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1. UVOD

Celijakija je autoimuni poremecaj karakteriziran oStecenjem crijevnih resica i upalama sluznice
tankog crijeva. Iz dana u dan raste broj novih pacijenata kako odraslih tako i djece. LijeCenje
celijakije oslanja se na prehranu bez glutena koja se pokazala kao trenutno najucinkovitija u
klinickom 1 histoloSkom oporavku . Kod osoba koje posjeduju halotipove HLA-DQS8 ili HLA-DQ2
dolazi do interakcije peptida glutena s halotipovima Sto uzrokuje aktivaciju urodenog i adaptivnog
imunoloskog odgovora. Genetski predisponirane osobe nemaju sposobnost probave velike

koli¢ine unesenog glutena (Shannahan i Leffler, 2017).

Matematicko modeliranje pronaslo je svoju primjenu i u nutricionizmu. Posto hrana predstavlja
slozen sustav mikronutrijenata i makronutrijenata potrebno je razumjeti ulogu svakog od njih
zasebno, ali i u kombinacijama odnosno razli¢itim interakcijama. Matemati¢ko modeliranje koristi
se za prikaz slozenih biokemijskih sustava u pojednostavljenom obliku. Omogucava predvidanje
stani¢nih dogadaja, otkrivanje potencijalnih lijekova, testiranje razli¢itih hipoteza donesenih na

temelju eksperimentalnih rezultata.

U ovome radu biti ¢e provedena analiza modela imunoloSkog odgovora kod celijakije s obzirom
na razli¢ite pocetne koncentracije glutena. Koncentracije glutena odredivat ¢e se na temelju
osmisljenih jelovnika za opéu populaciju i za osobe oboljele od celijakije. Takoder, definirat ¢e se
kljucne toCke matematickog modela imunoloskog odgovora kod celijakije analizom globalne i

lokalne osjetljivosti.



TEORIJSKI DIO

1.1.CELIJAKIJA

Celijakija je kroni¢na gastrointestinalna bolest s prevalencijom od 1-3 %. Podjednako se pojavljuje
kod djece i odraslih. Iako ¢eSc¢e obolijevaju zene, opéenito je rasprostranjenost veca u podrucjima
s velikom konzumacijom glutenskih proizvoda. Primarno zahvaca tanko crijevo na na¢in da ono
gubi resice te postaje ravno i glatko zbog ¢ega se smanjuje apsorpcija hranjivih tvari (Woods-
Avena 1 sur., 2018). Glavni uzro¢nik oStecenja je proteinska frakcija gluten kojeg nalazimo u
pSenici, razi, jeému i zobi. Glijadin i glutenin su glavni proteini glutena pSenice te su zajedno sa
sekalinom iz razi, hordeinom iz jeCma i aveninom iz zobi poznati pod nazivom gluten

(Biesiekierski, 2017).

Svega 20 % ljudi ima potvrdenu dijagnozu celijakije zbog nepostojanja to¢nih klinickih
karakteristika. Manji broj pacijenata ima klasicne simptome poput malapsorpcije, dijareje,
steatoreje, gubitka tezine 1 ograniCenja rasta kod djece. S druge strane zabiljeZen je velik broj
slucaja s neklasi¢énim gastrointestinalnim simptomima, bez jasnih znakova malapsorpcije ili
naizgled nepovezanih simptoma. Najcesc¢e su to bolovi u trbuhu ili zatvor, kroni¢ni umor, migrena,
smanjena kostana masa i lomovi kostiju. Takoder postoje slucajevi i bez simptoma, poznato pod
nazivom tiha celijakija. U tom slucaju pacijenti se ne zale ni na kakve simptome, ali unato¢ tome
1 kod njih dolazi do vilusne atrofije tankog crijeva (Oxentenko i Rubio-Tapia, 2019). Odrasli ¢esto
imaju simptome poput sindroma iritabilnog crijeva zbog ¢ega dolazi do pogresne dijagnoze.
Poremecaji povezani s celijakijom, uslijed vilusne atrofije, su anemija s nedostatkom Zzeljeza,
limfom, artritis i metabolicka bolest kostiju. Mogu se razviti neuroloske bolesti koje ukljucuju
glavobolju, ataksiju, depresiju, distimiju, tjeskobu i epilepsiju. Isto tako mogu se razviti autoimune
bolesti poput dijabetesa tipa 1 1 bolest Stitnjace, ali dokazano je kako se rizik od navedenog

povecava s trajanjem izlozenosti glutenu (Shannahan i Leffler, 2017).



1.1.1. Dijagnoza

Rubio-Tapia i sur. (2013) su na temelju razli¢itih simptoma pacijenata, od onih koji su imali
crijevne simptome do onih koji nisu imali nikakvih simptoma, odredili koje osobe je potrebno

testirati na celijakiju.
Potrebno je testirati:

1. Pacijente sa simptomima, znakovima ili laboratorijskim dokazima koji ukazuju na
malapsorpciju, kao Sto su: dijareja s gubitkom tezine, steatoreja, postprandijalna bol u
trbuhu 1 natecenost.

2. Pacijenti koji imaju u obitelji osobu koja ima potvrdenu dijagnozu celijakije te uz to
pokazuju simptome, znakove ili laboratorijski dokaz za celijakiju

3. Osobe koje u svojoj obitelji imaju osobu s potvrdenom dijagnozom celijakije dok one same
nemaju simptoma

4. Osobe s poviSenom razinom aminotransferaze u serumu ukoliko nije pronaden uzrok
navedenom

5. Pacijenti s autoimunim bolestima poput dijabetesa tipa 1 koji imaju simptome, znakove ili

laboratorijske dokaze koji upucuju na celijakiju

Potvrda dijagnoze rezultat je kombinacije anamneze, fizikalnog pregleda, serologije i biopsije
tankog crijeva (slika 1). Nakon anamneze i fizikalnog pregleda slijedi provodenje seroloSkih
testova koji se temelje na mjerenju specificnih antitijela. Mjere se antitijela transglutaminaze IgA
(anti-tTG), glijadinska peptidna antitijela (anti-DGP), endomizijska IgA antitijela (EMA) odnosno
antiglijadinska antitijela (AGA). Navedeni AGA testovi imaju prednost pred drugim testovima
zbog niske osjetljivosti i specificnosti. Ukoliko seroloski testovi budu pozitivni potrebno je
potvrditi dijagnozu histopatologijom biopsije tankog crijeva koja je i dalje zlatni standard (Popp i
sur., 2019). Potrebno je napraviti minimalno Cetiri biopsije kako bi se mogla postaviti to¢nija
dijagnoza. NajceS¢e se radi iz proksimalnog djela tankog crijeva i dvanaesnika jer oko 13 %
pacijenata ima celijakiju lokaliziranu samo na ovom podruc¢ju. Nazalost i tada moze do¢i do
pogresne dijagnoze ukoliko je vilusna atrofija prisutna u neispitanom djelu tankog crijeva.
Povecani intraepitelni limfociti, kripto hiperplazija i vilusna atrofija rezultati su dobiveni

biopsijom kod osoba s celijakijom. Cesto se povecani intraepitelni limfociti i vilusna atrofija



pojavljuju i kod osoba s Chronovom bolesti ili Helicobacter pylori infekcijom zbog ¢ega je vazno

slijediti prikazanu sliku 1. (Shannahan i Leffler, 2017).
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Slika 1. Pojednostavljena shema pristupa u dijagnozi celijakije (Shannahan i Leftler, 2017)
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Mali broj pacijenata s celijakijom ima negativne rezultate na seroloskim testiranjima. Ukoliko kod
takvih pacijenata postoji klinicka sumnja potrebno je napraviti biopsiju. Negativni rezultati
testiranja HLA DQ2 i DQS alela najces¢e odmah iskljucuju celijakiju. S druge strane, postoje
pojedinci koji nemaju celijakiju a nositelji su alela zbog toga Sto imaju u obitelji osobu s
celijakijom ili srodnim autoimunim poremecajem. Kod pacijenata bez simptoma, posebno kod
djece, s blagim porastom seroloskih markera nije potrebno odmah napraviti biopsiju tankog crijeva
(Shannahan i Leffler, 2017). Ukoliko bi se odmah napravila moglo bi do¢i do lazno negativne
dijagnoze jer kod osobe nije doslo do vilusne atrofije u vrijeme seroloskih testiranja. Uz sve
navedeno, aktivni unos glutena jedan je od najvaznijih ¢imbenika koji utjeCe na postavljanje
dijagnoze kod osoba koje su svojevoljno izbacili gluten iz prehrane. Preporuca se uvodenje glutena
nekoliko tjedana do mjesec dana prije testiranja. To¢no trajanje unosa glutena prije testiranja nije
moguce odrediti zbog razli¢itih histoloskih i seroloskih odgovora na unos glutena (Tye-Din i sur.,

2018).

1.1.2. Metabolizam bolesti

Osobe s celijakijom ne mogu probaviti sve proteine glutena koje unesu hranom. Dio se probavlja
u gusteraci, zelucu i crijevima dok preostali neprobavljeni peptidi glutena zaostaju u tankom
crijevu gdje prolaze kroz epitelnu barijeru, ulaze u laminu propriju pomocu transcelularnih i
paracelularnih transportnih mehanizama gdje ih tkivna transglutaminaza modificira ¢ime se
povecava njihov afinitet prema MHC II molekulama (Shannahan i Leffler, 2017). Problem se
javlja kod osoba koje posjeduju halotipove HLA-DQS8 ili HLA-DQ?2 jer gluten ulazi s njima u
interakciju te dovodi do aktivacije urodenog i adaptivnog imunoloskog odgovora koji uzrokuje
upale 1 oSte¢enja na tankom crijevu (Cecilio 1 Bonatto, 2016). Slika 2 prikazuje mehanizam

imunoloskog odgovora kod celijakije.

