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POPIS OZNAKA I KRATICA

25(OH)D 25-hidroksi vitamin D

ALT alanin-aminotransferaza
AST aspartat-aminotransferaza
ATPIII Americko drustvo za klinicku endokrinologiju (engl. American Association

of Clinical Endocrinologists/American College of Endocrinology)

CgA kromogranin A

CRP C-reaktivni protein

DBP dijastolicki krvni tlak (engl. Diastolic Blood Pressure)

ECLIA metoda  elektrokemiluminiscencije  (engl.  electrochemiluminescence

immunoassay analyzer)

GGT gama-glutamiltransferaza
HbAlc glikirani hemoglobin Alc
HDL lipoprotein visoke gustoce (engl. High Density Lipoprotein)

HOMA-IR  homeostatski model procjene inzulinske rezistencije (engl. homeostatic

model assessment of insulin resistance)

IDF Medunarodna dijabeticka federacija (engl. [International Diabetes
Federation)

IL-6 interleukin 6

ISI Matsuda indeks inzulinske osjetljivosti (engl. Matsuda insulin sensitivity
index)

IT™ indeks tjelesne mase (engl. Body Mass Index, BMI)

IR inzulinska rezistencija

LDL lipoprotein niske gustoce (engl. Low Density Lipoprotein)



MS
OB
OGTT
oT
SBP
SBT2
TNF-a

WHO

metabolicki sindrom

opseg bokova

test oralne tolerancije na glukozu (engl. Oral Glucose Tolerance Test)
opseg trbuha (engl. Waist circumference)

sistolicki krvni tlak (engl. Systolic Blood Pressure)

Secerna bolest tipa 2

¢imbenik tumorske nekroze alfa

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)



1. UVOD



1.1. Pretilost u djece i adolescenata

Pretilost u ranoj zivotnoj dobi je jedan od vodecih javno-zdravstvenih problema u
svijetu (1,2). Dobro je poznato da su danas djeca prekomjerno izloZena vanjskim
¢imbenicima ili ,,obesogenom‘ okoliSu (unos energije premasuje potroSnju energije) koji
utjeCu na razvoj pretilosti (3,4). No vazno je naglasiti da uz okoliSne ¢imbenike klju¢nu
ulogu u nastanku pretilosti imaju nasljedni ¢imbenici, s udjelom od 40% do 70%, ovisno o
istrazivanju (4,5). Danas su gotovo svako peto dijete 1 adolescent u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama (SAD) pretili, a ovisno o studiji, prevalencija u Europi se kre¢e od 5% do 31%
(6,7). Prema podacima Hrvatskog zdravstvenog-statistickog ljetopisa za 2016. godinu,
prevalencija pretilosti u Hrvatskoj kretala se ovisno o dobi od 12% do 18% u Skolskoj dobi
(8). Prilikom usporedbe s ljetopisom iz 2014. godine, prevalencija pretilosti u djece Skolske
populacije je u porastu te se 2014. godine kretala od 10% do 15% ovisno o dobi (9). Takoder,
u populaciji djece dobne starosti 7 godina u Splitsko-dalmatinskoj zupaniji u razdoblju od
1998. do 2008. godine, zabiljeZen je porast prevalencije pretilosti s 4,3% na 6,2%, u
navedenom desetogodi$njem razdoblju (10). Zbog primjetnog porasta prevalencije pretilosti,
1znimno je vazno rano prepoznavanje rizi¢nih skupina u svrhu daljnjeg pracenja i prevencije
kardiovaskularnih oboljenja. Naime, pretilost u ranoj zivotnoj dobi ve¢inom se nastavlja u
odraslu dob te je vazan ¢imbenik razvoja kardiovaskularnih komplikacija (11). Rane
kardiovaskularne komplikacije u kombinaciji s pretiloS¢u znacajno utjeCu na skracenje

ukupnoga zivotnog vijeka (12).

1.1.1. Definicije pretilosti u populaciji djece i adolescenata

U odrasloj populaciji pretilost se definira na temelju indeksa tjelesne mase (ITM) te
se smatra da je odrasla osoba prekomjerno uhranjena ukoliko ima ITM izmedu 25 i 30 kg/m?,
a pretila ukoliko je ITM iznad 30 kg/m? (13). Kod pedijatrijske populacije pretilost se
definira prema prilagodenim centilnim krivuljama I'TM za dob 1 spol, a iz kojih se izraCunava
standardna devijacija te se vrijednost prikazuje u obliku z vrijednosti (engl. z score) (Slika
1.) (14,15). Dijete ili adolescent se smatra prekomjerno uhranjen ako je ITM z-vrijednost
izmedu 1 12, a pretilo ako je ITM z-vrijednost veca od 2, koriste¢i centilne krivulje Svjetske

zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO) (14).



BMIl-for-age GIRLS

5 to 19 years (z-scores)

%]

2007 WHO Reference

BMi-for-age BOYS

5 to 19 years (z-scores)

] L\u_'é. '-IJ:-E-'.J.J'.
Age (completed months and years)

2007 WHO Reference

Slika 1. Centilne krivulje prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health
Organization, WHO) za ITM s izrazenim ITM z-vrijednostima prilagodenim za dob i spol

Izvor: Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO)
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Postoje 1 druge mogucénosti u procjeni pretilosti u pedijatrijskoj populaciji kao §to su
radioloske metode (magnetska rezonanca 1 apsorpciometrija dvostrukim rendgenskim
zrakama) 1 antropometrijska mjerenja (13,16). RadioloSke metode su u mogucénosti izrazito
precizno procijeniti stupanj pretilosti, ali se ne koriste u redovnoj klini¢koj praksi zbog
visokih troSkova, dostupnosti i/ili ionizirajuc¢eg zracenja (16). Antropometrijska mjerenja
koja ukljucuju opseg trbuha (OT), opseg bokova (OB), mjerenje koznih nabora i omjer
OT/OB, koriste se u redovitoj klinickoj praksi za procjenu distribucije masnoga tkiva u
pretilih osoba, ali treba naglasiti da su navedena mjerenja izrazito subjektivna te vrijednosti

¢esto variraju a za populaciju djece 1 adolescenata nedostaju referentni rasponi. (13,17).

1.2. Metabolicki sindrom

Porast prevalencije pretilosti je povezan s rastu¢im brojem ranih komplikacija u djece
1 adolescenata pa tako i s metaboli¢kim sindromom (MS), §to dodatno ukazuje na vaznost
ranog prepoznavanja MS-a u djecjoj 1 adolescentnoj populaciji (1,2,18,19). MS ili drugim
nazivom sindrom ,, X, prvi put je opisan 1988. godine kao novi pojam, a definira ga
kombinacija kardiovaskularnih rizi¢nih ¢imbenika: abdominalna pretilost, hipertenzija,

inzulinska rezistencija (IR) 1 hiperlipidemija (20).

1.2.1. Definicija metaboli¢kog sindroma u populaciji djece i adolescenata

Najces¢e definicije MS-a u odrasloj populaciji su prema Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji (engl. World Health Organization, WHO), Americkom drustvu za klinicku
endokrinologiju (engl. American Association of Clinical Endocrinologists/American
College of Endocrinology, ATP III) 1 Medunarodnoj dijabetickoj federaciji (engl.
International Diabetes Federation, IDF) (21-23). Sve navedene definicije sastoje se od
skupine kardiovaskularnih rizi¢nih cimbenika koji ukljuCuju pretilost, poremecaj
metabolizma lipida (poviSeni trigliceridi 1 sniZzen lipoprotein visoke gustoce (engl. High
Density Lipoprotein, HDL) kolesterol), poremecaj metabolizma glukoze 1 poviSeni krvni
tlak, a WHO definicija uz navedene ¢imbenike uzima u obzir i IR-u 1 mikroalbuminuriju

(21-23). U pedijatrijskoj populaciji situacija je puno kompleksnija te je do danas koriSteno
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vise od 40 razli¢itih definicija, a koje su izvedene iz definicija za odrasle (24,25). IDF je
2007. godine objavio novu definiciju MS-a za djecu i adolescente starije od 10 godina te se
od tada definicija prema IDF najcesce 1 koristi (Tablica 1.) (26). Prema definiciji IDF, da bi
dijete 1 adolescent zadovoljili kriterije za MS, bolesnik mora imati centralni tip pretilosti te
2 ili viSe ostalih ¢imbenika (poviSene trigliceride, snizen HDL kolesterol, poviSeni krvni tlak
sistolicki krvni tlak (engl. systolic blood pressure, SBP) 1/ili dijastolicki krvni tlak (engl.

diastolic blood pressure, DBP) te poremecen metabolizam glukoze) (26).

Tablica 1. Definicija metabolickog sindroma prema IDF za djecu 1 adolescente

Dob od 10 do 16 godina Dob stariji od 16 godina

Pretilost Opseg trbuha > 90 percentile Opseg trbuha:
Zene >80 cm

Muskarci >94 cm

Trigliceridi >1,7 mmol/L (= 150 mg/dL) >1.7 mmol/L (>150 mg/dL)
HDL kolesterol <1,03 mmol/L (40 mg/dL) Muskarci: <1.03 mmol/L
(<40 mg/dL)
Zene: <1.29 mmol/L
(<50 mg/dL)
Krvni tlak SBP >130 mmHg SBP >130 mmHg
DBP >85 mmHg DBP >85 mmHg
Glukoza Glukoza na taSte >5.6 mmol/L.  Glukoza na taSte >5.6 mmol/L
ili dijagnoza Secerne bolesti ili dijagnoza Secerne bolesti
tipa 2 tipa 2

Preuzeto iz: Zimmet P, Alberti KG, Kaufman F, i sur. The metabolic syndrome in children

and adolescents - an IDF consensus report. Pediatr Diabetes. 2007;8:299-306

1.2.2. Prevalencija metaboli¢kog sindroma u pretile djece i adolescenata

Prevalencija MS-a u pedijatrijskoj populaciji, prema razli¢itim istraZivanjima ovisi o
definiciji MS-a 1 prouc¢avanoj populaciji pretile djece i1 adolescenata te se krece od 10 do

60% (25). Na podrucju Dalmacije, koriste¢i modificiranu IDF definiciju, prevalencija MS-a
12



u pretile djece 1 adolescenata iznosi 30,3 % (2). Prevalencija MS-s u Dalmaciji je viSa nego
u susjednim mediteranskim drzavama. Tako je u Grckoj MS prisutan u 7,7% pretile djece, u
Portugalu u 8,9% pretilih adolescenata te u Italiji u 23,3% pretilih adolescenata. Sva
navedena istrazivanja koristila su istu IDF-ovu definiciju (27-29). Prevalencija MS-a u
izrazito pretilih adolescenata u Njemackoj iznosila je 40,4%, a u populaciji pretile djece 1
adolescenata u Srbiji 31,2% (18,27). Na prevalenciju MS-a ne utjece samo odabir definicije
ve¢ 1 proucavana populacija sa svojim karakteristikama kao $to su: stupanj debljine, dob,

spol, Zivotne i prehrambene navike (2).

1.2.3. PatofizioloSki mehanizam nastanka metabolickog sindroma i

kardiovaskularnih komplikacija

IR 1 upala niskog stupnja smatraju se glavnim patofizioloskim mehanizmom nastanka

ranih kardiovaskularnih komplikacija te $eéerne bolesti tipa 2 (SBT2) i MS-a (Slika 2.) (30).

Genetika i epigenetika  Zivotne navike i prehrana

Povecava centralni
tip pretilosti

1SMK
1 Adiponektin

I Inzulinska rezistencija
f Otpustanje glukoze

/

T TNF-a 1PAI-1 ﬁ)lsfunkcl]a i} stan“j ezn
ija

\ 11L-6 D) Relativn;
Tcre 5 7
\ —— Secerna bolest tipa 2

Proupalno dijelovanje , Frotrombin

Endotelna disfunkcija

Atrogena dislipidemija Hipertenzija

1 Trigliceridi
IHDL
fLoL

Slika 2. Patofizioloski mehanizam nastanka kardiovaskularnih komplikacija

Preuzeto iz: Samson SL, Garber AJ. Metabolic syndrome. Endocrinol Metab Clin North Am.
2014;43:1-23.

13



1.2.3.1. Inzulinska rezistencija

Pretilost ima klju¢nu ulogu u nastanku IR-e, koja je definirana kao smanjena
osjetljivost fizioloskih mehanizama na djelovanje inzulina (1,30,31). Inzulinski receptori se
nalaze na stanicnim membranama gotovo svih stanica ukljuCujuéi stanice jetre, masne
stanice, miSi¢e 1 krvne Zile, ali nije u potpunosti poznato utjece li IR na sva tkiva u jednakoj
mjeri (1). Inzulin se nakon lu¢enja iz beta stanica guSterace prenosi portalnim krvotokom do
jetre u kojoj potice sintezu glikogena, smanjuje glukoneogenezu i potice lipogenezu (31). U
stanju IR-e nastaju promjene u metabolizmu glukoze te se razvija poremecaj homeostaze
glukoze, dok izostaje ucinak na smanjenje lipogeneze u jetri Sto rezultira razvojem
dislipidemije (1,31,32). Ovaj paradoksalni mehanizam je prvi korak u nastanku kaskade
metabolickog poremecaja te posljedicnog nastanka kardiovaskularnih komplikacija MS-a 1
SBT2. U skeletnim misi¢ima IR remeti unos glukoze u stanicu, §to za posljedicu ima
hiperglikemiju (1,33) Takoder, IR djeluje 1 na masne stanice, a pogotovo na visceralne
masne stanice, koje postaju dodatno otporne na djelovanje inzulina, $to posljedicno utjece

na smanjenje lipogeneze te otpusStanje slobodnih masnih kiselina u krvotok (1,31).

Odredivanje IR-e je izrazito zahtjevno u pedijatrijskoj populaciji, a sastoji se od
mjerenja potrebe za glukozom za vrijeme infuzije egzogenog inzulina (engl. euglycemic—
hyperinsulinemic clamp) te u slu€aju da bolesnik ima IR-u potrebne su nize koli¢ine glukoze
za postizanje normoglikemije nego u ispitanika koji imaju odrZanu inzulinsku osjetljivost
(34,35). Navedena procedura je zlatni standard procjene IR-e, ali zbog komplikacija 1
dugotrajnosti nije standardna u svakodnevnoj klini¢koj praksi (35). Radi svega navedenoga,
u rutinskoj klinickoj praksi koriste se modeli procjene IR-e koji se temelje na mjerenjima
bazalnih vrijednosti inzulina i glukoze kao S§to je homeostatski model procjene inzulinske
rezistencije (engl. homeostatic model assessment of insulin resistance, HOMA-IR) te modeli
koje se temelje na cjelokupnim vrijednostima glukoze i inzulina tijekom cijeloga testa oralne
tolerancije na glukozu (engl. Oral Glucose Tolerance Test, OGTT) kao $to je Matsuda
indeks (engl. Matsuda insulin sensitivity index, ISI) (35-37). HOMA-IR je naj¢es¢i model
procjene inzulinske rezistencije koriSten u pedijatrijskoj populacije te je u vise istrazivanja
pokazan kao dobar prediktor IR (35). Takoder, u nekoliko istraZivanja koriStena je procjena
IR-e prema obliku krivulje glukoze kroz ¢itav OGGT kada je pokazano da monofazi¢ni oblik

ima znacajno nizu inzulinsku osjetljivosti u usporedbi s bifazi¢nim 1 viSefazi€nim krivuljama
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glukoze (38,39). Nadalje, crna akantoza (engl. acanthosis nigricans) jedna je od najcescih

koznih promjena u pretilih bolesnika 1 indirektni je znak IR-e (40).

