53 0 0,00 0,0849
Streptococcus mitis 5 26,32 3 6,67 0,0439
Streptococcus oralis 9 47,37 10 22,22 0,0843
Streptococcus parasanguinis 4 21,05 12 24,67 0,7584
Streptococcus salivarius 9 47,37 11 24,44 0,0843
Streptococcus sanguinis 1 5,26 1 2,22 0,5089
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Slika 3. Prikaz usporedbe postotka zastupljenosti pojedinih bakterija iz koljena Firmicutes u

ispitanica kontrolne skupine i skupine pretilih.
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Tablica 8. Prikaz zastupljenosti bakterija iz koljena Proteobacteria izoliranih iz uzoraka sline
ispitanica prema kontrolnoj skupini i skupini pretilih uz izracunati parametar p-vrijednost (p-
vrijednost koja je podebljana predstavlja pronadenu statisticki znacajnu razliku izmedu

kontrolne skupine i skupine pretilih).

Proteobacteria | OV ROENA L, | SKUPINA i
SKUPINA PRETILIH vrijednost
Acinetobacter junii 1 5,26 0 0,00 0,2969
Acinetobacter Iwoffii 0 0,00 2 4,44 1,0000
Citrobacter braakii 1 5,26 0 0,00 0,2969
Escherichia coli 0 0,00 2 4,44 1,0000
Kleibsiella oxytoca 1 5,26 0 0,00 0,2969
Neisseria flavescens 2 10,53 8 17,78 0,7097
Neisseria macacae 0 0,00 1 2,22 1,0000
Neisseria mucosa 0 0,00 2 4,44 1,0000
Neisseria perflava 2 10,53 6 13,33 1,0000
Serratia marcescens 2 10,53 1 2,22 0,2079
Serratia ureilytica 4 21,05 0 0,00 0,0061
] m Skupina pretilih
Proteobacteria Kontrolna skupina
Serratia ureilytica
Serratia marcesens
Neisseria perflava
Neisseria mucosa
Neisseria macacae
Neisseria flavescens |
Kleibsiella oxytoca |
Escherichia coli __
Citrobacter braakii |
Acinetobacter Iwoffii __
Acinetobacter junii
0 5 1|0 1|5 2|0 2|5
zastupljenost (%)

Slika 4. Prikaz usporedbe postotka zastupljenosti pojedinih bakterija iz koljena

Proteobacteria u ispitanica kontrolne skupine i skupine pretilih.
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Tablica 9. Prikaz zastupljenosti bakterija iz koljena Actinobacteria izoliranih iz uzorka sline

ispitanica prema kontrolnoj skupini i skupini pretilih uz istaknuti parametar p-vrijednost.

Actinobacteria KONTROLNA % SKUPINA o "p-
SKUPINA PRETILIH vrijednost
Cellulosimicrobiium cellulans 1 5,26 0 0,00 0,2969
Kocuria kristinae 1 5,26 1 2,22 0,5089
Microbacterium paraoxydans 0 0,00 1 2,22 1,0000
Micrococcus luteus 1 5,26 3 6,67 1,0000
Rothia amarae 0 0,00 1 2,22 1,0000
Rothia dentocariosa 1 5,26 1 2,22 0,5089
Rothia mucilaginosa 2 10,53 7 15,56 0,7134
Actinobacteria ™ Skupina pretilih
Kontrolna skupina
Rothia mucilaginosa
Rothia dentocariosa
Rothia amare
Micrococcus luteus
Microbacterium paraoxydans
Kocuria kristinae
Cellulosimicrobium cellulans
(I) 5 1|0 1|5 2|0
zastupljenost (%)

Slika 5. Prikaz usporedbe postotka zastupljenosti pojedinih bakterija iz koljena
Actinobacteria u ispitanica kontrolne skupine i skupine pretilih.
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Tablica 10. Prikaz zastupljenosti bakterija iz koljena Ascomycota izoliranih iz uzorka sline

ispitanica prema kontrolnoj skupini i skupini pretilih uz istaknuti parametar p-vrijednost.

Ascomycota KONTROLNA % SKUPINA o ) p-
SKUPINA PRETILIH vrijednost
Candida albicans 6 31,58 17 37,78 0,7779
Candida dubliniensis 1 5,26 2 4,44 1,0000
Candida kefyr 0 0,00 1 2,22 1,0000
Candida krusei 0 0,00 1 2,22 1,0000
Candida tropicalis 0 0,00 1 2,22 1,0000
Candida glabrata 0 0,00 1 2,22 1,0000
Ascomycota B Skupina pretilih

Kontrolna skupina

Candida glabrata
Candida tropicalis
Candida krusei
Candida kefyr
Candida dubliniensis

Candida albicans

0 10 20 30 40
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Slika 6. Prikaz usporedbe postotka zastupljenosti pojedinih bakterija iz koljena Ascomycota u

ispitanica kontrolne skupine i skupine pretilih.

U radu Piombino i sur. (2014) istaknuto je da se mikrobna kompozicija sline razlikuje
u pretilih ispitanika i ispitanika normalne tjelesne tezine. Na temelju sekvencioniranja regije
16S rRNA V4 utvrdeno je da su u uzorcima slina pretilih ispitanika zastupljenije bakterije iz
koljena Firmicutes i Actinobacteria, dok su bakterijske vrste iz koljena Proteobacteria i
Fusobacteria dominantne u ispitanika normalne tezine. Obzirom da dosad nije zabiljezeno