Glutenski peptidi koji sadrze epitope T-stanica otporni su na razgradnju u probavnom sustavu.
Tranglutaminaza je glavni enzim u inicijaciji imunoloSkog odgovora na gluten. U trenutku kada
peptidi glutena dodu do lamina proprie transglutaminaza ih deamidira $to ih ¢ini imunogenijim,
odnosno povecava se moguénost vezanja na HLA-DQ molekule. Deaminacijom se specifi¢ni

ostaci glutamina pretvaraju u glutaminsku kiselinu, nakon cega se povezuju glutenski fragmenti



¢ime se stvaraju agregati. Antigen prezentirajuce stanice (eng. antigen presentig cell APC) prenose
agregate do specificnih CD4+ T-stanica koje aktiviraju imunoloski odgovor, to¢nije dovode do
prekomjerne proizvodnje citokina koji uzrokuju upalu tankog crijeva. IFN-y i IL-21 su citokini
koji promoviraju upalu tankog crijeva i odgovor B-stanica. IL-10 i TGF-f su imunosupresivni
citokini koji se detektiraju u visokim koncentracijama tijekom imunoloskog odgovora. Unato¢
tome ne mogu sprijeciti aktivni oblik bolesti zbog visoke koncentracije citokina koji poti¢u upalne

procese (Tye-Din i sur., 2018).
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Slika 2. Mehanizam imunoloskog odgovora kod celijakije (Tye-Din i sur., 2018)



1.2.PREHRANA KOD CELIJAKIJE

Bezglutenska prehrana jos uvijek je jedini znanstveno dokazani ucinkoviti tretman lijecCenja
celijakije. Takav nacin prehrane postupno zacjeljuje atrofiju sluznice tankog crijeva te kod vecine
pacijenata unutar Cetiri tjedna dolazi do smanjivanja simptoma. Normalizacija seroloskih testova
je dugotrajniji proces koji moze potrajati od nekoliko mjeseci do godine dana (Shannahan i Leffler,

2017).

Ovakav nacin prehrane dopusta konzumaciju hrane i pic¢a sa sadrzajem glutena manjim od 20 ppm
(20 mg glutena na 1 kg hrane). Gotovo je nemoguce pridrzavati se prehrane koja bi bila u
potpunosti bez glutena. Pacijenti kod bezglutenske prehrane moraju izbjegavati konzumaciju
Zitarica poput pSenice, razi, jeCma, pira, kamuta, kuskusa i tritikala. Kod nekih pacijenata ¢ak i
vrlo mali unos glutena moze uzrokovati ostecenja tankog crijeva (Celiac Diesease Fonudation,

2020).

Zob je potrebno izbjegavati ne zato §to sadrzi gluten, ve¢ zato $to je esto kontaminirana u procesu
skladistenja. Nepoznato je kakav je u¢inak zobi na simptome ili histologiju tankog crijeva kod
pacijenata. Zob za razliku od pSenice sadrzi oko 20% manji udio proteina te nije dokazano kako
avenin iz zobi ima S$tetan utjecaj na zdravlje osoba oboljelih od celijakije (Ciacci i sur., 2015).
Medutim, uvodenje zobi u prehranu kod pacijenata s celijakijom preporuca se tek nakon Sto su
simptomi u remisiji, odnosno tek nakon pridrzavanja bezglutenske prehrane minimalno Sest
mjeseci. Pretpostavlja se da su odredene sorte nekontaminirane zobi okidaci za imunoloski
odgovor kod pacijenata Sto objasnjava pogorSanje simptoma celijakije u odredenim studijama (La
Vieille i sur., 2015). Smatra se kako je dnevna konzumacija zobi od 50-70 grama kod odraslih te
20-25 kod djece sigurna ukoliko ista nije kontaminirana nekom drugom Zzitaricom poput pSenice,
je¢ma ili razi. Dobar izvor topivih vlakana, proteina te brojnih minerala i vitamina isto tako
pospjesuje postprandijalno snizavanje glukoze u krvi, smanjuje lucenje inzulina, snizava razinu
lipoproteina niske gustoce. Sve su to odlike zobi zbog Cega je vazno uvrstiti ovu zitaricu u prehranu

kod osoba koje boluju od celijakije (Ciacci i sur., 2015).

Posljednjih godina veliki napredak prehrambene industrije, posebice proizvodnja hrane bez
glutena, postala je jako popularna kako kod osoba s celijakijom tako i kod zdrave populacije.

Razlog tome je Siroka lepeza dostupnih namirnica te naravno njihova kvaliteta i okus koji je



potrosac¢ima najbitniji. Unatoc¢ tome, zdravoj populaciji se ne preporuca izbacivanje namirnica koje
sadrze gluten. Prehrambeni sastav namirnica iz kojih je izoliran gluten moZze sadrzavati ve¢i udio
lipida, Secera i soli koje mogu razviti brojne nutritivne deficite. S druge strane, troskovi Zivota za
osobe s celijakijom veci su zbog Cega si ljudi s manjim primanjima ne mogu priustiti takvu
prehranu. Takoder, tome se doskocilo uvodenjem recepata za ogranicenu koli¢inu namirnica bez
glutena. Na taj naCin omoguceno je pacijentima da se pridrZzavaju bezglutenske prehrane, ali je i
smanjen broj komplikacija bolesti $to bi dugoro¢no bio ve¢i troSak za zdravstveni sustav (Rotsami

isur., 2017).

1.2.1. Preporuke

U trenutku kada se osobi potvrdi dijagnoza celijakije potrebno je uputiti osobu nutricionistu kako
bi joj sastavila nacin prehrane bez glutena koji bi ujedno bio i nutritivno adekvatan. Potrebno je
educirati o kriznoj kontaminaciji, prehrani, bezglutenskim proizvodima i oznacavanju hrane te
ponuditi pacijentima moguca rjeSenja za probleme vezane uz prehranu izvan kuce §to omogucava
lakse slijedenje nutritivnih smjernica. Prije svega vazno je obratiti paznju na utvrdenu toleriranu
koli¢inu glutena u prehrani koja ne¢e pogorsavati zdravstveno stanje. Ukoliko se adekvatno
educira pacijente, isti ¢e smanjiti pojavu nutritivnih deficita i povecati si kvalitetu Zivota koja im
je bila narusena zbog bolesti. S viemenom ¢e se smanjivati simptomi koje su prije dijagnoze imali
te ¢e izbje¢i moguce komplikacije celijakije koje bi razvili kada se ne bi pridrzavali prehrane bez

glutena (Bascunan i sur., 2016).

Gutowski 1 sur. (2020) u svom su istrazivanju otkrili kako osobe s celijakijom ne mogu utvrditi
sadrzi li pojedina hrana gluten na temelju podataka na deklaraciji. Neznanje moze dovesti do
kontinuiranog unosa glutena ili do izbjegavanja sigurnih namirnica Sto povecava rizik od
nutritivnog deficita. Gluten se moze nalaziti u namirnicama koje su prirodno bez glutena i u
namirnicama iz koje je gluten izoliran kao rezultat krizne kontaminacije. Do kontaminacije moze
do¢i u bilo kojem dijelu proizvodnog lanca, na polju za vrijeme rasta, tijekom zetve, u
proizvodnom pogonu, ali i tijekom skladiStenja ili transporta (Farage i sur., 2018). Lee i sur. (2014)

analizirali su 78 uzoraka bezglutenskih Zitarica i njihovih proizvoda s oznakom prekrizenog klasa.



Rezultati su pokazali kako je 20,5 %, odnosno 16 uzoraka, sadrzavalo razinu glutena iznad

propisanih granica od 20 mg kg™

Vazno je lijeCenje zapoceti povecanjem unosa energije, pojedinih mikronutrijenata i tekucine.
Vremensko trajanje aktivne bolesti povezano je s nutritivnim statusom pacijenta u trenutku
dijagnoze bolesti. Sto je vremensko trajanje duZe to je veée oSteéenje gastrointestinalnog sustava
1 veci je stupanj malapsorpcije (Novak, 2017). Preporuca se konzumacija hrane iz koje je izoliran
gluten i one koja je prirodno bez glutena poput mlijeka i mlije¢nih proizvoda, voca i povrca, biljnih
ulja, mesa, ribe i jaja. Zitarice poput amaranta, kvinoje, prosa, kukuruza, heljde, rize mogu
zamijeniti pSenicu, raz, jeCam i zob. Prehrana se moze upotpuniti sa sjemenkama, mahunarkama i
orasastim plodovima ¢ime se povecava nutritivna vrijednost prehrane. Namirnice iz kojih je
izoliran gluten mogu se lako prepoznati zbog prekrizenog klasa na ambalazi (Bascunan i sur.,
2016). Pridrzavati se ovakvog nacina prehrane bilo bi jednostavno kada bi se gluten nalazio samo
u prethodno navedenim zitaricama i proizvodima od tih Zitarica. Gluten se koristi u proizvodnji
razlicitih skupina namirnica da bi povezao masnocu i vodu, kao emulgator, stabilizator, nositelj
aroma i zacina. Isto tako, moze biti skriven u industrijski procesiranoj hrani, pivu, djec¢joj hrani ili
dodacima prehrani (Meijer i sur., 2018). U tablici 1 prikazane su sve sigurne namirnice kao i one
koje su potencijalni rizik za osobe s celijakijom. Do sada je navedena hrana koja je moguci izvor
glutena, no postoje i neprehrambeni izvori glutena na §to posebno treba obratiti paznju pacijentima.
Lijekovi, kapsule te kozmeticki proizvodi poput paste za zube, ruzeva za usne ili vodica za
ispiranje usta mogu sadrzavati gluten kao pomoc¢nu tvar, oblogu ili sastojak. Potrebno je
savjetovati pacijente da se obrate proizvodacu proizvoda koji Zele konzumirati kako bi se uvjerili

nalazi li se u njemu gluten (Bascunan i sur., 2016).



