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1. UvOD

U hrani koju konzumiramo nalazi se cijeli niz nutritivnih komponenti koje pokazuju
specificne ucinke na ljudsko tijelo. Osnovu ¢ine makronutrijenti koji ¢ine najve¢i dio prehrane
pojedinca, a uz njih je bitan i unos mikronutrijenata koji su u usporedbi s makronutrijentima
potrebni u relativno malim koli¢inama. Vitamini kao mikronutrijenti predstavljaju organske
tvari potrebne za normalno funkcioniranje organizma. Ukoliko unos vitamina nije dovoljan,

moze do¢i do nedostatka $to moze dovesti do poremecaja u radu organizma.

Manjak i nedostatak vitamina D predstavlja globalni javnozdravstveni problem koji pogada
oko milijardu ljudi diljem svijeta i moze dovesti do razli¢itih zdravstvenih problema.
Najpoznatiji primjeri nedostatka vitamina D su rahitis kod djece te osteomalacija kod odraslih.
Posljednjih godina nedostatak vitamina D se veze i uz brojne druge zdravstvene probleme kao
Sto su bolesti kostiju, metabolicki poremecaji, rak, kardiovaskularne bolesti, autoimune bolesti,
infekcije, kognitivni poremecaji i povecan rizik od smrtnosti. Stoga se istice vaznost pracenja

statusa vitamina D u serumu.

U istrazivanju prehrane, sve ceS¢e se koristi pristup novije znanstvene grane nazvane
sistemska biologija. Sistemska biologija naglasava vaznost sagledavanja organizma kao
slozenog sustava u kojem su svi dijelovi sustava medusobno povezani. Zbog kompleksnosti tih
metabolickih mreza koriste se raCunalni matematicki modeli koji omogucavaju razumijevanje
i predvidanje ponasanja sustava u razli¢itim uvjetima tijekom vremena. Rezultati dobiveni
racunalnim modeliranjem usporeduju se s postoje¢im eksperimentalnim podacima nakon cega
se potvrduju postojece ili stvaraju nove hipoteze Sto doprinosi boljem razumijevanju samog

sustava.

Cilj ovog rada bio je analizirati matemati¢ki model metabolizma vitamina D u programu
CellDesigner te simulacijom konstruiranog modela istraziti utjecaj unosa razli¢itih koli¢ina

vitamina D iz hrane na status vitamina D u serumul.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. SISTEMSKA BIOLOGIJA

Sistemska biologija predstavlja novije znanstveno polje koje je nastalo kao rjeSenje za
suoCavanje s velikom sloZeno$¢u biologije s ciljem sagledavanja biologije na razini sustava.
Ovaj pristup naglaSava holisticki pristup i ukljucuje kombiniranje razli¢itih znanstvenih
disciplina kako bi se razumjelo i predvidjelo ponasanje bioloskih sustava kao cjeline (Kitano,
2002). Iako su se u proslosti istrazivanja uglavnom temeljila na pojedina¢nim komponentama
sustava te njihovim svojstvima, zbog potrebe za temeljnim razumijevanjem njihovih sastavnih
dijelova, takav redukcionisti¢ki pristup postavio je temelje za istrazivanje i razumijevanje
strukture i funkcionalne dinamike cijelog sustava (Panagiotou i Nielsen, 2009; Kitano, 2002).
Tehnoloski 1 znanstveni napredak omogucio je stvaranje i analizu mnogih slozenih bioloskih
modela. Primjenom racunalnog modeliranja i eksperimentalne biologije, bioloski sustavi se
mogu promatrati kao slozene signalne mreze, §to omogucava izvodenje racunalnih simulacija
koji sluze za razumijevanje i predvidanje ponasanja bioloSkog sustava u razli¢itim uvjetima

tijekom vremena (Moore i Weeks, 2011).

2.1.1. Primjena sistemske biologije u nutricionizmu

Sistemska biologija predstavlja integraciju nekoliko tehnologija zajednicki nazvanih
"omika" tehnologije, koje se koriste za analizu strukture, funkcije i medumolekulskih
interakcija biomolekula u bioloskim uzorcima. Ove tehnologije ukljuuju genomiku,
transkriptomiku, proteomiku, metabolomiku, bioinformatiku i racunalno modeliranje (Mc
Auley, 2020; Chaudhary i sur., 2020). Integracija ovih tehnologija u nutricionizmu, poznate i
kao foodomics, omoguéila je novi pristup proucavanju hrane i prehrane, koji povezuje

komponente hrane, prehranu, pojedinca, zdravlje i bolesti (Capozzi i Bordoni, 2013).

Primjena sistemske biologije pokazuje perspektivnu buduénost u nutricionizmu, jer
omogucuje bolje razumijevanje kompleksnosti povezivanja prehrane i1 njezinog utjecaja na
zdravlje. U posljednjih nekoliko godina, sistemska biologija stekla je iznimnu vaznost kao
koristan alat u istrazivanju prehrane. Implementacijom ove znanosti omogucéava se
identifikacija bioloSki aktivnih molekula te razumijevanje mehanizama kojima odredene

komponente hrane djeluju na sprjecavanje bolesti i promicanje zdravlja (Badimon 1 sur., 2017).



Dosadas$nja istrazivanja su se uglavnom fokusirala na proucavanje pojedina¢nih
nutrijenata i njihove uloge u biokemiji organizma. Medutim, sistemska biologija omoguéava
nutricionistima da se usredotoCe na sagledavanje Sire slike te na interakcije i1 ispreplitanja
bioloSkih sustava s razli¢itim procesima, kao $to su starenje i bolest (Mc Auley, 2020).
Sistemska biologija predstavlja novi pristup u proucavanju prehrane, koji omogucava
nutricionistima da u potpunosti iskoriste potencijal molekularnog istrazivanja bioloskih sustava

u znanosti o prehrani.

U idealnim uvjetima, primjena sistemske biologije i analiza metabolickih mreza
omogucuje identifikaciju kljuénih mreznih ¢vorova koji su povezani s razli¢itim bolestima,
ukljucujuéi i poremecaje povezane s prehranom. Ova identifikacija moze dovesti do otkrivanja
novih terapijskih ciljeva lijekova, $to bi moglo dovesti do personalizirane medicine i

poboljsanja zdravlja pacijenata (Moore i Weeks, 2011).

Uz to, identificirane kljuéne toCke metabolicke mreze mogu biti ciljane putem
nutricionisticke intervencije, §to bi moglo dovesti do poboljSanja zdravlja na preventivni ili
terapeutski nacin. Analiza sustava normalnih i signalnih mreza poremec¢enih hranjivim tvarima,
u kombinaciji sa znanjem o temeljnim genetskim polimorfizmima, moze dovesti do buduénosti
u kojoj ¢e prehrana biti personalizirana i usmjerena prema specifi¢nim potrebama pojedinca.
Stoga, znanost o prehrani moze igrati klju¢nu ulogu u prediktivnoj i preventivnoj medicini, Sto
bi moglo dovesti do znacajnog poboljSanja zdravlja i smanjenja rizika od razlicitih bolesti

povezanih s prehranom (Moore i Weeks, 2011).

2.2. NUTRITIVNE OMIKE (engl. Foodomics)

Kao $to je ve¢ re¢eno, foodomics ukljucuje razvoj, koriStenje i integraciju genomike,
transkriptomike, proteomike i metabolomike za pruzanje molekularnih informacija o razlicitim
razinama ekspresije gena, transkripta, proteina ili metabolita (Valdés i sur., 2022). Pruzaju
uvide o molekularnom mehanizmu bioaktivnih spojeva i ostalih komponenata hrane u nasem
tijelu iz perspektive sistemske biologije (Valdés i sur., 2017). Shema nutritivnih omika

prikazana je naslici 1.

Prvi klju¢na disciplina je genomika. Glavni cilj genomike je ispitati kako hranjive tvari
djeluju na ekspresiju gena, ali i razmatranje kako razliiti genotipovi mogu utjecati na

metabolizam hranjivih tvari koje putem hrane unosimo u organizam (Mc Auley, 2020).



Sljedeca disciplina je transkriptomika koja proucava transkripte RNA na razini stanice
ili tkiva (Manzoni i sur, 2018). Istrazivanja transkriptomike odreduju status ekspresije gena
pojedinca u odredenom trenutku te pruzaju mogucnost za proucavanje ekspresije mRNA.
Takoder, omoguc¢ava dokazivanje promjena koje nastaju u ekspresiji gena potaknutih hranjivim
tvarima kao posljedica prehrane (Bordoni i sur., 2007). Tehnike koje se koriste su PCR u
stvarnom vremenu, sekvencioniranje RNA (RNA seq) te robusni DNA mikronizovi
(Chaudhary i sur., 2020).

Genomika i transkriptomika nadopunjavaju se proteomikom koja obuhvaca sve
eksprimirane proteine ili cijeli proteom u organizmu. Proteomicke analize omogucavaju
pracenje dinamickog odraza gena/transkripta i okoli$a te karakterizaciju promjena u ekspresiji
proteina uzrokovanih razli¢itim nutrijentima 1 hranjivim tvarima. Takoder, proteomika
omogucava identifikaciju i kvantifikaciju bioaktivnih peptida i proteina i njihovog utjecaja na
zdravlje (Martini i sur., 2021). S obzirom da proteomika omogucava detaljno proucavanje
ekspresije naseg genoma kao odgovor na prehranu, proteomika moze biti korisna u razvoju

personalizirane prehrane (Chaudhary i sur., 2020).

Stanica, tkivo, organ ili organizam koji se prou¢ava

N 1 N
Nukleinske kiseline Proteini Metaboliti -
) NH> 0 £ . o P
W, r N junge) EE E—I
y 2 R P g 755
“ Py > H o}
A;Z == a2 & pi 2.4 9% y K ,I» “Q
4 /53/ p- Y A ) YRS
= OA‘:TI fH
‘.-'.3 . },ﬁ H WI
{3 H'V NH
2DE MALDI-TOF-TOF
LC-MS
J‘ CE-MS
C_GE-LIF
microarrays .
b Genomika/
RT-qPCR .
d Transkriptomika Sistemska Metabolomika
( biologija \\
Ekspresij Lveernoys Ekspresija CE-MS
o
.. . FT-MS
Bioinformatika GO-MS
NMR

~~

Dokazani uéinei
% ili otkrice
biomarkera oo
Poznate i znanstevno Pravna pitanja:

l VI zahtjevi za odobrenje
utemeljene do!:m)blh za nove funkcionalne
zdravlje hrane

Slika 1. Prikaz sheme nutritivnih omika (prema Cifuentes, 2012)



Dalje slijedi metabolomika koja proucava metabolite i molekule male veli¢ine prisutne
u bioloskom sustavu. Skup svih metabolita u sustavu naziva se metabolom (Nobeli i Thornton,
2006). Primjena metabolomike omogucava bolje razumijevanje ucinaka prehrane na
cjelokupno stanje metabolizma, zdravlje i bolesna stanja pojedinca (Chaudhary i sur., 2020).
Ta znanja se mogu iskoristiti za prilagodavanje personaliziranih tretmana za stanja kao $to su

pretilost, ali i za dobivanje dubokog uvida u procese starenja (Mc Auley, 2020).

Zbog jako velike koli¢ine podataka koji se dobiju iz studija genomike, transkriptomike,
proteomike i metabolomike, doslo je do potrebe za razvijanjem pristupa koji bi omogucio
pretvaranje dobivenih kompleksnih neobradenih podataka u korisne informacije (Cifuentes,
2012). Kada se za pomo¢ pri analizi, obradi i interpretaciji rezultata bioloskih istrazivanja

koristi ratunalo govorimo o bioinformatici.