puno radova o mikrobiomu sline, spomenuti rad je uziman kao osnova. U ovom istrazivanju
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je detektirano kako je zastupljenost bakterijske vrste Serratia ureilytica (p=0,0061) iz koljena
Proteobacteria statisticki znacajno veca u ispitanika normalne tezine Sto je u skladu s
literaturom, a rezultat je prikazan u tablici 8. U skupini pretilih opazena je statisticki znac¢ajno
ucestalija pojava bakterijske vrste Staphylococcus aureus (p=0,0044) iz koljena Firmicutes
Sto se takoder slaze s literaturom, a rezultat je prikazan u tablici 7. Staphylococcus aureus
spada u komenzalne bakterije koje kod ljudi koloniziraju kozu i mukozne povrsine te prirodno
obitavaju u nosnoj Supljini. Pozitivna korelacija izmedu pretilosti i kolonizacije nosa ili grla
sa Staphylococcus aureus dokazana je u brojnim studijama izmedu njih se isti¢e novija studija
provedena na zatvorenicima u strogo Cuvanim zatvorima drzave New York. Zanimljiva
Cinjenica da je povezanost indeksa tjelesne mase i kolonizacije sa Staphylococcus aureus
opazena na ispitivanim Zenama zatvorenicama, ali ne i na muskarcima (Befus i sur., 2015).
Povezanost indeksa tjelesne mase i kolonizacije nosa sa Staphylococcus aureus dokazana je i
u norveskoj studiji provedenoj na 3 878 Zena i muskaraca raspona dobi 30-87 godina.
Rezultati su pokazali povezanost indeksa tjelesne mase i kolonizacije Stapylococcus aureus
samo u zena koje se nalaze u razdoblju premenopauze (Olesen i sur., 2013). Rezultati analize
mikrobioma usne Supljine ovog istrazivanja takoder su pokazali da se u kontrolnoj skupini
statisticki znacajno ucestalije pojavljuju bakterijske vrste iz roda Streptococcus, a radi se o
vrstama S. infantis (p=0,0849), S. mitis (p=0,0439), S. oralis (p=0,0843) i S. salivarius
(p=0,0843) iz koljena Firmicutes sto je prikazano u tablici 7. Taj se podatak ne slaze s
literaturom, obzirom da su vrste iz koljena Firmicutes opcéenito zastupljenije u slini pretilih
osoba, no nije poznato kakav je odnos zastupljenosti pojedinacnih bakterija iz koljena
Firmicutes izmedu dvije promatrane skupine. U radu Goodson i sur. (2009) navodi se kako je
zastupljenost bakterijskih vrsta Streptococcus oralis i Streptococcus mitis veéa u osoba s
ve¢im vrijednostima indeksa BMI §to potvrduje ¢injenicu da su te vrste zastupljenije u pretilih
osoba. Nisu pronadeni odgovarajuci literaturni podaci za vrste Streptococcus infantis i
Streptococcus salivarius. Nisu pronadene statisticki znacajne razlike izmedu skupine pretilih i
kontrolne skupine u bakterijskim vrstama iz koljena Actinobacteria $to je prikazano u tablici
9. U literaturi se navodi da je zastupljenost vrsta iz koljena Actinobacteria veca u pretilih
ispitanika (Piombino i sur., 2014). Takoder, nisu pronadene statisticki znacajne razlike
izmedu kontrolne skupine i skupine pretilih u vrstama iz koljena Ascomycota, carstvo Fungi
Sto je prikazano u tablici 10 te nisu pronadeni podaci za uspooredbu rezultata. Vodeci ra¢una
0 malom broju Zena koje su sudjelovale u istrazivanju, dobivene rezultate trebalo bi dodatno
provjeriti i potvrditi na ve¢em broju ispitanika te uz kvalitetnije molekularne metode analize

mikrobioma usne Supljine, potencijalno tehnikom sekvencioniranja.
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4.2. Rezultati genotipizacije metodom lanc¢ane reakcije polimerazom

Genotipizacija jednostrukog nukleotidnog polimorfizma rs1421085 gena FTO kod 65
dobrovoljnih ispitanica provedena je metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu. Za detekciju pojedinog alela C ili T na mjestu jednostrukog nukleotidnog
polimorfizma koristene su dvije fluorescentne probe VIC i FAM. Ukoliko detektirani signal u
uzorku potjeCe od cijepanja probe VIC, radi se o visokorizicnom genotipu CC. Ukoliko
detektirani signal u uzorku potje¢e od probe FAM, radi se o neriziénom genotipu TT. U
slucaju da detektirani signal potjeCe od obje probe VIC i FAM, radi se o niskorizicnom
genotipu CT. Na slici 7 dan je graficki prikaz alelne diskriminacije jednostrukog nukleotidnog
polimorfizma rs1421085 gena FTO kod ispitanica koja je dobivena racunalnom obradom
pomocu programa 7300 System SDS Software 1.4.

Distribucija eksperimentalno odredenih genotipova: visokorizicnog CC, niskorizi¢nog
CT i nerizicnog TT unutar kontrolne skupine i skupine pretilih ne odstupa od Hardy-
Weinbergove ravnoteze obzirom da su p-vrijednosti u obje populacije vece od 0,05.
Raspodijela genotipova CC, CT i TT jednostrukog nukleotidnog polimorfizma rs1421085 gena
FTO kod ispitanica prema kontrolnoj skupini i skupini pretilih te vrijednosti statistickih
parametara X* vrijednost i p-vrijednost prikazane su u tablici 11. Na slici 8 prikazana je
raspodjela postotka pojave pojedinih genotipova CC, CT ili TT kod ispitanica prema
kontrolnoj skupini 1 skupini pretilih. Zastupljenost visokorizi¢nog genotipa CC u skupini
pretilih iznosi 39,13 %, dok u kontrolnoj skupini iznosi 10,53 %. Prema Fisherovom
egzaktnom testu, statisticki je znacajna povecana zastupljenost visokorizi¢nog genotipa CC u
skupini pretilih $to je potvrduje dobivena p-vrijednost jednaka 0,0367. Zastupljenost
niskorizi¢nog genotipa CT u skupini pretilih iznosi 41,30 %, dok u kontrolnoj skupini 63,16
%. Ovakva distribucija genotipa CT nema statisticki vaznu vrijednost prema Fisherovom
egzaktnom testu obzirom da je p-vrijednost jednaka 0,1717. Zastupljenost normalnog
genotipa TT u skupini pretilih iznosi 19,57 %, dok u kontrolnoj skupini 26,31 %. Neznatno
veca zastupljenost nerizi€nog genotipa TT u kontrolnoj skupini nije se pokazala kao statisticki
znacajna na §to prema Fisherovom egzaktnom testu ukazuje p-vrijednost jednaka 0,0820.
Slika 9 prikazuje raspodjelu postotka pojave alela C i T jednostrukog nukleotidnog
polimorfizma rs1421085 gena FTO kod ispitanica prema kontrolnoj skupini i skupini pretilih.
Prema Fisherovom egzaktnom testu, nije pokazana statisticki veca zastupljenost alela C u
skupini pretilih niti statisticki veca zastupljenost alela T u kontrolnoj skupini jer je izraCunata

p-vrijednost jednaka 0,0820.
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Slika 7. Alelna diskriminacija jednostrukog nukleotidnog polimorfizma rs1421085 gena FTO

kod ispitanica metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu. Crveni kruzi¢i

oznacavaju genotip CC, plavi kvadrati¢i genotip TT, zeleni trokuti¢i genotip CT, a x kontrolu.

Tablica 11. Raspodjela genotipova CC, CT i TT jednostrukog nukleotidnog polimorfizma

rs1421085 gena FTO kod ispitanica prema kontrolnoj skupini i skupini pretilih te prikaz

dobivenih statisti¢kih parametara X* vrijednosti i p-vrijednosti.