Tablica 1. Popis dopustenih i nedopustenih namirnica u prehrani bez glutena (Panjkota Krbav¢ic,

2008)

Grupa namirnica

Dopustene

Rizitne

Zabranjene

amarant, heljda, slanutak, Jobove
suze, leca, proso, grasak, kvinoa,
sirak, soja, tapioka i divlja riia

Instant palenta,
Kukuruzne pahuljice s
raznim dodacima, gips od
krumpira

pienica,zob,jefam rai,pir i
njihovi derivati, pienorai,
mekinje

gore navedenih
Fitarica,jetmeni slad;
Misli i Zitarice za dorucak

napravljene
3TARICE D.d garet navedenih Zitarica;
Tjestenina
(svjeia, suha, s
punjenjenjem ili bez
njega); Slatki ili slani peceni
proizvodi
(kruh, Stapidi, koladi, krekeri,
pizza,
keksi, pite, kroasani itd.)
Sve vrste svjeieg ili smrznutog Kandirano vode suho ili dehidrirano vode
voca, sve vrste oradastih plodova koje je preliveno brainom
sa soli ili bez nje;
VOCE Wode u sirupu, suha ili dehidrirano
voce koje nije preliveno brainom
Sve vrste svjefeg konzerviranog ili | Gotova jela na bazi povréa | Povrde sa Zitaricama,
smrznutog povrca koje ne sadrii Panirano povrie
POVRCE nedozvoljene sastojke navedenih ili povrde pefeno u brasnu
iitarica
svjeie mlijeko ili mlijeko u napici na bazi mlijeka, jogurt sa sladom, Zitaricama
tetrapaku, vocni jogurt, aroma- ili
MLUEKO | MLUEEN! | prirodni jogurt (punomasni ili bez | tizirano UHT vrhnje za keksima.
PROIZVODI masnoca), svje- kuhanje, tufeno vrhnje,
Ze yrhnje ili UHT vrhnje, svjedi i kreme i pudinzi, sirni
zreli sirevi namazi, sirevi s plijesni
Swve vrste mesa i ribe, svjeki ili Cajne salame, naresci, Panirano meso ili riba,
zamrznuti priut, konzervirane ribe | kobasice, hrenovke uvaljano u bragno ili kuhano
MESO,RIBA JAJA u ulju, dimljene ili zamrznute, jaja s umacima koji sadravaju
bragno
Gazirani napitci,bezalkoholna pica | Vocni sirupi i sladoled, Pivo, Instant kava ili
i dijetna pica,taj, pripremljene mjesavine za | nadomjesci kave
MNAPITCI Caj bez kofeina, kamilica, kava, frape, topla Cokolada koji sadriavaju jecam ili
kava bez kofeina, biljni Eajevi, jetmeni slad
med, fecer; fruktoza,dekstroza, Cokoladne pralinekakao u | Kupowni slatkii prekriveni
SLATIIE! glukozni sirup prahu pienicnim brainom;

Cokolada sa itaricama i
keksima
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1.2.2. Nutritivni deficiti bezglutenske prehrane

Psenica, raz i jeCam dobar su izvor Zeljeza, kalcija, folne kiseline i vitamina B12. Navedene
nutrijente pacijenti bi trebali nadomjestiti zamjenskim namirnicama, no veéina njih nije s tim
upoznata. Prehrambena vlakna, vitamin D i ostali vitamini B skupine takoder su Cesti deficiti
zabiljezeni u bezglutenskoj prehrani. Istrazivanja su pokazala kako je prehrana bez glutena kod
vecine pacijenata neuravnotezena, odnosno da unose hranom vise masti dok je unos ugljikohidrata

siromaSan (Jnawali i sur., 2016).

Manjak prehrambenih vlakana susrece se kod novooboljelih pacijenata, ali i kod onih koji su duze
vrijeme na bezglutenskoj prehrani. Smanjena apsorpcija zbog atrofije vila u tankom crijevu razlog
je manjka vlakana kod novooboljelih. U bezglutenskoj prehrani deficit je povezan s loSom
kvalitetom bezglutenskih proizvoda kao i1 s izborom namirnica. Dovoljno je izbjegavati
konzumaciju nekoliko vrsta namirnica prirodno bogatih vlaknima kako bi se razvio deficit (Vici i
sur., 2016). Kako bi se sprijecio deficit vitamina B skupine vazno je u prehranu uvrstiti pseudo
zitarice poput amaranta ili kvinoje koje su ujedno dobar izvor proteina, folne kiseline i minerala
(Pellegrini i Agostoni, 2015). Pseudo Zitarice dobar su izvor aminokiselina arginin i histidin koje
su vazne za razvoj djece. lako u usporedbi s ostalim zitaricama imaju ve¢i udio masti karakterizira
ih ve¢i udio nezasi¢enih masnih kiselina, izmedu ostalih i esencijalne omega 3 masne kiseline.
Anemija i nedostatak Zeljeza Cesto se pojavljuju kod osoba s celijakijom kao posljedica oSte¢enja
crijevne sluznice. Hrana koja prirodno sadrzi gluten je dobar izvor Zeljeza, dok hrana bez glutena
nije, zbog Cega je tesko nadomyjestiti pacijentima nedostatak zeljeza. Povrée i meso dobar su izvor
zeljeza na §to je potrebno uputiti pacijente kako bi u §to kratem vremenu nadomjestili nedostatak

zeljeza (Vici i sur., 2016).

Bilo koji nacin lijeCenja, pa tako i prehrana bez glutena, moze imati nepozeljne ucinke.
Obrazovanje pacijenata o hrani bez glutena i o mogucim nutritivnim deficitima klju¢no je za

postizanje pravilne i uravnotezene prehrane bez glutena (Bascunan i sur., 2016).
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1.3.MODELIRANJE NA RAZINI STANICE U NUTRICIONIZMU

Nutricionizam ili znanost o prehrani prouc¢ava odnos izmedu Covjeka i hrane. Nastoji razumjeti na
koji nacin prehrana utjece na zdravlje Covjeka. Sve veci broj prehrambenih istrazivanja usmjereno
je na otkrivanje prirodnih nacina prevencije razliitih kroni¢nih nezaraznih bolesti koje su u
posljednje vrijeme u stalnom porastu. Nutricionizam stoga obuhvaca razli¢ita podrucja istrazivanja
poput molekularnih mehanizama, identifikacije bioloski aktivnih sastojaka hrane i demonstracija

njihove bioloske uc¢inkovitosti.

U posljednjem desetlje¢u primjena sistemske biologije pokazala se kao korisno sredstvo za
postizanje glavnih ciljeva nutricionizma (Badimon i sur., 2017). Sistemska biologija je znanstvena
disciplina koja proucava sistemska svojstva i dinamicke interakcije bilo u organizmu, stanici,
virusu ili zarazenom domacinu. Temelji se na kombinaciji eksperimentalnog pristupa i
matematickog modeliranja, kojima se nastoji opisati i shvatiti kompleksne bioloske sustave (Klipp
i sur., 2016). Kontrola metabolickih procesa krec¢e od prijenosa informacija s genoma, preko
transkripcije 1 translacije do konacnog utjecaja na aktivnost enzima. Podruc¢ja unutar sistemske
biologije su genomika, transkriptomika, i proteomika i metabolomika. Metabolomika ukljucuje
potpunu i kvantitativnu procjenu metabolita unutar stanica, tkiva ili tjelesnih tekuéina. Jedno je od
vaznijih podrucja za nutricionizam jer su metaboliti sastavni dio prehrane, nuzni su za odredivanje
transkriptomskih i proteomskih promjena te su brojne bolesti izravno povezane s metabolitima.
Koncept na kojem se temelji sistemska biologija nije nimalo jednostavan. Koriste se opceniti
podaci koji se predstavljaju u bioloSkim procesima s pove¢anom rezolucijom i tocnos¢u. Ovakvim
se pristupom nastoji eksperimentalno povezati sastavne modele bioloskih sustava u slozenije

modele kako bi se pojasnilo njihovo ponasanje u razli¢itim uvjetima (Diaz, 2019).

Prehrana se sastoji od mikronutrijenata i makronutrijenata gdje svaki od njih zasebno, ali i svojom
kombinacijom na razli¢ite nacine utjecu na reakcije u metabolizmu. Cilj je predvidjeti utjecaj svih
komponenata hrane jer bi se na taj nacin mogle uspjesno lijeciti kroni¢ne bolesti te upozoravati
ljude kako mogu prevenirati pojedinoj kroni¢noj bolesti. Postoje brojni modeli koji opisuju
metabolicke puteve razli¢itih nutrijenata unutar organizma. Kao $to smo ve¢ naveli, moguce je
mijenjati pocetne koncentracije parametara unutar modela te pratiti promjene u koncentracijama
tijekom vremena. Beentjes i suradnici (2019) razvili su matematicki model metabolickog puta

vitamina D pomocu kojeg su htjeli definirati utjecaj navedenog metabolizma na zdravlje opce
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populacije, ali i trudnica posto je manjak vitamina D povezan sa Stetnim ishodima u trudno¢i.
Hassell Sweatman (2020) konstruirala je model dijabetesa koji je povezan s unosom ugljikohidrata
1 masti te sluzi za predvidanje u¢inka razli¢itih nac¢ina prehrane. Postoje modeli koji su konstruirani
s ciljem boljeg razumijevanja kvarenja hrane, primjer je rad Gu-a i suradnika (2019) koji su pratili
promjene na proteinima sirutke tijekom termicke obrade. Iako postoje jos brojni drugi radovi iz
podrucja nutricionizma potrebno je jo§ puno truda i vremena da se uslijed velikog broja razli¢itih

nutrijenata, kako po strukturi tako i po djelovanju, postignu Zeljeni rezultati.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.MATERIJALI

Od materijala u ovom radu koriSteni su racunalni programi CellDesigner verzija 4.4.2 (The
Systems Biology Institute, Tokyo, Japan) i WR Mathematica v.10 (The Wolfram Centre Lower
Road, Long Hanborough, Ujedinjeno Kraljevstvo) za numeri¢ku integraciju diferencijalnih
jednadzbi. Rezultati su graficki prikazani u Microsoft Office Excel-u 2016 (Microsoft, Redmond,
Washington, SAD).

2.1.1. CellDesigner 4.4.2

Razumijevanje logike i dinamike gensko-regulatornih i biokemijskih mreZza glavni je izazov
biologije sustava. U svrhu lakSeg istrazivanja navedenog podrucja koristi se racunalni program
CellDesigner koji omogucuje izradu modela. CellDesigner koristi graficki prikaz procesa u obliku
dijagrama, koji je u skladu sa smjernicama grafickih notacija biologije sustava. Svi modeli se
pohranjuju u sustavu System Biology Markup Language (SBML). Glavne karakteristike programa

Su:

e lako razumljiv graficki prikaz,

e intuitivno korisnic¢ko sucelje,

e podrzavanje SBML oblika datoteke,

e opsezni opis odjeljaka, vrsta, reakcija i proteina,

e povezanost s bazama podataka,

e integracija s alatima za analizu i ostalim simulatorima,
e podrSka razvojnom okviru i

e pretvaranje slika u PNG, SVG, JPG i PDF formate (Matsuoka i sur., 2014).