Glavni cilj bioinformatike bio bi tumacenje velikih skupova podataka te prikaz bioloskih
mehanizama koji podupiru eksperimentalna opazanja (Panagiotou i Nielsen, 2009). Stoga, kako
bi se upravljanje podacima provelo na ucinkovit i pouzdan nacin i bioinformatika je postala

kljuc¢an dio nutritivnih omika.

Racunalno modeliranje predstavlja centar sistemske biologije i koristi se za opisivanje i
dinamic¢ku simulaciju kompleksnih bioloSkih sustava, a matematika predstavlja srediSte
racunalnog modeliranja. Budu¢i da se iz svih disciplina dobivaju velike koli¢ine podataka, a
bioloski sustavi su vrlo kompleksni, raunalno modeliranje uz pomo¢ matematike rjeSava
navedene sloZenosti te na precizan nacin predstavlja bioloSki sustav u obliku racunalnog
modela. Zbog naprednih racunalnih softverskih programa detaljno poznavanje matematike ipak
nije potrebno, medutim, potrebno je imati odredeno znanje o bioloSkom sustavu koji se
modelira. Pored toga, vrlo bitno je i svojstvo apstrahiranja odnosno razlucivanje bitnih od
sporednih informacija kako bi se grani¢ne tocke modela jasno definirale jer bi u suprotnom

model mogao izgubiti svoju korisnost (Mc Auley, 2020).

Prikaz stvaranja racunalnog modela prikazan je na slici 2. Prvi korak ukljucuje jasno
definiranje hipoteze koja predstavlja pitanje na koje model treba odgovoriti. Ukoliko ne postoji
ve¢ izraden model, izraduje se novi. Potrebno je izraditi popis svih varijabli odnosno vrsta koje
¢e biti u modelu kako bi se dobio predlozak za skiciranje mreznog dijagrama. Slijedi odabir
raCunalnog softvera. Dostupni su razliciti softverski alati, a dva najéeS¢e koriStena Su
CellDesigner i COPASI. U odabrani softverski alat dodaju se kineticke reakcije i parametri te

se postave pocetni uvjeti kako bi se zapocelo sa simulacijom modela.



Nakon simulacije modela, napravi se usporedba rezultata s ,,normalnim* ponaSanjem
bioloskog sustava. AKo rezultat nije zadovoljavajuci, potrebno je doraditi model prilagodbom
pocetnih uvjeta i vrijednosti parametara, a u nekim slu¢ajevima i redizajnirati model. Kad
rezultati postanu usporedivi, model se moze iskoristiti za istrazivanje hipoteze. Dobiveni
rezultati se koriste za daljnja eksperimentalna istrazivanja $to poti¢e dodatno usavrSavanje
modela. Ovaj proces se moze definirati kao cikli¢ki proces jer svaki korak poti¢e daljnje

napredovanje u razvoju rac¢unalnog modela (Mc Auley, 2020).
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Slika 2. Koraci ukljuceni u razvoj ra¢unalnog modela (prema Mc Auley, 2020)



2.3. VITAMIND

Vitamin D svrstava se u vitamine topljive u mastima iako je specificnim obiljezjima i
su vitamin D3 (kolekalciferol) i vitamin D, (ergokalciferol) (Nguyen, 2016). Vitamin D se
sintetizira u biljkama, dok se vitamin D3 prirodno nalazi u malim koli¢inama u masnoj ribi,
zumanjku jajeta i nekim vrstama gljiva, ali najve¢im dijelom se sintetizira u kozi nakon
izlaganja ultraljubi¢astom B zracenju ili suncevoj svjetlosti. Vitamin D3 je ¢es¢i i bioloski
aktivniji oblik od vitamina D2 (Muntingh, 2016). Strukturno, razlika izmedu kolekalciferola i
ergokalciferola je dvostruka veza izmedu C-22 i C-23 te dodatna metilna skupina na C-24
postrani¢nom lancu ergokalciferola (Slika 3) (Ball, 2004). Vitamin D nalik je hormonima
nadbubrezne Zlijezde i spolnim hormonima odnosno kemijskom strukturom vrlo je sli¢an

steroidnim hormonima (Ellison i Moram, 2021).

Vitamin D, Vitamin D,

Slika 3. Struktura vitamina D> i vitamina D3 (prema Ledesma-Amaro, 2013)

lako pripada skupini vitamina, D vitamin se trenutno smatra multifunkcionalnim
hormonom ili prohormonom (Ellison i Moram, 2021). Po definiciji, vitamini su organski
spojevi koji su u malim koli¢inama neophodni za normalno funkcioniranje metabolizma te se
ne mogu stvoriti u tjelesnim stanicama (Guyton i Hall, 2012). Budu¢i da postoji i endogeni
oblik vitamina D koji se stvara u tijelu, ova tvrdnja je samo djelomic¢no to¢na jer metabolizam
nije u potpunosti ovisan o njegovom unosu hranom. Takoder, danas je poznato da vitamin D
doprinosi mnogim procesima u tijelu te vise nije fokus samo na njegovoj prvotnoj funkciji kao

kljucni skeletni element (Ellison i Moram, 2021).



2.3.1. Metabolizam vitamina D
2.3.1.1. Fotosinteza

Glavni izvor vitamina D je endogena sinteza vitamina D3 u kozi pri izlaganju suncevoj
svjetlosti. Valno podru¢je suncevog zracenja koje je odgovorno za pretvorbu provitamina u
previtamin je izmedu 290 i 315 nm $to odgovara ultraljubicastoj svjetlosti, a optimalno zrac¢enje
bilo bi izmedu 295 i 300 nm (Ball, 2004). Provitamin D3 odnosno 7-dehidrokolesterol (7-DHC)
se fotolizira, pri ¢emu dolazi do pucanja B prstena i stvaranja previtamina D3. Previtamin D3 se
zatim izomerizira u vitamin D3 putem nefotokemijske preraspodjele. Daljnjim izlaganjem UV
zraCenju dolazi do stvaranja tahisterola i lumisterola stoga duze izlaganje suncu ne¢e dovesti

do stvaranja toksi¢nih koli¢ina vitamina D3 (Bikle i Christakos, 2020).

2.3.1.2. Apsorpcija

Ukoliko vitamini D2 (ergokalciferol) i D3 (kolekalciferol) dolaze iz prehrambenih
izvora, probavom u Zelucu i crijevima oslobadaju se iz hrane. Apsorpcija ovih vitamina ovisi 0
prisutnosti zucnih soli koje omogucuju da se vitamin D ugradi u micele u lumenu crijeva. Nakon
toga, enterociti ih apsorbiraju i pakiraju u hilomikrone koji se zatim transportiraju limfnim
sustavom u sistemsku cirkulaciju. U krvi se vitamin D veZe na specifi¢ni glikoprotein poznat
kao vitamin D-vezuju¢i protein DBP (engl. vitamin D binding protein), dok se manja koli¢ina
vezuje za albumin (Ball, 2004). Dio od nastalog i unesenog vitamina D moze se pohraniti U
adipocitima za kasniju upotrebu, dok ostatak vezan za DBP odlazi u jetru (Laktasi¢-Zerjavi¢,
2011).

2.3.1.3. Jetreni metabolizam

Vitamin D, u obliku D2 i D3, u tijelu je bioloski neaktivan. Kako bi presao u aktivan
oblik, treba pro¢i dvije enzimske reakcije hidroksilacije. Prva hidroksilacija odvija se u jetri uz
posredovanje mitohondrijskog enzima 25-hidroksilaze citokroma P450 na atomu C-25, pri
¢emu nastaje kalcifediol, odnosno 25-hidroksivitamin D (25(OH)D) (I0M, 2011; Laktasic-
Zerjavi¢, 2011).

2.3.1.4. Bubrezni metabolizam

Proizvedeni 25(0OH)D, prekursor kalcitriola, glavni je cirkulirajuéi oblik vitamina D te
se iz jetre u cijelosti otpusta u krvotok. Vezan za DBP stize u bubreg gdje dolazi do druge
hidroksilacije u mitohondrijima, pretvarajuci se u bioloski aktivni hormon kalcitriol, odnosno

1,25-dihidroksivitamin D (1,25(OH).D). Hidroksilacija na atomu C-1 odvija se pod



djelovanjem 25-hidroksivitamin-Dz-1a-hidroksilaze (IOM, 2011, Ball, 2004) Nakon
proizvodnje, 1,25(0OH).D se transportira vezan za DBP u krvi do ciljnih tkiva. U bubregu
takoder dolazi i do inaktivacije kalcitriola koji prelazi u 24,25-dihidroksivitamin D
(24,25(0OH)2D) uz enzim 25-hidroksivitamin-Ds-24-hidroksilazu koja je odgovorna za
hidroksilaciju na atomu C-24 (Laktagié-Zerjavi¢, 2011).

Koza hv (UVB) o hv
7-dehidrokolesterol @——— > Previtamin D; - Lumisterol, Tahisterol
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Vitamin D,
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Slika 4. Metabolizam vitamina D (DBP: vitamin D-vezuju¢i protein; 25(OH)D: 25-
hidroksivitamin D; 1,25(OH)2D: 1,25-dihidroksivitamin D; 24,25(OH).D: 24,25-
dihidroksivitamin D; 1,24,25(0OH)3D: 1,24,25-trihidroksivitamin D; 25-OHaza: 25-
hidroksilaza; 24-OHaza: 24-hidroksilaza) (prema Stokes, 2013)



2.3.1.5. Regulacija stvaranja kalcitriola (1,25(0OH)2D)

Bubrezna sinteza kalcitriola kontrolirana je strogom regulacijom aktivnosti lo-
hidroksilaze. Produkcija je regulirana s dva hormona, snaznom regulacijom paratireoidnog
hormona (PTH) te slabijom regulacijom putem faktora rasta 23 (FGF23) sli¢nog fibroblastu
(I0M, 2011). Ovi hormoni poti¢u proizvodnju kalcitriola te su zajedno s kalcitirolom odgovorni
za odrzavanje homeostaze kalcija i fosfora u cirkulaciji. Nedostatak kalcija ili fosfora potice
sintezu kalcitirola, dok povecana koncentracija ovih elemenata u Krvi ko¢i sintezu PTH, a time
i sintezu lo-hidroksilaze (Laktagi¢-Zerjavi¢, 2011; Ball, 2004). Takoder, kalcitriol djeluje u
petlji negativne povratne sprege na svoju koncentraciju i tako regulira vlastitu sintezu. Kad je
koncentracija kalcitriola visoka, poti¢e se aktivnost 24-hidroksilaze, a inhibira 1a-hidroksilaza
§to dovodi do stvaranja 24,25-dihidroksivitamina D (24,25(0OH).D). Pri  niskim

koncentracijama kalcitriola dolazi do obrnute situacije (Laktagi¢-Zerjavié, 2011).
2.3.1.6. Bioloski ucinci 1,25(0H).D

1,25(0OH)2D izlucuje se u krv vezan za DBP te se nakon ulaska u svoje ciljne stanice
veze za receptor vitamina D (VDR) pri ¢emu se stvara heterodimer s retinoidnim X receptorom
(RXR). Vezanje na VDR povezuje se s diferencijalnom ekspresijom gena te preko toga vitamin
D kao steroidni hormon modulira direktno ili indirektno funkciju velikog broja gena.
Trenutacno se procjenjuje da 1,25(OH)2D regulira priblizno 2000 gena te da gotovo sva tkiva
posjeduju VDR. To znaci da osim djelovanja na klasi¢ne ciljne organe crijevo, bubreg i kost
koji su ukljuceni u homeostazu kalcija, djeluje 1 na ostale organe i tkiva kao $to su misic¢i, koza,
imunosni sustav. Posljedi¢no dolazimo do identifikacije mnogih novih bioloskih ucinaka

povezanih s vitaminom D (Stokes, 2013; Laktagi¢-Zerjavi¢, 2011).

