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1. UVOD

Nealkoholna masna bolest jetre (NAFLD) je sve ¢eS¢a kroni¢na bolest jetre koja se javlja kod
osoba koje konzumiraju malo ili nimalo alkohola. Glavni karakteristi¢ni simptom ove bolesti
je nakupljanje masnih naslaga u jetri, poznato kao steatoza jetre. Prevalencija NAFLD-a raste
diljem svijeta, s procjenama da ¢e do 2030. godine utjecati na oko 30% populacije. Unato¢

tome, svijest 0 ovoj bolesti je ograniCena.

Utjecaj prehrane na razvoj NAFLD-a postao je predmet istrazivanja, posebno uloga fruktoze.
Sistemska biologija, interdisciplinarno istrazivacko podruéje koje ukljucuje biologe, kemicare,
fiziCare, matematiCare 1 inzenjere, pruza novi pristup proucavanju slozenih bioloskih sustava
kao Sto je NAFLD. Kroz koriStenje viSebrojnih molekularnih kvantitativnih mjerenja 1
matematickih modela, sistemski biolozi stvaraju holisticko razumijevanje razli¢itih sustava,

ukljucujuéi stanice, organizme 1 zajednice.

U podru¢ju nutricionizma, sistemsko proucavanje bioloskih sustava omogucéuje bolje
razumijevanje utjecaja prehrane na zdravlje. Omicke tehnologije poput genomike,
transkriptomike, proteomike 1 metabolomike pruzaju dublji uvid u djelovanje hrane na
organizam te identificiraju bioloski aktivne nutrijente 1 varijacije medu pojedincima. Sistemsko
pristupanje prehrani omogucuje personalizirane preporuke temeljene na individualnim

potrebama, genetskim ¢imbenicima i specificnim metabolickim odgovorima.

U ovom radu je prikazan i analiziran matemati¢ki model metabolizma fruktoze u programskom
paketu CellDesigner. Glavni cilj istrazivanja bio je ispitati kako unos razli¢itih obroka, s

obzirom na koli¢inu fruktoze, utjeCe na metabolizam masti asociran s razvojem NAFLD-a.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SISTEMSKA BIOLOGIJA

Sistemska Dbiologija interdisciplinarno je istrazivatko podrucje koje obuhvaca
zajedniCki angazman biologa, kemicCara, fizi¢ara, matematiCara i inZenjera. Oni biologiju
slozenih Zivih sustava razrjeSuju putem implementacije visebrojnih molekularnih kvantitativnih
mjerenja uz pomo¢ dobro osmisljenih matematickih modela. Znanstvenici u sistemskoj
biologiji kombiniraju podatke kreirane kroz viSestruke omicke pristupe, uglavnom
genomiku/transkriptomiku, proteomiku i metabolomiku, da stvore holistic¢ko razumijevanje
razli¢itih sustava (poput stanica, organizama i zajednica) referirajuci se na njihovu adaptaciju,

razvoj, rast i napredak do bolesti (Pinu i sur., 2019).

Sistemska biologija daje novi pristup u biologiji; fokusira se na razumijevanje dinamike
i strukture sustava, te promatra sustav kao vise od samog skupa proteina i gena. Gleda na crtanje
dijagrama medusobnih veza svojstava sustava kao vazan prvi korak, no nedovoljan za potpuno
razumijevanje njegove kompleksnosti (Kitano, 2002). Ona ispunjava praznine koje nedostaju
izmedu fiziologije i molekula, pritom otkrivaju¢i kako funkcije kod dinamickih interakcija
nastaju. Odnosno, ona ispituje mehanizme putem kojih, u interakcijama poznatih komponenti,

nastaju funkcionalna svojstva (Bruggeman i Westerhoff, 2007).
2.1.1. Sistemska biologija u nutricionizmu

Prehrana je za oCuvanje zdravlja i prevenciju bolesti najznacajniji okolisni ¢imbenik.
Napredak znanosti i tehnologije u posljednjem desetljecu otvorio je vrata sistemskoj biologiji i
njenoj primjeni u nutricionizmu (Badimon i sur., 2016). Sistemska biologija je zapocela
promatranjem pojedinacnih stanica, tkiva te organskih sustava kao bioloskih slozenih sustava.
Brz razvoj tehnologije sekvenciranja i genomike doveo je do otkrivanja osnovnih sastavnica
koje tvore sva Ziva bi¢a (Tavassoly 1 sur., 2018). Od nedavno svjedo¢imo uvodenju razli¢itih
vrsta omickih tehnologija u nutricionisti¢ka istrazivanja (Panagiotou i Nielsen, 2009). Razvoj
proteomike, transkriptomike i metabolomike imao je utjecaj na proucavanje ucinka hrane na
zdravlje, identifikaciju bioloski aktivnih nutritivnih spojeva, te razlikovanje osoba koje
reagiraju na prehrambenu intervenciju od onih koje ne reagiraju (Badimon i sur., 2016). Na slici

1 dan je prikaz glavnih komponenti sistemske biologije u nutricionizmu.

Transkriptomika daje uvid u sve aktivne gene u odredenom trenu u tom uzorku,

proteomika kvantificira i karakterizira ekspresiju proteina te identificira posttranslacijske
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modifikacije, a metabolomika analizira metabolite, njihov sastav, dinamiku i njihove
interakcije, a pri tom pruza najfunkcionalnije podatke od svih omickih platformi. Metabolomika
pruza temeljitu analizu odgovora na prehrambenu intervenciju pojedine osobe i omogucéava
globalno sustavno razumijevanje utjecaja pojedinih komponenti hrane na zdravlje (Badimon i
sur., 2016).