Izrada modela u CellDesigneru zapocinje otvaranjem nove datoteke iz izbornika. U otvoreni
prozor upisuje se veli¢ina radnog prostora 1 naziv dokumenta. Slijede¢i korak je odabir potrebnih

vrsta iz alatne trake vidljive na slici 3. Moguce je izabrati proteine, gene, receptore, ione,
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jednostavne molekule i slicno. Svakoj odabranoj vrsti dodjeljuje se naziv i veli¢ina, dok se pozicija

svake pojedine vrste moZe mijenjati tijekom izrade modela (Funahashi i sur., 2003).

ION  MOLEKULA LLJEK KOMPLEKS
PROTEIN RECEPTOR IONSKI KANAL DEGRADACIA

[ | | |
OMOD Ao oo 0000 = |8 ¢

GEN  RNA asRNA  FENOTIP

Slika 3. Alatna traka simbola vrsta u CellDesigneru (Matsuoka i sur., 2014)

Nakon odabira i imenovanja svih potrebnih vrste, potrebno ih je povezati u reakcije. Povezuju se
sa strelicama iz alatne trake u kojoj su ponudeni razli€iti tipovi reakcija poput katalize, aktivacije,
inhibicije i sli¢no. Kako bi dobili funkcionalan model koji ¢e vjerodostojno simulirati stanice u
zivom organizmu potrebno je upisati kineticke jednadzbe za svaku reakciju. Pritiskom desnog
klika miSa na strelicu reakcije nudi se opcija upisa kineti¢ke jednadzbe, ¢ime se otvara prozor za
upis vidljiv na slici 4. U istom prozoru upisuju se i vrijednosti kinetickih parametra koji sudjeluju
u reakciji. Prije pokretanja simulacije potrebno je zadati pocetne koncentracije molekula s kojima
je mogucée manipulirati kako bi se vidjelo na koji nacin pojedina molekula utjece na druge tijekom
simulacije. Simulacijom modela pratimo promjene koncentracija molekula tijekom zadanog
vremena koje sudjeluju u procesu s obzirom na promjene pocetnih koncentracija molekula ili
promjene vrijednosti kinetickih parametara. Simulaciju se pokre¢e odabirom simulacije, odnosno
upravljacke ploce u alatnoj traci programa. Dobiveni rezultati prikazani su u numerickom i
grafickom obliku. U prozoru upravljacka plo¢a moguce je, kao Sto smo prethodno naveli,

promijeniti pocetne vrijednosti molekula te svaku simulaciju spremiti kao poseban eksperiment.

Konacan model sprema se u obliku SBML dokumenta sadrzavajuci sve potrebne informacije o
molekulama, reakcijama, kinetikama, polozaju dokumentu i ostalim podacima o modelu

(Matsuoka i sur., 2014).
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2.1.2. Model imunoloskog odgovora na celijakiju

U ovome radu koriSten je model urodenog i adaptivnog imunoloskog odgovora kod osoba s

celijakijom. Upravo sistemska biologija omogucuje opis svih izvanstani¢nih 1 unutarstani¢nih

procesa povezanih s celijakijom, zajedno s integracijom prikupljenih eksperimentalnih podataka

pomocu kojih se detaljno opisuje navedena bolest. Cilj izrade ovog modela bio je odrediti

najvaznije procese imunoloskog odgovora kod celijakije i razlike u koncentracijama nastalih

metabolita s obzirom na razli¢ite pocetne koncentracije prehrambenog glutena.

Model se sastoji od 16 varijabli, 55 kinetickih parametara i 34 biokemijskih reakcija. U nastavku

navedeni su kineticki izrazi za svaku reakciju u modelu, kao i vrijednosti koriStenih kinetickih

parametara (tablica 2 i 3) (Demin i sur., 2013).

Tablica 2. Popis kinetickih izraza (Demin i sur., 2013)

Brzina reakcije

Opis

lum ( 1nflux)

Brzina ulaska glutena u lumen

I/Z lum (k ral gut)

Razgradnja glutena u lumenu

1

Stopa sazrijevanja [EC

V Vlam (km ' Ab )
1 + iec
Kd_inh
Ab IEL IF21 Apoptoza IECa
V,=V.- k’eC IEC-(1+—, ) pop
K K;f K7
(COPE Aktivacija IEC ovisna o
1— (=2 )rr . o
G,., K e glutenskim peptidima
V5 = V/am .(klec IEC ( = ) . X )
Kl“ 1 _( Gé."” )n+1
K iec
Ab IEL IF21 Apoptoza aktivnih IEC receptora
Vi - (k5 - IEC, - (1+ ) P P

+
iel if 21
Kd Kd Kd
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I/7 lam (k;llth [EC k;llaspc APC;) Sinteza IL-IS
14 (k’”S 1115) Stopa raspada IL-15
V9 v (kwl ) Brzina sazrijevanja IEL-a
ol 1 Stopa raspada IEL-a
1+—
Kd inh
IEL Aktivacija IEL-a
I/11 lam (klel ]Lls 1 ) !
IL15+K,
; 1 Stopa raspada aktivnih IEL
iel
V - Vvlam (kd IELa ILIS )
1+—
Kd inh
IEC , Ulazak peptida glutena u laminu
g _ 0 _
V lum (k (( ( O 0085 ) )+ Permeablh ty) (G gut Gmmr )) pI’OpI’lJu
v.,=V, G,,.) Razgradnja nativnih peptida
o (e glutena
V.=V, (kd@am G,) Razgradnja deamidiranih peptida
> o glutena
ape IL15 Brzina regrutiranja APC-a
I/16 lam (k y (1 K;lljim ))
Vo=V, (k¥ APC Stopa raspada neaktivnih APC
T G G Aktivacija APC
g = Vi - APC-(— P00y O D :
ECH* +TG G ECL™+G, ECH 4
Viy=V, (k¥ -APC) Stopa razgradnje aktivnih APC
Vao = Viaw (k) Brzina sazrijevanja T-stanica
Var = Vi (kg -T) Stopa razgradnje neaktivnih T-
stanica
IF21 Aktivacija T-stanica
Vi =Vigy - (ki T - APC, - (14—~ )) :
d_stim
V=V, ﬂclf 21 -IEL, + klf 21 -T) Sinteza IF-21
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Vag = Vi (k] -IF 21) Stopa razgradnje IF-21
T, -kl G Sinteza antitijela
V25 = V[am : (k:b : (1 + " = )( TG_G + de: 4 J
K;‘iab +T, ECE2 +TG G ECE™ +@G,
Vas = Viw (k" - 4b) Stopa razgradnje antitijela
Vo =Viw (ki -1EC ) Stupanj inaktivacije IEC-a

VZS = Vlam ﬂ{; 'Ta)

Stopa razgradnje aktivnih T-

stanica
k&G, - Ab Razgradnja kompleksa antitijelo-
Vao =View - ( K2 ) nativni peptidi glutena

d

ke .k -G, -Ab Razgradnja kompleksa antitijelo

Vig = Vian ( K2 ) deamidirani peptidi glutena
d
Vi = Vi (k" -IEC ) Stupanj sinteze zonulina

Vi =Vim '(kdzm “ZlIn )

Stopa razgradnje zonulina

ca 1
kd ' 'eO 'Gmuc Tb
1 + Kﬂ’,ab
Vo=V, - d
Y o ( KZW’” + Gmuc )

Deamidacija peptida glutena

Vi = Vi (k; -T,)

Aktivacija T-stanica
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Tablica 3. Popis vrijednosti kinetickih parametara (Demin i sur., 2013)

Parametar Vrijednost Opis
1 inf lux 750000/7500 Brzina prijenosa glutena u lumen
2 ki 0,26 Brzina degradacije glutena u lumenu
3 ke 0,0001315 Brzina sazrijevanja IEC
4 Kizef . 3490802 Brzina sazrijevanja IEC
5 ki 0,015462 Brzina smrti IEC
6 Ky 3846978 Brzina degradacije antitijela
7 K[ 0,003 Brzina degradacije IEL-a
8 K™ 43,39 Brzina degradacije IF-21
9 ki 0,5 Brzina aktivacije IEC
10 Ky 5000 Brzina aktivacije IEC
11 P 3 Koncentracija receptora potrebnog za
aktivaciju IEC
12 N 10 Koncentracija CXCR3 receptora u IEC-u
13 ks” lfec 219 Brzina aktivacije od strane IEC
14 kilj zpc 275 Brzina aktivacije od strane APC
15 k" 0,5794 Brzina degradacije IL-15
16 k! 0,00009 Brzina sazrijevanja IEL
17 ky' 1152,5 Brzina smrti IEL
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18 K;j o 1,69 Brzina smrti [EL

19 k! 11,11 Brzina aktivacije IEL

20 K, 0,6411 Brzina aktivacije IEL

21 kf 1,13 Brzina transporta peptida iz lumena u laminu
kroz epitel tankog crijeva

22 K" 0,8 Utjecaj zonulina na propusnost epitela

23 k=" 0,26 Utjecaj zonulina na propusnost epitela

24 k™ 0,26 Brzina degradacije deamidiranih peptida

glutena

25 kg 0,0000096 Brzina degradacije nativnih peptida glutena

26 ki 2,32 Brzina regrutiranja APC

27 K(ij’i . 0,0096 Aktivacija regrutiranja APC-a od strane IL-15

28 k™ 2,32 Brzina razgradnje APC

29 k™ 0,35 Brzina razgradnje APC

30 EC G- 700000 Brzina aktivacije APC

31 EC & 700000 Brzina aktivacije APC

32 EC " 3500000 Brzina aktivacije APC

33 k., 0,0000058 Brzina sazrijevanja T-stanica

34 kg 0,00675 Brzina smrti T-stanca

35 k. 1,95 Brzina aktivacije T-stanica

36 Kgifmm 147 Aktivacija T-stanica od strane IF-21

37 k!’/i 21 3303,1 Brzina sinteze IFN-y pomocu IEL-a
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38 kY 221 12071 Brzina sinteze IFN-y pomoc¢u T-stanica