2.3.1.7. Izlucivanje

Enzim 24-hidroksilaza odgovorna je za katabolizam inaktiviraju¢i 25(OH)D i
1,25(0OH)2D stvaraju¢i 24,25(OH)D i 1,24,25(0OH)3D koji se dalje kataboliziraju u
kalcitroni¢nu kiselinu koja se izluuje u zu¢ (EFSA, 2016). U jetri takoder dolazi do
katabolizacije vitamina D, stvaraju se visoko polarni produkti koji su najve¢im dijelom
konjugirani s glukuronskom kiselinom i izlu¢uju se fecesom putem zuci kao i vec¢ina metabolita

vitamina D. Samo mali dio metabolita topljiv je u vodi i izlucuje se urinom (Ball, 2004).
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2.3.2. Status vitamina D

Status vitamina D u organizmu procjenjuje se odredivanjem koncentracije ukupnog
25(OH)D u plazmi ili serumu i smatra se markerom uhranjenosti vitaminom D. Koncentracija
25(0OH)D predstavlja ukupni vitamin D (u obliku D> i D3) iz izloZzenosti UV zrac¢enju putem
sinteze u kozi te iz prehrambenih izvora i suplemenata. Moze se Koristiti i kao biomarker unosa

vitamina D kod ljudi s niskom izloZzeno$¢u UV-B zracenju sunceve svjetlosti (EFSA, 2016).

lako je 1,25(0OH).D aktivni hormonski oblik vitamina D, njegova koncentracija je
znatno niza od koncentracije cirkuliraju¢eg oblika 25(OH)D, a njegova bioloSka aktivnost je
500 do 1000 puta veca od aktivnosti 25(OH)D (Laktasi¢-Zerjavi¢, 2011). Nekoliko je razloga
zbog Cega se koncentracija aktivnog oblika ne koristi se kao biomarker. Budu¢i da 25(OH)D
ima relativno dugo vrijeme poluZivota od priblizno 2 do 3 tjedna, predstavlja relativno stabilan
biomarker pogodan za procjenu zaliha vitamina D (Beentjes i sur., 2019). Pored toga,
koncentracija 25(OH)D nije strogo kontrolirana djelovanjem endokrinog sustava za razliku od
1,25(0OH).D kaoji je ovisan o djelovanju nekoliko ¢imbenika kao §to je paratireoidi hormon. To
je razlog zbog Cega u stanjima ozbiljnog nedostatka vitamina D, serumski 1,25(OH).D moze
biti normalan, visok ili nizak jer ¢e PTH stimulirati la-hidroksilazu, povecavajuci serumsku
koncentraciju 1,25(0OH)2D (Souberbielle i sur., 2008). Takoder, njegovo stvaranje nije izravno
povezano s unosom vitamina D te je poluzivot 1,25(0OH).D znacajno je kraé¢i od 25(OH)D i
iznosi samo 4 do 6 sati, Sto su dodatni razlozi koji ga ¢ine neodgovaraju¢im markerom za

procjenu statusa vitamina D (Beentjes i sur., 2019; EFSA, 2016).

2.3.3. Faktori koji utjecu na status vitamina D

2.3.3.1. Izlozenost UV-B zracenju (suncu)

Izlaganje suncu predstavlja primarni izvor vitamina D za vecinu ljudi stoga osobe koje
provode vise vremena vani na suncu imaju vise razine vitamina D u usporedbi s onima Kkoji to
ne ¢ine (Holick, 2017). Procjena je da izlozenost 25 % tjelesne povrsine na 25 % osobne
minimalne eritemske doze (MED) povecava razinu vitamina D za isti iznos kao oralna doza od
1000 IU (1 MED se definira kao najniza doza UV zracenja za pojedinca koja uzrokuje blijedo
ruzicastu boju koze unutar Cetiri razliite granice 24 sata nakon izlaganja). Takoder, ljudi koji
Zive na sjevernim geografskim Sirinama manje su izloZeni suncevoj svjetlosti, osobito u

zimskim mjesecima (Tsiaras i Weinstock, 2011).
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2.3.3.2.Pigmentacija koze

Tamnija pigmentacija koZe povezana s manjim porastom koncentracije 25(OH)D u serumu
za odredenu koli¢inu izlozenosti UVB zracenju pa tako osoba s tamnije pigmentiranom kozom
treba najmanje 5-10 puta duzu izlozenost suncu u usporedbi s osobom svjetlije koze. Za to je
odgovoran melanin koji, ba§ kao i sredstva za zastitu od sunca, staklo te odjeca, uc¢inkovito

apsorbiraju UVB zraCenje i time smanjuju ucinkovitost sunca te sprjecavaju sintezu vitamina

D (Holick, 2017).
2.3.3.3.Prehrana

Vitamin D moze se dobiti i putem hrane, medutim, moze biti teSko dobiti odgovarajuce
koli¢ine samo prehranom. Razlog tomu je taj §to vrlo mali broj namirnica prirodno sadrzi
vitamin D. Status vitamina D se osim hranom s prirodno prisutnim moze povecati i s

oboga¢enom hranom te suplementima (Holick, 2017).
2.3.3.4.Tjelesna masa

Povecani postotak tjelesne masti i visok indeks tjelesne mase je u snaznoj i obrnutoj
korelaciji s koncentracijama 25(OH)D u serumu, $to je osobito izrazeno kod bijelaca. Kao
vitamin topiv u mastima, vitamin D se skladisti u masnom tkivu §to ga ¢ini teZe dostupnim za

iskoristavanje (Rosen i sur., 2012).
2.3.3.5.5tarost

Kako ljudi stare, njihova koZa postaje manje ucinkovita u proizvodnji vitamina D. Starije
odrasle osobe takoder imaju tendenciju da provode viSe vremena u zatvorenom prostoru i imaju
smanjeni unos vitamina D hranom. U odraslih osoba razine vitamina D imaju tendenciju pada
s godinama. To moze biti posljedica smanjene sposobnosti apsorpcije vitamina D iz hrane i
sunceve svjetlosti, smanjene izlozenosti suncevoj svjetlosti i smanjene proizvodnje vitamina D

u kozi (Mosekilde, 2005).
2.3.3.6.Lijekovi i medicinska stanja

Odredeni lijekovi, poput glukokortikoida i antikonvulziva, mogu ometati metabolizam
vitamina D 1 dovesti do niZih razina vitamina D. Takoder, odredena medicinska stanja, poput
sindroma malapsorpcije, bolesti jetre i bubrega i cisti¢ne fibroze, mogu utjecati na metabolizam

vitamina D i dovesti do nizeg statusa vitamina D (Holick, 2017).
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2.3.4. Preporuceni status vitamina D

Preporuceni status vitamina D definiran razinom 25-hidroksivitamina D (25(OH)D),
primarnog cirkuliraju¢eg oblika vitamina D u krvi nije u cijelosti definiran te se trenutacno vode
rasprave medu zdravstvenim stru¢njacima u odredivanju optimalne razine 25(OH)D za
cjelokupno zdravlje. Ipak, vecina se slaze da je razina od najmanje 20 ng/mL (50 nmol/L)
neophodna za sprjeavanje nedostatka i odrzavanje odgovarajuc¢eg zdravlja vecine ljudi (Hilger

i sur., 2014).

Institut za medicinu (engl. Institute of Medicine, IOM) sugerira da serumske vrijednosti
25(0OH)D vise od 20 ng/mL (50 nmol/L) zadovoljava potrebe za vitaminom D u otprilike 97,5
% populacije u svim dobnim skupinama (NIH, 2022). Medutim, drugi Smatraju da su vrijednosti
25(0OH)D od 75 nmol/L ili vise odgovarajucée (da dostatnost predstavljaju vrijednosti 25(OH)D
od 30-100 ng/mL) (Hilger i sur., 2014).

Najnovije smjernice koje daju dijagnosti¢ke pragove koji definiraju koncentracije 25(0OH)D

u serumu u Poljskoj su sljede¢e (Ptudowski, 2023):

e Koncentracije <20 ng/ml (50 nmol/L) ukazuju na nedostatak vitamina D, stanje koje
treba odmah medicinski lijeciti primjenom terapijskog doziranja.

e Koncentracije od >20 ng/ml (50 nmol/L) <30 ng/ml (75 nmol/L) odrazavaju
suboptimalni status vitamina D koji zahtijeva umjereno povecanje doze.

e Koncentracije od >30 ng/ml (75 nmol/L) do 50 ng/ml (125 nmol/L) odrazavaju
odgovarajuci optimalni status vitamina D.

e Koncentracije od >50 ng/ml (125 nmol/L) do 100 ng/ml (250 nmol/L) ukazuju na visoku
opskrbljenost vitaminom D.

e Koncentracije ve¢e od 100 ng/ml (250 nmol/L) odraZavaju povecani rizik od
intoksikacije 1 potrebu za smanjenjem/prestankom suplementacije ili lijecenja dok se ne

postigne ciljana koncentracija 25(OH)D.

Intoksikacija vitaminom D definira se kao stanje u kojem je koncentracija 25(OH)D u
serumu >100 ng/mL te ju prate stanja kao S$to su hiperkalcemija, hiperfosfatemija,
hiperkalciurija i o¢igledna supresija PTH. Intoksikacija je vrlo rijetka pojava, a nastaje prilikom
neodgovarajuée primjene dodataka prehrani. Klini¢ke manifestacije hipervitaminoze D
posljedica su visoke koncentracije kalcija i ukljuc¢uju mu¢ninu, povracanje, slabost, poliuriju,

nefrokalcinozu i zatajenje bubrega (Galior, 2018).
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2.3.5. Nedostatak vitamina D

Nedostatak vitamina D jedan je od globalnih javnozdravstvenih problema. Pretpostavlja
se da oko 1 milijarda ljudi ima nedostatak vitamina D, dok 50 % stanovni$tva ima nedovoljan
status vitamina D. Nedostatak se naj¢esce javlja kod starijih osoba, pretilih bolesnika, Sticenika

domova za njegu te hospitaliziranih bolesnika (Sizar i sur., 2022).

Najveci dio pacijenata s nedostatkom vitamina D nema simptome $to moze predstavljati
problem jer ve¢ blagi kroni¢ni nedostatak vitamina D moze dovesti do kroni¢ne hipokalcijemije
i hiperparatireoze. Ta stanja povecavaju rizik od nastanka osteoporoze te padova i prijeloma,
osobito u starijoj dobi. Pacijenti koji nedostatak vitamina D imaju duze vrijeme mogu imati
simptome povezane sa sekundarnim hiperparatireoidizmom kao §to su bolovi u kostima,
mialgije, trzanje misica i slabost. Sekundarni hiperparatireoidizam zatim dovodi do fosfaturije
i ubrzane demineralizacije kostiju Sto dalje moze rezultirati osteomalacijom i osteoporozom

kod odraslih te osteomalacijom i rahitisom kod djece (Sizar i sur., 2022).

Gotovo sva ljudska tkiva i stanice pokazuju ekspresiju VDR-a i enzima Koji
metaboliziraju vitamin D, §to ukazuje na Siroku ulogu vitamina D u odrzavanju cjelokupnog
ljudskog zdravlja. Epidemioloske studije su dokumentirale da nedostatak vitamina D i niske
koncentracije 25(OH)D poveéavaju rizik od ozbiljnih akutnih i kroni¢nih bolesti. Osim
poznatih uc¢inaka na metabolizam kostiju, sve je viSe dokaza o utjecaju vitamina D na zdravlje
kardiovaskularnog sustava, razvoj raka, autoimune bolesti, infekcije kao i ha ukupnu smrtnost
(Pludowski i sur., 2022; Leidig-Bruckner i sur., 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1. CellDesigner

Za izradu modela u ovom diplomskom radu koristen je program CellDesigner 4.4.2
(System Biology Institute, Tokyo, Japan). CellDesigner je ra¢unalni program koji se koristi za
vizualizaciju biokemijskih i gensko-regulatornih mreza. Omogucuje korisnicima da modeliraju,

analiziraju i simuliraju biokemijske procese na razini stanice.