Javnozdravstvene preporuke za pojedince u polju nutricionizma su temeljne na
prosje¢nim podacima 0 populaciji, no odgovor razli¢itih osoba koji prate te preporuke ¢e se
razlikovati zbog slozenosti genetskih sustava koji medudjeluju s okolisnim ¢imbenicima (van
Ommen i sur., 2017). Daljnje iskoristenje sistemske biologije u podrucju zdravlja i znanosti o
prehrani moze donijeti nove prilike usmjerene na individualiziranu i personaliziranu terapiju
(Badimon i sur., 2016). Personalizirana prehrana i medicina ¢e u buduénosti sigurno imati velik
utjecaj, kako na pojedince, tako i na javno zdravstvo i gospodarstvo (Panagiotou i Nielsen,
2009).

utricionistickal
istraZivanja

Nutricionisticka
transkriptomika

Nutricionisticka
genomika

Slika 1. Glavne komponente sistemske biologije u nutricionizmu (prema Mc Auley,
2020)



2.1.2. Racunalno modeliranje

Racunalno modeliranje ima integralnu ulogu unutar multidisciplinarnog polja sistemske
biologije i zato se sve viSe prepoznaje njegova vrijednost kod poboljSanja razumijevanja
slozenih putova nutrijenata (Mc Auley i sur., 2013). Sistemska biologija je karakterizirana
medusobnom sinergijskom komunikacijom izmedu racunalnog modeliranja, teorije i
eksperimenata (Funahashi i sur., 2008). Danas je dostupno sve vise besplatnih softverskih alata
za modeliranje pomoc¢u kojih se moze sastaviti simulacija dinamickog sustava razli¢itih
hranjivih tvari i1 zato ¢e racunalno modeliranje imati sve vecu funkciju u polju nutricionizma

(Mc Auley i sur., 2013).

Koristi se jer moze kvantitativno prikazati i analizirati medudjelovanje vaznih
komponenti te zato jer se metabolicke mreze razliCitih komponenata biokemijskih sustava
nutrijenata preklapaju. Takoder, mnoge od tih interakcija nisu linearne, pa zbog kompleksnosti
ovih sustava racunalno modeliranje predstavlja alternativnu metodu. Dodatne pozitivne strane
racunalnog modeliranja su nekoriStenje Zivotinja u istrazivanjima, smanjenje vremenskih
okvira kod istrazivanja dugoro¢nih u¢inaka i mogucénost predstavljanja patologija povezanih sa
starenjem (poput demencije i kardiovaskularnih bolesti). Zbog znac¢ajnog napretka brojnih alata
racunalnog modeliranja koji sada dolaze s grafickim korisnickim suceljem, viSe nije potrebno
uciti ra¢unalno programiranje i matematiku povezanu s njima; tako da su dostupniji mnogim

nutricionistima (Mc Auley i sur., 2013).

Jedan od najvecih izazova s kojim se ra¢unalno modeliranje susrece je ograniCenje
postojec¢ih simulacijskih algoritama. Trenutno niti jedan model ne moZe prikladno predstaviti
brojne interakcije koje se odvijaju, no nedavno je predloZeno nekoliko rjesenja za ovaj problem
(Mc Auley isur., 2013). Statisticka analiza se jo§ uvijek najéesce koristi za analiziranje omickih
skupova podataka velike dimenzionalnosti, no pomocu sistemske biologije 1 racunalnog
modeliranja po¢inju se otkrivati mehani¢ki kvantitativni odnosi medu mjerenjima
tradicionalnih nutricionisti¢kih metoda (indirektne kalorimetrije, metode izotopskog pracenja,

procjene sastava tijela i sl.) (de Graaf i sur., 2009).

2.2. NEALKOHOLNA MASNA BOLEST JETRE

Nealkoholna masna bolest jetre (engl. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD)

najcesca je kronicna bolest jetre koju karakterizira > 5 % makroveziklularne steatoze jetre kod



osoba koje konzumiraju malo ili nimalo alkohola (Loomba i Sanyal, 2013). Globalna
prevalencija nealkoholne masne bolesti jetre je na oko 25 % i nastavlja rasti diljem svijeta, a
procjenjuje se da ¢e do 2030. godine narasti do 30 % (Liao i sur., 2020). Unato¢ proSirenoj i
rastucoj prevalenciji manje od 5 % oboljelih osoba je svjesno svoje bolesti jer su pacijenti ¢esto
asimptomatski ili imaju nespecifi¢ne simptome i zbog ogranicene svijesti o NAFLD-u (Cusi i
sur., 2022; Rinella i sur., 2022).

NAFLD je pojam koji obuhvaca niz stanja koja imaju razlicite stope ozbiljnosti ozljede
i popratne fibroze te se dijeli na dva glavna podtipa. Pri tom pojam nealkoholna masna jetra
(engl. Non-Alcoholic Fatty Liver, NFL) oznaCava steatozu jetre bez prisutnog osStecenja
hepatocita i predstavlja neprogresivni oblik NAFLD-a koji se rijetko razvije u cirozu. Pojam
nealkoholni steatohepatitis (engl. Non-Alcoholic Steatohepatitis, NASH) obuhvaca ostecenje i
upalu hepatocita s prisutnom pericelularnom fibrozom jetre i oznafava progresivni oblik

NAFLD-a, poprac¢en velikom opasnoS¢u za razvijanje ciroze jetre.

Osim ciroze jetre, NASH moze uzrokovati zatajenje jetre i hepatocelularni karcinom
(engl. Hepatocellular carcinoma, HCC) (Friedman i sur., 2018). Progresija nealkoholne masne
bolesti jetre prikazana je na slici 2. Od ovih stanja reverzibilni su steatoza i NASH, a
ireverzibilni fibroza i ciroza (Liao i sur., 2020). Zna¢aj NAFLD-a kod HCC-a i zavr$nog stadija
bolesti jetre sve se viSe povecava i smatra se da ¢e presti¢i hepatitis C kao najvecu indikaciju

za transplantaciju jetre (Rinella i Sanyal, 2016).