1.2.3.2. Upala niskog stupnja

Sve je viSe znanstvenih dokaza koji ukazuju da pretilost poti¢e upalno stanje u
organizmu te se povezuje s nizom kardiovaskularnih bolesti kao §to su: hipertenzija,
dislipidemija, SBT2 i opstrukcijska apneja tijekom spavanja (1,41,42). Dugo se smatralo da
je jedina funkcija masnih stanica pohrana viSka energije, ali danas se zna da masne stanice
sluze kao samostalni endokrinoloSki organ koji izlucuje razli¢ite peptide ukljucujuci
¢imbenike upale citokine, adipokine 1 kemokine (33). Pro-upalni citokini kao $to su tumorski
nekrozni faktor alfa (TNF- a), inhibitor aktivatora plazminogena 1 (engl. plasminogen
activator inhibitor-1, PAl-1) 1 interleukin 6 (IL-6) stvaraju stanje upale niskoga stupnja (31).
C-reaktivni protein (CRP) 1 IL-6 su vode¢i biljezi upale niskog stupnja te su znacajno
poviseni u pretile djece 1 adolescenata s MS-om u usporedbi s pretilim pojedincima koji
nemaju MS (41,43). Takoder, pokazano je da razine CRP u vi§im normalnim vrijednostima
imaju prediktivnu vrijednost za razvoj kardiovaskularnih bolesti i SBT2 u odrasloj dobi

(1,44.45).

1.3. Kromogranin A

Postoji stalna potreba za pronalaskom novih molekularnih biljega koji bi dodatno
pomogli u pracenju napredovanja metabolickog poremecaja te u predvidanju prognoze u
populaciji pretile djece 1 adolescenata. Kromogranin A (CgA) je prohormon 1 granulogeni
faktor koji ima pleiotropnu ulogu u regulaciji razli¢itih organskih sustava, a nedavno je
prepoznat kao potencijalno vazan regulatorni faktor u pretilosti (46,47). Ubikvitarno se
nalazi u gotovo ¢itavom endokrinom, neuroendokrinom i neuralnom tkivu te regulira
oslobadanje katekolamina (47). Humani gen za kromogranin A (CHGA) nalazi se na 14.
kromosomu, sastavljen je od 8 egzona, a koji se prevode u protein safinjen od 439
aminokiselina (46,48). Proteoliti¢ikim cijepanjem i doradom nakon prevodenja CgA, nastaju
bioaktivni peptidi: vazostatin, kromofungin, pankreastatin, WE-14, katestatin 1 serpinin
(Slika 3.) (46,49). Vazostatin djeluje anti-adrenergicki te takoder regulira kardiovaskularni

sustav djelujuci kao anti-angiogeni faktor 1 vazodilatator (50-53). Kromofungin djeluje
15



antimikrobno i regulira imunosni sustav, a WE-14 pretpostavlja se da djeluje kao protutijelo
za CD4+ T stanice, koje su ukljuCene u nastank Secerne bolesti (54—58). Pankreastatin ima
suprotan ucinak inzulinu te utjece na pojavu IR, a serpinin djeluje na biogenezu autokrinih

granula te kao beta agonist (59-62).

Kromogranin A
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N N B [ B e
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[] l . i v

l WE-14 Serpinin
Auto-antitijelo Pro-adrenergijski

Kromofungin Pankreastatin Katestatin

Anti-mikrobno Anti-inzulinski Anti-adrenergijski

Imunoloska regulacija Anti-hipertenzivno

Pro-angiogeno
Anti-obesigeno
Pro-inulinski

Vazostatin
Anti-adrenergijski
Anti-angiogeno

Slika 3. Kromogranin A i njegovi bio aktivni peptidi

Preuzeto iz: Muntjewerff EM, Dunkel G, Nicolasen MJT, Mahata SK, van den Bogaart G.
Catestatin as a Target for Treatment of Inflammatory Diseases. Front Immunol.

2018;9:2199.

1.3.1. Katestatin

Od svih navedenih bioloski aktivnih peptida koji nastaju proteolitickim cijepanjem
CgA, katestatin ima najSiri spektar djelovanja. Jedan od glavnih mehanizama aktivnosti
katestatina je inhibicija sekrecije katekolamina putem nekompetitivne blokade nikotinskih
receptora, kako je prvi put opisano 1997. godine (Slika 4.) (63). Navedeno antagonisticko
djelovanje katestatina predstavlja novi autokrini i homeostatski mehanizam, a koji uz pomo¢
negativne povratne sprege regulira oslobadanje katekolamina iz kromafinih stanica 1 neurona
(63). Nekompetitivna blokada nikotinskog receptora katestatinom primarno se ostvaruje
onesposobljavanjem prolaska kationa u stanicu S§to utjece na signalne puteve u stanicama
(63). Pocetno vezivanje katestatina za kolinergicki nikotinski receptor vodi ka

onemogucavanju ulaska Na* iona u stani¢ni citosol i depolarizacije stanice te posljedi¢ne
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nemoguénosti ulaska Ca’+ iona u stani¢ni citosol kroz kalcijski voltazni kanal (63).
Navedeni mehanizam djeluje na kromafine granule koje egzocitozom otpustaju

katelkolamine, CgA 1 druge peptide (Slika 4.) (63).

Mjesto vezivanja

agonista (ACh)
Ca? @\ Na+G>
Kalcijski Nikotinski receptor
voltazni kanal N
Ca* Na*

®

Katestatin

° o/ Katekolamini

&)

Sekrecija
A / ° Kromogranini
transkripcija Neuropeptidi
Kromafina Egzocitoza

granula
J\/» depolarizacija
membrane

Kromafina stanica

Slika 4. Mehanizam djelovanja katestatina

Prema: Mahata SK, O’Connor DT, Mahata M 1 sur. Novel autocrine feedback control of
catecholamine release: A discrete chromogranin A fragment is a noncompetitive nicotinic

cholinergic antagonist. J Clin Invest. 1997;100:1623-33.

1.3.1.1. Povezanost katestatina i pretilosti

Postoji vrlo ogranic¢en broj studija koje su istrazivale ulogu katestatina u nastanku 1
razvoju pretilosti. Medutim, poznato je da je funkcija masnih stanica regulirana s

katekolaminima preko Cetiri vrste adrenergickih receptora ( Bi, B2, B3 1 o) (64). Aktivacijom
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3 adrenergickih receptora dolazi do stvaranja ciklickog adenozin monofosfata (cCAMP) te
aktivacije protein kinaze A, a koja aktivira hormon osjetljivu lipazu i proces lipolize
(razgradnja triglicerida) (64). Suprotno navedenom mehanizmu, o adrenergicki receptori
inhibiraju lipolizu iz ¢ega proizlazi da uloga katekolamina u patofizioloSkom mehanizmu
pretilosti ovisi o ravnotezi izmedu o 1 3 adrenergickih receptora (64,65). U provedenim
studijama in vivo 1 in vitro, pokazano je da u pretilih ispitanika dolazi do desenzitizacije
adrenergickih receptora te do blokiranja inhibicije sekrecije leptina i posljedi¢nog povecanja
razine leptina, koji dodatno povecava volumen masnih stanica (64,66—68). 1z svega
navedenoga moze se zakljuciti da katestatin moze pozitivno utjecati na desenzitizaciju B
adrenergickih 1 leptinskih receptora te tako dovesti do ponovne senzitizacije navedenih
receptora 1 normalizacije razina katekolamina i leptina (64). Navedeni mehanizam potvrden
je eksperimentalnim knock out CgA (Chga-KO) misjim modelom u kojega je inducirana
pretilost (engl. diet-induced obesity) te je dugotrajno primijenjen katestatin, a Sto je
rezultiralo dramaticnim fenotipskim promjenama smanjenjem masnoga tkiva za 25% (64).
Takoder, na eksperimentalnom modelu hiperleptinemi¢nog pretilog db/db misa, pokazano
je da je katestatin u kompeticiji s leptinom za mjesto vezivanja na leptinskom receptoru te
da djeluje na glukozni transporter 1 ovisan o Na' ionu (engl. sodium-glucose linked
transporter 1, SGLT1) $to za posljedicu ima smanjenje leptinske aktivnosti i posljedicne
hiperglikemije (69). Nadalje, na eksperimentalnom modelu hibernirajueg hrcka je
pokazano da katestatin djeluje zastitno protiv nastanka pretilosti svojim djelovanjem na
periventrikularne nukleuse u hipotalamusu S§to se odrazava na redukciju unosa hrane 1

smanjenje tjelesne mase (70).

Nazalost, do sada jo$ nije objavljeno sustavno istrazivanje o ulozi katestatina u
populaciji pretilih ljudi. Dvije opservacijske studije na populaciji odraslih s hipertenzijom 1
opstruktivnom apnejom tijekom spavanja koje su vec¢inski ukljucivale ispitanike s povisenim
ITM, pokazale su da katestatin ne korelira s ITM (r= 0.160, P=0.073 1 r=0.063, P=0.475), a
da bi se dodatno razjasnio odnos izmedu katestatina 1 pretilosti potrebno je dodatno razjasniti

utjecaj komorbiditeta (71,72).

Zakljucno, razlicite studije su na eksperimentalnim modelima pokazale da katestatin
ima znacajnu ulogu u moduliranju pretilosti, ali do sada nije u potpunosti razjasnjena uloga

katestatina u pretiloj populaciji.
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1.3.1.2. Povezanost katestatina i inzulinske rezistencije

Kako je ve¢ naglaseno, IR 1 upala niskog stupnja su glavni patofizioloski mehanizmi
nastanka kardiovaskularnih komplikacija te posljedicno MS-a. Uloga katestatina u nastanku
1 razvoju IR-e nije u potpunosti razjasnjena. U recentnom istrazivanju Ying 1 suradnika iz
2018. godine, na genski modificiranom knock out miS§jem modelu za katestatin (CST-KO
C57BL/6J), kojima je inducirana pretilost te naknadnim tretmanom s katestatinom,
pokazano je da katestatin djeluje na metabolizam glukoze i1 koncentraciju inzulina te time
poboljsava toleranciju na glukozu i smanjuje IR-u. Takoder, ovim istrazivanjem je pokazano
da katestatin utjeCe na smanjenje razine pro-upalnih citokina putem regulacije pro- i protu-
upalnih gena (73). Ova inovativna studija je po prvi put pokazala da katestatin potencijalno
djeluje na regulaciju Kupfferovih stanica i makrofaga, a budu¢i da su ucinci njihovih
citokina povezani s metabolizmom glukoze 1 inzulina, mozda 1 ovim putem katestatin

moguce ima vaznu ulogu u patofizioloSkom mehanizmu nastanka i progresije MS-a (49,73).
1.3.1.3. Povezanost katestatina i upale niskoga stupnja

Katestatin utjece na modulaciju upale niskoga stupnja na vise razina pocevsi od
lokalnog utjecaja koji, kako je pokazano u in vitro studijama, aktivira neutrofile i mastocite
(49,74-78). Takoder, katestatin sistemski djeluje protuupalno, a S§to za posljedicu ima
moduliranje 1 zaustavljanje kompleksne kaskade nastanka upalnog stanja (49). Poznato je da
pri nastanku upalnoga stanja dolazi do izlu¢ivanja kemokina CCL2 (engl. CC-chemokine
ligand 2, CCL2) 1 deregulacije medustani¢nih adhezijskih molekula ICAM-1 1 VCAM-1
(engl. intracellular adhesion molecule 1, ICAM-1 1 engl. vascular CAM-1, VCAM-1) u
endotelnim stanicama kao i aktivacije monocita koji migriraju na mjesto upale (49). Pro-
upalno stanje regulirano je 1 od strane proupalnih ¢imbenika (F4/80, integrin alfa M, Itgam,
integrin alfa X, Itgax, sintetaza duSikovog oksida 2, NOS2, makrofagni receptor kolagene
strukture, MARCO, i sintetaza duSikovog oksida, iNOS, monocitni kemotakticni protein -1,
MCP-1) 1 makrofaga te je takoder povecana produkcija proupalnih citokina (TNF- a,
interleukin 1P, IL-1pB, IL-6, interferon gama, IFN-y) 1 infiltracija CD8+ T stanica (Slika 5.
A) (49). Na razli¢itim eksperimentalnim modelima, ukljucuju¢i modele za upalnu bolest
crijeva i arteriosklerozu, pokazano je da primjena katestatina uzrokuje smanjenje infiltracije
monocita 1 makrofaga, Sto ukazuje na vaznost katestatina u regulaciji upale niskog stupnja
(71,75,76). Nadalje, katestatin djeluje pro-angiogeno te smanjuje ekspresiju ICAM-1 i1
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VCAM-1 u endotelnim stanicama ¢ime mozda utjeCe na proces ekstravazacije limfocita
(49,79). Konacno, katestatin dokazano djeluje i na humane monocite, $to rezultira porastom
protu-upalnog biljega makrofaga MRC-1 (manozni receptor C tipa 1, MRC-1) 1 smanjenjem
pro-upalnog biljega makrofaga MARCO (49,79). Vazno je naglasiti da je u viSe razliCitih
istrazivanja demonstriran pozitivan u¢inak katestatina na smanjenje proupalnih citokina
(TNF- a, IL-1P 1 IL-6) 1 manju ekspresiju proupalnih gena (F4/80, Itgam, Itgax, NOS2 1
kemokinskog liganda 2, CCL2), te povecanju ekspresiju protuupalnih gena (interleukin 10,
IL-10, makrofagni galaktozini tip lektina-1, Mgl1, interleukin 4, IL-4, arginaza 1, ARGI 1
MRCI) (Slika 5. B) (49,73,75,80). Na temelju svih navedenih mehanizama, katestatin

pozitivno utjece na pomicanje diferencijacije makrofaga s pro- na protu-upalni fenotip (49).
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Slika 5. Uloga katestatina u upali niskoga stupnja
A — Proupalno okruzenje, B — protuupalno okruzZenje nakon primjene katestatina

Preuzeto iz: Muntjewerff EM, Dunkel G, Nicolasen MJT, Mahata SK, van den Bogaart G.
Catestatin as a Target for Treatment of Inflammatory Diseases. Front Immunol.