CellDesigner omogucéuje jednostavnu izradu modela koja ukljucuje nekoliko koraka

(Funahashi i sur., 2003):

1. Kreiranje nove mreze: Nakon pokretanja programa, moze se kreirati nova mreza
odabirom opcije novo (engl. "New") u izborniku datoteka (engl. "File") ili klikom na
ikonu novo (engl. "New") na alatnoj traci. Prilikom stvaranja novog dokumenta, otvara
se prozor u kojem korisnik moze odabrati veli¢inu radnog prostora i upisati naziv

dokumenta. Takoder, moguce je otvoriti postojecu mrezu iz datoteke.

2. Dodavanje komponenti: Nakon kreiranja nove mreze, dodaju se vrste koje je moguce
izabrati iz alatne trake. Vrste ukljucuju razli¢ite komponente kao §to su proteini, geni,

signalni putevi, metaboliti i prikazani su na slici 5.

3. Povezivanje komponenti: Nakon dodavanja komponenti, potrebno ih je povezati kako
bi se stvorila mreza. Za to moZete koristiti alat za povezivanje na alatnoj traci. Takoder,
mozete prilagoditi svoje veze, odredujuci vrstu interakcije i njihov smjer. Razlic¢ite vrste

reakcija prikazane su na slici 6.
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Slika 5. Vrste simbola u CellDesigneru (prema Matsuoka i sur., 2014)
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Slika 6. Simboli za razli¢ite vrste reakcija u programu CellDesigner (prema Funahashi i sur.,
2008)

4. Dodavanje kinetickih izraza: Klikom desne tipke miSa na strelicu reakcije, otvara se
prozor u kojem se odabire unos kinetickog izraza (engl. "Edit Kinetic Law"). U ovom
prozoru, potrebno je unijeti kineticki izraz, kao i vrijednosti kinetickih parametara i

pocetnih koncentracija, koje su neophodne za pravilno funkcioniranje simulacije.

5. Simulacija mreze: Nakon stvaranja mreze, moguce je simulirati njezino ponaSanje kroz
vrijeme. CellDesigner ima ugradeni simulator, koji omoguc¢uje analizu mreze. Program
nudi graficki i numericki prikaz rezultata te se mreza moze izvoziti u formatima koji se

mogu Koristiti za daljnju analizu i simulaciju.
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3.1.2. Model metabolizma vitamina D

U ovom radu provedeno je odredivanje statusa vitamina D analizom matematickog
modela njegovog metabolizma. Mreza metabolita za vitamin D sastoji se od skupa obi¢nih
diferencijalnih jednadzbi (ODE) i opisuje ponasanje metabolita vitamina D u mreZi metabolita

ovisno o vremenu (Beentjes i sur., 2019).

Kori$ten je sazeti model koji se sastoji od 8 biokemijskih reakcija i jednadzbi kineticke
brzine prikazanih u tablici 1. Moze se opisati sustavom od 4 diferencijalne jednadzbe koje su
prikazane u tablici 2. Jednadzbe se mogu u potpunosti parametrizirati, a vrijednosti koristenih
parametara prikazane su u tablici 4. Pocetne koncentracije koristene u modelu su serumske
koncentracije metabolita vitamina D iz West Midlands kohorte (Beentjes i sur., 2019), nalaze
se u tablici 3 s prikazanim medijanom i interkvartilnim rasponom (engl. interquartile
range, IQR).

Tablica 1. Biokemijske reakcije i pripadajuci kineti¢ki izrazi (prema Beentjes i sur., 2019)

REAKCIJA OPIS KINETICKI IZRAZ
1 Proizvodnja 25(0 H)_D3 iz prehrane i sunceve Pas(omD3
svjetlosti
9 Pretvorba 25(OH)Ds u 1,25(0OH)2Ds uz a-[25(0H)Ds]
djelovanje 1a-hidroksilaze (K + [25(0H)Ds])
3 Epimerizacija 25(OH)D3 u 3-epi-25(0H)D3 ks-[25(OH)D3]
Pretvorba 25(OH)Ds u 24,25(0H).D3 uz _
4 djelovanje 24-hidroksilaze ke-[25(OH)Ds]
5 Razgradnja 25(0OH)Ds ks-[25(OH) D3]
Enzimska konverzija 24,25(0OH)2D3 u .
6 kalcitroi¢nu kiselinu ke-[24,25(0H)2Dq]
7 Ucinkovita razgradnja 1,25(OH)2D3 k7-[1,25(OH)2Ds]
8 Ucinkovita razgradnja 3-epi-25(OH)D3 ke:[3 — epi — 25(OH)Ds]

25(0OH)Ds:  25-hidroksivitamin Ds; 1,25(0OH);Ds: 1,25-dihidroksivitamin Ds; 3-epi-25(OH)Ds:  3-epi-25-
hidroksivitamin Ds; 24,25(0H).Ds: 24,25-dihidroksivitamin Ds; parametri pasoryps, @, K, Ks, Ka, ks, ke, k7, kg
objasnjeni su u tablici 4
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Tablica 2. Kineticke jednadzbe (prema Beentjes i sur., 2019)

KINETICKE JEDNADZBE REAKCIJSKI IZRAZI
d [25(0H)Ds] =R1—R2-R3—R4—Rs
dt
d [1,25(0H)2D3] =Ry, —Ry
dt
d [24,25(0H)2D3] =Rs—Re
dt
d[3 — epi — 25(0H)D3] =Rs—Rs
dt

25(0H)Ds: 25-hidroksivitamin Ds; 1,25(0H).Ds: 1,25-dihidroksivitamin Ds; 3-epi-25(0H)Ds: 3-epi-25-

hidroksivitamin Ds; 24,25(0OH),D3: 24,25-dihidroksivitamin D3

Reakcijski izrazi Ri zai=1, ...,8 odgovaraju biokemijskim reakcijama prikazanim u tablici 1

Tablica 3. Pocetne koncentracija metabolita vitamina D (prema Beentjes i sur., 2019)

Medijan (IQR)

25(OH)Ds (nmol/L) 33,4 (20,8-44,3)

1,25(0OH)2Ds (pmol/L) 34,2 (29,3-55,0)
3-epi-25(0OH)D3 (nmol/L) 5,1(3,9-6,4)
24,25(0OH)2Ds (nmol/L) 3,3 (1,6-4,7)

25(0OH)D3: 25-hidroksivitamin Ds; 1,25(0OH),Ds: 1,25-dihidroksivitamin Ds; 3-epi-25(OH)Ds: 3-epi-25-

hidroksivitamin Ds; 24,25(0OH);D3: 24,25-dihidroksivitamin D3
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Tablica 4. Vrijednosti parametara modela (prema Beentjes i sur., 2019)

PARAMETAR OPIS VRIJEDNOST JEDINICA
P25(0H)D3 Stvaranje 25(OH)Ds varijabilno nM/d
Maksimalna brzina pretvorbe
o 25(0OH)Ds u 1,25(0H)zDs 0.29 nw/d
Michaelisova konstanta brzine
K pretvorbe 25(0OH)D3 u 47 nM
1,25(0OH)2D3
Konstanta brzine
ks epimerizacije 25(0OH)D3 0,008 1/d
Konstanta brzine pretvorbe
ke 25(0H)D3 U 24,25(0H)2Ds 0,01 1/d
Konstanta brzine razgradnje
ks 25(0H)Ds 0,05 1/d
Konstanta brzine pretvorbe
ks 24,25(0H)Ds 0.1 1/d
Konstanta brzine pretvorbe
ki 1,25(0H)2Ds 28 1/d
Konstanta brzine pretvorbe
ko 3-epi-25(0H)D; 0.06 1

25(0OH)D3: 25-hidroksivitamin Ds; 1,25(0OH),Ds: 1,25-dihidroksivitamin Ds; 3-epi-25(OH)Ds: 3-epi-25-
hidroksivitamin Ds; 24,25(0OH);D3: 24,25-dihidroksivitamin D3

Tablica 5. Jednadzbe stacionarnih stanja (prema Beentjes i sur., 2019)

0= [25(0H)Ds]? - (ks + ks + ks) + [25(OH)Ds] - (K - (ks + ks + ks) + & - pasomps)
- (K - pasiomps)

a [25(0H)Ds]

k, K + [25(0H)Ds]

[1,25(0H),D;3] =

[24,25(0H),D;] = i—:- [25(0H)D,]

[3 — epi — 25(0H)D;] = % - [25(0H)D;]
8

25(OH)Ds: 25-hidroksivitamin Ds; 1,25(0H):Ds: 1,25-dihidroksivitamin Ds; 3-epi-25(OH)Ds: 3-epi-25-
hidroksivitamin Ds; 24 25(0H).Ds: 24, 25-dihidroksivitamin Ds
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3.1.3. Smijernice za planiranje jelovnika

Za dnevni unos vitamina D napravljena su 3 razli¢ita jelovnika: jelovnik po principima
mediteranske prehrane, jelovnik koji ukljucuje hranu s prirodno prisutnim vitaminom D,
jelovnik koji ukljucuje hranu obogac¢enu vitaminom D te primjer s uklju¢enom
suplementacijom. Za planiranje jelovnika koristene su prehrambene smjernice za mediteransku
prehranu te smjernice za opéu populaciju. Dnevni energetski unos svih jelovnika je 2000 kcal
(£ 100 kcal). Jelovnik se sastoji od 3 glavna obroka (zajutrak, rucak i vecera) i 2 meduobroka
(dorucak i uzina). Uz svaki obrok napisana je koli¢ina vitamina D, koli¢ina makronutrijenata te
kalorijska vrijednost. Za planiranje obroka i izra¢un koli¢ine nutrijenata koristene su USDA
baza namirnica v. 19 (USDA, 2019).

3.1.3.1. Smjernice za mediteransku prehranu

Mediteranska prehrana proizlazi iz tradicionalnog nacina prehrane ljudi iz zemalja koje
grani¢e sa Sredozemnim morem. Osnovna nacela mediteranske prehrane predstavljena su
piramidom mediteranske prehrane u kojoj su odabrane namirnice pazljivo rasporedene po
skupinama. Skupine namirnica u piramidi podijeljene su u tri kategorije: namirnice ¢ija se
konzumacija preporuca svaki dan, namirnice koje treba konzumirati nekoliko puta tjedno i

namirnice ¢ija se konzumacija preporuca nekoliko puta mjese¢no (Bach-Faig, 2011).