NAFLD komorbiditeti nisu povezani samo s jetrom, nego je ovo multisistemska bolest
koja ima utjecaj na regulacijske putove i ekstrahepati¢ke organe (Byrne i Targher, 2015). Od
Stetnih ishoda nepovezanih s jetrom javljaju se kardiovaskularne, dijabetes tipa 2 i zlo¢udne
bolesti (Friedman i sur., 2018). Rizik za razvijanje NASH-a kod osoba s dijabetesom tipa 2 i/ili
pretilosc¢u je dva do tri puta veca (Cusi i sur., 2022). Osobe oboljele od NAFLD-a ¢es¢e umiru
od komplikacija povezanih s ekstrahepatickim bolestima nego od same bolesti jetre (Byrne i
Targher, 2015).
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Slika 2. Progresija nealkoholne masne bolesti jetre (NAFLD-a) s histoloskim spektrom i

procijenjenom prevalencije stadija bolesti (prema Alwahsh i Gebhardt, 2017)

NAFLD se javlja kako u odraslih, tako 1 kod djece, vise pogada Zenski spol; uglavnom
u srednjoj zivotnoj dobi. Dodatni faktori rizika su prekomjerna tjelesna tezina, inzulinska
rezistencija i aterogena dislipidemija (Bukmir i sur., 2015). Najveci faktor rizika za NAFLD i
za NASH koji pojedinac moze imati je metabolicki sindrom. Povezanost izmedu metabolickog
sindroma i NAFLD-a moze biti dvosmjerna; $to znaci da ne samo da metaboli¢ki sindrom
povecava rizik od NAFLD-a, ve¢ i NAFLD moze pospjesiti nekoliko obiljezja i komorbiditeta

metaboli¢kog sindroma (Friedman i sur., 2018).

2.2.1. Lijecenje nealkoholne masne bolesti jetre

Trenutno ne postoji konsenzus vezan za kirurSke zahvate ili farmakoloSko lijeCenje
NAFLD-a, no medunarodne smjernice preporucuju modifikaciju nacina Zivota, prvenstveno
smanjenje tjelesne mase uz fizicku aktivnost i1 zdravu prehranu, kao sastavni dio lijecenja
NAFLD-a (Raza i sur., 2021). Preporuca se individualizirana hipokalori¢na prehrana s

ograni¢enim unosom zasi¢enih masti, dodanih Secera i Skroba, poboljSanje obrazaca prehrane



(konzumacija cjelovite i minimalno preradene hrane) te tjelovjezba (Cusi i sur., 2022). Povecani
prekidi sjedenja pokazani su kao korisni za reguliranje metabolizma masnih Kiselina i
metabolizma glukoze te za kontrolu pretilosti (Raza i sur., 2021). Smanjenje masnoce u jetri i
kardiometabolicka korist primjecuju se ve¢ pri gubitku >5 % tjelesne mase, a daljnji gubitak
kilograma donosi i vece dobrobiti; gubitak od =10 % tjelesne mase moze preokrenuti
steatohepatitis ili fibrozu jetre (Cusi i sur., 2022). Kod nekih pacijenata gubitak tjelesne mase
dijetom i tjelovjezbom moze biti tezak za postici ili za odrzati, pa odredeni lijekovi za dijabetes
i pretilost mogu pomo¢i oboljelima, kao i barijatrijska kirurgija za smanjenje masnoca u jetri,

upalnih markera i za mrsavljenje (Cusi i sur., 2022; Raza i sur., 2021).

Identifikacija osoba pod rizikom od razvoja NAFLD-a i NASH-a nije precizna posto ne
postoji primjereno znanje o presudnim patogenim pokreta¢ima ni optimalne in vitro ili
zivotinjske modele za imitiranje bolesti (Friedman i sur., 2018). Nadalje, proucavanje in vivo
modela je skup, dugotrajan 1 kompliciran proces. Zato je racunalni model temeljen na
sistemskoj biologiji odlicna opcija za detaljniji pregled potencijalnih patofizioloskih

mehanizama koji su ukljuceni u razvoj ovih bolesti (Liao 1 sur., 2020).

2.3. FRUKTOZA

Fruktoza ima i kemijsku formulu CsH120¢ i strukturu heksoze, identi¢nu glukozi. Od
nje se razlikuje jer ima na polozaju 2 ugljikovog lanca keto skupinu umjesto aldehidne skupine
na polozaju 1 ugljikovog lanca glukoze. Moze biti prisutna kao furanozidni prstenovi i a- ili -

piranozidni u otopini (Tappy i L&, 2010). Kemijska struktura fruktoze prikazana je na slici 3.



0~

Slika 3. Prikaz kemijske strukture fruktoze

Sama fruktoza je monosaharid, a povezana s glukozom tvori saharozu, poznatiju kao
stolni Secer koji je glavni izvor fruktoze u vecini zapadnih drustava (Johnson i Conforti, 2003;
KohlImeier, 2003). Fruktoza je najsladi Secer i njeni kristali su dvostruko sladi od saharoze, no
otapanjem se slatkoca fruktoze smanjuje. Voce ¢ini bogat izvor mono- i disaharida, dok povrée
sadrzi znatno manje glukoze i fruktoze. Jedan od najvecih izvora fruktoze danas je Visoko
fruktozni kukuruzni sirup (engl. High fructose corn syrup, HFCS) koji uglavnom ima omjer
fruktoze i glukoze 1:1, slican omjeru u saharozi (Tappy i L€, 2010; Kohlmeier, 2003). HFSC
se najviSe koristi kao zamjena za konzumni Secer, posebice u konzumnim pi¢ima (Serna
Saldivar i Perez-Carrillo, 2016). Iako moze nastati endogeno, veéina fruktoze kod ljudi unosi
sokovi, bezalkoholna pica (pic¢a zasladena SeCerom), kolaci, voce i mlije¢ni proizvodi (Hengist
i sur., 2019).

2.3.1. Metabolizam fruktoze

Iako 1 fruktoza i glukoza imaju slicnu kemijsku formulu, metaboli¢ki putevi im se
razlikuju i u hepatocitima i u enterocitima. GLUT-5 je transporter koji posreduje apsorpciju
fruktoze, izrazen je u tankom crijevu, na apikalnoj granici enterocita (Taskinen i sur., 2019). Za
razliku od glukoze, ovaj transport nije ovisan o ATP-u i apsorpciji natrija. Nakon ulaska u

enterocit, fruktoza putem GLUT-2 posredovanog transporta difundira u krvne zile. Dio
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fruktoze, nakon ulaska u enterocit, pretvara se u laktat i otpusta u portalnu cirkulaciju (Tappy i
Lé, 2010). Velika koli¢ina fruktoze u enetrocitima poti¢e GLUT-5 ekspresiju, pa u kroniénom
prekomjernom unosu fruktoze ovaj mehanizam moze odgovoriti poveéanjem kapaciteta
crijeva. Zbog toga se GLUT-5 smatra klju¢nim regulatorom koncentracije fruktoze unutar

portalne vene (Taskinen i sur., 2019).