39 ki 0,15 Brzina razgradnje IF-21

40 k" 1,66 Brzina sinteze antitijela

41 ki 114703 Aktivacija brzine sinteze antitijela pomocu T-

stanica
42 K 0,0042 Aktivacija brzine sinteze antitijela pomocu T-
- stanica

43 ki 0,001375 Brzina razgradnje antitijela

44 ki, 1,46 Brzina inaktivacije IEC-a

45 ks - 0,00811 Poluzivot kompleksa antigne-antitijelo

46 K- 3573320 Afinitet antitijela na antigen

47 Ky 1,5 Deaminirani peptidi imaju ve¢i afinitet za
antitijela od nativnih peptida

48 kot 3327155 Brzina sinteze aktivnih IEC-a

49 kit 0,56 Utjecaj zonulina na propusnost epitela

50 k" 1140 Brzina deamidacije peptida glutena

51 el 35087,72 Ukupna koncentracija TG 2

52 KS 147292,3 Inhibicija TG_2 od strane TG antitijela

53 K, 250000000 Brzina deamidacije peptida glutena

54 k., 0,01 Brzina aktivacije T-stanica

55 k., 48,23 Brzina aktivacije T-stanica
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2.1.3. Prehrambene preporuke koristene za planiranje jelovnika

Planiranje jelovnika za zdravu populaciju manje je zahtjevno jer nema nikakvih ograni¢enja Sto se
tice izbora namirnica. Postoje opce preporuke koje omogucavaju planiranje raznolike i
uravnoteZene prehrane. Pravilna raspodjela energetskog unosa bila bi 25-35 % unosa masti, 50-60
% unosa ugljikohidrata dok preostalih 10-20 % otpada na unos proteina. Navedena raspodjela
vrijedi i za osobe koje su na prehrani bez glutena. Jelovnici za osobe oboljele od celijakije ne
sadrze pSenicu, raz, jeCam i zob te proizvode od navedenih Zzitarica. Vazno je Citati deklaracije

kako bi se izbjegao unos glutena iz ostalih namirnica (Odluka, 2015).

2.2.METODE
2.2.1. Razvoj i simulacija modela za razliite pocetne uvjete

Provedene su simulacije imunoloskog odgovora na celijakiju s obzirom na unos razlicitih
koncentracija glutena. Koristene pocetne koncentracije su 0.1, 12, 1004 mg glutena nakon ¢ega se

prate koncentracije razliCitih oblika glutena, T-stanica kao i antitijela tijekom vremena.

2.2.2. Analiza klju¢nih parametara modela primjenom metode lokalne osjetljivosti

parametara

Analiza osjetljivosti je metoda pomocu koje mozemo utvrditi kako promjene pojedinih varijabli
utjecu na vrijednosti rezultata unutar modela. Na taj nacin se odreduju kljuéni parametri, ali i
pocetni uvjeti modela $to je glavni cilj analize osjetljivosti (Marino i sur., 2008). U najveéem broju
slucajeva primjenjuje se kako bi se pojednostavio model ili za donosenje zakljucaka o razli¢itim
aspektima prouCavane pojave. Analiza osjetljivosti pronasla je svoju primjernu u razli€itim
podruc¢jima poput slozenih kinetickih sustava, ekoloskih modela, energetskih analiza zgrada,
hidrogeologije i1 biologije sustava. Primjena u bioloSkim procesima iznimno je vazna za

formuliranje i testiranje hipoteza, dok je glavna prepreka Sto takvi modeli imaju velik broj
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slobodnih parametara ¢ije vrijednosti utjeCu na ponasanje modela i njegovu interpretaciju (Qian i

Mabhdi, 2020).

Analiza lokalne osjetljivosti je metoda pomocu koje se odreduje parcijalna derivacija izlazne
funkcije s obzirom na ulazne parametre samo kada su parametri i pocetni uvjeti poznati. Mijenja
se jedan ulazni faktor, dok ostali ostaju na pocetno zadanim vrijednostima te se ponavlja postupak

za sve ulazne faktore (Marino i sur., 2008).

U ovom radu analizirano je 16 izlaznih veli¢ina modela (koncentracije metabolita uklju¢ene u
imunoloski odgovor na celijakiju). Prema navedenoj jednadzbi racuna se relativni parametar

koeficijenta osjetljivosti u nepromijenjenom stanju Sy,; , kije vektor koncentracija, dok je cx vektor

parametara sustava. Koeficijent lokalne osjetljivosti je % (jednadzba 1).

. " kixAc
ki | 9cxr, 100% ~ —X
Cxx aki CX*'Aki

Sy %= -100% = [1]

k,: Cxx " (1,03](,') — Cx* " ki
= L. - 1009
Cx* 0,3 . ki %

Analiza je primijenjena na 55 kinetickih parametara modela. Program WR Mathematica 10
koristen je za simulaciju i odredivanje lokalne analize osjetljivosti, nakon ¢ega su rezultati

obradeni u Microsoft Office Excelu 2016.

2.2.3. Analiza globalne osjetljivosti parametara FAST metodom

Test osjetljivosti Fourierove amplitude (FAST) koristi sinusoidne funkcije i svojstvo
ortogonalnosti te daje priblizan okvir stvarnih i imaginarnih koeficijenata modela (Qian i Mahdi,
2020). Promjenom vrijednosti ulaznih parametara dolazi do varijacija izlaznih vrijednosti.
Fourierova analiza mjeri amplitude pri razli¢itim frekvencijama svakog od parametara na kraju
modela (Marino, 2008). Metoda je karakteristicna po tome $to je mjerenje osjetljivosti neovisno o
modelu, mjerenje sadrzi utjecaj svih zadanih varijacija svakog faktora. Takoder, sadrzi efekte

interakcije te se vise faktora moze definirati kao pojedinac¢ni faktor (Crosetto i sur., 2000).

KoriStenjem globalne osjetljivosti dolazi do nelinearne promjene normaliziranih parametara x;

(jednadzba 2):
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x; = %+ %arcsin (sin (Tw;s + ¢;) [2]

Promjene parametara povezane su s parametrima frekvencije i faznog kuta. Jednadzba 3 prikazuje

promjenu normaliziranih varijabli x; u realni parameter £i:

NN

k; = 2[10™ + 107 + x(10™ — 10™™)] [3]

o~

k, predstavlja nominalnu vrijednost parametra, dok eksponent n predstavlja raspon varijacije
parametara. Dobivene izlazne varijable proSiruju se Fourierovom serijom gdje je varijanca D
izlazne funkcije rastavljena na zbrojeve kvadrata Fourierovih koeficijenata 4, 1 B,, (jednadzba 4-

6):

D =2%2_1(4% + B3) (4]
A, = i - f_nn y(s) - cos(ws) - ds [5]
B, = % f_nny(s) - sin(ws) - ds [6]

Parcijalni zbroj ¢lanova Taylorovog niza (s) odreduje se pomocu jednadzbe u nastavku, gdje M
predstavlja maksimalnu frekvenciju u Fourierovom proSirenju. Koeficijenti osjetljivosti Si
odredeni su prema Fourierovim koeficijentima, dok je djelomic¢na suma uskladenosti dana

jednadzbama 7-8.

Di =2- ZpM=1A§)a)i + Bz%wi [7]
D;
si=2 8]

Isto kao i u slucaju lokalne osjetljivosti, za odredivanje globalne osjetljivosti i provodenje
simulacije koriSten je program WR Mathematica 10. Dobiveni rezultati obradeni su u Microsoft

Office Excelu 2016
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3. REZULTATI I RASPRAVA

Provedbom simulacija modela imunoloSkog odgovora na celijakiju promatrana je promjena
koncentracija metabolita tijekom 720 sati. Provedene su tri simulacije u programu CellDesigner
koje se razlikuju s obzirom na pocetne koncentracije glutena (0.1 mg, 12 mg i 1004 mg). Rezultati
su obradeni u programu Microsoft Office Excel nakon ¢ega su prikazani u grafickom obliku.
Takoder, odredeni su klju¢ni kineticki parametri modela pomoc¢u analize lokalne i globalne

osjetljivosti u programu WR Mathematica 10.

3.1.PRIKAZ MODELA IMUNOLOSKOG ODGOVORA NA CELIJAKIJU U PROGRAMU
CELLDESIGNER 4.4.2

U okviru ovoga rada provedena je analiza modela imunoloSskog odgovora na celijakiju u
programskome paketu CellDesigner 4.4.2. Odabrani model sastoji se od 34 biokemijskih reakcija
koje prikazuju imunoloski odgovor s obzirom na razli¢ite koncentracije glutena. Popis kinetickih
izraza prikazan je u tablici 2, dok tablica 3 prikazuje popis vrijednosti 55 kinetickih parametara
koristenih u modelu. Slika 5 prikazuje CellDesigner model sa klju¢nim metabolitima imunoloSkog
odgovora ¢ijom simulacijom su dobiveni rezultati opisani u nastavku. Kaskada reakcija zapocinje
prikazom ulaska peptida glutena u lamina propriju gdje prelazi u deamidirani oblik uz pomo¢
enzima transglutaminaze. Antigen prezentirajuce stanice (APC) prenose deamidirane peptide
glutena do T-stanica nakon ¢ega one prelaze u aktivni oblik. T-stanice aktiviraju upalni odgovor
sintezom proupalnih citokina IF-21. Intestinalne epitelne stanice (IEC) zajedno s antigen
prezentiraju¢im stanicama (APC) sintetiziraju IL-15 koji aktivira intraepitelne limfocite (IEL). IEL

zajedno s IF-21 dovode do upalne reakcije izazvane peptidima glutena.