SKUPINA KONTROLA PRETILI
BROJ SUDIONIKA 19 46
GENOTIP CC CT TT CcC CT TT
DOBIVENO 2 12 5 18 19 9
OCEKIVANO 3,37 9,26 6,37 16,44 22,12 7,44
X? 1,66 0,91
p-vrijednost* 0,1978 0,3388

*ukoliko je p-vrijednost > 0,05 rezultat nije u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom
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Slika 8. Raspodjela postotka pojave genotipa CC, CT i CC jednostrukog nukleotidnog

polimorfizma rs1421085 gena FTO kod ispitanica prema kontrolnoj skupini i skupini pretilih.
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Slika 9. Raspodjela postotka pojave alela C i T jednostrukog nukleotidnog polimorfizma

rs1421085 gena FTO kod ispitanica prema kontrolnoj skupini i skupini pretilih.
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Nakon obrade podataka ustanovljeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu
zastupljenosti niskorizicnog genotipa CT (p=0,1717) te nerizi¢nog genotipa TT (p=0,5290)
rs1421085 gena FTO izmedu kontrolne skupine i skupine pretilih. Medutim, pokazana je
statistiCki znaCajno ucestalija zastupljenost visokorizi¢nog genotipa CC rs1421085 gena FTO
u skupini pretilih. Prikaz raspodjele postotka pojave genotipova CC, CT i TT rs1421085 gena
FTO kod ispitanica vidljiv je na slici 8. U literaturi se izvjeStava o statisticki znacajnoj
povezanosti sva 3 genotipa CC, CT i TT s indeksom tjelesne mase ispitanika (Price i sur.,
2008). Medutim, dobiveni rezultati u ovom istraZivanju pokazali su samo statisti¢ki znac¢ajnu
povezanost visokorizi¢nog genotipa CC (p=0,0367) rs1421085 gena FTO s indeksom tjelesne
mase §to je gledajuéi pojedina¢no genotip CC u skladu s navedenom literaturom. Zene
nositeljice genotipa CC imaju 1,7 x povecani rizik za razvoj pretilosti. Medutim, u turskoj
studiji nije dokazana statisticki znaCajna povezanost frekvencija bilo kojeg genotipa
rs1421085 s indeksom tjelesne mase (Solak i sur., 2014). Neznatno visa frekvencija rizicnog
alela C u skupini pretilih (59,78 %) naspram kontrolne skupine (42,11 %) nije se pokazala
statisticki znacajnom (p=0,0820). Takoder ni neznatno visa frekvencija alela T u kontrolnoj
skupini (57,89 %) naspram skupine spretilih (40,22 %) nije se pokazala statisti¢ki zna¢ajnom
(p=0,0820). Raspodijela postotka alela C i T rs1421085 gena FTO kod ispitanica prikazana je
na slici 9. Podaci o frekvencijama alela C i T rs1421085 odstupaju od istrazivanja u svijetu
(Dina i sur., 2007, Price i sur., 2008) i istrazivanja provedenog u Hrvatskoj (Zhang i sur.,
2010). Nije jednostavno jednoznaéno odgovoriti na pitanje da li su dobiveni rezultati u skladu
s ocekivanjima. Potencijalno rjeSenje je prosiriti ovo istraZivanje na veci broj ispitanika pa
potom ponovo provesti statisticku obradu podataka. Nije utvrdena povezanost strukture
mikrobioma usne Supljine s jednostrukim nukleotidnim polimorfizmom rs1421085 gena FTO

1 pretiloséu.
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4.3. Rezultati obrade anketnih upitnika

U istrazivanju je sudjelovalo 65 dobrovoljnih zenskih osoba koje zive na podrucju
Zagrebacke zupanije. Ispitanice su popunjavale anketni upitnik o prehrambenim navikama,
stilu Zivota i zdravstvenom stanju kako bi se istrazila korelacija izmedu navedenih parametara
I vrijednosti indeksa tjelesne mase ispitivanih osoba. Primjer anketnog upitnika nalazi se u
prilogu 2, a sadrzi 14 pitanja rasporedenih na dvije strane. Osnovni podaci o ispitanicama koji
ukljucuju Zivotnu dob, visinu i tezinu te izracunate vrijednosti BMI s prikazom vrijednosti
standardnih devijacija dani su u tablici 12 prema kontrolnoj skupini i skupini pretilih.
Kontrolna skupina obuhvaca ispitanice &ije su vrijednosti BMI izmedu 18,5 i 25 kg m?, a
skupina pretilih ispitanice &ije su vrijednosti BMI veée od 30 kg m™. Unutar skupine pretilih,
prvom stupnju pretilosti (30 — 34,9 kg m™) pripada 15,56 % ispitanica, drugom stupnju
pretilosti (35 — 39,9 kg m™) pripada 24,44 % ispitanica, dok treéem stupnju pretilosti (>40 kg
m?) pripada 60,00 % ispitanica.

Tablica 12. Osnovni podaci 0 65 dobrovoljnih ispitanica razvrstani prema kontrolnoj skupini

i skupini pretilih s prikazom vrijednosti standardnih devijacija.

_ _ KONTROLNA SKUPINA
Osnovni podaci
SKUPINA PRETILIH
BROJ ISPITANICA 19 46
DOB (godine) 31,95 + 10,90 435+11,21
VISINA (cm) 165,53 + 6,44 162,82 + 8,95
TEZINA (kg) 59,84 + 7,07 114,77 + 22,69
BMI (kg m?) 21,81+ 2,12 42,79 + 8,22