Fruktozu koja je prisutna u portalnoj krvi vrlo ucinkovito i brzo ekstrahira jetra.
Transporter glukoze GLUT-2 u jetri upravlja unosom fruktoze (Tappy i L€, 2010). lako se i
fruktoza 1 glukoza metaboliziraju glikolitickim putem, kod fruktoze se zaobilazi enzim koji
ogranicava brzinu (fosfofruktokinaza) 1 pocetni se koraci metabolizma razlikuju (Alwahsh i
Gebhardt, 2016). Djelovanjem enzima fruktokinaze, koji je vrlo specifi¢an za fruktozu, unesena
fruktoza se brzo pretvara u fruktoza-1-fosfat, te tako preskace spomenuti regulatorni enzim u
glikolizi. Fruktoza-1-fosfat se djelovanjem aldolaze-B metabolizira u dihidroksiaceton fosfat i
gliceraldehid. Esencijalni enzim triokinaza fosforilira gliceraldehid u gliceraldehid-3-fosfat. U
ovoj fazi spajaju se putovi metabolizma fruktoze i glukoze i postaju isti (Liao i sur., 2020).
Gliceraldehid-3-fosfat i drugi fruktolizom dobiveni trioza fosfatni spojevi usmjeravaju se na
stvaranje piruvata i acetil-CoA te na lipogenezu. Tako fruktoza ima utjecaj na lipogenezu i na
homeostazu glukoze (Taskinen i sur., 2019). Fruktoza je u de novo lipogenezi i supstrat i
induktor, a moguce je da visok unos fruktoze dovodi do pojac¢avanja de novo lipogeneze i
potiskivanja p-oksidacije (Liao i sur., 2020; Jegatheesan i Bandt, 2017). Na de novo lipogenezu

viSe ima utjecaj visSak ugljikohidrata u prehrani, nego visak masti (Lim i sur., 2010).

Unato¢ tome S§to je na zivotinjama dokazan utjecaj fruktoze na de novo lipogenezu,
pitanje je povecava li kod ljudi konzumacija fruktoze de novo lipogenezu do te mjere da je
uzrok metabolickim poremeéajima (Taskinen i sur., 2019). Kao $to je prikazano na slici 4, od
egzogeno unesene fruktoze, 50 % se u jetri pretvara u glukozu, 25 % u laktat, 15- 18 % u
glikogen, nekoliko posto u ugljikov monoksid, a svega 1- 5 % fruktoze, ovisno o nutritivnim i

metaboli¢kim uvjetima, se pretvara u slobodne masne kiseline (Rippe i Angelopoulos, 2013).



CO, + J o
) Y | aktat =

25%
LDLTG

Fruktoza

Fruktoza
Glukoza
Laktat

Slika 4. Metaboli¢ki putevi fruktoze (prema Rippe i Angelopoulos, 2013)
2.3.2. Prehrambeni unos fruktoze

Kao 1 drugi sisavci, ljudi su skloni unoSenju prekomjerne koli¢ine hrane kada im je
ponudena ukusna hrana, a mnogi preferiraju slatki okus. Prirodna privlacnost prema slatkoj
hrani je kod modernog ¢ovjeka uzrokovala znatnu konzumaciju Se¢era. MoZe se nagadati da
privlacnost covjeka prema slatkom okusu potjece iz vremena paleolitika, kada je dostupnost
Skroba bila niska i izvor ugljikohidrata dolazio pretezno iz voéa i bobifastog voca. Sve do
krizarskih ratova i otkri¢a Secerne trske koriStene na Bliskom istoku, kod zapadnih Europljana
med je bio glavni zasladivac i koristio se u ograni¢enim koli¢inama. Kako su stolje¢ima Secer
1 med bili jedini zasladivaci, bili su teSko dostupna i skupa roba. Tako je potro$nja Secera ostala
niska sve do kraja 18. stoljeca, kada se razvila medukontinentalna trgovina i poboljSala se
tehnologija za ekstrakciju i rafiniranje Secera. Tada SeCer prestaje biti luksuzan proizvod i
postaje popularan. U pocetku se koristi kao zasladivac¢ u kavi 1 ¢aju, no njegova se upotreba Siri
1 na pripremu novih proizvoda poput slatkisa i pekarskih proizvoda. Izmedu 18. 1 19. stoljeca
potrosnja Secera u Engleskoj raste za 1500 %, a na prijelazu u 20. stoljece Seceri dobivaju status
jednih od glavnih sastojaka nase prehrane. Sve do 1960-ih, kada prehrambena industrija razvija

tehnologiju koja omogucuje proizvodnju zasladivaca iz kukuruza, saharoza je ostala gotovo
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iskljucivi zasladiva¢. Na taj nain nastao je visokofruktozni sirup Kkoji ima visoku mo¢
zasladivanja, dug rok trajanja, nisku cijenu i moguénost dugotrajnog odrzavanja vlaznosti. Sve
to pridonijelo je vrlo brzom povecanju njegove potrosnje naustrb saharoze, a i ukupnoj potrosnji
Secera, koja se povecala za 40 puta u posljednjih 300 godina. Najveéi ukupni dio potro$nje
fruktoze danas ¢ini konzumacija zasladenih pi¢a bogatih HFCS-om (Douard i Ferraris, 2012;

Tappy i sur., 2010).

Tako se tijekom posljednjih desetlje¢a u industrijaliziranim zemljama i zemljama u
razvoju prehrana uvelike promijenila. Zapadnjacki na¢in prehrane karakteriziran je pove¢anjem
ukupnog unosa energije, povecanjem unosa zasi¢enih masti, rafiniranih ugljikohidrata i
zasladenih pi¢a (He i sur., 2020). Dobro poznat ¢imbenik rizika za razvoj pretilosti 1 njenih
komplikacija je pretjeran unos dodanih Secera putem zasladenih pi¢a i visokopreradenih
proizvoda (Inci i sur., 2022). Zasladena gazirana pi¢a mogu na 330 mL sadrzavati i do 40 g
Secera (Douard i Ferraris, 2012). U razvijenim zemljama danas, prijavljeni unos slobodnih
Secera (ukljucujuéi fruktozu) u rasponu je od 40 do 100 g dnevno, sto ¢ini otprilike 7-20 %
ukupnog energetskog unosa (Hengist i sur., 2019), dok Svjetska zdravstvena organizacija
preporuca da unos energije od dodanih Secera ne bude visi od 10 % cjelodnevnog unosa
energije. Visok unos dodanih Secera povezuje se s, 0sSim povecanim rizikom od pretilosti, i S
poveéanim ¢imbenicima rizika za kardiovaskularne bolesti (KVB), uklju¢ujuci dijabetes tipa 2,
poviseni krvni tlak, dislipidemiju, nealkoholnu masnu bolest jetre, pa ¢ak i kognitivni pad i rak