2018;9:2199.

20



1.3.1.4. Povezanost katestatina i hipertenzije

Genska ablacija gena za CgA u eksperimentalnom misjem modelu rezultirala je
poviSenim krvnim tlakom 1 sréanom dekompenzacijom, a navedeno je stanje potpuno
reverzibilno nakon primjene egzogenog katestatina te postupno vodi do potpune
normalizacije krvnog tlaka (81,82). Uloga katestatina u nastanku 1 razvoju hipertenzije
dodatno je potvrdena na gotovo 4000 ispitanika, kada je pokazana snazna povezanost genske
varijacija alela Gly364Ser u genu za katestatin s povecanim rizikom za arterijsku
hipertenziju (prilagodeno za dob s omjerom rizika: 1,483; P=0,009 i omjer rizika: 2.951;
P=0,005) te kako nosioci t Gly364Ser alela imaju visi sistolicki krvni tlak (do =8 mm Hg;
P=0,004) 1 dijastolicki krvni tlak (do =6 mmHg; P=0,001) u odnosu na ostatak populacije
(83).

Katestatin utjece na regulaciju krvnog tlaka na nekoliko razina, a jedan od glavnih
mehanizama je prethodno opisana nekompetitivna blokada nikotinskih receptora (63).
Takoder, katestatin djeluje na otpuStanje histamina iz mastocita §to je pokazano na
eksperimentalnom modelu Stakora, gdje je primjena katestatina dovela do otpuStanja
histamina, a S§to je za posljedicu imalo poviSenje razina epinefrina 1 posljedi¢nu
vazodilataciju (84,85). Dodatno, katestatin smanjuje beta adrenergicnu stimulaciju, a koja je
posredovana duSikovim oksidom (NO) i1 ¢imbenicima oksidacijskoga stresa (reaktivni

kisikov spoj H20») (83,86,87).

Do sada su objavljene tri studije koje su promatrale koncentracije katestatina u
bolesnika s hipertenzijom (71,88,89). U prvom istrazivanju O'Connor i suradnika, iako
statisticki neznacajno, demonstrirane su niZe vrijednosti katestatina u ispitanika s
hipertenzijom u usporedbi s normotenzivnim ispitanicima (1,26 + 0,06 vs. 1,36 £ 0,03
nmol/l; P=0.270) (88). Dodatno, koncentracije katestatina su znafajno niZze u
normotenzivnih ispitanika s pozitivnom obiteljskom anamnezom na poviSeni krvni tlak u
usporedbi s normotenzivnim ispitanicima s negativnom obiteljskom anamnezom na poviSeni
krvni tlak (1,32 + 0,04 vs. 1,50 = 0,08 nmol/l; P=0,024) (88). Suprotno navedenim
rezultatima, druga istraZivanja su pokazala znacajno viSe vrijednosti katestatina u ispitanika
s poviSenim krvnim tlakom (Meng i sur. 1,53 = 0,72 vs. 1.19 + 0,74 ng/ml; P<0.01 1
Durakoglugil i sur. 2,27 + 0,83 vs. 1,92 £+ 0,49 ng/ml, P=0,004) (71,89). Navedene razlike u
koncentracijama katestatina u bolesnika s arterijskom hipertenzijom mozZda se mogu
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objasniti razli¢itim demografskim odrednicama skupina ispitanika te njihovim razli¢itim
stadijima hipertenzije (71,88,89). Naime, ispitanici koji su u po€etnim fazama hipertenzije
mogu imati snizene koncentracije katestatina, Sto za posljedicu moguce ima gubitak
vazodilatacije 1 poviSenje krvnog tlaka (71,88,89). Suprotno tome, u ispitanika koji su u
kasnijim stadijima hipertenzije, moguce dolazi do kompenzacijskog povecanja
koncentracija katestatina zbog prevelike dostupnosti katekolamina (71,90). Dodatno,
navedena dvostruka uloga katestatina u regulaciji hipertenzije bi, paradoksalno, u zavrSnim

fazama hipertenzije mogla dodatno povisiti krvni tlak (71).
1.3.1.5. Uloga katestatina u regulaciji metabolizma lipida

Uloga katestatina u metabolizmu lipida nije u potpunosti razja$njena, no smatra se
da katestatin pozitivno utjece na preusmjeravanje lipida iz masnih stanica prema jetri, gdje
beta oksidacijom dolazi do razgradnje lipida (49,73,88,91). Moguca potvrda navedenog
mehanizma moZe se naci u ¢estom pove¢anom nakupljanju lipida u bolesnika s razli¢itim
upalnim bolestima, a kako je ve¢ navedeno, bolesnici s upalnim bolestima imaju poremecen
metabolizam katestatina (49,73,88,91). Dodatno, na eksperimentalnom mi§jem modelu
CgA-KO je pokazano da primjena katestatina znacajno sniZava koncentraciju triglicerida te

reducira masne nakupine za gotovo 25% (75).

1.4. Vitamin D

Vitamin D je jedan od najvazniji sekosteroida u metabolizmu kalcija 1 fosfora te ima
kljucnu ulogu u ostvarivanju zdravlja kostiju u djece 1 adolescenata, ali takoder ima vaznu
ulogu u regulaciji razlicitih ekstraosealnih mehanizama preko receptora za vitamin D
(92,93). Ekstraosealni u¢inak vitamina D odrazava se na razliCite organske sustave, a jedan
od glavnih mehanizama je modulacija imunosnog sustava te posljedicno smanjenje upale

niskoga stupnja (92,94).
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1.4.1. Sinteza vitamina D

Dva oblika vitamina D su od klini¢ke vaznosti, vitamin D, (ergokalciferol) 1 vitamin
D3 (kolekalciferol) (92,95). Ergokalciferol se unosi u organizam putem dodataka prehrane,
a takoder ga se moze unijeti preko konzumacije hrane nezivotinjskog podrijetla (92,95).
Kolekalciferol se nalazi u hrani Zivotinjskog podrijetla 1 razli¢itim dodatcima prehrane, ali
se za razliku od ergokalciferola moze sintetizirati u koZi iz prekursora 7-dehidrokolesterola
nakon izlaganja koze ultravioletnim B (UV-B) zrakama sunca (92,95). Ergokalciferol 1
kolekalciferol su bioloski neaktivni oblici vitamina D te je potreban niz reakcija aktivacije
(92). U prvoj fazi aktivacije, odvija se hidroksilacija ergokalciferola i kolekalciferola u 25-
hidroksi vitamin D 25(OH)D prvenstveno u jetri (95). Nadalje, 25(OH)D moze biti
pohranjen u jetri ili u masnim stanicama, ili, u sljede¢em koraku aktivacije, 25(OH)D se u

bubregu dodatnom hidroksilacijom pretvara u bioloski aktivan oblik 1,25(OH)D (92,96,97).

1.4.2. Procjena statusa vitamina D i definicija hipovitaminoze D u populaciji djece

i adolescenata

25(OH)D je u vecini klini¢kih studija u pedijatrijskoj populaciji koristen kao siguran
biljeg za procjenu koncentracija vitamina D, jer 25(OH)D ima relativno dug poluzivot (2-3
tjedna), razmjerno visoke razine u cirkulacije te je otporan na bioritam paratireoidnog
hormona (98,99). Medutim, postoje znacajna neslaganja u vezi s izborom grani¢ne
vrijednosti za dostatne koncentracije 25(OH)D (92,98). Jedna od najces¢e koriStenih
definicija je prema preporukama Globalnog konsenzusa o prevenciji 1 lijeenju rahitisa, a
koje definira koncentracije 25(OH)D <30 nmol/L kao manjkave, koncentracije 25(OH)D 30
— 50 nmol/L kao nedostatne te koncentracije 25(OH)D >50 nmol/L kao dostatne (100).
Medutim, u danasnje vrijeme postoje nesuglasice kako posti¢i i odrzati optimalne serumske
koncentracije 25(OH)D koje pogoduju svim organskim sustavima uz minimalne nuspojave
(Slika 6.) (92). Zanimljivo, u recentnoj randomiziranoj kontroliranoj studiji VITAL na
gotovo 26000 odraslih ispitanika, kod kojih je kroz 5 godina primjenjivana suplementacija
vitaminom D u visokima dozama, nije pokazana niZa ucestalost kardiovaskularnih bolesti u
usporedbi s placebo skupinom, ali treba naglasiti da je prosjecna koncentracija 25(OH)D u

svih ispitanika iznosila 77 nmol/L, a svega je 12,7% ispitanika imalo koncentracije 25(OH)D
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<50 nmol/L (101). Potrebna su dodatna istrazivanja koja bih definirala jasne ciljane

vrijednosti 25(OH)D u pedijatrijskoj populaciji.

Serumska razina 25(OH)D Klinicka prezentacija

Manjkava Rahitis

Definicija ?

Hipovitaminoza D

af1oeysojiuew
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Dostatna Bez klinicke
manifestacije

Slika 6. Problematika ekstraosealnih komplikacija hipovitaminoze D

Preuzeto iz: Antonucci R, Locci C, Clemente MG, Chicconi E, Antonucci L. Vitamin D
deficiency in childhood: Old lessons and current challenges. J Pediatr Endocrinol Metab.

2018;31:247-60.

1.4.3. Povezanost vitamina D i pretilosti

Nedostatak vitamina D utvrden je u nizu razlicitih kroni¢nih bolesti ukljucujuci 1
pretilost. Utvrdena je i negativna korelacija izmedu I'TM 1 s koncentracije 25(OH)D u pretiloj
pedijatrijskoj populaciji (93,98). Uloga vitamina D u pretilih osoba nije u potpunosti

razjasnjena, ali se smatra da vitamin D pohranjen u masnom tkivu, mozda regulira upalni
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odgovor, ekspresiju gena koji reguliraju adipogenezu i adipocitnu apoptozu te takoder, utjece
na lucenje leptina i adiponektina i regulaciju intenziteta metabolizma (102,103). Takoder,
povecanje broja masnih stanica negativno utjece na pohranjivanje vitamina D u masnom
tkivu, a §to za posljedicu ima smanjenu biodostupnost vitamina D te nastanak “zacaranog

kruga* zbog uzajamnog djelovanja vitamina D 1 pretilosti (98,104).

Navedene tvrdnje potvrdene su u brojnim opservacijskim studijama koje su pokazale
da se prevalencija hipovitaminoze D u pretile djece i adolescenata krece od 6,5% pa sve do
57%, ovisno o promatranoj populaciji i definiciji (97,104—108). Takoder, vazno je naglasiti
da neadekvatna prehrana s nedostatnim unosom kravljega mlijeka, sedentaran nacin Zivota
u kojem prevladava viSesatno gledanje televizije 1 smanjena fizicka aktivnost, dodatno

negativno utjecu na koncentracije vitamina D u pretiloj pedijatrijskoj populaciji (105).

Nadalje, nekoliko studija ukazuje na mogucu povezanost manjkavih koncentracija
vitamina D s kardiovaskularnim rizi¢nim ¢imbenicima ukljucuju¢i inzulinsku rezistenciju,

hipertenziju i dislipidemiju te naknadnu pojavu MS i SBT2 (93,109-111).

1.4.4. Povezanost vitamina D i metabolickog sindroma

Uloga vitamina D u nastanku i progresiji MS-a nije u potpunosti razjaSnjena, ali
postojanost poveznice opisana je u velikoj studiji na gotovo 8500 odraslih ispitanika u SAD
gdje je pokazano da se prevalencija MS smanjuje s povec¢anjem koncentracijama 25(OH)D
(112). Nadalje, pokazana je poveznica hipovitaminoze D s povetanom prevalencijom

kardiovaskularnih bolesti u kasnijem zivotu (110,113).

Vitamin D utjece na upalu niskoga stupnja i IR-u, a kao $to je ve¢ navedeno, oni su
vodec¢i patofizioloski mehanizmi nastanaka MS-a (114). Vitamin D djeluje na osjetljivost na
inzulin djeluju¢i direktno 1 parakrino na samu gusteracu, a putem receptora za vitamin D,
modulira ionske kanale za Ca’" te povecava i ukupno otpustanje inzulina iz beta stanica
(114-116). Takoder, smatra se da vitamin D pozitivno utjece na izrazaj receptora za inzulin
koji omogucava povecan unos glukoze u stanice perifernog tkiva (114,117). Vitamin D

utjeCe na upalu niskoga stupnja smanjenjem upalne aktivnosti adipocita, inhibicijom
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djelovanja pro-upalnih citokina IL-1B, IL-6, interleukin 8 (IL-8) i interleukin 12 (IL-12),

smanjenjem upale u visceralnim adipocitima te smanjenjem kroni¢ne upale (Slika 7.) (114).

"«]/\/Y 1
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Slika 7. Metabolizam vitamina D i njegov utjecaj pretilost

Preuzeto iz: Zakharova I, Klimov L, Kuryaninova V 1 sur. Vitamin D Insufficiency in

Overweight and Obese Children and Adolescents. Front Endocrinol. 2019;10:103.

Nadalje, u seriji opservacijskih istrazivanja pokazana je povezanost pojedinacnih
odrednica MS-a i vitamina D u populaciji pretile djece 1 adolescenata (110). Vecina studija
pokazala je povezanost vitamina D s poremec¢ajem lipidograma i poviSenim krvnim tlakom,
a Sto je djelomi¢no potvrdeno u meta analizi na gotovo 26000 ispitanika iz 2014. godine koja
opisuje znacajnu negativnu povezanost izmedu koncentracija 25(OH)D 1 triglicerida (r =-

0.135, CI; -0,243, -0,025) te pozitivnu povezanost izmedu koncentracija 25(OH)D i HDL
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kolesterola (r=0,156, CI; -0,021, 0,324) (110,118). Zaklju¢no, vise serumske koncentracije
25(OH)D su povezane s povoljnijim lipidnim profilom u pedijatrijskoj populaciji, otvarajuci
mogucnost eventualnog preventivnog djelovanja vitamina D na nastanak 1 progresiju MS-a

(110,118).

U skladu sa navedenim tvrdnjama, u samo nekoliko randomiziranih kontroliranih
studija u pedijatrijskoj pretiloj populaciji je pokazan pozitivan utjecaj suplementacije
25(0OH)D (110). U randomiziranoj kontroliranoj studiji na 50 pretilih ispitanika u dobi od 10
do 16 godina koje su bile ujednacene prema svim odrednicama MS-a, pokazano je da
ispitanici iz skupine koja je kroz 12 tjedana primala suplementaciju vitamina D, imaju
znacajno nize koncentracije triglicerida, bazalnog inzulina, razinu HOMA-IR 1 udjela MS-a
u usporedbi s placebo skupinom (119). Potrebna su daljnja istrazivanja koja ¢e na veem

broju ispitanika pokazati stvaran utjecaj vitamina D na pretilost i MS.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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U skladu s problematikom istrazivanja glavni ciljevi istrazivanja su:

1.