U tablici 13 prikazani su statisticki obradeni podaci o prehrambenim navikama
ispitanica prema kontrolnoj skupini (normalna vrijednost BMI) i skupini pretilih (vrijednost
BMI veéa ili jednaka 30 kg m™). Prema Fisherovom egzaktnom testu, statisticki znacajne
razlike u prehrambenim navikama izmedu kontrolne skupine 1 skupine pretilih pronadene su u
konzumaciji broja obroka na dan i ocjenjivanju svakodnevne prehrane. U kontrolnoj skupini
63,16 % ispitanica konzumira tri obroka na dan, dok u skupini pretilih tri obroka dnevno
konzumira 31,82 % ispitanica §to upucuje na statisticki znacajnu razliku (p-vrijednost jednaka
0,0273). 31,82 % ispitanica skupine pretilih konzumira Cetiri obroka dnevno, dok to ¢ini
15,79 % ispitanica kontrolne skupine. Medutim, nije se pokazalo da ispitanice skupine pretilih

konzumiraju statisticki znacajno vise obroka u danu, nego kontrolna skupina. Ipak
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potencijalna pretilost ispitanica kontrolne skupine mozda je uzrok podcjenjivanja broja
unesenih kalorija i tendencije za uzimanjem vecih porcija obroka (Chandon i Wansink, 2007)
§to bi u ovom istrazivanju trebalo dodatno istraziti. 73,68 % ispitanica kontrolne skupine
ocjenjuje svoju prehranu uravnotezenom i raznolikom §to je statisti¢ki znacajno (p-vrijednost
jednaka 0,0141) u odnosu 38,64 % ispitanica skupine pretilih. U skupini pretilih 34,09 %
ispitanica ocjenjuje svoju prehranu bogatom slatkiSima 1 grickalicama, dok samo 5,26 %
ispitanica kontrolne skupine ocjenjuje to isto (p-vrijednost jednaka 0,0247). Dobiveni rezultati
su u skladu s ocekivanjem 1 literaturom u kojoj se navodi kako povecani unos grickalica
povecava rizik od pretilosti (Aballay i sur., 2016) provedeno na populaciji Zena 1 muskaraca u
gradu Cordoba. Takoder, u egipatskoj studiji navodi se povezanost ucestale konzumacije
grickalica i slatkiSa s razvojem pretilosti kod zaposlenih Zena (Hassan i sur., 2015).
Povezanost ucestalije konzumacije slatkiSa, grickalica, sladoleda i ¢okolade u pretilih osoba
zabiljezena je i u engleskoj studiji (O'Connor i sur., 2015). Takoder 52,57 % ispitanica
skupine pretilih ocjenjuje svoju prehranu bogatu mesom i mesnim preradevinama, dok u
kontrolnoj skupini to ocjenjuje samo 10,53 % (p-vrijednost jednaka 0,0020). Ovaj rezultat je u
skladu s ocekivanjima te se i u literaturi navodi pozitivna povezanost konzumiranja mesa i
dugotrajnog debljanja (Smith i sur., 2015). Dakle, ispitanice u skupini pretilih statisticki
znaajno vise konzumiraju hranu bogatu slatkiSima i grickalicama te mesom i mesnim
preradevinama §to je u skladu s o¢ekivanjima. U preostalim prehrambenim navikama vezanim
uz konzumaciju dorucka i dodavanja soli hrani nisu pronadene statisticki znacajne razlike.
Ipak 15,91 % ispitanica pretile skupine ne doruckuje, dok sve ispitanice doru¢kuju redovito ili
neredovito. Istrazivanje provedeno u americkim Skolama pokazalo je statisticki znacajno nize
vrijednosti indeksa tjelesne mase u djece koja su redovito konzumirala dorucak u Skoli
(Gleason i Hedley-Dodd, 2009). Istrazivanje o redukciji unosa soli kod djece je pokazalo
pozitivnu korelaciju sa sniZenjem indeksa tjelesne mase kroz smanjenje konzumacije
zasladenih sokova (He 1 sur., 2008). Navedena istraZivanja o navikama konzumiranja dorucka
i soljenja provedena su na djeci Skolske dobi pa se ne mogu u potpunosti usporediti s ovim
istrazivanjem u kojem su sudjelovale odrasle osobe.

U tablici 14 prikazane su obradeni podaci o stilu zZivota ispitanica prema kontrolnoj
skupini i skupini pretilih. Nisu pronadene statisticki znacajne razlike izmedu kontrolne
skupine 1 skupine pretilih u vremenu koje ispitanice provede sjedeci kroz dan, niti statisticki
znacajne razlike u vremenu koje ispitanice utroSe na tjelovjezbu ili hodanje. Ocekivalo se da
¢e ispitanice kontrolne skupine utrositi viSe vremena na tjelovjezbu ili hodanje obzirom da

fizicka aktivnost doprinosi smanjenju rizika od razvoja pretilosti (Mouissi i1 sur., 2015).
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Takoder nema statisticki znacajnih razlika u postotku puSacica odnosno nepusacica izmedu
kontrolne skupine i skupine pretilih. Medutim, vidljivo je da niti jedna osoba iz kontrolne
skupine ne spava manje od 6 sati, dok u skupini pretilih udio osoba koje spavaju manje od 6
sati iznosi 22,72 % $to je statisticki znacajno (p-vrijednost jednaka 0,0252). Dobiveni rezultati
su u skladu s o¢ekivanjem, a povezanost izmedu nedovoljnog spavanja i odmora te pretilosti
dokazana je i u literaturi (Shankar i sur., 2010). Obzirom na radni status, u kontrolnoj skupini
je zastupljeno 52,63 % studentica, dok je u skupini pretilih 6,67 % ispitanica studentica $to je
statisti¢ki znacajna razlika (p-vrijednost jednaka 0,0001). Takvi podaci su dobiveni na osnovu
biranja uzorka ispitanica koje je bilo najlakSe regrutirati u ovo istraZivanje. Ispitanice
kontrolne skupine uglavnom su studentice te u manjoj mjeri zaposlenice Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta.

U tablici 15 dani su obradeni podaci o zdravstvenom stanju ispitanica prema
kontrolnoj skupini i skupini pretilih. Otkrivene su statisti¢ki znac¢ajne razlike u oboljenju od
povisenog krvnog tlaka izmedu kontrolne skupine i skupine pretilih. 44,44 % ispitanica
skupine pretilih boluje od poviSenog krvnog tlaka, dok u kontrolnoj skupini samo 5,26 % S§to
je statisticki znacajna razlika (p-vrijednost jednaka 0,0013). Povezanost poviSenog krvnog
tlaka i pretilosti dosad je potvrdena u brojnim studijama (Kang, 2013). lako u kontrolnoj
skupini nema ispitanica koje boluju od dijabetesa, a u skupini pretilih su zastupljene u 15,55
%, vrijednosti se nisu potvrdile kao statisticki znacajne. U skupini pretilih 13,33 % ispitanica
boluje od dijabetesa i poviSenog krvnog tlaka, dok u kontrolnoj skupini takvih ispitanica
nema. U istrazivanju Bao i sur. (2014) istaknuta je pozitivna korelacija izmedu 100-minutne
umjerene tjelovjezbe Zena na tjedan i 47 % smanjenog rizika za razvoj dijabetesa tipa Il na

koju je utjecao i indeks tjelesne mase.
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Tablica 13. Obradeni podaci o prehrambenim navikama ispitanica prema kontrolnoj skupini s

normalnim vrijednostima BMI od 18,5 do 25 kg m™ i skupini pretilih s vrijednostima BMI