(Rippe i Angelopoulos, 2016).

lako fruktozu mozemo prirodno na¢i u ve¢im koli¢inama i u kosti¢avom voéu poput
jabuka i kruski (oko 6/100 g), bobi¢astom voc¢u (oko 7,5/100 g), u egzotiénom vocu poput Sipka
i draguna, vazno je naglasiti da izvori fruktoze iz voca ne pridonose razvoju gore navedenih
stanja zbog svoje niske kalorijske vrijednosti i visokog udjela vlakana, koja mogu usporiti
prolazak kroz crijeva, $to dovodi do sporijeg oslobadanja fruktoze u crijevnim procesima. To
rezultira smanjenim udjelom fruktoze koja izmi¢e metabolizmu u crijevima i ulazi u jetru
(Koene i sur., 2022; Roeb i Weiskirchen, 2021; He i sur., 2020). Ne smijemo zaboraviti da voce,
osim vlaknima, obiluje i vitaminima, antioksidansima i flavonoidima, §to dodatno neutralizira
potencijalne Stetne u¢inke fruktoze. Unos voca se povezuje s smanjenim rizikom od smrtnosti,
Sto podrzavaju javnozdravstvene preporuke koje savjetuju povecan unos povréa i voca za
prevenciju KVB, raka i preuranjene smrtnosti, a preporuca se unos od 5 serviranja povréa i voca

na dan (ne ukljucujuci vocne sokove i krumpir) (Wang i sur., 2021; Aune i sur., 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. CellDesigner

Za izradu modela metabolizma fruktoze u ovom diplomskom radu koriSten je program
CellDesigner 4.4.2 (System Biology Institute, Tokyo, Japan). CellDesigner je strukturirani
urediva¢ dijagrama koji se koristi za crtanje biokemijskih 1 genskih regulatornih mreza.
Nacrtane mreZe se pohranjuju uz pomo¢ Systems Biology Markup Language (SBML). SMBL
se smatra standardom za predstavljanje gensko-regulacijskih i biokemijskih mreza. Mreze se
mogu povezati sa simulacijom i drugim paketima za analizu putem Systems Biology Workbench
(SBW) (Funahashi i sur., 2008; Funahashi i sur., 2003).

CellDesigner se sastoji od izbornika, alatne trake i pet podrucja prikazanih na slici 5.
Podrucje za crtanje sluzi crtanju modela; podrucje popisa sluzi za prikaz 1 uredivanje popisa
komponenti i funkcija modela; podrucje biljeski za prikaz i uredivanje biljeski komponente;
podrucje stabla za prikaz cijelog popisa komponenti u strukturi stabla; a podruéje slojeva za

prikaz svih slojeva modela.

',‘ECeIch:mner EI@@
Eile Edit Component View Database Laout Plugin Prefererce Hebp Izbornik
CeEdd 2LoBBRRE S BIARRUERE 7% ARES
o S 1 -~ WO —od { - @ \
AL R o Alatne trake
REUSP R E 5y ‘ [ | OO fa I =1]|
A A N M AR E NN
) Model b
® Gompaiments
® Species
® Rasctions

Podrucje stabla
Podrudje za crtanje

® base
( S 4‘ Proteins  Genes ROTES MIRIAM
Podrucje slojeva cless

Bodrucje popisa Podrudje bilje¥ki

Slika 5. Prikaz korisnickog sucelja i navigacije CellDesignera (prema CellDesigner.org,
2015)
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Pomocu izbornika otvara se nova datoteka kojoj se bira naslov i veli¢ina radne povrsine.
Na radnoj povrsini se s radom zapocinje biranjem nove vrste ¢iji simboli su prikazani na slici

6. Novoj vrsti se daje naziv i moguce ju je pozicionirati po Zelji na radnoj povrsini.

Jednostavna

R —

Vrste simbola Modifikacije ostataka
Protein Fosforilirano
Acetilirano
Receptor
‘--..____-“““-..-.r.r.__.-"
Ubikvanirano
Tonski
kanal
Metilirano
Skrnjeni
protein
Hidroksilirano
Gen N
AntiSense .
RNA Nehitno
—_—
Nepoznato

molekula

Nepoznato

Slika 6. Vrste simbola i modifikacije ostataka u CellDesigneru (prema Funahashi i sur., 2008)
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Prijelaz stanja

Izostavljanje
Nepoznato

Translokacija n L= u

Transkripcija @‘ )

Translacija @‘

Degradacija

Skracivanje

Promocija

Slika 7. Prikaz razlicitih vrsta reakcija u CellDesigneru (prema Funahashi i sur., 2008)
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Nakon izbora Zeljenih vrsta one se medusobno povezuju strelicama koje zastupaju

reakcije koje se odvijaju i dio kojih je predstavljen na slici 7. Svakoj reakciji dodaje se kineticki

izraz uz kineticke parametre i pocetne koncentracije. Dobiveni rezultati prikazani su u

numerickom i grafickom obliku. Zavr$ni model se pohranjuje kao SBML dokument.

3.1.2. Model metabolizma fruktoze

U ovom radu provedena je analiza matemati¢kog modela metabolizma fruktoze. Model

opisuje metaboli¢ki odgovor organizma na obroke s razli¢itim koncentracijama fruktoze, a put

metabolizma fruktoze predloZen je od strane Liao i sur., 2020.

Model se sastoji od 11 biokemijskih reakcija, zajedno s kinetickim izrazima, prikazanih

u tablici 2. U tablici 1 prikazane su koristene jednadzbe brzine za jetrene varijable, a u tablici 3

prikazane su 53 pocetne koncentracije varijabli modela.