U podnozju piramide nalaze se namirnice koje bi trebale biti osnova prehrane i osigurati
najveci energetski unos, a u gornjim razinama Su namirnice koje treba jesti u umjerenim
koli¢inama. Osnovu prehrane ¢ine namirnice biljnog podrijetla stoga bi uravnotezeni sastav
glavnih obroka trebao ukljuéivati voce, povrce i Zitarice. Prednost treba dati proizvodima na
bazi cjelovitih Zzitarica. Ostatak energetskog unosa nadopunjuje se ostalom biljnom hranom,
mlije¢nim proizvodima i izvorima proteina. Meduobrok ¢ini razumna konzumacija maslina,
oraSastih plodova i sjemenki. U sredistu piramide nalazi se maslinovo ulje koje predstavlja
glavnu masnocu za pripremu hrane. Uz ulje, koriste se zacini, za¢insko bilje, ¢eSnjak i luk za
dodatno obogacivanje hrane. Svakodnevno se savjetuje i umjerena konzumacija crnog vina uz
obrok. Nekoliko puta na tjedan preporuc¢a se konzumiranje ribe, Skoljki, preradi i jaja.
Tradicionalna mediteranska jela obi¢no nemaju proteinske namirnice Zivotinjskog podrijetla
kao glavni sastojak, ve¢ kao izvor okusa. Konzumacija crvenog mesa i mesnih preradevina
trebala bi biti rijetka i u malim koli¢inama. U vrhu piramide nalaze se namirnice bogate Se¢erom
I mastima stoga bi njihova konzumacija trebala biti u malim koli¢inama i samo u posebnim
prilikama (Bach-Faig, 2011).
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3.1.3.2. Smjernice za opéu populaciju

Prehrambene smjernice za opc¢u populaciju ukljucuju nekoliko osnovnih principa kao
Sto su dostatan unos energije, hranjivih tvari i vlakana za odrzavanje zdravlja, postizanje
ravnoteze izmedu razli¢itih skupina namirnica, kontrolu energetskog unosa (kalorija)
prilagodenog metabolizmu i aktivnosti, unos hrane s visokom hranjivom gusto¢om, umjerenost
te kontrola unosa masnoca i Secera u cilju promicanja dobrog zdravlja te konzumiranje
raznovrsne hrane unutar i medu glavnim grupama namirnica kako bi se osigurao unos svih

potrebnih hranjivih tvari i minerala.

3.1.3.3. Preporuke za unos vitamina D

RDA (preporucena dnevna koli¢ina nutrijenta, engl. Recommended Dietary
Allowances) za vitamin D odnosi se na dnevni unos potreban za odrzavanje zdravlja kostiju i
normalnog metabolizma kalcija kod zdravih ljudi. Preporucena koli¢ina izraZzena je u
mikrogramima (ug) i medunarodnim jedinicama (IU), pri ¢emu je 1 pg vitamina D jednak 40
IU. Iako sunceva svjetlost predstavlja glavni izvor vitamina D, RDA za vitamin D temelji se na
pretpostavci minimalne izloZenosti suncu. Medutim, diljem svijeta postoje razli¢ite smjernice
za unos vitamina D. Razlikuju se zbog nepotpunog razumijevanja biologije i klini¢kih
implikacija, razlicitih ciljeva smjernica i/ili koriStenja u studijama za utvrdivanje preporuka

(NIH, 2022).

Americki Institut za medicinu (engl. Institute of Medicine, IOM) preporucuje unos od
10 pg (400 1U) vitamina D na dan kod djece do godinu dana, 15 ug (600 1U) vitamina D na dan
za 0sobe u dobi od 1 do 70 godina te 20 ug (800 1U) vitamina D na dan za starije od 70 godina.
S obzirom na to da je nedostatak vitamina D vrlo rasprostranjen, Ameri¢ko drustvo za
endokrinologiju (engl. Endocrine Society) smatra da preporuke IOM-a trebaju predstavljati
minimalnu preporucenu koli¢inu te preporucuje da odrasle osobe trebaju najmanje 37,5 do 50
ug (1500-2000 IU) dnevno dodatnog vitamina D kako bi odrzale razinu 25(OH)D u serumu
iznad 75 nmol/L (30 ng/mL), a djeca i adolescenti najmanje 25 pg (1000 1U) (NIH, 2022;
Vranesi¢ Bender, 2016).

3.1.3.4. lzvori vitamina D

Za izradu jelovnika koriStene su namirnice koje imaju visoku koli¢inu vitamina D. U
tablici prikazane su namirnice bogate vitaminom D koje predstavljaju prirodni izvor, zatim
obogacena hrana te dodaci prehrani. Koli¢ina vitamina D izraZena je u mikrogramima (ug) i

medunarodnim jedinicama (IU) na 100 g namirnice.
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Tablica 6. Izvori vitamina D (prema Kucan i sur., 2018; Hossein-nezhad i Holick, 2012)

ng/100 g 1U/100 g
PRIRODNI 1ZVORI vitamina D

Ulje jetre bakalara 250 10000
Shiitake gljive suSene sa suncu 40 1600
Dimljena haringa 32 1280
Saran 25 1000
Jegulja 20 800
Losos 16 640
Pastrva 15 600
List 15 600
Bijela riba 12 480
Konzervirani losos 12 480
Srdela 11 440
Kamenice 8 320
Tuna 5 200
Zumanjak 5,6 224
Shiitake gljive 2,5 100
Maslac 1,2 48
Sir (45 % m.m.) 1 40
Jogurt (3,5 % m.m.) 0,1 4

OBOGACENA HRANA vitaminom D

Obogacéeni margarin 10,7 429
Obogacene Zitarice 2,5 100
Obogaceno mlijeko 1,25 50
Obogaceni jogurt 1,25 50

DODACI PREHRANI koji sadrze vitamin D

Multivitamin 400, 500, 1000
Vitamin D 10, 20, 25, 50, 125, 250, 400, 800, 1000, 2000,
3 1250 5000, 10000, 50000
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3.2. METODE

3.2.1. Razvoj i simulacija modela metabolizma vitamina D

Koristenjem ra¢unalnog programa CellDesigner, u ovom radu je provedena simulacija
metabolizma vitamina D prema modelu koji je prikazan u radu Beentjes i sur. (2019).
Odredivao se status vitamina D u serumu mijenjajuci ulazne koncentracije vitamina D iz hrane.
Promatrane su vrijednosti koncentracija 25(OH)Ds, 1,25(0OH).D3, 24,25(0H).D3 i 3-epi-
25(0OH)D3 u serumu. Za odredivanje koncentracije 25(OH)Ds koristena je pretpostavka da doza
od 25 pg vitamina D3 podize razinu 25(OH)D3 u serumu za 20 nmol/L u prosjeku (Amrein i
sur., 2020). Zatim su izracunate pretpostavljene vrijednosti 25(OH)D3 za svaki jelovnik te su te
vrijednosti uvrstene u jednadZbu stacionarnog stanja prikazanu u tablici 5 iz ¢ega je izraCunata
vrijednost za parametar pzson)p3. Vrijednosti dobivene provedenom CellDesigner simulacijom

prikazane su graficki programom MS Excel 365.

3.2.2. Analiza lokalne parametarske osjetljivosti

Matematicki 1 racunalni modeli predstavljaju glavni alat u razumijevanju bioloskih
procesa. Kao klju¢ni dio pristupa sistemske biologije, modeliranje omogucava definiranje i
analizu strukture sustava te ukljuCuje integraciju znanja s razlicitih bioloskih razina (Saltelli i

sur., 2000).

Analiza osjetljivosti je metoda za kvantificiranje nesigurnosti u bilo kojoj vrsti sloZzenog
modela. Za cilj ima identificirati parametre i pocetne uvjete koji predstavljaju kriti¢ne ulazne

podatke modela i kvantificirati kako te vrijednosti utjecu na ishod modela (Marino, 2008).

Kada je bioloski sustav prikazan matematickim modelom, rezultati analize osjetljivosti
koriste se za testiranje robusnosti rezultata modela, povecanje razumijevanja odnosa izmedu
ulaznih i izlaznih varijabli te za pojednostavljivanje modela fiksiranjem ulaza koji nemaju
ucinka na izlaz ili izostavljanjem reakcijskih podmreZa koje nisu osjetljive na podatke koristene

za redukciju modela (Simoni i sur., 2020).

Kompleksni matematicki 1 racunalni modeli obi¢no sadrze velik broj parametara Cije
vrijednosti nisu to¢no poznate. Nesigurnost u tim vrijednostima proizvodi nesigurnost u izlazu
modela. Razumijevanje i kvantificiranje nesigurnosti koristenjem analize osjetljivosti vazan je

dio razvoja i upotrebe modela (Saltelli i sur., 2000).
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Analiza lokalne osjetljivosti ili analiza jednog parametra jedna je od jednostavnijih
nacina provjere parametarske osjetljivosti i primjenjuje se kad su prisutne male nesigurnosti ili
interakcije medu ulaznim parametrima. Primjenom metode lokalne osjetljivosti, ulazni
parametri mijenjaju se jedan po jedan za mali iznos pri ¢emu vrijednosti ostalih parametara
ostaju nepromijenjene, a zatim se izraGunava ucinak pojedina¢nih promjena na izlazne rezultate
modela (Link i sur., 2018).

Relativna osjetljivost izlaznih varijabli racuna se prema jednadzbi 1. Syi oznacava
parametarski koeficijent osjetljivosti, ki je vektor koncentracija, cx je vektor parametara sustava,

a izraz Ocx/Oki predstavlja koeficijent lokalne osjetljivosti prvog reda, a = 0,01; 0,03.

Suji% = 1.2 100 0 ~ K182 10 g = Ko e(1020r@)erk

Cy aki Cy'Ak; Cx ak;

£.100 % [1]

U ovom radu, napravljena je analiza lokalne osjetljivosti za svaki od 9 kineti¢kih parametra
tako Sto je svaki parametar pojedinacno uvecan za 1 % i 3 % dok su ostali parametri ostali
nepromijenjeni zadrzavajuéi svoje pocetne vrijednosti navedene u tablici 4. Analiza je
provedena i nakon smanjenja vrijednosti svakog od parametara za 1 % i 3 %. Izmjerene su
vrijednosti varijabli modela za svaki od tih uvjeta te kineti¢ke brzine reakcija nakon provodenja
simulacije u trajanju od 100 dana. Za prikaz i analizu rezultata koriSten je MS Excel 365
(Microsoft, Redmond, Washington, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu je provedena je analiza statusa vitamina D simulacijom matemati¢kog
modela metabolizma vitamina D. Prikaz modela metabolizma vitamina D izraden u
programskom paketu CellDesigner prikazan je u poglavlju 4.1. U poglavlju 4.2. prikazani su
jelovnik mediteranske prehrane, jelovnik s hranom bogatom vitaminom D, jelovnik s
oboga¢enom hranom i plan suplementacije, dom su u poglavlju 4.3. prikazani rezultati
simulacije modela metabolizma vitamina D s razli¢itim po¢etnim koncentracijama vitamina D
prema razvijenim jelovnicima. U poglavlju 4.4. prikazani su rezultati analize lokalne

parametarske osjetljivosti modela metabolizma vitamina D.

41. PRIKAZ MODELA METABOLIZMA VITAMINA D IZRADEN U
PROGRAMSKOM PAKETU CELLDESIGNER

Simulacijom modela metabolizma ugljikohidrata u programu CellDesigner promatrana
je promjena u serumskoj koncentraciji metabolita vitamina D: 25(OH)Ds, 1,25(0OH)2Ds,
24,25(0OH)2Ds i 3-epi-25(OH)D3 u vremenskom razdoblju od 100 dana. Koncentracije
navedenih metabolita promatrane su za svaki od 3 osmisSljena jelovnika te nakon primjene
suplementacije. U programu CellDesigner provedene su simulacije razli¢itih dnevnih unosa
vitamina D. Rezultati dobiveni simulacijom u CellDesigneru prikazani su graficki na slikama
8-11. Racunalni program CellDesigner koristen je za izradu modela metabolizma vitamina D
koji se sastoji od 8 biokemijskih reakcija prikazanih u tablici 1 i 9 kinetickih parametara
prikazanih u tablici 4. Izgled modela prikazanog u programu CellDesigner moze se vidjeti na

slici 7.
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Slika 7. Matematic¢ki model metabolizma vitamina D u programu CellDesigner

4.2. PRIKAZ JELOVNIKA

U ovom radu prikazana su tri osmis$ljena jelovnika koji se razlikuju u koli¢ini vitamina

D. Energetska vrijednost svakog jelovnika je 2000 kcal (+ 100 kcal).

Jelovnik 1 prikazan u tablici 7 prati smjernice za mediteransku prehranu. Mediteranska
prehrana Cesto se smatra jednim od ,,najzdravijih* nacina prehrane i povezuje se sa smanjenjem

rizika od razli¢itih kroni¢nih bolesti.