>30 kg m™.
PREHRAMBENE NORMALAN BMI BMI >30 kg m™
NAVIKE BROJ % BROJ %
BROJ OBROKA U DANU
Jedan 0 0,00 1 2,27
Dva 2 10,53 10 22,73
Tri 12 63,16 14 31,82
Cetiri 3 15,79 14 31,82
Pet ili vise 2 10,53 5 11,36
KONZUMACIJA DORUCKA
Ne doruckuju 0 0,00 7 15,91
Doruckuju neredovito 7 38,89 15 34,09
Dorudckuju redovito 11 61,11 22 50,00
SVAKODNEVNA PREHRANA
UravnoteZena i raznolika 14 73,68 17 38,64
Bogata mesom i mesnim ) 10,53 ’3 52,27
preradevinama
Bogata slatkiSima i
grickalicama ! »20 o 3409
Svaki dan konzumiraju
barem 1 mlije¢ni proizvod ° At 1o 091
Vegetarijanska 0 0,00 1 2,27
DODAVANJE SOLI HRANI
Nikada 4 21,05 12 27,27
Kad jelo nije dovoljno slano 13 68,42 28 63,64
Skoro UVI:)iI; ;:jlie nego $to ) 1053 A 9.00
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Tablica 14. Obradeni podaci o stilu Zivota ispitanica prema kontrolnoj skupini s normalnim

vrijednostima BMI od 18,5 do 25 kg m i skupini pretilih sa vrijednostima BMI > 30 kg m™.

STIL NORMALAN BMI BMI >30 kg m™
ZIVOTA BROJ % BROJ %
PUSENJE

Pusad 3 15,79 11 26,19

Povremeni pusac 3 15,79 2 4,76

Bivsi pusad 1 5,26 6 14,29

Nepusa¢ 12 63,16 23 54,76

VRIJEME PROVEDENO SJEDECI KROZ DAN

Manje od 1 sat 0 0,00 6 13,63

3 do 4 sata 5 26,32 15 34,09

8 sati 7 36,84 9 20,45

Vise od 8 sati 7 36,84 14 31,82

VRIJEME PROVEDENO NA TJELOVJEZBU KROZ DAN

Manje od 20 minuta 2 10,53 12 27,27

1 sat 8 42,11 13 29,55

2 sata 3 15,79 7 15,91

Vise od 2 sata 6 31,58 12 27,27

VRIJEME PROVEDENO SPAVAJUCI KROZ DAN

Manje od 6 sati 0 0,00 10 22,72

6 do 7 sati 10 52,63 17 38,64

8 sati 7 36,84 13 29,55

Vise od 8 sati 2 10,53 4 9,09

RADNI STATUS

Studentica 10 52,63 3 6,67
Zaposlena

(puno radno vrijeme) ° An3t o7 00,00
Zaposlena

(pola radnog vremena) ° 0.00 ' 222

Rad kod kuce 0 0,00 2 4,44

Nezaposlena 0 0,00 5 11,11

Domacica 0 0,00 3 6,66

Umirovljenica 0 0,00 5 11,11
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Tablica 15. Obradeni podaci 0 zdravstvenom statusu ispitanica prema kontrolnoj skupini i

skupini pretilih.

NORMALAN BMI BMI > 30 kg m™
UKLONJENO
BROJ % BROJ %
Tonzile 9 47,37 10 22,22
Slijepo crijevo 2 10,53 5 11,11
Nista navedeno 8 42,10 33 73,33
NORMALAN BMI BMI > 30 kg m*
BOLESTI
DA (%) NE (%) DA (%) NE (%)
Alergija 15,79 84,21 22,22 77,78
PoviSeni
5,26 94,74 44,44 55,56
krvni tlak
Dijabetes 0,00 100,00 15,55 84,45
PoviSeni krvni
N 0,00 100,00 13,33 86,67
tlak + dijabetes
Ostale bolesti 10,53 89,47 26,67 73,33

Sazetak o doprinosu istrazivanja

Istrazivanje se bavi povezanos¢u jednostrukog nukleotidnog polimorfizma rs1421085
gena FTO s pretiloS¢u u Zena Zagrebacke Zupanije §to ga ¢ini prvim takvim istraZivanjem U
sjeverozapadnom dijelu Hrvatske. Opcenito je dosad u Hrvatskoj provedeno samo jedno
istrazivanje na temu utjecaja jednostrukih nukleotidnih polimorfizama gena FTO na pretilost,
a dokumentirano je u hvarskoj studiji (Zhang i sur., 2010). Rezultati genotipizacije pokazali
su statisticki znac¢ajno vecu zastupljenost visokorizicnog genotipa CC rs1421085 gena FTO u
pretilih Zena Zagrebacke Zupanije. Analiza mikrobioma usne Supljine na uzorku sline pretilih
osoba 1 osoba normalne tjelesne tezine pokazala je nekoliko znacajnih razlika u sadrzaju
bakterija. Medutim, rezultate istrazivanja analize mikrobiome usne Supljine na uzorku sline
trebalo bi unaprijediti boljim tehnikama identifikacije mikroorganizama. Ovo je preliminarno

istrazivanje koje bi trebalo replicirati na puno veci broj ispitanika.
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5. ZAKLJUCCI

1. Na temelju analize mikrobioma usne Supljine Zena Zagrebacke zZupanije pronadena je
statistiCki znacajno ucestalija pojava bakterije Staphylococcus aureus iz koljena
Firmicutes u pretilih Zena s indeksom tjelesne mase ve¢im od 30 kg m?, dok je u Zena
s normalnim vrijednostima indeksa tjelesne mase pronadena statisticki znacajno
ucestalija pojava bakterija Streptococcus infantis, Streptococcus oralis, Stretococcus
mitis 1 Streptococcus salivarius iz koljena Firmicutes te bakterijske vrste Serratia

ureilytica iz koljena Proteobacteria.

2. Genotipizacija jednostrukog nukleotidnog polimorfizma rs1421085 gena FTO u zena
Zagrebacke Zupanije pokazala je statisti¢ki znacajno vecu zastupljenost visokorizi¢nog
genotipa CC u pretilih zena ¢ime je dokazana povezanost SNP-a rs1421085 s

pretiloscu.