Tablica 1. Jednadzbe brzine za jetrene varijable (prema Liao i sur., 2020)

Varijabla Skracenica
Fruktoza Fru
Fruktoza-1-fosfat F1P
Dihidroksiaceton

DHAP
fosfat
Gliceraldehid GA
Gliceraldehid-3-

GA3P
fosfat
Piruvat/Laktat Pyr
Acetil-CoA ACoA
Masne kiseline

) FA
(Palmitat)

Trigliceridi TG

Bilanca

dFru
dt = Tpry — Rgpx

dF1P

dt = Rynk — Raas

dDHAP
dt = ]RaldB - ]RTPIDHAP + ]RTPIGASP

dGA
7 = Raias — Ryyy

dGA3P

dt = BrPIpyap

— Ryprgap T Rrri — Rpg

+ Rpepck — Rrpp + Rprg
dPyr
dt
dACoA
dt

= Trac + Rpg — Rppe — Rpppek

= Rppc — 8 Rpgs + 8 Rpypyi

dFA

—— = Tppa + Rpas — Rpoxi — 3 Rygs + 3 Ry

dt

dT G
ar Tr¢ + Rrgs — Rypyy
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Tablica 2. Popis biokemijskih reakcija i pripadajuéi kineticki izrazi za brzinu reakcije (prema

Liao isur., 2020)

Fruktokinaza

Aldolaza B

Trioza fosfat

izomeraza

Triokinaza

Piruvat kinaza

Fosfoenolpiruvat

karboksikinaza

KHK

aldB

TPI

Tri

PK

PEPCK

F.r.unFru

Riukx = Vknk
Kmyy ™™ + Frunfru

AT PnATP
" Kmypp™ TP + ATPnATP

FanFlP
Kmp,p"™* + F1pnF1P

Raia = Vaias

RTPI_DHAP = VTPI_DHAP
DHAPnDHAP

" Kmpyap"""4P + DHAPnPHAP

RTPI_GASP = VTPI_GASP

GA3PnGA3P
-KmTPIGA3PnGA3P + GA3PneAsk
RTrl
GAnGA
=V e A G g
| ATPMgZ_nATPMgz_
KmATPMgz_nATPMgZ_ +ATPMg2_nATPMg2_
ATP ADP
\! e e are )\ T Paer kAP AR
GA 3PnGA3P
RPK = VPK ) NnGA3P GA3P
Measp + GA3P"
ADPnADPpk
. KmADPpknADPpk + ADPnADPpk

ACoA
1 _ﬁACOA—PK KiACOA_PK + ACoA

B Pyr ATP
Rpepck = Vpepck K,’ZEPCK + Pyr ’ K;llTPpepck + ATP

GTP
KSTP + GTP
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Tablica 2. Popis biokemijskih reakcija i pripadajuéi kineticki izrazi za brzinu reakcije (prema

Liao isur., 2020)- nastavak

Rppc = Vppe 'pny
Oksidacija SDC K, + Pyr
piruvata ' (1 B one ACoi _ )
ACoA + k; pyr
Rpss = Vigs - ACACoA . ATP
Sinteza masnih Kqc°4 + ACoA KATP® 4 ATP
- FAS
Kiselina .<1 g FA - >
FA + ka—lnhlb
Rpoxi = Vpoxi * FA : ATP
Kboxi + FA KATPboxXi 4 ATP
ACoA
Beta-oksidacija boxi : <1 — Broxi TCoA 1 kia)A_boxi>
) <1 — Brrara F];:'[:[)p_‘ i >
F1P + [f1P-inhib
Sinteza triglicerida TGS Rres = Vygs * kA . GA3P
KEA + FA KTGSGASP + GA3P
TG

Lipoliza Lply

Ruvty = Vivty * o677

Tablica 3. Pocetne koncentracije varijabli modela (prema Liao i sur., 2020)

Varijabla
Koncentracija fruktoze u hepatocitima
Koncentracija fruktoza-1- fosfata u

hepatocitima

Koncentracija dihidroksiceton fosfata u

hepatocitima
Koncentracija gliceraldehida u

hepatocitima

Koncentracija gliceraldehid-3- fosfata u

hepatocitima

Koncentracija piruvata u hepatocitima

Oznaka Pocetne vrijednosti

[Fru] 30 uM

[F1P] 0,2 uM
[DHAP] 15 uM

[GA] 1500 uM
[GA3P] 480 uM

[Pyr] 1200 pM
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Tablica 3. Pocetne koncentracije varijabli modela (prema Liao i sur., 2020)- nastavak

Koncentracija acetil-CoA u hepatocitima [ACo-A] 40 uM
Koncentracija masnih kiselina

N [FA] 50 uM
hepatocitima
Koncentracija triglicerida hepatocitima [TG] 1050 uM

Tablica 4. Vrijednosti kinetickih parametara modela (prema Liao i sur., 2020)

Parametar Oznaka Pocetna vrijednost
Mihaelis-Menten konstanta za fruktozu u
brzini pretvorbe fruktoze u fruktozu-1- Kmgux 800 uM
fosfata
Mihaelis-Menten konstanta za ATP u
brzini pretvorbe fruktoze u fruktozu-1- Kmyurp 1430 uM
fosfata
Brzina pretvorbe fruktoze u fruktoza-1-
Vi 4,5uM/s

fosfat
Mihaelis-Menten konstanta za fruktoza-1-
fosfat u brzini pretvorbe fruktoza-1-fosfata Kmp.p 230 uM
u dihidroksiaceton fosfat i gliceraldehid
Brzina pretvorbe fruktoza-1-fosfata u

.- - . . . ValdB 117 HM/S
dihidroksiaceton fosfat i gliceraldehid
Mihaelis-Menten konstanta za
dihidroksiaceton fosfat u brzini pretvorbe

- . . . Kmphap 590 HM
dihidroksiaceton fosfata u gliceraldehid-3-
fosfat
Mihaelis-Menten konstanta za
gliceraldehid-3-fosfat u brzini pretvorbe

. . - . Kmrpigasp 400 “M
gliceraldehid-3-fosfata u dihidroksiaceton
fosfat
Brzina pretvorbe dihidroksiaceton fosfata

Vrpi_pHap 2,7 uM/s
u gliceraldehid ) HM/
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Tablica 4. Vrijednosti kineti¢kih parametara modela (prema Liao i sur., 2020)- nastavak 1