Mediteransku prehranu karakterizira hrana biljnog podrijetla, uklju¢uju¢i mahunarke,
zeleno lisnato povrce, voce 1 orasaste plodove, zatim visoka konzumacija ribe 1 niska potrosnja
crvenog mesa uz umjerenu konzumaciju mlijecnih proizvoda. Ukljucuje i koriStenje ekstra
djevicanskog maslinovog ulja koje predstavlja glavni izvor prehrambenih masti. Takoder,
mediteranska prehrana potice umjerenu konzumaciju vina uz obrok, posebice crnog vina. Ova
prehrana je bogata antioksidansima, vlaknima, vitaminima i mineralima, a ima niski udio
zasi¢enih masti 1 visok udio nezasi¢enih masti, posebno omega-3 masnih kiselina. Medutim,
mediteranska prehrana ne pruza samo hranjive tvari ve¢ promovira i socijalni aspekt obroka,
buducéi da se ¢esto konzumira u obiteljskom ili druStvenom okruZenju, §to moZe poboljsati
ukupno mentalno zdravlje. Osim toga, potice i ostale aspekte kao Sto su upotreba sezonskih

namirnica, adekvatan san te fizicka aktivnost. Sve ove komponente mediteranske prehrane
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medusobno se pojacavaju i dopunjuju te svojim sinergistickim djelovanjem sudjeluju u

stvaranju povoljnog u¢inka na zdravlje (Barrea i sur., 2020; Bach-Faig, 2011).

Nedostatak vitamina D i pretilost sve su raSireniji fenomeni diljem svijeta. Klini¢ke
studije pokazuju da nedostatak vitamina D postaje sve ¢eSc¢a pojava kod osoba s prekomjernom
tjelesnom masom i smatra se klinickim sindromom zbog niske razine 25(OH)D u serumu.
Pretilost moZe dovesti do nedostatka vitamina D, a zatim nedostatak vitamina D moze utjecati
na zdravstvene rizike. Poznata je povezanost izmedu nedostatka vitamina D i nekoliko bolesti
povezanih s pretilo$c¢u, kao $to su dijabetes tipa 2, kardiovaskularne bolesti, poremecaj spavanja

povezan sa sindromom opstruktivne apneje u snu i neuroloske bolesti (Barrea i sur., 2020).

Mediteranska prehrana se zbog svojih antioksidativnih i protuupalnih svojstava
povezuje se s manjim rizikom od debljanja i pretilosti. U pretilosti, klju¢na stavka je prehrana,
stoga razliCite prehrambene strategije, ukljucujuéi i mediteransku prehranu, mogu pomoci u
smanjenju tjelesne mase. Osim toga, pridrzavanje mediteranske prehrane povezano je s ve¢im

unosom vitamina D hranom i smanjenjem rizika od njegovog nedostatka (Barrea i sur., 2020).

Vitamin D poboljsava gustocu kostiju, a pridrzavanje mediteranske prehrane pokazuje
protektivan ucinak na osteoporozu. Veca konzumacija maslinovog ulja moZe biti povezana s
manjim rizikom od prijeloma povezanih s osteoporozom. Takoder, masti iz prehrane mogu
utjecati na apsorpciju vitamina D, a neke studije sugeriraju da povecana konzumacija ulja
bogatih mononezasi¢enim masnim kiselinama, kao Sto je maslinovo ulje, moZe poboljSati
bioraspoloZivost vitamina D. Stoga se moZe pretpostaviti da je povezanost izmedu pridrZzavanja
mediteranske prehrane i razine 25(OH)D mozda rezultat velikog unosa maslinovog ulja (Zupo
i sur., 2020).
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Tablica 7. Jelovnik mediteranske prehrane

Vitamin D Ugljikohidrati/ Energija
(ng) proteini/ masti (g) (kcal)
Zajutrak
2 jaja
W 54,6
200 ca (luk, ika, rajci
g povréa (luk, paprika, rajcica) 18 173 4471
2 caine Flici y y
cajne zlicice maslinovog ulja 19.2
1 $nita integralnog kruha
1 srednja jabuka (180 g)
Dorucak
17,4
200 ¢kog jogurta
9 grexog Jog 0,1 7.2 153,4
20 g malina
g mat 6,6
1 ¢ajna zlica meda
Rucak
100 g zelene salate
39,4
200 g piletine
0,3 36,3 735,6
10 ch
0 cherry rajcica 473
30 g feta sira
2 ¢ajne zlicice maslinovog ulja
Uzina
19,0
1 $nita integralnog kruha
0,0 51 118,7
15 g humusa
g humd 24
70 g crvene paprike
Vecera
200 g srdele 31,0
2 &ajne Zli¢ice maslinovog ulja 9,7 53,3 633,3
100 g blitve 32,1
150 g krumpira
UKUPNO: 11,9 161,5/119,2/107,7 | 2076,6
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Jelovnik 2 sadrzi hranu prirodno bogatu vitaminom D i prikazan je u tablici 8. Hrana
predstavlja vrlo vazan izvor vitamina D, osobito ako nema dovoljno izlaganja suncevoj
svjetlosti kako bi se zadovoljile potrebe tijela. Ipak, hrana ne predstavlja najucinkovitiju
strategiju za suzbijanje niskog unosa vitamina D jer postoji vrlo malo izvora hrane koji su bogati
tim vitaminom te se vecina takve hrane ne konzumira vrlo ¢esto u populaciji (Cashman i Kiely,
2014).

Neki od najboljih izvora vitamina D uklju¢uju meso masne ribe poput pastrve, l0sosa,
tune 1 skuse. Medutim, dugovjec¢ne ribe poput tune ili lososa sadrze vece koncentracije zive i
drugih teskih metala pa bi njihova konzumacija trebala biti umjerena. Ulje riblje jetre
predstavlja jedan od najbogatijih izvora vitamina D, a danas se moZe pronaci i u obliku kapsula.
Goveda jetra, Zumanjci i sir obi¢no sadrze manje koli¢ine vitamina D3. Koli¢ina vitamina D u
zivotinjskoj hrani ovisi o njihovoj prehrani pa tako Zivotinje koje pasu na suncu ili se hrane
oboga¢enom hranom imaju vise vitamina D u svojim tkivima. Razli¢ite koli¢ine vitamina D>
mogu se naci u gljivama poput shiitake gljiva, a neke vrste koje su dostupne na trzistu tretiraju
se UV svjetlom kako bi se povecala razina vitamina D. Osim toga, prah od gljiva tretiranih UV
zraCenjem odobren je od strane FDA (Americka Agencija za hranu i lijekove, engl. Food and
Drug Administration) kao prehrambeni aditiv koji se koristi kao izvor vitamina D> u
prehrambenim proizvodima (NIH, 2022; Leskovar i sur., 2018).
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Tablica 8. Jelovnik s hranom bogatom vitaminom D

Vitamin Ugljikohidrati/ Energija
D (ng) | proteini/ masti (g) | (kcal)
Zajutrak
* e 18,0
* 00gspinata 2,9 253 361,4
e 200 g shiitake gljiva 224
e 2 Cajne Zli¢ice maslinovog ulja
¢ 1 3nita integralnog kruha
Dorucak
e 250 mL mlijeka 53,8
e 1 srednja banana (120 g) 01 10,6 322,8
e 1 srednji kivi (70 Q) 9,3
e 50 ¢ jagoda
Rucdak
e 100 g lososa 394
* 30gsiragoude 11,0 37,9 451,8
e 2 ¢ajne Zli¢ice maslinovog ulja 16,0
e 50 g kvinoje
e 200 g povréa (cvjetaca, brokula, mrkva)
UZina 16,0
e 30 g oradastih plodova 0,1 11,4 288,0
e 200 g jogurta 21,3
Vecera
e 200 g Sarana 47,7
e 100 g Sampinjona 49,9 46,9 578,1
e 60 g tjestenine 21,5
e 10 g maslaca
UKUPNO: 64,0 174,9/ 132,1/ 90,6 2002,1

30




Sljedeci jelovnik 3 sadrzi namirnice obogacene vitaminom D 1 prikazan je u tablici 9.
Obogacivanje hrane je proces dodavanja nutrijenata u hranu kako bi se povecéala njihova
nutritivna vrijednost. Cilj obogacivanja je ispunjavanje potreba za odredenim nutrijentima kod

populacija koje imaju nedostatak odredenih hranjivih tvari.

Obogacivanje hrane vitaminom D je jedna od strategija koja se koristi za povecanje
unosa vitamina D u populaciji i pokazala se vrlo u¢inkovitom u razli¢itim europskim zemljama.
U Europskoj uniji za obogacivanje hrane koristi se vitamin D ili vitamin D3 Vitamin Dz smatra
se ucinkovitijim od vitamina D2 za podizanje razine 25(OH)D u krvi, stoga se preporucuje
njegovo koristenje u hrani. Najc¢esée se obogacuju namirnice kao $to su masni namazi poput
margarina, teku¢i mlije¢ni proizvodi, zitarice za dorucak i pSeni¢no brasno. Nakon uvodenja
ovih politika, pokazalo se da oboga¢ene namirnice daju vazan doprinos unosu vitamina D te da
je doslo do znacajnih poboljsanja statusa vitamina D u populaciji. Medutim, mnoge obogacene
namirnice su jako preradene i ¢esto dolaze s visokim udjelom natrija, masti i Secera (Leskovar

i sur., 2018).

Neki istrazivaci sugeriraju da bi biofortificiranje $ireg raspona namirnica s vitaminom
D moglo biti u€inkovitije u rjeSavanju problema nedostatka vitamina D. Biofortificiranje odnosi
se na poboljSavanje nutritivnog sastava usjeva kroz primjenu biotehnoloskih metoda, kao §to
su genetsko inzenjerstvo. To bi moglo dovesti do prirodno obogacenih namirnica koje bi mogle

pruziti vece koli¢ine vitamina D u jednom obroku (Leskovar i sur., 2018).

Obogacivanje hrane vitaminom D moZe biti u€inkovita strategija za povecanje unosa
vitamina D u populaciji. WHO/FAO takoder preporucuju obogacivanje hrane kao najsiri i
najodrziviji nacin za povecanje unosa vitamina D u populaciji. Pokazalo se da bi razlicite
namirnice poput mlijeénih proizvoda, kruha, mesa 1 jaja mogle biti odrZiva sredstva za
obogacivanje, §to bi povecalo unos vitamina D u populaciji i smanjilo rizik od njegovog

nedostatka (Moulas i Vaiou, 2018).
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Tablica 9. Jelovnik s oboga¢enom hranom

Vitamin Ugljikohidrati/ Energija
D (ng) | proteini/ masti (g) (kcal)
Zajutrak
69,2
e 250 mL obogac¢enog mlijeka
2,9 2,8 400,5
e 40 g obogacenih zitarica 9.2
e 1 srednja jabuka (180 g)
Dorucak
33,6
e 2 3nite integralnog kruha
15 7,3 261,3
e 15 g obogac¢enog margarinskog namaza 10.9
e 15gdzema
Rucéak
e 60 g tjestenine
Y 69,7
e 200 mL umaka od rajcice
0,8 16,1 477,2
2 7lici li j
e 2 7li¢ice maslinovog ulja 16,8
e 100 g zelene salate
o Cokoladna obogacena plocica (25 g)
UZina
15,7
e 100 g svjezeg sira s vo¢em 1 dodanim
0,8 13,0 379,2
vitaminom D
30,7
e 30 g oraSastih plodova
Vecera
e 100 g piletine
e 150 g povréa (tikvice, patlidzan, 42,3
paprika) 2 20,9 504,6
e 2 7li¢ice maslinovog ulja 28,2
e 200 g ¢okoladnog pudinga od sojinog
mlijeka obogacen vitaminom D
UKUPNO: 8,0 230,6/ 70,2/ 95,8 2022,8
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Ukupni unos vitamina D osim izvora iz hrane odrazava i unos iz dodataka prehrani.
Dodaci prehrani Cesto se smatraju "brzim rjeSenjem". Ovi dodaci su obi¢no dostupni u obliku
pilula, tableta, kapsula ili drugih kontroliranih oblika doziranja, a mogu sadrzavati vitamin D>
ili vitamin Dz. Vitamin Ds je preferirani oblik jer je pokazao oko 87 % vecu snagu u podizanju
1 odrzavanju koncentracije 25(OH)D u serumu te rezultira 2-3 puta vecim skladiStenjem

vitamina D u odnosu na ekvimolarne koncentracije vitamina D> (Leskovar i sur., 2018).