3. Pokazana je statisticki znaCajna razlika izmedu skupine pretilih Zena i Zena s
normalnim vrijednostima indeksa tjelesne mase Zagrebacke Zupanije u prehrambenim
navikama pri ¢emu je prehrana pretilih Zena bogata slatkiSima i grickalicama te
mesom i mesnim preradevinama te statisticki znacajna razlika u zdravstvenom stanju
ispitivanih Zena pri ¢emu je bolest povisenog krvnog tlaka zastupljenija u pretilih

zena.
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7. PRILOZI

7.1. Popis i objaSnjenje kratica

YV V V VY

YV V. V V V V

vV V.V V V V V V V VYV V

BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylendiaminetetraacetic acid)

FRET —transfer fluorescentno rezonancijske energije (engl. fluorescence resonance
energy transfer)

FTO — gen povezan sa pretilos¢u (engl. fat mass and obesity associated gene)

GWAS - cjelogenomske asocijacijske studije (engl. genome-wide associatian studies)
HDL — "dobar" kolesterol (engl. low density lipoprotein)

IRX3- gen povezan s pretilos¢u (engl. iroquois homeobox 3 gene)

LB - Luria-Bertani podloga

MALDI — matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zracenjem
(engl. matrix assisted laser desorption/ionization)

MGB — konjugirane grupe (engl. minor groove binder)

MRNA — glasnicka RNA (engl. messenger RNA)

MRS - De Man, Ragosa i Sharpe podloga

NCBI — National Centar for Biotechnology Information

PBS — fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

rRNA — ribosomalna RNA (engl. ribosomal RNA)

SNP — jednostruki nukleotidni polimorfizam (engl.single nucleotide polymorphism)
TNFa — faktor nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor o)

tRNA — transportna RNA (engl. transport RNA)



7.2. Anketni upitnik
ANKETNI UPITNIK

PoStovani,
povjerljivost Vasih odgovora bit ¢e zasti¢ena, a dobivene informacije koristit ¢e se samo u svrhu

medicinskog istraZivanja.

Ime i prezime: ili broj Vaseg uzorka:

Datum Vaseg rodenja: Tjelesna visina: (cm) Tjelesna tezina: (kg)
Kod viSe ponudenih odgovora molim zaokruZite odgovor/e!

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

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

3. Jeste li nedavno uzeli lijek:

A) —antibiotik
B) — za snizenje povisenog krvnog tlaka
C) —inzulin

D) — protiv bolova
E) — neki drugi. Koji je:
F) — ne uzimam lijekove

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

B) —1dan
C) -2 dana
D) -7 dana

E) — 81 vise dana

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

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



7. Koliko uobi¢ajeno imate dnevnih obroka?
A - jedan
B -dva
C-tri
D - Cetiri
E — pet ili vise

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

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

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

11. Podaci o puSenju:
A- pusac
B- povremeni pusac
C- bivsi pusaé
D- nepusac

12. Unazad 7 dana, koliko ste prosjecno dnevno proveli vremena sjede¢i?
A —manje od 1 sata
C—3do 4 sata
D - 8 sati
E — viSe od 8 sati

13. Unazad 7 dana, koliko ste prosjetno dnevno proveli vremena hodajuéi ili neka druga
tjelovjezba?
A —manje od 20 minuta
C-1sat
D - 2 sata
E — viSe od 2 sata

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

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

Datum ispunjavanja ankete:




7.3. Informirani pristanak za sudjelovanje zdravih osoba u istrazivanju
INFORMIRANI PRISTANAK NA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU

NASLOV (NAZIV) ISTRAZIVANJA: Povezanost jednostrukog nukleotidnog polimorfizama rs1421085 u
ljudskom genu FTO s tjelesnom masom i mikrobiomom usne Supljine u Zena zagrebacke Zupanije

MJESTO ISTRAZIVANJA: Zagreb .
IME | PREZIME VODITELJA ISTRAZIVANJA: prof.dr.sc. Visnja BaCun Druzina

Opéi dio koji se treba nalaziti u svakom Informiranom pristanku!

Postovana,

Pozivamo da u svojstvu ispitanika sudjelujete u znanstvenom istraZivanju u kojem se ispituje geneticki
profil gena FTO i mikroorganizmi u Vasoj usnoj Supljini.
IstraZivanje je otvoreno i bez nov€ane naknade.

Zelimo da sudjelujete zato $to imate indeks tjelesne mase maniji od 25 kg/m?

(Voditelj istrazivanja je prof.dr.sc. Vi$nja Bacun Druzina. Istrazivanije ¢e se provesti u Zagrebu, a
financiraju ga ustanove: Interna klinika Rebro, KBC Zagreb, Institut Ruder BoSkovi¢ i Prehrambeno-
biotehnoloski fakultet. Istrazivanje se provodi u svrhu izrade diplomskog rada. Molimo Vas paZljivo
proCitajte ovaj Informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju u kojem se objasnjava zasto se
ispitivanje provodi i koji bi mogli biti rizici za VaSe zdravlje ukoliko pristanete sudjelovati.

U slucaju da ne razumijete bilo koji dio Informiranog pristanka molimo Vas da se za obja$enjenje
obratite ispitivaCu u istrazivanju. Vase sudjelovanje u ovom ispitivanju je dobrovoljno i moZete se u bilo
kojem trenutku povuéi. Ukoliko odlucite sudjelovati u ovom istrazivanju od Vas Ce se traziti da potpiSete
Informirani pristanak uz naznaku datuma. Informirani pristanak potpisuje i istraZivac, a potpisan preslik
Informiranog pristanka dobit ¢ete osobno prije poCetka navedenog istraZivanja. Original Informiranog
pristanka nalazi se kod istraZivaCa ovog ispitivanja.

Istrazivac koji provodi ovo istraZivanje nece primiti nikakvu financijsku naknadu.

Specifiéni dio — oblikuje se prema naravi istrazivanja

PODACI O ISTRAZIVANJU

IstraZivanje se provodi da bi se dobili podaci o genetickoj podlozi debljine te nasla povezanost sa
dosadas$njim znanstvenim spoznajama. Ovo istraZivanje je prvo takve vrste u Zagrebu i vazno je za
prezentaciju faktora rizika pojavljivanja ove bolesti.

Ispitivanje se provodi na dvije skupine ispitanika, bolesnim i zdravim osobama, da bi se moglo
usporediti i utvrditi postojanje genskih promjena i u¢estalost mikroorganizama u usnoj Supljini $to ¢e se
utvrditi iz uzoraka Vase krvi i VaSe sline.

Ispitanici ¢e bit podjeljeni u tri skupine prema indeksu tjelesne mase (indeks tjelesne mase < 25 kg/m2,
indeks tjelesne mase 30 kg/m2 - 40 kg/m2, indeks tjelesne mase = 40 kg/m?).

Postojat ¢e samo jedan susret ispitanik- istraZivac.