Parametar

Brzina pretvorbe gliceraldehida u
dihidroksiaceton fosfat

Mihaelis-Menten konstanta za
gliceraldehid u brzini pretvorbe
gliceraldehida u gliceraldehid-3-fosfat
Mihaelis-Menten konstanta za ATPyg2- U
brzini pretvorbe gliceraldehida u
gliceraldehid-3-fosfat

Konstanta inhibicije za ATP u brzini
pretvorbe gliceraldehida u gliceraldehid-3-
fosfat

Konstanta inhibicije za ADP u brzini
pretvorbe gliceraldehida u gliceraldehid-3-
fosfat

Brzina pretvorbe gliceraldehida u
gliceraldehid-3- fosfat

Mihaelis-Menten konstanta za
gliceraldehid-3-fosfat u brzini pretvorbe
gliceraldehid-3-fosfata u piruvat
Mihaelis-Menten konstanta za ADP u
brzini pretvorbe gliceraldehid-3-fosfata u
piruvat

Konstanta inhibicije piruvat kinaze
djelovanjem acetil koenzima A

Faktor pretvorbe piruvat u acetil koenzim
A djelovanjem piruvat kinaze

Brzina pretvorbe gliceraldehid-3-fosfata u

piruvat

Oznaka

I/TPLGASP

Kmg,

Km
ATPMgz—

ATP
KL'

ADP
Ki

VT‘ri

Kmgazp

K Mapppk

ACoA—PK
K;
L

BACOA—PK

Pocetna vrijednost

0,05 UM/s

18 uM

770 uM

380

1100

16,7 UM/s

250 UM

240 UM

30

0,8

87 UM/s
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Tablica 4. Vrijednosti kineti¢kih parametara modela (prema Liao i sur., 2020)- nastavak 2

Parametar

Mihaelis-Menten konstanta za piruvat u brzini
pretvorbe piruvata u gliceraldehid-3-fosfat
Mihaelis-Menten konstanta za ATP u brzini
pretvorbe piruvata u gliceraldehid-3-fosfat
Mihaelis-Menten konstanta za GTP u brzini
pretvorbe piruvata u gliceraldehid-3-fosfat
Brzina pretvorbe piruvata u gliceraldehid-3-
fosfat

Mihaelis-Menten konstanta za piruvat u brzini
pretvorbe piruvata u acetil Co-A

Konstanta inhibicije oksidacije piruvata
djelovanjem acetil Co-A

Faktor pretvorbe piruvata u acetil Co-A
Brzina pretvorbe piruvata u acetil Co-A
Mihaelis-Menten konstanta za acetil Co-A u
brzini pretvorbe acetil Co-A u masne kiseline
Mihaelis-Menten konstanta za ATP u brzini
pretvorbe acetil Co-A u masne kiseline

Faktor potro$nje masnih kiselina

Konstanta inhibicije sinteze masnih Kkiselina
djelovanjem masnih kiselina

Brzina pretvorbe acetil Co-A u masne Kiseline
Mihaelis-Menten konstanta za masne Kiseline u
brzini pretvorbe masnih kiselina u acetil Co-A
Mihaelis-Menten konstanta za ATP u brzini
pretvorbe masnih kiselina u acetil Co-A
Konstanta inhibicije beta oksidacije
djelovanjem acetil Co-A

Konstanta inhibicije beta oksidacije

djelovanjem fruktoze-1-fosfat

Oznaka

PEPCK
K

ATPpepck
Km

K‘I’?ITP

Vpepck

Pyr
Km

kfoA—pyr

ﬁACOA—PDC

VPDC

ACoA
K

ATPfas
Km

BFA

FA-inhib
ki

VF AS

boxi
K

KATPboxL'
m

kCoA—boxL'
i

J F1P—inhib
L

Pocetna vrijednosti

500 pM

10 uM

64 uM

35 uM/s

540 UM

35

15 uM/s

58 uM

120 uM

300

4 uM/s

87 uM

47,8

100
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Tablica 4. Vrijednosti kineti¢kih parametara modela (prema Liao i sur., 2020)- nastavak 3

Parametar

Faktor potrosnje acetil Co-A

Faktor potrosnje fruktoze-1-fosfat

Brzina beta oksidacije

Mihaelis-Menten konstanta za masne
kiseline u brzini pretvorbe masnih kiselina
u trigliceride

Mihaelis-Menten konstanta za
gliceraldehid-3-fosfat u sintezi triglicerida
Brzina pretvorbe masnih kiselina u
trigliceride

Mihaelis-Menten konstanta za trigliceride
u brzini lipolize

Brzina lipolize

3.1.3. Smijernice za planiranje jelovnika

Oznaka

ﬁboxi

ﬁPPARa

Vboxi

FA
Ko

TGSGA3P
K

VTGS

TG
Km

VLply

Pocetna vrijednosti

04
1
3,3 UM/s

645 uyM

460 pM

10 pM/s

50715 uM

0,085 pM /s

Za potrebe ovog rada napravljena su 3 razli¢ita jelovnika: jelovnik s niskim unosom

fruktoze (<25 g/dan), jelovnik sa srednjim unosom fruktoze (25-40 g/dan) i jelovnik s vrlo

visokim unosom fruktoze (<100 g/dan). Dnevni energetski unos jelovnika iznosi 2200 kcal

(100 kcal). Uz svaki obrok napisana je ukupna koli¢ina makronutrijenata i koli¢ina fruktoze.

Za planiranje obroka i izracun koli¢ine fruktoze koristene su USDA (eng. The United States

Department of Agriculture, USDA) baza namirnica i USDA baza nutrijenata.