Primjena CellDesigner paketa omogucava modeliranje 1 analizu genetsko-regulatornih 1
biokemijskih mreza koriStenjem precizno definiranoga grafickog sucelja. Prema literaturi
Matsuoka 1 suradnika (2014) najvaznije prednosti CellDesigner-a su: (i) omogucava prikaza
razli¢itih bioloSkih interakcija, (i) da je zapis vizualno nedvosmislene (jedan simbol jedna

komponenata modela), (iiil) omogucava uvodenje oznaka u model (promjena imena
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komponentama), (iv) mogucée prevodenje graficki prikazanoga modela u matematicki zapis
primjenom programskih alata, (vi) moguce graficko prikazivanje rezultata simulacije te (vi) shema

notacije modela mora biti slobodno dostupna (u obliku on-line baza).

Slika 5. Prikaz modela imunoloSkog odgovora na celijakiju ( Znl - zonulin, Ggut — peptidi glutena,
Gmuc — nativni peptidi glutena, Gd — deaminirani peptidi glutena, APC — antigen prezentirajuce
stanice, Ab — antitijelo, T — T stanice, IEL — intraepitelni limfociti, IL15 — interleukin 15, IF21 —

interferon 21, IEC — intestinalne epitelne stanice)

3.2.PRIKAZ JELOVNIKA GLUTENSKOG I BEZGLUTENSKOG JELOVNIKA

Osmisljena su dva jelovnika, jedan za zdravu populaciju te drugi za osobe sa celijakijom. Jelovnici
su samostalno izradeni pomo¢u USDA baze podataka zbog velike koli¢ine dostupnih namirnica.

Ograni¢enje navedene baze je Sto ne nudi podatak o koncentraciji glutena. 1z tog razloga koriSteno
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je istrazivanje Assora i suradnika (2014) u kojem se odredivala koncentracija glutena u odredenim
namirnicama. U jelovnik bez glutena uvrStene su bezglutenske namirnice kojima je odredena
koncentracija glutena u radu Sari¢ (2017). Energetska vrijednost jelovnika iznosi 1700 kcal, gdje

su namirnice rasporedene u pet obroka (tablica 4).

Prilikom sastavljanja jelovnika bez glutena nije dovoljno izbjegavati namirnice koje prirodno
sadrze gluten. Vazno je pripaziti na kontaminaciju do koje moze do¢i u bilo kojoj fazi proizvodnje
1 pripreme hrane. Namirnice koje sadrze zob se ne uvrStavaju u jelovnike ukoliko se ne zna
tolerancija osobe na zob. Moguce ih je uvrstiti u slu¢aju da namirnica ima certifikat koji oznacava
da ne sadrzi gluten (Leonard i sur., 2017). Navedeni jelovnici osmiSljeni su na temelju op¢ih
preporuka. Nastoji se zadovoljiti raznolikost prehrane uz postivanje udjela makronutrijenata koji
su navedeni u eksperimentalnom djelu. Vazno je ograniciti unos zasi¢enih masnih kiselina, trans
masnih kiselina, dodanih $eéera i soli. Sto je vise moguée izbjegavati termi¢ku obradu przenja. U
konacnici pozeljno je da su namirnice u jelovnicima ukusne, Sarene i raznolike kako bi se osobama

olaksalo pridrzavanje istih.

Tablica 4. Jelovnik za op¢u populaciju i jelovnik bez glutena

Cjeloduevai obrok Masa Energija Proteini Gluten Cjelodnevai obrok Masa Energija Proteini Gluten
g kcal g mg [ kcal mg
Zajutrak Zajutrak
Jaja ao 135 12 0 Kuhana jaja 90 135 12 0
Chia sjemenke 5 21 1 0 Sir kravlji svjezi 100 95 14 0
Ementaler 100 7 1 0 Rajdica nezadinjena 150 22 1 0
Mijeko (0,9 % m.m.) 50 195 15 0 Mijeko (0,9 % m.m.) 100 42 1 0
Razeni kruh 100 222 7 500 Integralno pecivo 80 222 7 0.5
Dorucak Dorucak
Chapucino 250 165 8 4 Kikiriki 20 115 5 0
Keksi s cokoladom 50 142 4 300 Rucak
Rucak Pecena piletina 200 250 36 0
Puredi odrezak na naglo 150 242 27 0 Rizi - bizi 100 184 5 0.1
Kuhani krurmpir 150 276 8 0 Kruske 150 47 0 0
Uzina UzZina
Ljesnjaci 10 70 1 0 Kola¢ od badema 100 200 5 10
Limunada 200 17 0 0 Sok od jabuke 150 65 0 0.9
Veclera Velera
Tjestenina s tunom 100 197 14 200 Toast od sira i Sunke 100 313 10 0.5
SvijeZi krastavaci 50 18 0 0 Svijezi krastavaci 50 18 0 0
Zelena paprika 50 9 0 0 Zelena paprika 50 9 0 0
X 1715 98 1004 > 1717 97 12
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3.1.SIMULACIJA MODELA IMUNOLOSKOG ODGOVORA NA CELIJAKIJU U
PROGRAMSKOM PAKETU CELLDESIGNER
Celijakija je autoimuna bolest do koje dolazi zbog prehrambene izlozenosti glutenu kod genetski
predisponiranih osoba. Bezglutenska prehrana dovodi do postupnog smanjivanja simptoma bolesti
1 obnavljanja sluznice tankog crijeva zbog Cega se pokazala kao ucinkoviti tretman lijeCenja.
Razlog pojave atrofije tankog crijeva je adaptivni imunoloski odgovor kontroliran gluten

specificnim T-stanicama (Butterworth i1 Los, 2019).

Provedene su tri simulacije modela s obzirom na unos razli¢itih koncentracija glutena. Jelovnik za
op¢u populaciju sadrzi 1004 mg glutena, dok je koncentracija glutena u bezglutenskom jelovniku
12 mg. Koncentracija od 0.1 mg glutena predstavlja idealne uvjete koje je nemoguce postici zbog
prirodno prisutnog glutena u velikom broju namirnica, kao i u ostalim namirnicama putem krizne

kontaminacije. Slika 6 prikazuje koncentraciju peptida glutena u lumenu tankog crijeva.
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Slika 6. Koncentracije prehrambenog glutena u lumenu (plavo-Ggut/pmol L' 1004 mg-
koncentracija glutena u glutenskom jelovniku, naran¢asto Ggut/pmol L'-koncentracija glutena u

bezglutenskom jelovniku, zeleno Ggut/pmol L™'-koncentracija glutena u idealnim uvjetima)
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Peptidi glutena prolaze kroz epitelnu barijeru tankog crijeva i ulaze u lamina propriju putem
transcelularnih i paracelularnih transportnih mehanizama (Shannahan i Leffler, 2017). Na slici 7
mozemo vidjeti kako je u prvih 10 sati najveca brzina ulaska peptida glutena u lamina propriju
neovisno o unosu glutena prehranom. Kod najveéeg prehrambenog unosa nakon 10 sati brzina

ulaska peptida glutena nastavlja eksponencijalno rasti.

Tkivna transglutaminaza je enzim koji katalizira deamidaciju glutenskih peptida u stanici.
Glutaminske aminokiseline iz peptida se deamidacijom prevode u glutamat (Tye-Din i sur., 2018).
Na taj nacin se povecava afinitet peptida glutena za vezanje na HLA molekule, odnosno ubrzavanja
aktivacije T-stanica koje poticu kaskadu reakcija koje u konacnici dovode do stvaranja proupalnih
citokina kod osjetljivih pojedinaca (Votava-Rai¢ i sur., 2006). Koncentracija deamidiranog glutena
u stanici se naglo povec¢ava u prvih 10 sati kao 1 u slu¢aju ulaska peptida glutena u stanicu. Takoder
mozemo vidjeti kako se pri nizim pocetnim koncentracijama glutena u prvih 10 sati svi peptidi
glutena deamidiraju te se njihova koncentracija polagano smanjuje kroz narednih 710 sati.
Smanjenje koncentracije deamidiranog glutena predstavlja udio koji se veze na HLA molekule. U
slu¢aju najveceg prehrambenog unosa smanjenje koncentracije je eksponencijalno te dolazi do

puno veceg broja vezanih HLA molekula i u konacnici do ja¢e imunoloske reakcije (slika 8).
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Slika 7. Koncentracija peptida glutena u lamina propiji (plavo-Gmuc/pmol L' 1004 mg,

naran¢asto Gmuc/pmol L', zeleno Gmuc/pmol L)
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Slika 8. Koncentracija deamidiranih peptida glutena (plavo-Gd/pmol L' 1004 mg, narancasto
Gd/pmol L, zeleno Gd/pmol L)
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Deamidirani gluteni dolaze do T-stanica vezanjem na HLA receptore antigen prezetirajucih stanica
u lamina propriji. T-stanice ne mogu prepoznati peptide glutena ukoliko nije vezan na povrsinu
HLA molekule. Navedenom interakcijom dolazi do aktivacije imunoloskog odgovora
posredovanog intestinalnim specefiénim CD4+ T-stanicama (Staréevié-Cizmarevi¢ i sur., 2015).
CD4+ je glikoprotein koji se nalazi na povrSini stanica poput T-pomoénih stanica, monocita i
dendritickih stanica. Kako bi T-stanice pokrenule imunolosku reakciju one moraju prijec¢i u aktivni

oblik (Mazzarella, 2015).

Na slici 9 vidimo smanjenje koncentracije neaktivnog oblika T-stanica, Sto zapravo predstavlja
fazu aktivacije T-stanica 1 sazrijevanje B-stanica. PocCetna koncentracija neaktivnih T-stanica
iznosi 0,00085 mg. Smanjenje koncentracije je brze, odnosno odmah pocinje proces aktivacije T-
stanica, $to je veca pocetna koncentracija glutena. U slucaju unosa prehrambenog glutena od 0.1

mg ne dolazi do smanjenja koncentracije T-stanica, to¢nije ne¢e do¢i do imunoloskog odgovora.

Prije nego dode do aktivacije T-stanica nastaje meduprodukt odnosno intermedijer T-stanica koji
sluzi kako bi se prikazalo kaSnjenje u proizvodnji antitijela uslijed aktivacije T-stanica i
sazrijevanja B-stanica (Demin i sur.,2013). Brzina formiranja intermedijera T-stanica raste u prvih

300 sati nakon ¢ega se polako smanjuje (slika 10).