Utvrditi razliku u koncentracijama katestatina u pretilih ispitanika u odnosu na
kontrolnu skupinu ispitanika te izmedu pretilih ispitanika s MS-om u usporedbi s
pretilim ispitanicima bez MS-a 1 kontrolne skupine ispitanika.

Ispitati povezanost katestatina s kardiovaskularnim rizicnim c¢imbenicima i
odrednicama MS-a.

Ispitati povezanost katestatina s procjenom inzulinske rezistencije HOMA-IR (engl.
homeostatic model assessment of insulin resistance) 1 biljegom upale niskoga stupnja
visoko osjetljivog C-reaktivnog proteina (engl. high-sensitivity C-reactive protein,

hsCRP).

Sporedni ciljevi istrazivanja su:

1.

Utvrditi razliku u koncentracijama 25(OH)D u pretilih ispitanika u odnosu na
kontrolnu skupinu ispitanika te izmedu pretilih ispitanika s MS-om u usporedbi s
pretilim ispitanicima bez MS-a i1 kontrolnim skupinama ispitanika.

Ispitati povezanost vitamina D s kardiovaskularni rizicnim c¢imbenicima i

odrednicama MS-a.
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Hipoteze ovog istrazivanja su sljedece:

1. Serumska koncentracija katestatina ¢e biti znacajno niza u pretilih ispitanika u odnosu
na kontrolnu skupinu ispitanika.

2. Serumska koncentracija katestatina ¢e biti znacajno niZa u pretilih ispitanika s MS-om u
odnosu na pretile ispitanike bez MS-a 1 kontrolnu skupinu ispitanika.

3. Serumska koncentracija katestatina ¢e negativno korelirati s HOMA-IR i koncentracijom
hsCRP.

4. Serumska koncentracija 25(OH)D ¢e biti znacajno niza u pretilih ispitanika s MS-om u

odnosu na pretile ispitanike bez MS-a 1 kontrolnu skupinu ispitanika.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI
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Istrazivanje je osmiSljeno 1 provedeno u Klinici za djecje bolesti, Zavodu za
endokrinologiju 1 neurologiju, Klini¢kog bolnickog centra Split i Zavodu za medicinsko
laboratorijsku dijagnostiku, Klinickog bolni¢kog centra Split te je odobreno od strane
Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split (Klasa: 500-3/17-01/10, Ur. Br.:
2181-147-01/06/ M.S.-17-2, U Splitu 20.4.2017.) 1 provedeno je u skladu s HelsinSkom
deklaracijom 1 kasnijim revizijama iste. Svi ispitanici su dali usmeno odobrenje te su roditelji

potpisali informirani pristanak prije pocetka ispitivanja.

3.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 92 pretila dijeta 1 adolescenta s ITM z vrijednosti >2, koji
su upuceni po prvi put na Kliniku za djec¢je bolesti, Zavod za endokrinologiju 1 neurologiju
zbog obrade debljine u razdoblju od travnja 2017. do lipnja 2018. godine. U istom razdoblju
uklju€eno je 1 39 zdravih ispitanika s ITM z vrijednosti <I, a koji su s promatranom
skupinom uskladeni prema spolu, dobi i pubertetskom statusu. Kriteriji iskljucenja bili su

krvni tlak, metabolizam glukoze i lipida.

Ukupan broj ispitanika ukljucenih u zavrSnu statisticku obradu iznosio je N=131.
Nakon podjele pretilih ispitanika u dvije skupine ovisno o prisustvu MS, podskupina bez

MS-om sastojala se od 61 ispitanika, a skupinu s MS-om sacinjavao je 31 ispitanik.

3.2. Definicije

Pretilost je definirana kao ITM z vrijednost >2 prilagodena za dob i spol, a izraCunata
je za sve ispitanike prema centilnim krivuljama Svjetske zdravstvene organizacije pomocu

softvera AnthroPlus (WHO, Zeneva, Svicarska) (14,41,120).

MS je definiran prema IDF iz 2007. godine na slijede¢i na¢in: OT koji prelazi 90.
centilu za djecu 1 adolescente u dobi od 10 do <16 godina 1 za adolescente u dobi od >16
godina (zene >80 cm 1 muskarci >94 cm) s dva ili vise od sljede¢ih parametara: HDL

kolesterol (od 10 do <16 god <1,03 mmol/L 1 od > 16 godina Zene <1,29 mmol/L i muSkarci
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<1,03 mmol/L), trigliceridi >1,7 mmol/L, sistolicki krvni tlak >130 mmHg ili dijastolicki
krvni tlak > 85 mmHg.

Za procjenu arterijskog krvnog tlaka koristene su prilagodene centilne krivulje prema
preporuci Europskog drustva za hipertenziju (121,122). Hipertenzija je definirana kao SBP
1/ili DBP >95. centile prilagodeno za dob, spol i tjelesnu visinu (121,122).

Status vitamina D definiran je prema preporukama Globalnog konsenzusa o
prevenciji 1 lijeCenju rahitisa na temelju serumskih koncentracija 25(OH)D (25).
Koncentracije 25-hidroksi vitamina D <30 nmol/L definiraju se kao manjkave, koncentracije
25-hidroksi vitamina D 30 — 50 nmol/L definiraju se kao nedostatne, dok se koncentracije

25-hidroksi vitamina D >50 nmol/L definiraju kao dostatne.

Procjena IR-e odredena je pomocu indeksa HOMA-IR koji se racuna kao umnozak
koncentracije inzulina nataSte (mU/L) 1 koncentracije glukoze nataSte (mmol/L), podijeljen
s 22,5, a HOMA-IR >3,16 je definiran kao IR (35,36). Takoder, koristen je indeks ISI kao
procjena IR-e tijekom cijelog testa oralne tolerancije na glukozu (engl. Oral Glucose
Tolerance Test, OGTT) te je izraCunat kao 10000 / kvadratni korijen [glukoza na taste x
inzulin na taSte] x [prosjecna glukoza x prosjecni inzulin tijekom OGTT] (37). Nadalje,
oblik krivulje glukoze tijekom OGTT koriSten je kao indirektni znak IR-e te je monofazi¢ni
oblik krivulje definiran kao porast koncentracije glukoze u prvom dijelu OGTT dok se ne
postigne maksimalna vrijednost izmedu 30 1 90 min, nakon Cega slijedi smanjenje do 120
min, a koje je >0,25 mmol/L (4.5 mg/dL) (123—125). Bifazi¢ni oblik krivulje definiran je
kao dodatni porast koncentracije glukoze >0,25 mmol/L (4.5 mg/dL) nakon pada u prvom
dijelu, a svi ostali oblici krivulje glukoze koji imaju rast krivulje u 120 minuti OGTT

smatraju se nedefinirani (123—-125).

3.3. Postupci
3.3.1. Klinicki pregled i antropometrijska mjerenja

Od svakog roditelja i ispitanika uzeta je anamneza na pojavu povisenog krvnog tlaka
te je proveden detaljan klinic¢ki pregled. Svakom ispitaniku je procijenjen stadij spolnog

razvoja te su ispitanici s pubertetskim statusom po Tanner 1 definirani kao oni u
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pretpubertetu, a svi u rasponu od Tanner 2 do Tanner 5 definirani su kao oni u pubertetu

(126,127).

Takoder su svim ispitanicima uklju¢enim u istrazivanje izvrSena antropometrijska
mjerenja. Tjelesna masa 1 visina izmjereni su na kalibriranoj vagi 1 visinomjeru (Seca,
Hamburg, Njemacka). Indeks tjelesne mase izracunat je kao tjelesna masa (kg) podijeljena
s kvadratom tjelesne visine (m?). OT mjeren je na srednjoj udaljenosti izmedu donjeg ruba
posljednjeg rebra te gornjeg ruba grebena ilijacne kosti u izdisaju, a OB mjeren je na
najSirem promjeru oko glutealne regije, a sva su mjerenja provedena u stojeCem uspravnom
polozaju. Omjer struka i bokova (engl. waist to hip ratio, SB) definiran je kao OT podijeljen
s OB. Arterijski krvni tlak mjeren je u sjedeCem polozaju, na desnoj ruci, u tri navrata te je

prosjek posljednja dva mjerenja analiziran (121,128).

3.3.2. Uzorkovanje krvi i laboratorijske analize

Svim je ispitanicama nakon 12-satnog posta u 8 sati ujutro uzorkovana venska krv
koriStenjem polietilenskog katetera iz podlakti¢ne vene. Svi uzorci su analizirani u istom
laboratoriju te su postovane standardne laboratorijske procedure. Dio uzorka je svakodnevno
analiziran, dok je drugi dio centrifugiran, alikvotiran 1 pohranjen na -80° C te je koriSten za
analizu katestatina. Tijekom provodenja laboratorijskih analiza istrazivaci nisu bili upoznati

kojoj skupini ispitanika pojedini ispitanik pripada.

Serumska koncentracija inzulina 1 25(OH)D odredena je imunokemijskom metodom
elektrokemiluminiscencijom (ECLIA) (COBAS 601, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Njemacka). Cimbenik rasta sli¢an inzulinu 1 (engl. Insulin-like growth factor 1,
IGF-1) odreden je imunokemijskom kemiluminiscencijom (CLIA) (IDS-iSYS, IDS, Tyne i
Wear, Ujedinjeno Kraljevstvo), a hemoglobin Alc (HbAlc) odreden je teku¢om
kromatografijom visoke razlu€ivosti (HPLC) (HumaNex Alc, HUMAN, Wiesbaden,
Njemacka). Koncentracija glukoze u krvi je odredena fotometrijskom metodom s
heksokinazom (ARCHITECT ci16200, Abbott Laboratories, Illinois, Chicago, SAD), a
hsCRP je odreden lateks turbidimetrijskom metodom (ARCHITECT ci16200, Abbott

Laboratories, Illinois, Chicago, SAD). Ostale laboratorijske analize odredene su
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standardnim biokemijskim tehnikama (ARCHITECT c¢i16200, Abbott, Illinois, Chicago,
SAD).

Svi su pretili ispitanici nakon bazalnog uzorkovanja krvi podvrgnuti OGTT testu te

su odredene vrijednosti glukoze 1 inzulina u 0., 30., 60., 90. 1 120. minuti izvodenja testa.

3.3.2.1 Odredivanje katestatina

Koncetracije katestatina (Cat. # EK-053-27, EIA kit, Phoenix Pharmaceuticals Inc.,
Burlingame, California, SAD) u serumu bolesnika je odredena dvostrukim enzim-
imunoadsorpcijskim testom (ELISA). Prema protokolu proizvodaca, osjetljivost testa je bila
0,05 ng/mL, s linearnim rasponom od 0,05 do 0,92 ng/mL i mjernim rasponom od 0 do 100
ng/mL. Koeficijent varijacije unutar testa bio je manji od 10%, mjerena varijabilnost unutar

testa je bila manja od 15% te je 100% prijavljena reakcija s humanim katestatinom.

3.4. Statisticki postupci

Procjena veli¢ine uzorka izracunata je uz pomoc¢ statistickog programa G*power
verzija 3.1.9.3 (Institute for Experimental Physiology, Dusseldorf, Njemacka, dostupan:
http://www.gpower.hhu.de/en.html) koriste¢i test usporedbe tri srednje vrijednosti za
nezavisne uzorke (jednosmjerna ANOVA) te je utvrdeno da ¢e se uz snagu od 90% odbaciti
nulta hipoteza koja kaze da nema razlike u koncentraciji katestatina u serumu bolesnika iz
tri skupine ispitanika ukoliko ukupan broj ispitanika iznosi 36 ispitanika, odnosno 12
ispitanika u svakoj skupini. Za izracun veli¢ine uzorka koriStene su srednje vrijednosti
podataka dobivenih u pilot studiji koja je obuhvacala po 8 ispitanika u svakoj testnoj skupini.
Srednja vrijednost ispitanika u skupini pretilih s MS iznosila je 4,95 ng/mL, u skupini pretilih
bez MS 7,87 ng/mL, a u skupini kontrola 18,70 ng/mL. Izracunata veli¢ina uc¢inka (engl.
effect size) iznosila je 0,68, a standardna devijacija skupina 8,65. Na isti nacin je provedeno
odredivanje veli¢ine uzorka za ispitivanje koncentracije 25(OH)D u serumu bolesnika te je
utvrdeno da ¢e se uz 90% vjerojatnost potvrditi razlika u koncentraciji 25(OH)D u serumu
bolesnika iz tri skupine ispitanika ukoliko ukupan broj ispitanika iznosi 87 ispitanika,
odnosno 29 ispitanika u svakoj skupini. Srednja vrijednost serumske vrijednosti 25(OH)D u

ispitanika u skupini pretilih s MS iznosila je 44,11 nmol/L, u skupini pretilih bez MS 53,87
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nmol/mL, a u skupini kontrola 75,53 nmol/L. Izracunata veli¢ina ucinka iznosila je 0,39, a

standardna devijacija skupina 33,39.

Takoder, zbog navedenog nesrazmjera promatranih skupina 1:2:1 izraunata je post
hoc snaga istrazivanja. Kada su unesene dobivene vrijednosti katestatina (prosjecna
vrijednost po skupini i prosjecna standardna devijacija) izracunata je veli¢ina u¢inka koja je
iznosila 0,29 (kao test od izbora sam odabrao ANOVA analizu varijance). Kada je navedena
veli¢ina ucinka (f=0,29) unesena uz definiranje a vrijednosti od 0,05, ukupnog uzorka od
131 1 broja skupina 3 (raspodjelu 1:2:1) — dobio se slijedeci izraun post-hoc snage testa: (1-
B) = 0,85 tj. 85%. Zakljucno, post-hoc izraCun snage istrazivanja je pokazao da snaga
istrazivanja za utvrdivanje razlike u koncentracijama katestatina iznosi 85%, $to se opcenito
smatra prihvatljivom snagom u biomedicinskim istrazivanjima (snaga >80%). U slucaju
vitamina D prema istim postavkama istraZivanja izracunata je veli¢ina ucinka koja je iznosila
0,36. Uz =0,36, a. od 0,05, te snagu od 95% 1 broj skupina 3 (raspodjelu 1:2:1), izracunat je
a-priori potreban broj ispitanika od 123.