Suplementacija vitaminom D pokazala je znacCajno poboljSanje unosa vitamina D u
razli¢itim dobnim, rasnim, etni¢kim 1 spolnim skupinama te poboljSava status vitamina D
ovisno o dozi. Medutim, dokazi upucuju na to da je populacijski unos vitamina D iz dodataka
prehrani prili¢no nizak, uglavnom zbog relativno niskog sadrzaja vitamina D u vec¢ini dodataka
prehrani u nekim zemljama u odnosu na potrebe. Ipak, dodatak vitamina D moze biti prikladan

u visokorizi¢nim skupinama kao $to su starije osobe (Cashman i Kiely, 2014).

Suplementacija vitaminom D pokazala je znacajne prednosti za zdravlje, poput
poboljSanja apsorpcije kalcija, odrzavanja zdravih kostiju 1 zubi, smanjenja rizika od nekih
kroni¢nih bolesti, poput dijabetesa tipa 2, sr¢anih bolesti, multiple skleroze i nekih oblika raka

(Wang i sur., 2017). Primjer suplementacije prikazan je u tablici 10.

Tablica 10. Plan suplementacije

ng U

Vitamin D3 125 5000
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4.3. SIMULACIJA MODELA METABOLIZMA VITAMINA D U RACUNALNOM
PROGRAMU CELLDESIGNER

Vitamin D predstavlja esencijalni nutrijent koji kao prekursor steroidnog hormona regulira
Siroki spektar fizioloskih procesa. Nuzan je u optimiziranju zdravlja kostiju, funkcije misica,
pozitivno utjece na kardiovaskularni i imunoloski sustav, inhibira kancerogenezu te je zasluzan
za mnoge druge funkcije u tijelu. Danas je nedostatak vitamina D uvelike je prisutan u svijetu
te je prepoznat kao globalna pandemija. Budu¢i da sudjeluje u mnogim fizioloskim procesima,
nedostatak vitamina D povezan je s brojnim zdravstvenim rizicima (Kucan i sur., 2018). Sinteza
u kozi djelovanjem UVB zracenja iz sunca predstavlja primarni izvor ovog vitamina, medutim,
tijekom zimskih mjeseci nema dovoljno sunca te zbog potencijalne Stetnosti duzeg boravka na
suncu sve se veci naglasak stavlja na rjeSavanje problema nedostatka vitamina D prehranom.
Postoji nekoliko strategija koje se primjenjuju za kontrolu nedostatka mikronutrijenata, a one
ukljucuju povecanje raznolikosti konzumirane hrane, obogacivanje hrane i suplementaciju

(Cashman, 2020).

Primjenjuju¢i navedene strategije, u ovom radu sastavljena su tri jelovnika te plan
suplementacije prikazani u tablicama 7-10. Za svaki jelovnik izraunata je koli¢ina vitamina D,
a zatim su provedene simulacije izradenog modela u ra¢unalnom programu CellDesigner s
razli¢itim pocetnim koncentracijama vitamina D. Trajanje simulacije je odredeno na 100 dana.
Na slikama 8-11 prikazane su promjene u koncentraciji 4 varijable: 25(OH)D3, 1,25(0OH).Ds,
24,25(0OH)2Ds i 3-epi-25(0OH)Ds. Na istom grafu prikazane su krivulje svih jelovnika te
suplementacije. U svim grafovima jelovnik mediteranske prehrane (jelovnik 1) prikazan je
plavom bojom, jelovnik s hranom bogatom vitaminom D (jelovnik 2) zelenom, jelovnik s
oboga¢enom hranom (jelovnik 3) sivom bojom te suplementacija koja je oznacena Zutom

bojom.
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Slika 8. Promjena koncentracije 25-hidroksivitamina Dz (25(OH)Ds) u serumu pri razli¢itim
pocetnim vrijednostima mase vitamina D iz hrane (jelovnik 1 = 11,9 pg, jelovnik 2 = 64,0 ng,

jelovnik 3 = 8 pg, suplementacija = 125 ug)

Na slici 8 vidljivo je kako se pove¢anjem unosa vitamina D iz hrane povisuje serumska
koncentracija 25(OH)Ds. Upravo ta koncentracija predstavlja glavni marker uhranjenosti
vitaminom D, a koncentracije od 75 nmol/L do 125 nmol/L odrazavaju optimalni status
vitamina D (Ptudowski, 2023). Pocetna koncentracija 25(OH)Dz3 iznosi 33,4 nmol/L $to ukazuje
na nedostatak vitamina D. Primjecuje se znatno brze povecanje razine 25(OH)Ds tijekom prvih
10 dana, zatim se lagano doseze plato oko 30. dana (1 mjesec) s kontinuiranom varijacijom do
otprilike 60. dana (2 mjeseca). Pri unosu od 125 pg i nakon 60 dana koncentracija 25(OH)Ds
nastavlja lagano rasti. Jelovnik 1 povisio je razinu 25(OH)D3z =~ 42,9 nmol/L, jelovnik 2 =~ 84,5
nmol/L, jelovnik 3 =~ 39,8 nmol/L, a suplementacija = 133,3 nmol/L. U poglavlju 3.1.3.3
navedene su preporuke za unos vitamina D i iznose najmanje 37,5 do 50 ug Sto pokazuje da
preporuke zadovoljavaju jelovnik 2 i suplementacija te su postigli povisenje koncentracije
25(0OH)Ds do optimalnih razina. Preporuka I0M-a je unos od 15 ug za odrasle osobe §to je

najblize unosu jelovnika 1 i vidljivo je da je to prenizak unos ukoliko je osoba u nedostatku.
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Slika 9. Promjena koncentracije 1,25-dihidroksivitamina D3 (1,25(OH)2D3) u serumu pri
razli¢itim poc€etnim vrijednostima mase vitamina D iz hrane (jelovnik 1 = 11,9 pg, jelovnik 2 =

64,0 pg, jelovnik 3 = 8 pg, suplementacija = 125 pg)

Na slici 9 uocava se zajednicki linearni porast koncentracije 1,25(0OH)2Ds u serumu
tijekom prva 2 dana. Nakon toga, pri nizim unosima vitamina D (jelovnik 1 i jelovnik 3)
primjecuje se blagi porast do stvaranja platoa oko 30. dana (1 mjesec). Pri viSim unosima
vitamina D (jelovnik 2 i suplementacija) dolazi do porasta serumske koncentracije 1,25(0OH).D3
do otprilike 60. dana (2 mjeseca). lako se primjecuje blagi porast koncentracije u serumu
povecanjem unosa vitamina D putem hrane, 1,25(OH).D3 koji predstavlja aktivni hormonski
oblik vitamina D, nije izravno reguliran prehrambenim unosom kao 25(0OH)Ds. Kao §to je
objasnjeno u poglavlju 2.3.1.5, 1,25(0OH)2D3 djeluje kao regulator homeostaze kalcija i fosfora

te je njegova sinteza hormonski uvjetovana.
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Slika 10. Promjena koncentracije 3-epi-25-hidroksivitamina D3 (3-epi-25(OH)Ds3) u serumu pri
razli¢itim poc€etnim vrijednostima mase vitamina D iz hrane (jelovnik 1 =11,9 pg, jelovnik 2 =

64,0 ng, jelovnik 3 = 8 pg, suplementacija = 125 nug)
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Slika 11. Promjena koncentracije 24,25-dihidroksivitamina D3 (24,25(0OH).D3) u serumu pri
razli¢itim pocetnim vrijednostima mase vitamina D iz hrane (jelovnik 1 = 11,9 pg, jelovnik 2 =

64,0 pg, jelovnik 3 = 8 ng, suplementacija = 125 ng)
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Na slikama 10 i 11 vidljivo je postupno povecanje koncentracije 3-epi-25(OH)Ds i
24,25(0H)2D3 u serumu. Povecanjem unosa vitamina D prehranom rezultirao je istodobnim
poveéanjem ovih metabolita §to moze ukazivati na povecani katabolizam. Smatra se da 3-epi-
25(0OH)Ds i 24,25(0OH).Ds imaju biolosku aktivnost, medutim, njihove uloge jo§ nisu u
potpunosti razjasnjene. Takoder, predlozeno je da bi se omjer metabolita vitamina D mogao

koristiti kao bolji pokazatelj statusa vitamina D.

Na temelju navedenih rezultata, moze se zakljuciti da je suplementacija optimalni izbor
ukoliko je u pitanju nedostatak vitamina D. Takoder, jelovnik s hranom bogatom vitaminom D
pokazuje odli¢ne rezultate, medutim, takva prehrana na dnevnoj razini nije odrziva. Stoga, za
odrzavanje adekvatnog statusa vitamina D, najbolji izbor bio bi kombinacija navedena 3
jelovnika. To bi znacilo da se u raznovrsnu prehranu poput mediteranske uvrste obogaceni

proizvodi te povremeno namirnice bogate vitaminom D.
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44. ANALIZA LOKALNE PARAMETARSKE OSJETLJIVOSTI

Provedena je analiza lokalne parametarske osjetljivosti odnosno osjetljivosti varijabli
modela metabolizma vitamina D na povecéanje i smanjenje vrijednosti svih parametara za 1 %
i 3 %. Analiza je provedena na nacin da su pocetne vrijednosti svakog parametra pojedina¢no
uvecane za 1 % dok su vrijednosti ostalih parametara ostale nepromijenjene. Provedena je
simulacija u navedenim uvjetima za svaki parametar zasebno te su analizirani rezultati u
kona¢nom vremenu 0d 100 dana. Jednak postupak ponovljen je nakon smanjenja vrijednosti
svih parametara za 1 %, a zatim 1 za povecanje 1 smanjenje za 3 %. Kao pocetna vrijednost
vitamina D koristena je vrijednost 64,0 ug koja prikazuje dnevni unos vitamina D iz hrane u

izradenom jelovniku s hranom bogatom vitaminom D.

Dobiveni rezultati prikazani su u programu MS Excel 365, a zatim su obradeni na nac¢in
da je negativna promjena mase ili koncentracije metabolita oznafena crvenom, a pozitivna
promjena zelenom bojom. Svijetlo zuta polja oznacavaju zanemarivu promjenu u odnosu na
vrijednosti dobivene u simulaciji bez promjena u vrijednostima parametara. U tablicama se
mogu uociti tri razli¢ite nijanse crvene i zelene boje. Veci intenzitet odnosno jacina boje
ukazuje na znacajniju promjenu koncentracije metabolita, dok manje intenzivne i slabije
izrazene nijanse ukazuju na slabiju promjenu. Rezultati analize lokalne parametarske

osjetljivosti prikazani su u tablicama 11-18.