Koncentracija aktivnog oblika T-stanica u prvih nekoliko sati sporo raste zbog prethodno
spomenutog medu koraka. Nakon toga brzina aktivacije nastavlja eksponencijalno rasti Sto je
vidljivo na slici 11. Aktivacijom T-stanica dolazi do proizvodnje citokina IFN- y I IL-2, u modelu
prikazani kao IF-21, koji uzrokuju upalu i atrofiju sluznice tankog crijeva (Christophersen i sur.,

2019).
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Slika 9. Koncentracija inaktivnog oblika T-stanica u lamina propriji (plavo-T/pmol L' 1004 mg,

narancasto T/pmol L', zeleno T /pmol L)
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Slika 10. Koncentracija intermedijera T-stanica u lamina propriji (plavo-Ti/pmol L 1004 mg,

naranéasto Ti/pmol L', zeleno Ti/pmol L)
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Slika 11. Koncentracija aktivnog oblika T-stanica u lamina propriji (plavo-Ta/pmol L' 1004 mg,

narancasto Ta/pmol L', zeleno Ta /pmol L)

Aktivni oblik T-stanica zajedno s B-stanicama poticu proizvodnju antitijela u plazmi stanice koja
je ovisna o unosu prehrambenog glutena (slika 12). Anti-TG2 antitijela specifi¢na su za celijakiju
te se Cesto koriste kao dijagnosticki kriterij. Antitijela se vezu na enzim transglutaminazu, koji
sudjeluje u diferencijaciji stanica epitela u tankom crijevu, ¢ime se smanjuje aktivnost enzima §to
dovodi do povecanja propusnosti epitela. Na taj nacin vidimo kako antitijela takoder sudjeluju u

nastanku atrofije crijevnih resica (Yu i sur., 2018).

Izbacivanje glutena iz prehrane dovodi do smanjenja koncentracije antitijela u stanicama tankog
crijeva. Vidimo kako je prehrambeni unos od 0.1 mg glutena doveo do minimalne proizvodnje
antitijela. Do znacajnog povecanja koncentracije antitijela dolazi nakon 50. sata te linearno raste
kao u slucaju unosa od 1004 mg i 12 mg glutena. Kasnjenje u proizvodnji antitijela objasnjeno je

fazom aktivacije T-stranica i sazrijevanjem B-stanica (slika 12).
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Slika 12. Koncentracija antitijela u lamina propriji (plavo-Ab/pmol L' 1004 mg, narancasto

Ab/pmol L', zeleno Ab/pmol L)

3.2.ANALIZA LOKALNE OSJETLJIIVOSTI MODELA IMUNOLOSKOG ODGOVORA
KOD CELIJAKIJE

Svrha promjene metoda lokalne parametarske osjetljivosti je identifikacija klju¢nih ulaznih
informacija modela (parametri ili pocetni uvjeti) ili kvantifikacija utjecaja ulaza na izlaz (Marino
1 sur., 2008). Prema Saltelli i sur. (1999a), analiza osjetljivosti omogucava uvid u ponaSanje
modela, medusobnu povezanost modela i okoline, te uzajamno djelovanje razli¢itih dijelova
modela. Kad je rije¢ o slozenim bioloskim modelima postoje razli¢iti uzroci osjetljivost. Kao
najvazniji isticu se: (i) potvrda modela (robusnost zakljucka modela, kvaliteta pretpostavki
modela), (i1) prioriteti istrazivanja (koji faktor bi se trebao dalje analizirati ili mjeriti), (iii)
pojednostavljenje modela (mogu li se neki dijelovi modela pojednostaviti ili ispraviti) (iv)
identifikacija kriti¢nih ili zanimljivih ulaznih faktora; identifikacija faktora koji medusobno

djeluju te koji stoga mogu dati ogromne vrijednosti (pouzdanost sustava), (v) prije procjene
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parametara, kako bi se pravi ili numericki eksperiment pomogao postaviti u takvim uvjetima u
kojima je osjetljivost izlaza na odredeni faktor procijenjena na najvecu vrijednost (Saltelli i sur.,

2008).

Kada su ulazni faktori kao $to su parametri ili pocetni uvjeti poznati, moze se istraZziti parcijalna
derivacija izlazne funkcije s obzirom na ulazne faktore, a numericki se postize tako da se naprave
brojne simulacije variranja ulaznih faktora oko odredene vrijednosti. Takva tehnika se naziva
analizom lokalne osjetljivosti jer proucava utjecaj na izlaz modela temeljen na promjenama

bliskim odredenoj vrijednosti.

Analizom lokalne osjetljivosti modela mijenja se jedan ulazni faktor dok ostali ostaju na pocetno
zadanim vrijednostima te se ponavlja postupak. Matematicki postupak se provodi parcijalnim
derivacijama izlaznih funkcija s obzirom na ulazne faktore. Analiza je primijenjena na svih 55
kinetickih parametara. Promatrana je koncentracija svih 16 metabolita modela, odnosno izlaznih
veli¢ina. Svaki kineti¢ki parametar uvecan je za 3 % S$to dovodi do modifikacije rezultata

promjenom koncentracija metabolita unutar modela.

Tablica 5 prikazuje pet najvecih promjena koncentracija metabolita uzrokovanih promjenama
kineti¢kih parametara. Vidljivo je kako je antitijelo metabolit s najve¢om relativnom osjetljivosti.

Tri postotno povecanje k.

inf lux

parametra dovelo je do najznaCajnijeg smanjenja relativne
koncentracije, dok je promjena j: parametara dovela do povecanja koncentracije istog

metabolita za istu vrijednost. Navedeni parametri sudjeluju u reakcijama ulaska glutena u lumen

(k,,,. )irazgradnje (x = ) peptida glutena u lumenu iz Cega je vidljivo kako poCetna koncentracija

peptida glutena utjeCe na koncentraciju antitijela. Slijede¢i metabolit je zonulin koji pokazuje

najvece osjetljivosti promjenom vrijednosti Cak tri kinetiCka parametra. Parametri g :» i &

inf Jux

doveli su do povecanja koncentracije, dok je P uzrokovao smanjenje koncentracije zonulina.

Parametar P dio je reakcije aktivacije intestinalnih epitelnih stanica, dok je g:» odgovoran za

slikama 13 1 14.
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Tablica 5. Popis metabolita koji prikazuju najvecu pozitivnu ili negativnu promjenu relativne

koncentracije s obzirom na 3 % povecanja vrijednosti kinetickih parametara

Uvecani kineticki Relativna osjetljivost Metabolit
parametar metabolita (%)
K -1586303333,33 Antitijelo
ki 1586303333,33 Antitijelo
P -23211151,28 Zonulin
kinf lux 8595858,58 ZOI’ILIlil’l
K" 10094606,57 Zonulin
Antitijelo
2E+09
1,5E+09
1E+09
S 500000000
3 0
E g Z R~ 5522053595035 9555835E:
§ S+ FSo8< S5EEIH¥YULGTSIM¥IFZ2o0gN 4d¥gg
2 SUS3 JEES MEEZ ZgYi¥EiYE BUE:
Q = = = M v 7 N
T -IE+09 < = 7 > S ¢9
2 Yy Y,
-1,5E+09
-2E+09

Kineticki parametri

Slika 13. Relativna osjetljivost koncentracije antitijela s obzirom na 3 %-tno povecanje kinetickih

parametara
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Slika 14. Relativna osjetljivost koncentracije zonulina s obzirom na 3 %-tno povecanje kinetickih

parametara

Slika 13 graficki prikazuje promjene koncentracije najosjetljivijeg metabolita. Moze se vidjeti

kako samo 2 kineticka parametra ( = 1 ., ) uzrokuju najvecu promjenu koncentracije antitijela

inf lux

dok ostali parametri ne uzrokuju nikakvu promjenu. Navedeni kineticki parametri odreduju

reakcije ulaska u lumen i razgradnje peptida glutena u lumenu kao $to je prethodno navedeno.

parametara. Najveci utjecaj imaju parametri navedeni u tablici 4. Promjena kinetickih parametara

k& , ke 1+ dovodi do umjerenog smanjenja koncentracije zonulina. Navedeni parametri redom

utjecu na razgradnju peptida glutena u lumenu, aktivaciju intestinalnih epitelnih stanica te ulazak

peptida glutena iz lumena u lamina propriju. S druge strane parametri ' (regrutacija intestinalnih
epitelnih stanica), x« (aktivacija intestinalnih epitelnih stanica) i f , (razgradnja kompleksa

antitijelo deamidirani peptidi glutena) dovode do povecanja koncentracije metabolita zonulina.
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Rezultati relativnih parametarskih koeficijenata osjetljivosti modela imunoloskog odgovora kod
celijakije prikazani su graficki koristec¢i uvjetno formatiranje u Excel-u 2016. Koristene su crvena,
plava 1 bijela boja. Crvena oznaava povecanje koncentracije metabolita, dok plava predstavlja
smanjenje koncentracije te bijela boja koja oznacava podrucja najmanje osjetljivosti. Gradacija
crvene i plave boje pokazuje kod kojih metabolita je doSlo do najvece promjene u koncentraciji u

odnosu na pocetnu vrijednost prije povecanja svakog kinetickog parametara za 3 %.