Od ispitanika se ocekuje da iskreno popuni anketni listi¢, provede ispitivanja u bolnici (mjerenje krvnog
tlaka), dopusti vadenje krvi i davanje 2 ml sline.



Pri jedinom susretu obavit ¢e se: upoznavanije s ispitivanjem i postupcima, ispunjavanje anketnog

listica, mjerenje krvnog tlaka, davanje uzorka krvi, ispiranje usta s 15 ml fizioloSke otopine i davanje 2 ml
sline.

Va$a krv nam je potrebna kako bi iz nje izolirali molekule DNK i analizirali gen koji nose rizik za pojavu
debljine te kako bi utvrditi jeste |i nositelj promjene tog gena.

U vrijeme ispitivanja dovoljan je posjet bolnici Interna klinika Rebro, KBC Zagreb.

MOGUCI RIZICI | NEUGODNOSTI! Ovo istrazivanje ne ukljuduje nikakav rizik osim uobi¢ajenog
svakodnevnog rizika vadenja Krvi.

MOGUCE KORISTI: Rezultati istraZivanja neée biti izravno i trenutno korisni za Vas, ali bit ée korisni za
znanstvenu zajednicu, kao podloga buducim znanstvenim istrazivanja, potencijalno buduce ciljano
lijeCenje sliénih bolesnika i mogucée buduce rano otkrivanje rizika za razvijanje tezih oblika debljine.

SLUCAJNI NALAZI

Predvidenim ispitivanjima nemoguce je naci sluajne nalaze osim nalazenja odabranih genskih
promjena, Sto se jedino i ispituje.

Ukoliko ispitanik Zeli biti obavijeSten o rezultatima istrazivanje, na vlastiti zahtjev bit ¢e mu dostavljeni
rezultati ispitivanja.

NOVI REZULTATI: ukoliko se dobiju tijekom ispitivanja, ispitanik ¢e o njima biti obavijesten.

POVJERLJIVOST | ZASTITA OSOBNIH PODATAKA

Osobni medicinski podaci i biolodki materijal (krv i slina) ispitanika bit e zavedeni pod brojem.
Osobni lijeénik koji savjetuje pacijente dodijelit ée broj po kojem ¢ée se voditi anketni listi¢ te uzorci sline i
Krvi.

Osobni podaci i biolodki materijal nakon zavrSetka istrazivanja nece se Cuvati.

Osobne podatke i rezultate istraZivanja Cuvat ¢e jedino osobni lije¢nik za korist pacijenata, a bioloSki
materijal bit ¢e unisten.

Osobni podaci i bioloSki materijal bit ¢e koriSteni SAMO u predlozenom istrazivanju i nece biti
prosljedena trecoj strani.

KORIST ZA ISTRAZIVACA

Rezultati istraZivanja bit ¢e koriSteni u svrhu objave znanstveni radova i kongresnih priopéenja.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE
Eticko povjerenstvo zdravstvene ustanove, eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu.

DOBROVOLJNO SUDJELOVANJE

Sudjelovanje u ovome istraZivanju je u potpunosti dobrovoljno. Ukoliko se odlucite sudjelovati u
istrazivanju, mozete u bilo kojem trenutku prekinuti svoje sudjelovanje u njemu. O Va$oj odluci
obavijestit ¢ete istrazivaa u pisanom obliku (adresa navedena u ovom ispitivanju). Odluka o prekidanju
sudjelovanja u istrazivanju ni na koji na€in nece utjecati na nacin, postupke i tijek Vaseg lijeCenja.

PITANJA O ISPITIVANJU | KONTAKT PODACI
Za dodatna pitanja 0 samom istrazivanju mozete se obratiti svom osobnom lije¢niku.
Ako se razbolite ili pretrpite ozljedu tijekom ovog ispitivanja obratitie se svom osobnom lijecniku.



Ovaj tekst procitajte zajedno sa istrazivaem ifili ¢lanovima obitelji.

Svojim potpisom potvrdujem da sam informirana o ciljevima, prednostima i rizicima ovog istrazivanja i
pristajem u njemu sudjelovati.

U Zagrebu,

Potpis sudionika Potpis voditelja istrazivanja
( prof.dr.sc. Visnja Bacun DruZina
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Pierottijeva 6, 10 000 Zagreb)

Ja, lije€nik istraziva¢ potvrdujem da sam usmeno pruzio potrebne informacije 0 ovom ispitivanju i dao
preslik Informiranog pristanka potpisanog od strane ispitanika i istrazivaca.

Potpis voditelja istrazivanja
(prim.dr.sc. Jozo Jelci¢

Zavod za endokrinologiju

Interna klinika Rebro, KBC Zagreb
Kipaticeva 12, 10 000 Zagreb)



7.4. Informirani pristanak za sudjelovanje pretilih osoba u istrazivanju

INFORMIRANI PRISTANAK ZA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU

NASLOV (NAZIV) ISTRAZIVANJA: Povezanost odabranih jednostrukih nukleotidnih polimorfizama u
ljudskom genu FTO s tjelesnom masom i mikrobiomom usne Supljine u zena zagrebacke Zupanije
MJESTO ISTRAZIVANJA: Zagreb

IME | PREZIME VODITELJA ISTRAZIVANJA: prof.dr.sc. Vi$nja Bacun Druzina

Postovani,

Pozivamo da u svojstvu ispitanika sudjelujete u znanstvenom istraZivanju u kojem se ispituje geneticki
profil gena FTO i mikroorganizmi u Va$oj usnoj Supljini.
Istrazivanje je otvoreno i bez nov€ane naknade.

Zelimo da sudjelujete zato $to imate indeks tjelesne mase veéi od 30 kg/m2

(Voditelj istrazivanja je prof.dr.sc. ViSnja Bacun DruZina. Istrazivanje ¢e se provesti u Zagrebu, a
financiraju ga ustanove: Interna klinika Rebro, KBC Zagreb, Institut Ruder BoSkovi¢ i Prehrambeno-
biotehnoloSki fakultet. Istrazivanje se provodi u svrhu izrade diplomskog rada. Molimo Vas pazljivo
proCitajte ovaj Informirani pristanak za sudjelovanje u istraZivanju u kojem se objaSnjava zasto se
ispitivanje provodi i koji bi mogli biti rizici za VaSe zdravlje ukoliko pristanete sudjelovati.