StatistiCka obrada podataka provedena je koriStenjem statistiCkih programa Prism 7
za Mac OS X (verzija 7.0 d, GraphPad, La Jolla, CA, SAD) i MedCalc za Windows (v.
11.5.1.0, MedCalc Software, Ostend, Belgija). Za procjenu normalne distribucije podataka
koristen je Kolmogorov-Smirnov test. Kontinuirani podatci prikazani su kao srednja
vrijednosti + standardna devijacija (SD), dok su kategorijski podatci prikazani kao cijeli
brojevi 1 postotci (%). Za analizu kontinuiranih podataka koriSten je Studentov t-test (2
skupine) ili jednosmjerna analiza varijance - ANOVA ( >2 skupine) s post-hoc Tukey HSD
testom, a za analizu kategorijskih podataka koriSten je hi-kvadrat (y2) test. Nadalje, za
korelaciju izmedu razli¢itih kardiovaskularnih riziénih ¢imbenika koriSten je Pearsonov
koeficijent korelacije. Dodatno je koristena logisticka regresija da bih se utvrdili neovisni
znaCajni prediktori serumske koncentracije katestatina u ispitanoj skupini. Statisticka

znacajnost definirana je kao P <0,05.
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4. REZULTATI
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U ovo istrazivanje ukljuceno je 92 pretila ispitanika i 39 kontrolnih ispitanika, bez
statisticki znacajne razlika u dobi 1 spolu medu skupinama. Nadalje, nije bilo statisticki
znacajne razlike u pubertetskom statusu izmedu pretilih ispitanika i1 kontrolne skupine

(Tablica 2.).

Tablica 2. Demografske karakteristike ispitanika uklju¢enih u istrazivanje

Varijabla Pretili ispitanici Kontrolna skupina P’
(N=92) (N=39)
Spol — N (%)
Musko 52 (56,5) 18 (46,2) 0,339
Zensko 40 (43,5) 21 (53,8)
Dob (godine) 13,95 +2,32 14,36 +2,17 0,344
Pubertetski status — N (%)
Tanner 1 12 (13,1) 5(12,8) 0,997
Tanner 2 13 (14,1) 6 (15,4)
Tanner 3 11 (11,9) 5(12,8)
Tanner 4 27 (29,4) 12 (30,8)
Tanner 5 29 (31,5) 11 (28,2)

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) ako nije drugacije
navedeno
* Usporedba izmedu grupa provedena je s t-testom ili hi-kvadrat testom
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Statisticki znacajna razlika utvrdena je u svim antropometrijskim karakteristikama
izmedu pretilih ispitanika 1 kontrolne skupine, osim u tjelesnoj visini (Tablica 3.). Takoder,
60,9% pretilih ispitanika je imalo crnu akantozu, a niti jedan kontrolni ispitanik nije imao

crnu akantozu.

Tablica 3. Antropometrijske 1 kliniCke karakteristike ispitanika ukljuCenih u istrazivanje

Varijabla Pretili ispitanici Kontrolna skupina P’
(N=92) (N=39)

Tjelesna visina (cm) 166,2 + 16,16 165,9 + 10,59 0,906
Tjelesna masa (kg) 87,58 £19,05 56,13 £ 11,46 <0,001
ITM (kg/m?) 30,66 + 3,59 20,19 £ 2,54 <0,001
ITM z vrijednost 2,74 £ 0,46 0,18 £ 0,76 <0,001
Opseg trbuha (cm) 101,9 £ 9,97 72,65 £ 6,84 <0,001
Opseg bokova (cm) 109,3 £ 13,39 86,94 + 7,04 <0,001
Omjer struka i bokova 0,94 £ 0,07 0,84 £ 0,05 <0,001
Akantoza — N (%) 56 (60,9) 0 (0) <0,001

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) ako nije drugacije
navedeno

ITM — indeks tjelesne mase

* Usporedba izmedu grupa provedena je s t-testom ili hi-kvadrat testom

39



=

172}

o

=}

=

=

B2

=

o

g

et

o

<

i~

. p—

n .

s ~

: [}

2 5

a2 g

< ©

—

s 3

==

b (5]

L =

< B

S =
=
-~

a

@] Q.W.

-~

< m

N —_
o
>
o
o]
<
N



Nadalje, pronadena je statistiCka znacajna razlika izmedu podskupina s i bez MS-a u
tjelesnoj masi (93,28 £ 16,62 vs. 84,78 + 19,71 kg, P=0,043) i ITM (31,87 + 3,47 vs. 30,04
+ 3,52 kg/m2, P =0,019) (Tablica 4.).

Tablica 4. Demografske 1 antropometrijske karakteristike pretilih ispitanika ovisno o

prisutnosti MS

Varijabla Pretili s MS Pretili bez MS P’
(N=31) (N=61)
Spol — N (%)
Musko 16 (51,6) 36 (59) 0,514
Zensko 15 (48,4) 25 (41)
Dob (godine) 14,28 +£ 2,37 13,78 £ 2,29 0,327
Tjelesna visina (cm) 170,7 + 11,76 163,9 + 17,64 0,057
Tjelesna masa (kg) 93,28 £ 16,62 84,78 £ 19,71 0,043
ITM (kg/m?) 31,87 £ 3,47 30,04 £3,52 0,019
ITM z vrijednost 2,85+ 0,57 2,69+0,4 0,117

MS — metabolicki sindrom, ITM — indeks tjelesne mase

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) ako nije drugacije
navedeno

* Usporedba izmedu grupa provedena je s t-testom ili hi-kvadrat testom
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Rezultati analize odrednica MS-a izmedu pretilih ispitanika s MS-om i1 bez MS-a, a
koji su usporedeni s kontrolnom skupinom prikazani su u Tablici 5. Statisticki znacCajna

razlika pronadena je kod svih odrednica MS-a.

Tablica 5. Odrednice MS-a kod pretile djece i1 adolescenata s ili bez MS-a u usporedbi s

kontrolnom skupinom

Varijabla Pretili s MS  Pretili bez MS Kontrolna P’
skupina
(N=31) MS (N=61)
(N=39)
Opseg trbuha (cm) 104,8 £8,76  100,5+10,3 72,65 + 6,84  <0,001%
Trigliceridi (mmol/L) 1,55+ 0,81 1,07 £ 0,41 0,69+0,32  <0,001%¢

HDL kolesterol (mmol/L) 0,95+0,13 1,17+0,23 1,46 £0,26  <0,0012b¢
SBP (mmHg) 134,8 £15,23 119,11 £9,98 108,4 £8,32 <0,0012b
DBP (mmHg) 79,42 +792 73,23 +£8,04 65,9+£6,97 <0,0012¢

Glukoza nataSte (mmol/L) 5,18+ 0,86 4,94 £ 0,38 4,77 £ 0,34 0,006°

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

MS —metabolicki sindrom, HDL — lipoprotein visoke gustoce, SBP — sistolicki krvni tlak,
DBP — dijastolicki krvni tlak

* Usporedba izmedu grupa provedena je s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s
post-hoc Tukey HSD testom

2 Podskupina pretilih ispitanika s MS usporedeni s podskupinom pretilih ispitanika bez MS
b Podskupina pretilih ispitanika s MS usporedeni s kontrolnom skupinom

¢ Podskupina pretilih ispitanika bez MS usporedeni s kontrolnom skupinom

Rezultati usporedba ostalih biokemijskih 1 klinickih karakteristika izmedu pretilih
ispitanika s MS-om 1 bez MS-a, a koji su usporedeni s kontrolnom skupinom prikazani su u
Tablici 6. Statisticki znacajna viSe vrijednosti LDL kolesterola, AST, ALT, GGT, inzulina
nataSte, HbAlc 1 hsCRP imali su pretili ispitanici s MS-om, a u usporedbi s pretilim

ispitanicima bez MS-a i kontrolnom skupinom.
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Tablica 6. Ostale biokemijske 1 klinicke karakteristike pretile djece i1 adolescenata s ili bez

MS u usporedbi s kontrolnom skupinom

Varijabla Pretili s MS Pretili bez Kontrolna P’
MS skupina
(N=31)
MS (N=61) (N=39)

Ukupni kolesterol (mmol/L) 443 +1,1 4,14 +£0,75 4,1+0,78 0,209

LDL kolesterol (mmol/L) 2,86 £0,8 2,49 + 0,69 2,32+0,72 0,009
AST (U/L) 21,61 £6,86 21,13+7,42 18,51 £5,52 0,099
ALT (U/L) 30,9+£19,83 24,67+17,58 14,44+£5,06 <0,001%
GGT (U/L) 23,81 +13,9 18,98+1034 12,87+2,35 <0,001
Urea (mmol/L) 4,22 + 1,04 4,07+ 0,91 4,35 +0,98 0,359
Kreatinin (umol/L) 60,45 +10,79 57,49 +£8,56 58,46+6,78 0,306
Inzulin nataSte (mIU/L) 32,02 +£20,12 25,15 £ 16,66 1,5+4,79 <0,001%
IGF-1 (nmol/L) 41,36 £ 17,56 36,86+ 13,29 40,61 +12,74 0,261
Hemoglobin Alc (%) 5,47 +0,35 5,44+ 0,29 5,23 +0,31 0,0012b
hsCRP (mg/L) 2,92 +£2,25 2,55 +2,05 0,75+1,63  <0,001%

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

MS — metabolicki sindrom, LDL - lipoprotein niske gusto¢e, ALT — alanin-
aminotransferaza, AST — aspartat-aminotransferaza, GGT — gama-glutamiltransferaza, IGF-
1 — ¢imbenik rasta slican inzulinu 1, hsCRP — C reaktivni protein visoke osjetljivosti

* Usporedba izmedu grupa provedena je s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s
post-hoc Tukey HSD testom

2 Podskupina pretilih ispitanika s MS usporedeni s kontrolnom skupinom

b Podskupina pretilih ispitanika bez MS usporedeni s kontrolnom skupinom
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StatistiCki znacajno vise vrijednostt HOMA-IR (7,99 + 7,78 vs. 5,58 &+ 3,89 vs. 2,67
+ 1,05, P<0,001) imali su pretili ispitanici s MS-om, a u usporedbi s pretilim ispitanicima

bez MS-a i kontrolnom skupinom (Slika 11.).

F=11,54, R2=0,153, P<0,001

Kontrolna skupina Pretili ispitanici bez MS  Pretili ispitanici s MS

Slika 11. Razine HOMA-IR indeksa u pretile djece i adolescenata s ili bez MS u usporedbi

s kontrolnom skupinom

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)
HOMA-IR — homeostatski model procjene inzulinske rezistencije, MS — metabolicki

sindrom
Usporedba izmedu skupina provedena je s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s

post-hoc Tukey HSD testom
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Nadalje, statisticki znaajna razlika pronadena je u indeksu ISI izmedu pretilih

ispitanika s MS-om i bez MS-a (1,79 + 0,87 vs. 2,53 £ 1,46, P=0,011) (Slika 12.).

P=0,011

ISI indeks

Pretili ispitanici bez MS Pretili ispitanici s MS

Slika 12. Razine ISI indeksa u pretile djece i adolescenata s ili bez MS
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

ISI — Matsuda indeks, MS — metabolic¢ki sindrom
Usporedba izmedu skupina provedena je s t-testom
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4.1. Serumske koncentracije katestatina u usporedbi s odrednicama MS i

ostalim kardiovaskularnim rizi¢nim ¢imbenicima

Statisticki znacajno niZe koncentracije katestatina u serumu su zabiljeZene u skupini
pretilih ispitanika u usporedbi s kontrolnom skupinom (10,03 &+ 5,05 vs. 13,13 + 6,25 ng/ml,
P=0,004). Nadalje, nakon stratifikacije pretilih ispitanika u dvije podskupine prema
prisutnosti MS-a 1 usporedbe s kontrolnom skupinom pronadeno je da pretili ispitanici s MS-
om imaju statisticki najnizu koncentraciju katestatina u odnosu na pretile ispitanike bez MS-
a 1 kontrolnu skupinu ispitanika (9,02 + 4,3 vs. 10,54 + 5,36 vs. 13,13 + 6,25, P=0,008), kao

Sto je prikazano na Slici 13.

F=5,05, R2=0,077, P=0,008

24- P=0,007

P=0,063 P=0,439

201

161

121

Serumska koncentracija katestatina (ng/mL)

Kontrolna skupina Pretili bez MS Pretili s MS

Slika 13. Serumske koncentracije katestatina u pretile djece 1 adolescenata sa ili bez MS u

usporedbi s kontrolnom skupinom

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

MS — metabolicki sindrom

Usporedba izmedu skupina provedena je s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s
post-hoc Tukey HSD testom
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Nadalje, nisu zabiljezene znacajne razlike u koncentracijama katestatina u serumu u
svih ispitanika nakon stratifikacije prema spolu (musko 11,03 + 5,86 vs. zensko 10,92 + 5,36
ng/mL, P=0,918) 1 pubertalnom status (pretpubertetski 12,33 + 6,95 vs. pubertetski 10,76 +
5,37 ng/mL, P=0,287). Dodatno, znaCajne razlike u koncentracijama katestatina u serumu
nisu uocene u svih ispitanika nakon stratifikacije prema pubertetskom statusu definiranom
prema Tanneru (Tanner 1 12,33 &+ 6,95 vs. Tanner 2 11,91 £+ 6,78 vs. Tanner 3 10,71 £+ 3,97
vs. Tanner 4 11,76 £ 5,3 vs. Tanner 5 9,32 + 5,12 ng/mL, P=0,237).

Koncentracija katestatina u serumu je znacajno 1 negativno korelirala s DBP
(r=0,253, P=0,014), HOMA-IR (r=—0,215, P=0,037), i s koncentracijom hsCRP (r=—0,208,
P=0,044) u pretilih i kontrolnih ispitanika, a nije pronadena statisticki znacajna korelacija s

ostalim mjerenim parametrima (Table 7.).

Tablica 7. Korelacija izmedu koncentracije katestatina u serumu ispitanika 1

kardiovaskularnih rizi¢nih faktora

Varijabla Svi ispitanici (N=131)
r P

ITM z vrijednost -0,183 0,078
Ukupni kolesterol (mmol/L) -0,176 0,089
Trigliceridi (mmol/L) - 0,065 0,536
HDL kolesterol (mmol/L) 0,116 0,267
LDL kolesterol (mmol/L) - 0,087 0,406
SBP (mmHg) - 0,026 0,807
DBP (mmHg) - 0,253 0,014
HOMA-IR - 0,215 0,037
hsCRP (mg/L) - 0,208 0,044
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ITM — indeks tjelesne mase, HDL — lipoprotein visoke gustoce, LDL — lipoprotein niske
gustoce, SBP — sistolicki krvni tlak, DBP — dijastoli¢ki krvni tlak, HOMA-IR — homeostatski
model procjene inzulinske rezistencije, hsCRP — visoke osjetljivosti C-reaktivni protein

* Pearsonov koeficijent korelacije

Multivarijatna logisticka regresijska analiza prilagodena za dob, spol i ITM z
vrijednost u regresijskom modelu nije pokazala da katestatin (OR 0,95, 95% Cl 0,86-1,04;
P=0,246) djeluje kao neovisni prediktor za prisustvo MS.