Na temelju prikazanih rezultata prikazanih u tablicama 11-14 primjecuje se kako izlazne
vrijednosti serumskih koncentracija metabolita vitamina D pokazuju najvecu osjetljivost na
promjene vrijednosti parametara brzine stvaranja te brzine razgradnje 25(OH)D3. Povec¢anjem
unosa vitamina D iz hrane povecava se brzina stvaranja 25(OH)Ds §to posljedi¢no dovodi do
povecanja koncentracije ostalih metabolita. Takoder, povecavanjem brzine razgradnje
25(0OH)D3s smanjuju se koncentracije svih metabolita. Ipak, primjecuje se da je koncentracija
1,25(0OH).D3 najmanje ovisha o promjenama brzine stvaranja i razgradnje 25(OH)Ds pa time i
unosom vitamina D iz hrane. Stvaranje 1,25(OH).D3 regulirano je djelovanjem endokrinog
sustava te nije izravno povezano s unosom iz hrane (EFSA, 2016). To je i jedan od razloga
zasto se 1,25(OH)2Ds ne koristi kao marker statusa vitamina D. Na koncentraciju 1,25(0OH)2Ds
pozitivno utjeCe parametar brzine pretvorbe 25(OH)Dz u 1,25(0OH)2D3, dok se povecanjem
konstante brzine pretvorbe 25(OH)Ds u 1,25(0OH)2D3, konstante brzine razgradnje 25(OH)Ds |
konstante brzine pretvorbe 1,25(0OH).D3 koncentracija smanjuje.
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Povecanjem konstante brzine pretvorbe 3-epi-25(OH)D3 ocekivano dolazi do smanjenja
koncentracije 3-epi-25(OH)D3, a takoder povecanjem konstante brzine pretvorbe
24,25(0H)2D3 dolazi do smanjenja koncentracije 24,25(0OH)2Ds. Pove¢anjem konstante brzine
epimerizacije 25(OH)D3 povecava se koncentracija 3-epi-25(OH)Ds, a smanjuje koncentracija
24,25(0H)2D3. U skladu s tim, poveéanjem konstante brzine pretvorbe 25(OH)Ds u
24,25(0H)2D3 dolazi do povecanja koncentracije 24,25(OH)2D3 te smanjenja koncentracije 3-
epi-25(0OH)Ds. 1z ovoga mozemo zakljuciti da su koncentracije 24,25(0OH).D3 i 3-epi-
25(0OH)Ds obrnuto proporcionalne. Pri povecanju kao i pri snizenju vrijednosti parametara za 1

% 13 % primjecuju se jednaki uzorci djelovanja na izlazne rezultate.

Iz rezultata prikazanih u tablicama 15-18 moze se vidjeti kako parametar brzine
stvaranja 25(OH)Ds ima utjecaj na gotovo sve reakcije, medutim, najmanje djelovanje pokazuje
pri stvaranju i uc¢inkovitoj razgradnji 1,25(OH)2Ds. Povec¢anjem brzine razgradnje 25(OH)D3
smanjuju se brzine svih ostalih reakcija u modelu, no i dalje je najmanji utjecaj na reakcije koje
ukljucuju 1,25(0OH)2D3. Povecanje parametra o pozitivno utjeCe na pretvorbu 25(OH)D3 u
1,25(0OH)2D3 te uc¢inkovitu razgradnju 1,25(0OH).D3 dok parametri konstanta brzine pretvorbe
25(0OH)Ds u 1,25(0OH).Ds i konstanta brzine razgradnje 25(OH)D3 djeluju obrnuto. Brzine
reakcija epimerizacije 25(OH)Ds i ucinkovite razgradnje 3-epi-25(OH)Ds povecavaju se
poveéanjem konstante brzine epimerizacije dok se povecanjem konstante brzine razgradnje
25(0OH)D3 i konstante brzine pretvorbe 25(OH)Ds u 24,25(0OH)2Ds3 brzine reakcija smanjuju.
Povecanjem parametara konstante brzine epimerizacije 25(OH)D3 te konstante brzine
razgradnje 25(OH)Ds dolazi do smanjenja brzine reakcija pretvorbe 25(OH)D3 u 24,25(0H)2Ds
i enzimske konverzije 24,25(0OH)2Ds u kalcitroi¢nu kiselinu, dok se porast brzine dogada
povecanjem parametra konstante brzine pretvorbe 25(0OH)Ds u 24,25(0OH)2Ds. Pri poveéanju
parametara za 1 % 1 3 % kao 1 pri jednakom sniZavanju vrijednosti, pokazuje se jednaki trend

na brzine izlaznih reakcija modela.
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Tablica 11. Odgovor varijabli modela metabolizma vitamina D na povecanje parametara za 1
% prilikom simulacije modela s po¢etnom vrijednosti vitamina D iz hrane od 64,0 pg u trajanju
simulacije od 100 dana (varijable prikazane u stupcima: s1 = vitamin D iz hrane, sz = 25-
hidroksivitamin Dz (25(0OH)D3), sz = 1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25(0OH)2Ds3), s4 = 3-epi-25-
hidroksivitamin D3 (3-epi-25(0OH)Ds), s5 = 24,25-dihidroksivitamin D3 (24,25(0OH)2D3), S6 i S7
= razgradni metaboliti; kineticki parametri u redovima prikazani su prema redoslijedu danom u
tablici 4)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

P2s

o
K
ks
Kq
ks
Ke
k7
ks

Tablica 12. Odgovor varijabli modela metabolizma vitamina D na smanjenje parametara za 1
% prilikom simulacije modela s po¢etnom vrijednosti vitamina D iz hrane od 64,0 pug u trajanju
simulacije od 100 dana (varijable prikazane u stupcima: s1 = vitamin D iz hrane, s, = 25-
hidroksivitamin D3 (25(0OH)D3), s3 = 1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25(0OH)2D3), s4 = 3-epi-25-
hidroksivitamin D3 (3-epi-25(OH)D3), S5 = 24,25-dihidroksivitamin D3 (24,25(0OH)2D3), Se i S7
= razgradni metaboliti; kineti¢ki parametri u redovima prikazani su prema redoslijedu danom u
tablici 4)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

P25

ks
Ka
Ks
Ke
k
ks
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Tablica 13. Odgovor varijabli modela metabolizma vitamina D na povecanje parametara za 3
% prilikom simulacije modela s po¢etnom vrijednosti vitamina D iz hrane od 64,0 pg u trajanju
simulacije od 100 dana (varijable prikazane u stupcima: s1 = vitamin D iz hrane, sz = 25-
hidroksivitamin Dz (25(0OH)D3), sz = 1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25(0OH)2Ds3), s4 = 3-epi-25-
hidroksivitamin D3 (3-epi-25(0OH)Ds), s5 = 24,25-dihidroksivitamin D3 (24,25(0OH)2D3), S6 i S7
= razgradni metaboliti; kineticki parametri u redovima prikazani su prema redoslijedu danom u
tablici 4)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

P25

o
K
ks
Ka
ks
Ke
k7
ks

Tablica 14. Odgovor varijabli modela metabolizma vitamina D na smanjenje parametara za 3
% prilikom simulacije modela s po¢etnom vrijednosti vitamina D iz hrane od 64,0 pug u trajanju
simulacije od 100 dana (varijable prikazane u stupcima: s1 = vitamin D iz hrane, s, = 25-
hidroksivitamin D3 (25(0OH)D3), s3 = 1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25(0OH).D3), s4 = 3-epi-25-
hidroksivitamin D3 (3-epi-25(OH)D3), S5 = 24,25-dihidroksivitamin D3 (24,25(0OH)2D3), Se i S7
= razgradni metaboliti; kineti¢ki parametri u redovima prikazani su prema redoslijedu danom u
tablici 4)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

p2s

ks
kg
ks
Ke
k7
ks
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Tablica 15. Odgovor brzine reakcija modela metabolizma vitamina D na povecanje parametara

za 1 % prilikom simulacije modela s poc¢etnom vrijednosti vitamina D iz hrane od 64,0 pug u

trajanju simulacije od 100 dana (reakcije u stupcima prikazane su redoslijedom navedenim u

tablici 1; kineticki parametri u redovima prikazani su redoslijedom navedenim u tablici 4)

P25

R1 R> R3 R4 Rs Rs R7 Rs

ks

Ka

Ks

Ke

k7

ks

Tablica 16. Odgovor brzine reakcija modela metabolizma vitamina D na povecanje parametara

za 3 % prilikom simulacije modela s pocetnom vrijednosti vitamina D iz hrane od 64,0 pg u

trajanju simulacije od 100 dana (reakcije u stupcima prikazane su redoslijedom navedenim u

tablici 1; kineticki parametri u redovima prikazani su redoslijedom navedenim u tablici 4)

P25

R1 R2 Rs R4 Rs Rs R7 Rs

k3

Ka

Ks

Ke

k7

Ks

43




Tablica 17. Odgovor brzine reakcija modela metabolizma vitamina D na smanjenje parametara
za 1 % prilikom simulacije modela s poc¢etnom vrijednosti vitamina D iz hrane od 64,0 pug u
trajanju simulacije od 100 dana (reakcije u stupcima prikazane su redoslijedom navedenim u

tablici 1; kineticki parametri u redovima prikazani su redoslijedom navedenim u tablici 4)

Tablica 18. Odgovor brzine reakcija modela metabolizma vitamina D na smanjenje parametara
za 3 % prilikom simulacije modela s po¢etnom vrijednosti vitamina D iz hrane od 64,0 ug u
trajanju simulacije od 100 dana (reakcije u stupcima prikazane su redoslijedom navedenim u

tablici 1; kineticki parametri u redovima prikazani su redoslijedom navedenim u tablici 4)
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5. ZAKLJUCAK

Nakon provedbe simulacije modela metabolizma vitamina D, na temelju analize dobivenih

rezultata doneseni su sljedeci zakljucci:

1)

2)

3)

4)

5)

Simulacija modela metabolizma vitamina D u ra¢unalnom programu CellDesigner je
uspjesna, a promjena koncentracija metabolita vitamina D u skladu je s dosadasnjim

eksperimentalnim podacima.

Glavni nedostatak modela predstavlja unos vitamina D iz hrane koji se u model unosi
preko parametra brzine stvaranja 25(OH)Ds koji zahtijeva dodatne izraune te
pretpostavljenu koncentraciju 25(OH)Ds. Takoder, zbog pojednostavljenja je isklju¢ena
uloga ostalih ¢imbenika koji mogu djelovati na apsorpciju vitamina D §to predstavlja

nedostatak, ali i mogucnost za buduca istrazivanja.

Uoceno je da suplementacija pokazuje najbolje rezultate u lijeCenju nedostatka vitamina
D te da je za odrZzavanje adekvatnog statusa vitamina D najbolja kombinacija
mediteranske prehrane i obogacene hrane s povremenom konzumacijom namirnica

bogatih vitaminom D.

Analiza lokalne parametarske osjetljivosti omogucuje otkrivanje najvaznijih parametara
modela. Prilikom simulacije konstruiranog modela metabolizma vitamina D,
parametrima od najveée vaznosti pokazali su se parametri brzine stvaranja te brzine
razgradnje 25(OH)Ds. Takoder, primijeceno je da koncentracija 1,25(OH)2D3 nije u

potpunosti ovisna o unosu vitamina D prehranom.

Sistemska biologija pruza uvid u razumijevanje mehanizama kojima odredene
komponente hrane djeluju na sprjeCavanje bolesti i promicanje zdravlja. Daljnja
istrazivanja u ovom podrucju mogla bi doprinijeti razvoju personalizirane prediktivne i
preventivne prehrane koja bi uzela u obzir sve individualne potrebe i karakteristike

pojedinca u cilju optimiziranja zdravlja.
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