Na slici 15 vidi se kako je sredi$nji dio modela najintenzivnije obojan. Na temelju toga zakljucuje
se kako su ti kineti¢ki parametri doveli do najvec¢ih promjena u koncentraciji te se moze re¢i da su
1.10d 13. do 18. reakcije najosjetljivije u modelu. Prva reakcija je ulazak peptida glutena u lumen.
Ostale reakcije vezane su za peptide glutena u lamina propriji, pocevsi od brzine ulaska do
razgradnje nativnih i deamidiranih peptida glutena. Takoder dio reakcija odnosi se na regrutaciju
APC, njihovu aktivaciju i razgradnju aktivnog oblika. Iz toga se moze zakljuciti kako su najvazniji
dio modela reakcije vezane uz peptide glutena i antigen prezentirajuce stanice koje prenose
deamidirane peptide glutena do T-stanica i aktiviraju imunolosku reakciju. Popis kinetickih izraza
nalazi se u eksperimentalnom djelu u tablici 2, dok se u tablici 3 nalazi popis vrijednosti kinetickih

parametara.
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parametar GUT IEC IEACA IEL s IELA  GMUC  GD APC APCA T T 21 AB TA 2N
KINFLUX

KDGUT

KMIEC

KDINHIEC

KDIEC [ ]

KDAB

KDIEL

KDIF21

KAIEC

KDIEC

P [ ]
N
KSIECIL1S
KSAPCILLS
KDIL1S
KDIEL
KDINHIEL
KAIEL
KDL
KTG
KDZLN
kv [ [
KDMUC
KDDEAM
KINAPC
KDSTIMILS
KDAPC
KAAPC
KmT
KDT
KAT
KDSTIMACT
KS1IF21
KS21G21
KDIF21
KSAB
KABTA
KDABTA
KDABTA
KDAB

KIA
KDAGAB
KDAB2
KRAT
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F0
KDABE
KMDEAM I
KAl

KVA

KDIF21IFN

KSIF2LIFN

KDIF21IL

KS2IF211L
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Slika 15. Graficki prikaz lokalne osjetljivosti svih metabolita modela imunoloskog odgovora kod

celijakije s obzirom na 3 % povecanje svih kineti¢kih parametara modela

40



3.3.ANALIZA GLOBALNE OSJETLJIIVOSTI PARAMETARA FAST METODOM
MODELA IMUNOLOSKOG ODGOVORA KOD CELIJAKIJE

Nepouzdanost procjene parametara modela predstavlja veliki problem u matematiCkom
modeliranju. Kako bi se nepouzdanost procjene svela na minimum, koriste se analize lokalne i
globalne osjetljivosti. FAST metoda se koristi za analizu globalne osjetljivosti. Temelji se na
algoritmu pomocu kojeg se odreduje osjetljivost kinetickih parametara modela na nacin da se
istovremeno ispituju promjene svih parametara. Dobiveni rezultati pokazuju koji su kineticki
parametri vazni za optimalno odvijanje ispitivanog modela (Saletlli i sur., 1999). Metabolicki
putevi sastoje se od brojnih biokemijskih reakcija koje su pod utjecajem razli¢itih kinetickih
parametara. Tesko je konstruirati model ukljucivsi sve reakcije pojedinog metabolickog puta. Iz
tog razloga koriste se metode globalne i lokalne osjetljivosti kako bi se odredili koji kineticki
parametri nemaju znacajan utjecaj na krajnji ishod metabolickog puta. Na temelju tih rezultata
moguce je konstruirati pojednostavljeni model koji ¢e dati iste izlazne rezultate kao 1 metabolicki
put u cijelosti. Jedan od primjera je rad McGillen i suradnika (2014) u kojem je konstruiran model
metabolicke suradnje glukoze i laktata u tumorskim stanicama nakon ¢ega su istrazivali osjetljivost

sustava s obzirom na njegove parametre.

Primjenom FAST metode proucavani su istovremeni utjecaji promjena vrijednosti svih 55
kinetickih parametara modela na promjene u koncentraciji peptida glutena u lumenu i antitijela s
obzirom na zadani pocetni unos glutena iz hrane. Izdvojene su vrijednosti postotka globalne
vrijednosti koncentracije peptida glutena i antitijela s obzirom na promjenu kinetickih parametara

u 10., 480. 1 720. satu.

Slika 16 daje prikaz globalne osjetljivosti peptida gluten u lumenu u uvjetima konzumacije
jelovnika za opc¢u populaciju kojem je udio glutena 1004 mg. Vidljivo je kako je promjena 1.

parametra (k.

inf lux

) imala najveci utjecaj na promjenu koncentracije peptida glutena u lumenu od

16 %. Navedeni kineticki parametar odgovoran je za reakciju ulazak peptida glutena u lumen.

Takoder promjena = , i« i g :» parametra dovela je do promjene u koncentraciji peptida glutena

viSe od 5 %, dok ostali kineticki parametri svojom promjenom nisu znac¢ajno utjecali na izlaznu

vrijednost ispitivanog metabolita. = odgovoran je za reakciju degradacije peptida glutena u

lumenu, dok parametar ;«odreduje stopu sazrijevanja intestinalnih epitelnih stanica. Drugi
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najvazniji parametar je g :"koji je zasluzan za transport peptida glutena iz lumena u lamina

propriju. Nema znacajne razlike u rezultatima utjecaja kinetickih parametara na peptide glutena s

obzirom na promatrana vremenska razdoblja.

U slucaju globalne osjetljivosti antitijela gdje je pocetna koncentracija glutena 1004 mg dobivene
vrijednosti utjecaja kinetickih parametara su jednake tijekom svih 720 sati simulacije. Na slici 17
vidi se kako promjena vecine kinetickih parametara nema utjecaj na promjenu koncentracije

antitijela. Kineticki parametar ima najve¢i utjecaj na promjenu koncentracije od ¢ak 43,87 %

inf lux

isto kao 1 kod peptida glutena. Takoder znaCajan je x:» koji uzrokuje 40,81 % promjene

koncentracije antitijela. MoZe se istaknuti parametre €iji je utjecaj na promjenu koncentracije bio
iznad 1 %, a to su: fi«, 5°_'tm~m , k2 k<1 k! . U tekstu globalne parametarske osjetljivosti peptida
glutena objasnjena je uloga znacajnih kineti¢kih parametara. Ostali navedeni parametri sudjeluju

. . . . . 1
u brzini sazrijevanja T-stanica (K°

stim

), apoptozi aktivnog i neaktivnog oblika intestinalnih

epitelnih stanica (k) 1 aktivaciji intraepitelnih limfocita (! ).

uS/% (Ggut, tf=10h)  ®S/% (Ggut, tf=480h )  ®S/% (Ggut,tf=720 h )

16
14
12

10

Promjena koncentracije peptida glutena / %

i llllllLLLLLLHLHLLLLL.LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55

Parametri

Slika 16. Prikaz globalne parametarske osjetljivosti peptida glutena u lumenu kada je pocetna

koncentracija glutena 1004 mg
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Slika 17. Prikaz globalne parametarske osjetljivosti antitijela kada je po€etna koncentracija

glutena 1004 mg

Ispitana je globalna parametarska osjetljivost istih metabolita u idealnim uvjetima, odnosno kada
je unos prehrambenog glutena 0,1 mg. Rezultati su pokazali utjecaj istih kinetickih parametara na
promjene koncentracija peptida glutena u lumenu i antitijela kao u slucaju unosa prehrambenog
glutena od 1004 mg. Vrijednosti promjena koncentracija razlikuju se u svega 2 %. Na temelju toga
moze se zakljuCiti kako pocetna koncentracija prehrambenog glutena ne utjeCe na rezultate

globalne osjetljivosti (slika 18 i slika 19).

Usporedbom rezultata globalne 1 lokalne analize osjetljivosti vidljivo je kako se k,, parametar

pokazao klju¢nim u oba slucaja. Gledajuci samo rezultate antitijela, kod lokalne osjetljivosti vidi
se utjecaj samo 2 kineticka parametara dok je u globalnoj osjetljivosti vidljiv utjecaj nesto vise
parametara (slika 17 i slika 19). Do razlike u dobivenim rezultatima dolazi zbog osnovnih

pretpostavki svake od metoda. Globalna analiza temelji se na promjeni svih kinetickih parametara
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istovremeno i ne govori o tome ide li promjena u pozitivnom ili negativnom smjeru. S druge strane,
lokalna analiza je temeljena na promjeni samo jednog kinetickog parametra dok je ostalim
vrijednost nepromijenjena. Saltelli i suradnici (2008) smatraju kako je globalna analiza to¢nija od
lokalne analize posebno u slucajevima odredivanja nelinearne osobine bioloskih sustava koje se

ne mogu odrediti lokalnom analizom osjetljivosti.

mS/% (Ggut, t:=10h)  WS/% (Ggut, tf=480h)  ®S/% (Ggut,tf=720 h)

—_ — — [
\S] ~ o o

—_
(=)

Promjena koncentracije peptida glutena / %

II........I 0 0 0 0 0000 0 00
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55
Kineticki parametri

(=)

Slika 18. Prikaz globalne parametarske osjetljivosti peptida glutena u lumenu kada je pocetna

koncentracija glutena 0,1 mg
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Promjena koncentracije antitijela / %

Slika 19. Prikaz globalne parametarske osjetljivosti antitijela kada je pocCetna koncentracija

glutena 0,1 mg
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4. ZAKLJUCCI

1. Manipulacijom pocetnih koncentracija peptida glutena u modelu imunoloskog odgovora
kod celijakije vidljivo je kako povecanjem koncentracije prehrambenog glutena dolazi do
povecanja koncentracije T-stanica koje dovode do upale, kao i antitijela koji se koriste kao

dijagnosticki kriterij u otkrivanju celijakije.

2. Minimalna koncentracija od 0.1 mg glutena ne¢e dovesti do upalnog procesa sto dokazuje
kako je prehrana bez glutena pravi lijek protiv celijakije. Postoje brojne namirnice u kojima

se moze ,,sakriti“ gluten zbog Cega je potrebna cjelozivotna edukacija pacijenata.

3. Analizom lokalne osjetljivosti metaboliti antitijelo 1 zonulin pokazali su se kao

4. Na temelju rezultata lokalne analize klju¢ne reakcije imunoloSkog odgovora kod celijakije
su reakcije koje odreduju put peptida glutena u lumenu i lamini propriji. Takoder klju¢nim
reakcijama pokazale su se reakcije regrutacije i aktivacije antigen prezentirajucih stanica,
kao 1 razgradnju aktivnih oblika. Sve su to reakcije koje dovode do aktivacije T-stanica 1

pocetka imunoloske reakcije.

5. Rezultati analize globalne i lokalne osjetljivosti potvrduju kako je kineticki parametar

k najvazniji u modelu imunoloSkog odgovora kod celijakije.

inf Jux

6. Model imunoloskog odgovora kod celijakije ne pruza samo uvid u najvaznije procese
tijekom imunoloSkog odgovor, ve¢ se moze koristiti u druge svrhe poput predvidanja
potencijalnih lijekova koji bi smanjili upale i oStec¢enja koja nastaju konzumacijom glutena

kod osoba oboljelih od celijakije.
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