Podjelom svih ispitanika ovisno o razinama HOMA-IR, 87 ispitanika imalo je
HOMA-IR >3.16, a dok je 44 ispitanika imalo HOMA-IR <3.16. Statisticki zna¢ajno nize
koncentracije katestatina u serumu je pronadeno u ispitanika s HOMA-IR >3.16 u usporedbi
s ispitanicima koji su imali HOMA-IR <3.16 (10,18 + 5,00 vs. 12,6 + 6,43, P=0,023) (Slika
14.).

24

P =0,023

201

161

121

Serumska koncentracija katestatina (ng/mL)

HOMA-IR 23.16 | HOMA-IR <3.16
Slika 14. Odnos izmedu serumskih koncentracija katestatina i HOMA-IR

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)
HOMA-IR — homeostatski model procjene inzulinske rezistencije
Usporedba izmedu skupina provedena je s t-testom
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Nadalje, podjelom svih pretilih ispitanika ovisno o obliku krivulje glukoze tijekom
OGTT testa, monofazi¢ni oblik krivulje je imalo 44 (47,8%) ispitanika, dok je 48 (52,2%)
imalo bifazi¢ni ili jedan od ostalih oblika krivulje glukoze. Statisti¢ki znacajno niza
koncentracija katestatina u serumu je pronadena u ispitanika koji su imali monofazi¢ni oblik
za vrijeme OGTT (8,91 £5,46 vs. 11,1 4,42, P=0,043) (Slika 15.). Takoder, u istoj skupini
bolesnika nije pronadena statisticki znacajna korelacija izmedu serumskih koncentracija

katestatina i indeksa ISI (r=0,007, P=0,458).

24

201 P =0,043

161

Serumska koncentracija katestatina (ng/mL)

Monofazi€na krivulja Bifazi¢na i ostali oblici krivulja

Slika 15. Odnos izmedu serumskih koncentracija katestatina 1 oblika krivulje glukoze

tijekom OGTT testa u pretilih ispitanika

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)
Usporedba izmedu skupina provedena je s t-testom
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Nadalje, nakon podjele svih ispitanika na podskupine ovisno o prisustvu povisenog
krvnog tlaka i pozitivne obiteljske anamneze na poviSeni krvni tlak, podskupina s poviSenim
SBP, a koja ukljucuje 33 ispitanika, pokazala je statisti¢ki znaCajno niZe koncentracije
katestatina u usporedbi s podskupinom bez povisenog SBP (9,27 + 5,04 vs. 12,33 + 7,38
ng/mL, P=0,033) (Slika 16.).

24+
P=10,033

201

161

Serumska koncentracija katestatina (ng/mL)

2130 mmHg <130 mmHg

Slika 16. Odnos izmedu serumskih koncentracija katestatina 1 SBP

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

>130 mmHg — sistoli¢ki krvni tlak >130 mmHg, <130 mmHg — sistoli¢ki krvni tlak <130
mmHg

Usporedba izmedu skupina provedena je s t-testom
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Podskupina ispitanika s povisenim DBP, sacinjena od 15 ispitanika, usporedena s
ispitanicama koji nisu imali poviSeni DBP, imala je statisti¢ki znacajno niZze koncentracije

katestatina (7,87 + 4,51 vs. 12,17 = 7,23 ng/mL, P=0,027) (Slika 17.).

24
P = 0,027

201

161

Serumska koncentracija katestatina (ng/mL)

<85 mmHg

Slika 17. Odnos izmedu koncentracija katestatina u serumu ispitanika i DBP

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

>85 mmHg — dijastolicki krvni tlak >85 mmHg, <85 mmHg — dijastolicki krvni tlak <85
mmHg

Usporedba izmedu skupina provedena je s t-testom
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Nakon dodatnog spajanja podskupina s povisenim SBP i1 DBP u podskupinu s
povisenim SBP 1/ili poviSenim DBP, a koja ukljucuje 40 ispitanika, podskupina s povisenim
SBP i/ili poviSenim DBP u usporedbi s normotenzivnim ispitanicima je imala statisticki
znacajno nize vrijednosti katestatina u serumu (9,31 +4,78 vs. 12,56 = 7,56 ng/mL, P=0,016)
(Slika 18.).
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Slika 18. Odnos izmedu serumskih koncentracija katestatina 1 povisSenog krvnog tlaka

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

>130 mmHg 1/ili 285 mmHg — sistolic¢ki krvni tlak >130 mmHg 1/ili dijastolicki krvni tlak
>85 mmHg, <130 1 <85 mmHg — sistolic¢ki krvni tlak <130 mmHg i dijastolicki krvni tlak
<85 mmHg

Usporedba izmedu skupina provedena je s t-testom
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Takoder, nakon podjele ispitanika u podskupine s povisenim SBP i/ili povisSenim
DBP prema percentilima krivuljama, a koja ukljucuje 42 ispitanika, statisticki znacajno nize
vrijednosti katestatina imala je podskupina sa SBP >95. percentila i/ili DBP >95. percentila
u usporedbi s ispitanicima iz podskupine SBP <95. percentila i DBP <95. percentila (8,62 +
4,48 vs. 11,85 £ 7,49, P=0,021) (Slika 19.).
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Slika 19. Odnos izmedu serumskih koncentracija katestatina 1 povisenog krvnog tlaka

definiranog prema percentilinim krivuljama

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)
Usporedba izmedu skupina provedena je s t-testom
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Dodatno, analizirali smo ispitanike na temelju pozitivne obiteljske anamneze
poviSenog krvnog tlaka i utvrdili da podskupina obuhvaca 33 ispitanika s pozitivnom
obiteljskom anamnezom, a koji imaju statisticki znacajno niZe koncentracije katestatina nego
ispitanici s negativnom obiteljskom anamnezom na poviseni krvni tlak (9,51 £ 5,79 vs. 12,52

+ 7,4 ng/mL, P=0,031) (Slika 20.).
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Slika 20. Odnos izmedu serumskih koncentracija katestatina i pozitivne obiteljske anamneze

na poviSen krvni tlak

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)
Usporedba izmedu skupina provedena je s t-testom
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4.2. Serumske koncentracije 25(OH)D u usporedbi s odrednicama MS i

ostalim kardiovaskularnim rizi¢nim ¢imbenicima

Serumske koncentracije 25(OH)D su statisticki znacajno nize u pretilih ispitanika u
usporedbi s kontrolnom skupinom (52,0 = 17,93 vs. 64,09 + 25,82 nmol/L, P=0,003). Nakon
dodatne stratifikacije pretile djece i adolescenata s obzirom na prisutnost MS-a i naknadnu
usporedbu s kontrolnom skupinom, analiza je pokazala da je skupina pretilih bolesnika s
MS-om imala statisticki znacajno nizu koncentraciju 25(OH)D u odnosu s pretilim
ispitanicima bez MS-a i kontrolne skupine ispitanika (46,99 = 17,11 vs. 54,58 + 17,93 vs.
64,09 £ 25,82 nmol/L, P =0,003) (Slika 21.).

F=6,19, R?=0,089, P=0,003
P=0,002

100 P=0,065 P=0,217

80+

[=2]
o

25(0OH)D (nmol/L)
B

Serumska koncentracija

20+

Kontrolna skupina Pretili bez MS Pretili s MS

Slika 21. Serumske koncentracije 25(OH)D u pretile djece 1 adolescenata s ili bez MS u

usporedbi s kontrolnom skupinom

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

25(OH)D — 25-hidroksi vitamin D, MS —metabolicki sindrom

Usporedba izmedu grupa provedena je s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s
post-hoc Tukey HSD testom
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Nadalje, od 92 pretilih ispitanika, 8 (8,6%) je imalo manjkavu koncentraciju
25(0OH)D, 42 (45,7%) je imalo nedostatnu koncentraciju 25(OH)D, a 42 (45,7%) je imala
dostatnu koncentraciju 25(OH)D, dok od 39 kontrolnih ispitanika, 1 (2,6%) je imao
manjkavu koncentraciju 25(OH)D, 11 (28,2%) je imalo nedostatnu koncentraciju 25(OH)D,
a 27 (69,2%) imalo je dostatnu koncentraciju 25(OH)D (P=0,039) kako je prikazano na Slici

Ben T
Agv g

ak (%)
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Kontrolna skupina Pretili ispitanici

Slika 22. Status 25(OH)D u pretilih ispitanika 1 kontrolnoj skupini

25(OH)D — 25-hidroksi vitamin D
Usporedba izmedu skupina hi-kvadrat testom
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Nakon stratifikacije pretilih ispitanika prema statusu 25(OH)D na tercile, nije
pokazana statisticka razlika u dobi, tjelesnoj visini, tjelesnoj masi, I[ITM ispitanika 1 ITM z

vrijednosti.

Tablica 8. Demografske 1 antropometrijske karakteristike pretilih ispitanika nakon podjele

u tercile prema koncentracijama 25(OH)D u serumu

Varijable Prva tercila Druga tercila Treca tercila P’
25(OH)D 25(OH)D od 25(OH)D
<43,17 nmol/LL 43,17 do 58,6  >58,6 nmol/L
nmol/L
Dob (godine) 14,46 + 2,32 13,51 +2.4 13,79 +£2,18 0,260
Tjelesna visina (cm) 168,2 + 11,98 166,3+11,33 164,3+23,08 0,660
Tjelesna masa (kg) 89,94 + 18,98 84,71 £17,33  88,57+21,27 0,547
ITM (kg/m?) 31,4 +3,45 30,37 +£4,05 30,13 £ 3,21 0,356
ITM z vrijednost 2,73 +£0,36 2,79 + 0,57 2,68 +0,42 0,669

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

25(0OH)D — 25-hidroksi vitamin D, HDL — lipoprotein visoke gustoc¢e, SBP — sistolicki krvni
tlak, DBP — dijastolicki krvni tlak

* Usporedba izmedu grupa provedena je s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s
post-hoc Tukey HSD testom

59



U istim promatranim podskupinama statisticki znacajno vise vrijednosti triglicerida
imali su ispitanici s najnizim vrijednostima 25(OH)D, a dok s obzirom na ostale

odrednicama MS-a nije pronadena statisticki znacajna razlika (Tablica 9.).

Tablica 9. Odrednice MS kod svih pretilih ispitanika nakon podjele u tercile prema

koncentracijama 25(OH)D u serumu

Varijable Prva tercila Druga tercila Treca tercila P’
25(OH)D 25(OH)D od 25(OH)D
<43,17 nmol/LL 43,17 do 58,6  >58,6 nmol/L
nmol/L

Opseg trbuha (cm) 105,0 10,82 99,85 £ 10,05 100,9 + 8,58 0,109
Trigliceridi (mmol/l) 1,47 £0.79 1,14 £ 0,48 1,08 + 0,49 0,032°
HDL kolesterol (mmol/I) 1,09 £ 0,21 1,09 £ 0,23 1,09 £ 0,25 0,986
SBP (mmHg) 125,3 + 14,61 122,2 £ 13,64 125,7+14,32 0,569
DBP (mmHg) 77,47 £9,48 74,39 £ 7,05 73,97 £ 8,74 0,221
Glukoza nataste (mmol/l) 4,89 + 0,46 5,17+0,76 4,99 £ 0,5 0,171
25(OH)D (nmol/L) 33,81 +£7,13 49,5 £4,55 72,76 £ 11,43  <0,001%°

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)

25(0OH)D — 25-hidroksi vitamin D, HDL — lipoprotein visoke gusto¢e, SBP — sistoli¢ki krvni
tlak, DBP — dijjastolicki krvni tlak

* Usporedba izmedu grupa provedena je s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s
post-hoc Tukey HSD testom

2 Prva tercila 25(OH)D usporedeni s drugom tercilom 25(OH)D

b Prva tercila 25(OH)D usporedeni s tre¢om tercilom 25(OH)D

¢ Druga tercila 25(OH)D usporedeni s treCom tercilom 25(OH
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Daljnjom analiza istih podskupina i njihov odnos s ostalim kardiovaskularnim

rizinim faktorima prikazan je u Tablici 10. Statisticki znacajna niZe vrijednosti ukupnog

kolesterola i LDL kolesterola imali su pretili s najnizim vrijednostima 25(OH)D.

Tablica 10. Biokemijske 1 klini¢ke karakteristike u svih pretilih ispitanika nakon podjele u

tercile prema koncentracijama 25(OH)D u serumu

Varijable Prva tercila Druga tercila Treca tercila P’
25(OH)D 25(OH)D od 25(OH)D
<43.17 nmol/L  43.17do 58.6  >58.6 nmol/L
nmol/L

Ukupni kolesterol (mmol/L) 4,6 £0,91 3,97 £0,63 4,18+1,01 0,0172
LDL kolesterol (mmol/L) 2,85+0,73 2,4+0,61 2,54+0,7 0,035*
AST (U/L) 22,1 £8,01 20,94 + 7,66 20,87 +£6,08 0,763
ALT (U/L) 29,8 £ 19,29 27,0+21,67  23,17+13,75 0,385
GGT (U/L) 24,03 + 14,39 20,58 + 13,08 17,27+5,45 0,086
Urea (mmol/L) 4,08 + 1,1 4,17 £0,77 4,11+£1,0 0,932
Kreatinin (umol/L) 58,43 £ 11,36 58,42 +£9,19 58,9+7,7 0,976
Inzulin nataste (mIU/L) 26,58 + 12,36 29,67 +22,21 23,49+11,58 0,335
IGF-1 (nmol/L) 37,5+ 11,82 36,68 £15,76  41,54+£16,71 0,402
HOMA-IR 5,86 +£2,98 7,36 + 8,04 532+£289  0.298
Hemoglobin Alc (%) 35,38 £2,51 37,26 £4,9 36,5143 0,194
hsCRP (mg/L) 2,49 +£1,73 2,87 +£1,95 342+3,74 0,406

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija)
25(OH)D — 25-hidroksi vitamin D, LDL — lipoprotein niske gustoe, ALT — alanin-
aminotransferaza, AST — aspartat-aminotransferaza, GGT — gama-glutamiltransferaza, IGF-
1 — ¢imbenik rasta sli¢an inzulinu 1, HOMA-IR — homeostatski model procjene inzulinske
rezistencije, hsCRP — visoke osjetljivosti C-reaktivni protein
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* Usporedba izmedu grupa provedena je s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s
post-hoc Tukey HSD testom
2 Prva tercila 25(OH)D usporedeni s drugom tercilom 25(OH)D

Takoder, koncentracije 25(OH)D u serumu bolesnika su pokazale znacajnu i
negativnu korelaciju s ITM z vrijednosti (r=-0,208, P=0,017), koncentracija triglicerida (r =-
0,259, P=0,003), DBP (r =-0,204, P=0,020) i HOMA-IR (r=-0,196, P=0,026) u pretilih i
kontrolnih ispitanika, dok nije pronadena statisticki znacajna korelacija s drugim mjerenim

parametrima (Tablici 11.).