U slucaju da ne razumijete bilo koji dio Informiranog pristanka molimo Vas da se za objaenjenje
obratite ispitivaCu u istrazivanju. Vase sudjelovanje u ovom ispitivanju je dobrovoljno i moZete se u bilo
kojem trenutku povuéi. Ukoliko odlucite sudjelovati u ovom istrazivanju od Vas Ce se traZiti da potpiSete
Informirani pristanak uz naznaku datuma. Informirani pristanak potpisuje i istraziva¢, a potpisan preslik
Informiranog pristanka dobit ¢ete osobno prije pocetka navedenog istrazivanja. Original Informiranog
pristanka nalazi se kod istraZiva¢a ovog ispitivanja.

Istraziva koji provodi ovo istrazivanje nece primiti nikakvu financijsku naknadu.

Specifiéni dio — oblikuje se prema naravi istrazivanja

PODACI O ISTRAZIVANJU

IstraZivanje se provodi da bi se dobili podaci o geneti¢koj podlozi VaSe bolesti te nasla povezanost s
dosadasnjim znanstvenim spoznajama. Ovo istraZivanje je prvo takve vrste u Zagrebu i vazno je za
prezentaciju faktora rizika pojavljivanja ove bolesti.

Ispitivanje se provodi na dvije skupine ispitanika, bolesnim i zdravim osobama, da bi se moglo
usporediti i utvrditi postojanje genskih promjena i ucestalost mikroorganizama u usnoj Supljini Sto ce se
utvrditi iz uzoraka Vase krvi i Vase sline.

Ispitanici ¢e biti podjeljeni u tri skupine prema indeksu tjelesne mase (indeks tjelesne mase < 25 kg/m?,
indeks tjelesne mase 30 kg/m2 - 40 kg/m2, indeks tjelesne mase = 40 kg/m?2).

Postojat ¢e samo jedan susret ispitanik- istraZivac.

Od ispitanika se oCekuje da iskreno popuni anketni listi¢, provede ispitivanja u bolnici (mjerenje krvnog
tlaka), dopusti vadenje krvi i davanje 2 ml sline.

Pri jedinom susretu obavit ¢e se: upoznavanje s ispitivanjem i postupcima, ispunjavanje anketnog
listiCa, mjerenje krvnog tlaka, davanje uzorka krvi, ispiranje usta s 13 ml fizioloSke otopine i davanje
uzorka sline.



Vasa krv nam je potrebna kako bi iz nje izolirali molekule DNK i analizirali gen koji nose rizik za pojavu
debljine te kako bi utvrditi jeste |i nositelj promjene gena povezanog s pojavom debljine.

U vrijeme ispitivanja dovoljan je posjet bolnici Interna klinika Rebro, KBC Zagreb.

MOGUCI RIZICI | NEUGODNOSTI! Ovo istrazivanje ne ukljuduje nikakav rizik osim uobicajenog
svakodnevnog rizika vadenja Krvi.

MOGUCE KORISTI: Rezultati istrazivanja neée biti izravno i trenutno korisni za Vas, ali bit ¢e korisni za
znanstvenu zajednicu, kao podloga buducim znanstvenim istraZivanja, potencijalno buduce ciljano
lijeCenje sliénih bolesnika i moguce buduce rano otkrivanje rizika za razvijanje tezih oblika debljine.

SLUCAJNI NALAZI

Predvidenim ispitivanjima nemoguce je naci sluCajne nalaze osim nalazenja odabranih genskih
promjena, Sto se jedino i ispituje.

Ukoliko ispitanik Zeli biti obavijeSten o rezultatima istraZivanje, na vlastiti zahtjev bit ¢e mu dostavljeni
rezultati ispitivanja.

NOVI REZULTATI: ukoliko se dobiju tijekom ispitivanja, ispitanik ¢e o njima biti obavijesten.

POVJERLJIVOST | ZASTITA OSOBNIH PODATAKA

Osobni medicinski podaci i biolodki materijal (krv i slina) ispitanika bit ¢e zavedeni pod brojem.

Osobni lijeénik koji savjetuje pacijente dodijelit ¢e broj po kojem ¢ée se voditi anketni listi¢ te uzorci sline i
Krvi.

Osobni podaci i biolodki materijal nakon zavrSetka istraZivanja nece se Cuvati.

Osobne podatke i rezultate istrazivanja Cuvat ¢e jedino osobni lijenik za korist pacijenata, a bioloSki
materijal bit ¢e unisten.

Osobni podaci i bioloSki materijal biti koristeni SAMO u predlozenom istrazivanju i nece biti prosljedena
trecoj strani.

KORIST ZA ISTRAZIVACA

Rezultati istraZivanja bit ¢e koriSteniu svrhu objave znanstveni radova i kongresnih priop¢enja.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE
Eticko povjerenstvo zdravstvene ustanove, eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveudiliSta u
Zagrebu.

DOBROVOLJNO SUDJELOVANJE

Sudjelovanje u ovome istraZivanju je u potpunosti dobrovoljno. Vasa odluka o tome da li zelite ili ne
Zelite sudjelovati u ovom istrazivanju ni na koji naCin ne¢e utjecati na nacin, postupke i tijek Vaseg
lijeCenja. Ukoliko se odlucite sudjelovati u istraZivanju, mozete u bilo kojem trenutku prekinuti svoje
sudjelovanje u njemu. O Vasoj odluci obavijestit Cete istrazivaa u pisanom obliku (adresa navedena u
ovom ispitivanju). Odluka o prekidanju sudjelovanja u istrazivanju ni na koji nain ne¢e utjecati na nacin,
postupke i tijek Vaseg lijeCenja.

PITANJA O ISPITIVANJU | KONTAKT PODACI
Za dodatna pitanja 0 samom istrazivanju mozete se obratiti svom osobnom lijeCniku
Ako se razbolite ili pretrpite ozljedu tijekom ovog ispitivanja obratitie se svom osobnom lijeéniku.

Ovaj tekst procitajte zajedno s osobnim lije¢nikom i/ili Elanovima obitelji.



Svojim potpisom potvrdujem da sam informirana o ciljevima, prednostima i rizicima ovog istrazivanja i
pristajem u njemu sudjelovati.

U Zagrebu,

Potpis sudionika Potpis voditelja istrazivanja
( prof.dr.sc. Visnja Bacun DruZina
Prehrambeno-biotehnolo$ki fakultet
Pierottijeva 6, 10 000 Zagreb)

Ja, lije€nik istraziva¢ potvrdujem da sam usmeno pruzio potrebne informacije o0 ovom ispitivanju i dao
preslik Informiranog pristanka potpisanog od strane ispitanika i istrazivaca

Potpis voditelja istrazivanja
(prim.dr.sc. Jozo Jelci¢

Zavod za endokrinologiju

Interna klinika Rebro, KBC Zagreb
Kipaticeva 12, 10 000 Zagreb)