Tablica 11. Korelacija izmedu serumske koncentracije 25(OH)D 1 kardiovaskularnih

rizi¢nih faktora

Varijabla Svi ispitanici (N=131)
r P

ITM z vrijednost -0,208 0,017
Ukupni kolesterol (mmol/L) -0,124 0,160
Trigliceridi (mmol/L) -0,259 0,003
HDL kolesterol (mmol/L) 0,122 0,168
LDL kolesterol (mmol/L) -0,095 0,285
SBP (mmHg) -0,110 0,213
DBP (mmHg) -0,204 0,020
HOMA-IR -0,196 0,026
hsCRP (mg/L) 0,022 0,805

ITM — indeks tjelesne mase, HDL — lipoprotein visoke gustoc¢e, LDL — lipoprotein niske
gustoc¢e, SBP — sistolicki krvni tlak, DBP — dijastolicki krvni tlak, HOMA-IR —homeostatski
model procjene inzulinske rezistencije, hsCRP — visoke osjetljivosti C-reaktivni protein

* Pearsonov koeficijent korelacije
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5. RASPRAVA
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5.1. MS i kardiovaskularni rizi¢ni ¢imbenici u pretile djece i adolescenata

Prevalencija MS-a u nasoj proucavanoj populaciji iznosi 34,1% Sto ukazuje na blagi
porast prevalencije MS-a u usporedbi s prethodnim razdobljem (2). Navedeni rezultati mogu
se povezati s porastom pretilosti u Skolskoj dobi te je vazno naglasiti potrebu za daljnjim
pracenjem prevalencije MS-a u naSoj populaciji (8). Takoder, moze se diskutirati o tome da
su na porast prevalencije pretilosti 1 posljedicno MS-a, utjecale tranzicijske promjene
tijekom posljednjih tridesetak godina koje su drasti¢no utjecale na rani rast i razvoj,
prehrambene navike, tjelesnu aktivnost i socio-ekonomsko okruzenje (2,129,130). Navedene
tvrdnje su djelomicno potkrijepljene presjeCnim istrazivanjem na odrasloj populaciji u
Dalmaciji kod koje je demonstrirana izrazito slaba adherencija mediteranskom nacinu
prehrane (131). Sve navedeno ukazuje na multifaktorijalan 1 kompleksan patofizioloSki
mehanizam nastanka MS-a te na vaznost ranog prepoznavanja 1 lijeCenja pretilosti u ranoj

zivotnoj dobi.

U naSem istrazivanju demonstrirali smo znacajno nize vrijednosti hsCRP u pretilih
ispitanika s MS-om, a navedeni rezultati su u skladu s dosad objavljenim studijama
(42,132,133). Nadalje, pretili ispitanici s MS-om imali su statisticki znacajno viSe vrijednosti
indeksa HOMA-IR u usporedbi s pretilim ispitanicima bez MS-a i kontrolnom skupinom,
ali 1 da pretili ispitanici s MS-om imaju znacajno niZe vrijednosti indeksa ISI u usporedbi s
pretilim ispitanicima bez MS-a, a Sto je, takoder, u skladnu s dosad objavljenim

istrazivanjima (2,132,133).

5.2. Serumske koncentracije katestatina i njegov utjecaj na MS i

kardiovaskularne rizi¢ne faktore u pretile djece i adolescenata

Rezultati prvoga dijela istrazivanja pokazali su niZze serumske koncentracije
katestatina u pretile djece 1 adolescenata nego u kontrolnoj skupini. Osim toga, kada je
skupina pretilih ispitanika bila podijeljena u dvije podskupine prema prisutnosti MS-a, djeca
1 adolescenti s MS imali su nize serumske koncentracije katestatina od ispitanika bez MS-a.
Takvi rezultati potvrdili su naSu hipotezu te je prema nasim saznanjima, ova studija prva

koja je izvijestila o serumskim koncentracijama katestatina u pretile djece 1 adolescenata te
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mogucoj poveznici katestatina s MS-om 1 kardiovaskularnim c¢imbenicima rizika u

pedijatrijskoj populaciji.

IR 1 wupala niskoga stupnja su glavni patofizioloSki mehanizmi nastanka
kardiovaskularnih komplikacija i MS-a u pretile djece 1 adolescenata (31,134). Kako je
poznato indeks HOMA-IR je najceS¢e koriSten model procjene IR-e u pretile djece i1
adolescenata, ali njegova procjena se temelji na bazalnim vrijednostima, a druge metode kao
Sto je indeks ISI ili oblik krivulje glukoze, temelje svoju procjenu na cjelokupnim
vrijednostima tijekom OGTT testa (34,35,123—-125). U ovome istrazivanju uocili smo
znacajnu 1 negativnu korelaciju izmedu indeksa HOMA-IR i serumskih koncentracija
katestatina, ali nije uoc¢ena znacajna korelacija izmedu indeksa ISI 1 serumskih koncentracija
katestatina u pretilih ispitanika. Takoder, utvrdili smo da pretili ispitanici s monofaznom
krivuljom glukoze tijekom OGTT testa imaju niZe koncentracije katestatina u usporedbi s
ispitanicima s bifaznim i/ili ostalim oblicima krivulje glukoze tijekom OGTT, a §to ukazuje
na moguci sloZeni utjecaj katestatina na metabolizam glukoze 1 inzulina. Takoder, uocili smo
znacajnu 1 negativnu korelaciju izmedu koncentracije hsCRP 1 serumske koncentracije
katestatina. Ova nova, poveznica izmedu katestatina i IR-e te upale niskoga stupnja
prethodno je opisana u recentnim istrazivanjima na misjem modelu s ablacijom gena za
katestatin (CST-KO) kada je miSevima inducirana pretilost i upalna bolest crijeva (73,75).
U navedenom istrazivanju, nakon indukcije pretilosti, miSevi su tretirani katestatinom §to je
uzrokovalo smanjenje razine proupalnih citokina uslijed modulacije izraZaja gena za pro- 1
protuupalne ¢imbenike, ali je takoder, dovelo do poboljSanja lipidnog profila, tolerancije na
glukozu 1 inzulin te je sveukupno utjecalo na smanjenje pretilosti u miSeva (73). Negativna
korelacija katestatina 1 biljega upale hsCRP u naSoj pedijatrijskoj populaciji je u skladu s
rezultatima na mi§jem modelu te naglaSava moguc¢u novu ulogu katestatina u

patofizioloSkim mehanizmima pretilosti, imuno-metabolizmu i MS-a.

U studiji Kim 1 suradnika, u populaciji djece mlade od 10 godina s opstrukcijskom
apnejom tijekom spavanja, koncentracije katestatina u serumu nisu znacajno korelirale sa
SBP, medutim, pokazana je slaba, ali zna¢ajna i negativna korelacija sa srednjim arterijskim
tlakom (r=-0.184, P=0.049) (135). Nasi su rezultati pokazali znacajnu i negativnu korelaciju
izmedu katestatina 1 DBP, a Sto ukazuje na mogucu ulogu katestatina u postupnom

pogorSanju kardiovaskularnih riziénih ¢imbenika u pretiloj pedijatrijskoj populaciji.
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Dodatno, u nasem istrazivanju zabiljeZene su znacajno nize vrijednosti katestatina u
ispitanika s poviSenim krvnim tlakom u usporedbi s normotenzivnim ispitanicima, a §to je u
skladu s prethodnim istraZivanjem u odraslih bolesnika s poviSenim krvnim tlakom, ali se
razlikuje od dvije studije koje su takoder provedene u odrasloj hipertenzivnoj populaciji
(71,88,89). Ova dinamika razine katestatina ukazuje na moguce pocetno sniZavanje
koncentracija katestatina u serumu u pocetnim fazama hipertenzije, kao u nasih ispitanika te
kasniji postupni rast koncentracijama katestatina za vrijeme produljenog trajanja
hipertenzije (71,88,89). Ovakav slozen utjecaj katestatina na patofizioloSki mehanizam
nastanka 1 progresije hipertenzije dodatno je potkrijepljen naSim rezultatima koji
demonstriraju da ispitanici s pozitivhom obiteljskom anamnezom na poviSen krvni tlak
imaju znacajno niZe vrijednosti katestatina, a $to je ranije pokazano u odrasloj populaciji
(88). Takoder, pokazano je da polimorfizmi na specificnim genskim lokusima doprinose
razlikama u koli¢inama oslobodenog CgA 1 osiguravaju nasljednu autonomnu osobinu
katestatina u regulaciji hipertenzije te tako doprinose funkciji simpatickog sustava (91,136).
Nasi rezultati moguce ukazuju na bitan nasljedni utjecaj na metabolizam katestatina, a $to je
u skladu sa navedenim istrazivanjima (83,137,138). Medutim, potrebna su dugoro¢na
istrazivanja koja ¢e promatrati koncentracije katestatina u op¢oj populaciji, a sve kako bi se

bolje razumjela uloga katestatina u nastanku i razvoju hipertenzije.

U istrazivanju na odrasloj populaciji hipertenzivnih bolesnika koji su uglavnom bili
pretili s MS-om, pokazana je pozitivna i znacajna korelacija izmedu serumskih koncentracija
katestatina 1 HDL kolesterola (r=0.426, P<0,001), medutim, u studiji s odraslim ispitanicima
s opstrukcijskom apnejom tijekom spavanja demonstrirani su potpuno suprotni rezultati (r=-
0,320, P<0,001) (71,72). Osim toga, Durakoglugil i suradnici su u svom istrazivanju
pokazali da koncentracije triglicerida negativno 1 znacajno koreliraju sa serumskim
koncentracija katestatina (r=-0,317, P=0,002) (71). Suprotno navedenim rezultatima studija
u odrasloj populaciji, u naSoj ispitanoj populaciji nije zabiljezena znacajna povezanost
izmedu koncentracije katestatina u serumu 1 parametara lipidnog profila, a moguc¢i razlog
navedenih razlika moZe se pronaci u razlici u dobi promatranih ispitanika. Prosje¢na dob
ispitanika u navedenim studijama bila je veca od 40 godina, s razli¢itim komorbiditetima te
razli¢itim udjelom oba spola koji dodatno moduliraju moguce ekstenzivne ucinke kroni¢nih

metabolickih poremecaja na serumske koncentracije katestatina.
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U nasem istrazivanju, uocili smo nesto viSe serumske koncentracije katestatina u svih
ispitanika u usporedbi s jedinim drugim istrazivanjem provedenim na djecjoj populaciji s
ispitanicima s opstrukcijskom apnejom tijekom spavanja (135). Medutim, promatrana
skupina u navedenom istrazivanju je bila mlade dobi, dok je vecina naSih ispitanika na
pocetku ili za vrijeme puberteta, a Sto ukazuje na moguci utjecaj puberteta odnosno dobi na
koncentracije katestatina. Buduca istrazivanja koja bi ukljucivala veci broj zdrave djece 1
adolescenata moc¢i ¢e u potpunosti razjasniti moguci utjecaj pubertetskog statusa na

metabolizam katestatina.

5.3. Serumske koncentracije 25(OH)D i njegov utjecaj na MS i

kardiovaskularne rizi¢ne faktore u pretile djece i adolescenata

U drugom dijelu istrazivanja utvrdili smo prevalenciju manjkave koncentracije
25(OH)D koja je u pretilih ispitanika iznosila 8,6%, a §to je nize u usporedbi s drugim
novijim istraZivanjima u Europi 1 Sjedinjenim DrZavama (93,104,109). Medutim, kada smo
nasSe rezultate usporedili s rezultatima istrazivanja iz mediteranske regije, demonstrirali smo
sli¢énu prevalenciju manjkavosti 25(OH)D kao u grckoj pretiloj pedijatrijskoj populaciji koja
je iznosila 6,5% (108). Dodatno, s obzirom na drugaciji kriterij, prema kojemu je manjkava
koncentracija 25(OH)D definirana kao <50 nmol/L, prevalencija u pretiloj talijanskoj
pedijatrijskoj populaciji iznosi 55,6%, a §to je, takoder, usporedivo s nasim rezultatima kada
se skupini s manjkom pridoda skupina s nedostatnom razinom 25(OH)D, a koja bi iznosila
54,3% (139). ZnaCajno niza prevalencija prema prethodno navedenim kriterijima
zabiljezena je u pretile Spanjolske djece i adolescenata (18,2%), a dok je u izrazito pretilih
ispitanika iznosila 37,7% (140). Navedena odstupanja u prevalenciji manjkavosti 25(OH)D
vjerojatno su uzrokovane vanjskim ¢imbenicima kao $to su tjelesna aktivnost, prehrana,

izlaganje suncu, ali i mogu¢im drugim nepoznatim ¢imbenicima.

Nadalje, u naSem istrazivanju pokazali smo znacajno vise koncentracije ukupnog
kolesterola, triglicerida 1 LDL kolesterola u pretilih ispitanika s nizim koncentracijama
25(OH)D, dok nisu zabiljeZene znacajne razlike u koncentracijama HDL kolesterola.
Navedeni rezultati su u skladu s rezultatima recentnih studija objavljenih u SAD-u 1

Svedskoj, dok su u potpunoj suprotnosti s istrazivanjem Pacifica i suradnika na pretiloj
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talijanskoj pedijatrijskoj populaciji (93,109,141). Moguce objasnjenje navedenog
nerazmjera u razinama odrednica lipidograma mozda se moze pronaci u razlikama u I'TM z
vrijednosti u promatranim skupinama. U posljednjem istrazivanju ITM z vrijednosti
znacajno su bile niZe u usporedbi s nasom 1 ostalim navedenim promatranim studijama $to
ukazuje na moguce kompleksni ucinak vitamina D na progresiju pretilosti 1 posljedi¢no
nastanak kardiovaskularnih komplikacija (93,109,141). Nadalje, u in vitro istrazivanju
pokazano je da vitamin D pozitivno utjeCe na inhibiciju sekrecije leptina iz masnih stanica
(142). Nazalost, tocan mehanizam djelovanja vitamina D na izlu€ivanje leptina nije u
potpunosti razjasnjen, ali treba naglasiti da masne stanice mogu pohraniti 25(OH)D, §to za
posljedicu moZe imati poremecaj homeostaze leptina i posljedicne progresije pretilosti

(142,143).

U preglednom c¢lanku iz 2015. godine, 22 studije od ukupnih 37 opservacijskih
istrazivanja ukljucenih u pregledni ¢lanak, demonstrirale su korelaciju izmedu jednog od
modela procjene IR i koncentracija 25(OH)D, §to je u skladu s naSim rezultatima (110).
Navedena poveznica dodatno ukazuje na vaznu ulogu prevencije hipovitaminoze D u pretile
djece 1 adolescenata koja mozZe ubrzati nastanak MS-a i kardiovaskularnih komplikacija
dodatno pogorsavaju¢i ve¢ postojecu IR-u (110,144). Osim navedenoga mehanizma
hipovitaminoza D mogucée djeluje negativno na pogorSanje upale niskoga stupnja Sto
dodatno utjece na pogorsanje IR-e (106). Zanimljivo, u naSem istrazivanju nismo pronasli
poveznicu s biljegom upale niskoga stupnja hsCRP, a §to je u suprotnosti s istrazivanjem
Adikaram 1 suradnika koji su pokazali slabu, ali znacajnu korelaciju izmedu koncentracija
hsCRP i1 25(OH)D (r=-0,142, P=0,048) (145). U navedenom istrazivanju ispitanici su imali
znacajno nize koncentracije 25(OH)D usporedujuci s naSim istrazivanjem (145). Dodatno
moguce je da vitamin D djeluje i na druge mehanizme upale niskoga stupnja koje nismo
promatrali u naSem istraZzivanju. SloZenost mehanizma djelovanja vitamina D na upalu
niskog stupnja dodatno je pokazano u istrazivanju Reyman i suradnika u kojem je
promatrano 32 razli¢ita upalna medijatora u pretile djece 1 adolescenata te je opisana
poveznica vitamina D s viSe razli¢itih upalnih medijatora, a nakon hijerarhijske klaster
analize pokazana je poveznica izmedu manjkavosti 25(OH)D 1 porasta razina katepsina S,
topljive vaskularne stanicne adhezijske molekule (engl. soluble vascular cell adhesion
molecule, sVCAM) i kemerina (106). Navedeni medijatori upale niskoga stupnja u razlicitim

istrazivanjima pokazali su povezanost s IR-om S§to dodatno ukazuje na sinergisticko
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djelovanje IR-e, upale niskoga stupnja i vitamina D na nastanak i progresiju MS-a i

kardiovaskularnih rizi¢nih faktora (106).

Osim toga, u ve¢ navedenom preglednom istrazivanju demonstrirana je jasna
poveznica izmedu koncentracija 25(OH)D 1 krvnoga tlaka, a $to je u skladu s nasim
rezultatima gdje smo pokazali statisticki znacajnu i1 negativnu poveznicu koncentracija

25(0OH)D i DBP (110).

5.4. Ogranicenja i nedostaci studije

Glavni nedostatak ove studije je izostanak dugotrajnog prac¢enja nasih ispitanika, a
tijekom kojeg bih se mogla pratiti dinamika katestatina, ali i1 ostalih kardiovaskularnih
rizinih ¢imbenika tijekom napredovanja pretilosti. Nadalje, utjecaj moguceg treceg
¢imbenika na pretilost, ali na razine katestatina i kardiovaskularnih rizicnih ¢imbenika
takoder bi trebalo dodatno razjasniti u eksperimentalnim istrazivanjima. Takoder, nesto
manja veli¢ina kontrolne skupine u usporedbi s promatranom skupnom i provodenje
istrazivanja u jednome centru su mogli utjecati na reproducibilnost nasih rezultata. Dodatno,
uski raspon godina ispitanika koji su ukljuceni u istrazivanje, a radi nepostojanja jasne

definicije MS-a u djece mlade od 10 godina, isto tako je mogao utjecati na naSe rezultate.
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6. ZAKLJUCCI
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10.

1.

Serumske koncentracije katestatina bile su statisticki znacajno niZze u skupini pretilih
ispitanika u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika.

Serumske koncentracije katestatina bile su statisticki znacajno niZe u pretilih ispitanika
s MS-om u odnosu na pretile ispitanike bez MS-a 1 kontrolnu skupinu ispitanika.
Utvrdena je statisticki znaCajna negativna korelacija izmedu serumskih koncentracija
katestatina i procjene inzulinske rezistencije HOMA-IR.

Utvrdena je statisticki znaCajna negativna korelacija izmedu serumskih koncentracija
katestatina 1 biljega upale niskoga stupnja hsCRP.

Serumske koncentracije katestatina bile su statisticki znacajno nize u ispitanika s
poviSenim SBP, DBP i pozitivhom obiteljskom anamnezom na poviseni krvni tlak.
Utvrdena je statisticki znaCajna negativna korelacija izmedu serumskih koncentracija
katestatina 1 DBP.

Serumske koncentracije 25(OH)D bile su statisticki znacajno niZe u pretilih ispitanika s
MS-om u odnosu na pretile ispitanike bez MS-a 1 kontrolnu skupinu ispitanika.
Prevalencija manjkave koncentracije 25(OH)D u pretilih ispitanika iznosila je 8,6%.
Utvrdena je statisticki znacCajna negativna korelacija izmedu serumskih koncentracija
25(OH)D 1 procjene inzulinske rezistencije HOMA-IR.

Nije pronadena statisticki znacajna korelacija izmedu serumskih koncentracija 25(OH)D
1 biljega upale niskoga stupnja hsCRP.

Utvrdena je statisticki znaCajna negativna korelacija izmedu serumskih koncentracija

25(OH)D 1 triglicerida.

Pretilost u ranoj zivotnoj dobi utjeCe na pojavnost ranih kardiovaskularnih

komplikacija MS-a i SBT2. Danas je poznato da IR i upala niskog stupnja imaju jednu od

glavnih uloga u nastanku ranih kardiovaskularnih komplikacija, ali 1 dalje postoji potreba za

novim molekularnim biljezima koji bi pomogli u ranom prepoznavanju napredovanja

metabolickog poremecaja, kao i u prognozi nastanka kardiovaskularnih komplikacija. Stoga

je od iznimne vaznosti dodatno istrazivati i razjasniti metabolicke i1 kardiovaskularne

komplikacije te razvoj MS-a u pretile djece i adolescenata.

Znanstveni doprinos ovoga istrazivanja temelji se na novoj spoznaji o povezanosti

razine katestatina i ¢imbenika kardiovaskularnih komplikacija. Ovaj novootkriveni peptid je

71



posljednjih godina prepoznat kao moguci vazan ¢imbenik u nastanku i progresiji pretilosti 1
MS-a, a do sada nije istrazen u pretiloj pedijatrijskoj populaciji. Na temelju nasih spoznaja,
katestatin je nova poveznica u slozenom patofizioloSkom mehanizmu MS-a u pretile djece 1
adolescenata te predstavlja prediktor IR-e i1 upale niskog stupnja. Potvrda snizene
koncentracije 25(OH)D u pretilosti i MS-u podupire dosadasnja saznanja o mogucoj ulozi
25(OH)D u razvoju kardiovaskularnih komplikacija u toj kroni¢noj bolesti. Dodatno, ovo
istrazivanje nudi integrativni pristup pretiloj djeci 1 adolescentima te bi trebalo upotpuniti

saznanja o ranim kardiovaskularnim komplikacijama u toj populaciji.

Zakljucno, potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se u potpunosti razjasnili u¢inci
katestatina na nastanak 1 progresiju MS-a u populaciji pretile djece 1 adolescenata te kako bi
se utvrdio tocan klini¢ki znacaj katestatina u ranom otkrivanju ranih kardiovaskularnih

rizi¢nih ¢imbenika i1 njihovog dugoro¢nog pracenja.
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7. SAZETAK
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Pretilost u ranoj zivotnoj dobi je jedan od vodecih javno zdravstvenih problema u
svijetu. Poznato je da pretilost u ranoj zivotnoj dobi ve¢inom perzistira u odrasloj dobi, a §to
je vazan ¢imbenik razvoja kardiovaskularnih komplikacija 1 metaboli¢kog sindroma (MS).
Zbog svega navedenoga postoji stalna potreba za pronalaskom novih molekularnih biljega
koji bi dodatno pomogli u prac¢enju napredovanja metabolickog poremecaja. Katestatin je
peptid koji proteoliti¢ikim cijepanjem nastaje iz kromogranina A te ima Siroki spektar
bioloSke aktivnosti, poput inhibicije otpuStanja katekolamina, smanjenja krvnog tlaka,
poticanja oslobadanja histamina, smanjenja beta-adrenergicke stimulacije 1 regulacije
oksidativnog stresa. Do sada je objavljeno nekoliko studija na odrasloj populaciji, a koje su
pokazale da je katestatin znacajan rizi¢ni faktor za hipertenziju, a koliko nam je poznato,
ovo je prvo izvjeS¢e o serumskim koncentracijama katestatina u pretile djece 1 adolescenata.
Takoder, manjkavost vitamina D povezana je s nizom razli¢itih kroni¢ni bolesti ukljucujuci
pretilost. Uloga vitamina D u pretilosti nije u potpunosti razjasnjena, a potencijalni ucinci
ukljucuju regulaciju upalnog odgovora, ekspresiju gena koji reguliraju adipogenezu i
adipocitnu apoptozu te utjecaj na lucenje leptina i adiponektina 1 regulaciju intenziteta

metabolizma.

Cilj ovoga istrazivanja je bio usporediti serumske koncentracije katestatina 1 25-
hidroksi vitamin D (25(OH)D) s odrednicama MS-a 1 ostalim kardiovaskularnim rizi¢nim

¢imbenicima izmedu pretilih ispitanika 1 odgovarajuce kontrolne skupine ispitanika.

U studiju je ukljueno 91 pretilo dijete i adolescent s ITM z vrijednosti >2 1 kao
kontrolna skupina 39 zdrave djece (ITM z vrijednosti <1) koji su uskladeni prema dobi 1
spolu ispitanika. Svim ispitanicima napravljena su antropometrijska mjerenja, klinicki
pregled 1 laboratorijske analiza (katestatin, 25(OH)D 1 druge laboratorijske vrijednosti) te su

pretili ispitanici podvrgnuti oralnom testu optere¢enja glukozom (OGTT).

Statisticki znacajno niZe koncentracije katestatina u serumu zabiljezene su u skupini
pretilih ispitanika u usporedbi s kontrolnom skupinom (10,03 £5,05 vs. 13,13 + 6,25 ng/mL,
P=0,004). Daljnjim analizama utvrdena je statisticki zna¢ajno niZa koncentracije katestatina
u podskupini pretilih ispitanika s MS-om (9,02 + 4,3 vs. 10,54 + 5,36 vs. 13,13 £ 6,25, P =
0,008). Serumske koncentracije katestatina su znac¢ajno negativno korelirale s dijastolickim
krvnim tlakom (r =-0,255, P =0,014), homeostatskim modelom procjene inzulinske
rezistencije (HOMA-IR) (r=-0,215, P = 0,037) 1 visoko osjetljivim C reaktivnim proteinom
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(hsCRP) (r=-0,208) , P=0,044). Dodatno, skupina pretilih ispitanika s MS-om imala je
znacajno nize serumske koncentracije 25(OH)D u usporedbi sa skupinom pretilih ispitanika
bez MS-a i kontrolnom skupinom (46,99 + 17,11 vs. 54,58 + 17,93 vs. 64,09 £+ 25,82 nmol/L
, P=0,003). HOMA-IR je znacajno i negativno korelirala sa serumskim koncentracijama

25(0OH)D (r =-0,196, P=0,026).

Zaklju€no, nasa studija je demonstrirala da su serumske koncentracije katestatina 1
25(OH)D bile znadajno nize u pretilih ispitanika s MS-om, u usporedbi s pretilim
ispitanicima bez MS-a 1 kontrolnom skupinom. Serumske koncentracije katestatina su
pokazale znacajnu korelaciju s HOMA-IR 1 hsCRP, a dok su serumske koncentracije

25(OH)D pokazale znac¢ajnu korelaciju s HOMA-IR.
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Childhood obesity is one of the leading public health problems in the world and it is
well known that early childhood obesity persists most into adulthood, an important factor in
the development of cardiovascular complications and metabolic syndrome (MS). There is a
constant need for new molecular biomarkers that will help clinicians decipher the
progression of the metabolic disorder. Catestatin is a peptide by proteolytic cleavage derived
from chromogranin A and has a wide range of biological activities, such as inhibition of
catecholamine release, reduction of blood pressure, stimulation of histamine release,
reduction of beta-adrenergic stimulation and regulation of oxidative stress. So far, several
studies have been published in the adult population that have shown that catestatin is a
significant risk factor for hypertension, and to our knowledge, this is the first report of serum
catestatin levels in obese children and adolescents. Also, vitamin D deficiency is associated
with a number of different chronic diseases including obesity. The role of vitamin D in obese
individuals has not been fully elucidated, but it is considered possible to regulate the
inflammatory response, the expression of genes that regulate adipogenesis and adipocyte

apoptosis and also affect leptin and adiponectin secretion and regulate energy metabolism.

The aim of this study was to compare serum levels of catestatin and 25-hydroxy
vitamin D (25 (OH) D) with components of MS and other cardiovascular risk factors among

obese subjects, with control group.

The study included 91 obese children and adolescents with BMI z score >2 and
control group of 39 healthy children and adolescents (BMI z score <1), matched by age and
gender of the subjects. Anthropometric measurements, clinical examination and laboratory
analysis (catestatin, 25(OH)D and other laboratory parameters) were made and all obese

subjects were subjected to an oral glucose tolerance test (OGTT).

Significantly lower serum catestatin concentrations were recorded in the group of
obese subjects compared with a control group (10.03 £ 5.05 vs. 13.13 + 6.25 ng/mL, P =
0.004). Further analyses revealed significantly lower catestatin concentrations in the sub-
group of obese patients with MS (9.02 + 4.3 vs. 10.54 + 5.36 vs. 13.13 + 6.25, P = 0.008).
Serum catestatin concentrations were significantly negatively correlated with homeostatic
model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) (r=-0.215, P=0.037) and high sensitivity
C-reactive protein (hsCRP) (r=-0.208, P=0.044). Additionally, group of obese patients with
MS had significantly lower levels of serum 25(OH)D when compared to the group of obese
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patients without MS and the control group (46.99 £17.11 vs. 54.58 £ 17.93 vs. 64.09 +25.82
nmol/L, P=0.003). HOMA-IR was in negative correlation with serum concentrations of

25(0OH)D (r=-0,196, P=0,026).

In conclusion, our study demonstrated that serum concentrations of catestatin and
25(OH)D were significantly lower in obese subjects with MS, compared with obese subjects
without MS and health controls. Serum concentrations of catestatin showed a significant
correlation with HOMA-IR and hsCRP, while serum concentrations of 25(OH)D showed a
significant correlation with HOMA-IR.
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