Za jelovnik s niskim unosom fruktoze i za jelovnik sa srednjim unosom fruktoze pracene

su prehrambene smjernice za opéu populaciju, dok se jelovnik s visokim unosom fruktoze

bazirao na namirnicama koje sadrze visok udio fruktoze.
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3.2. METODE

3.2.1. Razvoj i simulacija modela metabolizma fruktoze

U racunalnom programu CellDesigner napravljen je model i provedena simulacija
metabolizma fruktoze prema modelu iz rada Liao i sur., 2020. Nakon provedbe simulacije,
analizirane su promjene koncentracija fruktoze, fruktoza-1-fosofata, masnih Kiselina i

triglicerida nakon obroka razli¢itih pocetnih koncentracija fruktoze.
3.2.2. Analiza lokalne parametarske osjetljivosti

Analiza osjetljivosti je tehnika koja utvrduje kako se oscilacije u izlazima matemati¢kog
modela mogu razdijeliti na varijacije u ulazima tog matematickog modela (Zi, 2011). Podaci
prikupljeni o bioloSkim sustavima su nesigurni zbog njihove stohasticke prirode i jer imaju
velik broj slobodnih parametara, koji onda mogu utjecati na samo ponaSanje i na konacno
tumacenje modela (Qian i Mahdi, 2020). Zato se, za utvrdivanje to¢nosti racunalnih i
matematickih modela bioloskih sustava, moze koristiti analiza lokalne parametarske
osjetljivosti. Kod analize lokalne parametarske osjetljivosti gledaju se svi parametri modela i
procjenjuje se koji od njih imaju najveci utjecaj na rezultat i tako na svojstva stvarnog sustava
(Marino isur., 2018). Matematicki definirana, analiza lokalne parametarske osjetljivosti sastoji

se od derivacija prvog reda izlaznih podataka modela u odnosu na parametre modela (Zi, 2011).

Relativna osjetljivost izlaznih varijabli se izraCunava prema jednadzbama 112, gdje Sy ;;

predstavlja koeficijent osjetljivosti, k; je vektor koncentracija, c, je vektor parametara sustava,

a dcx/oki je koeficijent lokalne osjetljivosti prvog reda. Parametar a ima vrijednosti od 0,03.

ki Ocy ki-Acx
Sxji = o i 100 % ~ j 100 % [1]
Sx/i = b ectorGra) ek 440 g [2]

Cx a-k;

U ovom radu provedena je analiza lokalne parametarske osjetljivosti po principu
promjene vrijednosti svakog pojedina¢nog ulaznog parametra, dok su vrijednosti drugih
parametara ostale konstantne. Nakon toga, promatrao se utjecaj provedene promjene na izlazne
rezultate u simulaciji matematickog modela. Svaki od 56 kinetickih parametara uvecan je i
smanjen pojedinacno za 3 %, a izmjerene su vrijednosti varijabli modela i brzina reakcija nakon
simulacije provedene u trajanju od 2 sata. Dobiveni rezultati obradeni su u MS Excel 365

(Microsoft, Redmond, Washington, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Nakon simulacije modela metabolizma fruktoze unutar programa CellDesigner
promatrana je promjena koncentracije fruktoze, fruktoza-1-fosfata, masnih Kiselina i

triglicerida u jetri u vremenskom razdoblju od 120 minuta (2 sata).

Fruktoza-1-fosfat je metabolit koji nastaje iz fruktoze prijenosom jedne fosfatne skupine
ATP-a, djelovanjem fruktokinaze, enzima karakteristi¢nog za ljudski metabolizam fruktoze. Za
razliku od fosforilacije glukoze, ovaj enzim nije regulatorni, Sto znac¢i da, kada je dovoljno
fruktoze prisutno, nastaje znacajna koli¢ina fruktoza-1-fosfata. Uz to, ovaj enzim je oko 10 puta
brzi od glukokinaze u fosforilaciji. Ovaj metabolit je iz razloga svog moguceg velikog 1 brzog

nastajanja, pracen u ovom radu.

Posto se visoka konzumacija fruktoze povezuje s razvojem NAFLD-a preko putova koji
ukljuCuju inhibiciju beta oksidacije, pojatavanje de novo lipogeneze i olakSavanje sinteze
triglicerida, kao metaboliti za prac¢enje u ovom radu izabrane su i masne Kiseline i trigliceridi,

najvazniji pokazatelji koji odrazavaju nakupljanje lipida u jetri.

Koncentracije navedenih metabolita promatrane su nakon svakoga obroka iz 3 jelovnika
u okviru ovog diplomskog rada, koji se razlikuju po ukupnoj koli¢ini fruktoze koju sadrze.
Rezultati su prikazani na grafovima u obliku krivulja za svaki metabolit u pojedina¢nom

obroku, a nalaze se na slikama 9-28.

Osim simulacije modela metabolizma fruktoze, izvrSena je 1 analiza lokalne
parametarske osjetljivosti kako bi se utvrdili klju¢ni kineti¢ki parametri modela. Ispitan je
utjecaj povecanja i smanjenja pojedinaénih parametara za 3 %, kao i utjecaj povecanja i

smanjenja brzina reakcija za 3 %. Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 29-32.

4.1. PRIKAZ MODELA METABOLIZMA FRUKTOZE

Model metabolizma fruktoze koriSten u ovom radu konstruiran je u raunalnom
programu CellDesigner 4.2.2. Graficki prikaz razvijenog modela prikazan je na slici 8. Model
je kineti¢ki i razvijen je na temelju modificiranih Michaelis-Menten i Hillovih jednadzbi, a
sastoji se od 11 biokemijskih reakcija i 56 kinetickih parametara koje se nalaze u tablicama 2 i
4. Fokus u ovom radu je metabolizam hepatocita, posto se metabolicke aktivnosti fruktoze

odvijaju najve¢im dijelom u jetrenom parenhimu. U model su ukljucena tri specijalizirana
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enzima za metabolizam fruktoze: fruktokinaza, aldolaza B i triokinaza. Kako postoje dokazi da
visoka konzumacija fruktoze moze poticati de novo lipogenezu, suzbiti razgradnju masnih
kiselina i olaksati sintezu triglicerida, u modelu su obuhvaceni i ovi metabolicki putovi. lako
nisu ukljucene sve postojec¢e komponente jetrenog metabolizma, Kljuéni metaboliti poput
piruvata, acetil-CoA, masnih kiselina i triglicerida odabrani su za pracenje i prilagodbu
parametara modela. Ovi metaboliti su odabrani jer su identificirani kao najéesci intermedijeri i
krajnji metaboliti metabolizma ugljikohidrata povezanog s nakupljanjem lipida. Takoder, oni
se mogu procijeniti u klinickim eksperimentima, pa njihovo koriStenje dopusta mogucnost
prilagodavanja i provjere relevantnih parametara. Premda je stvarnost biokemijskih reakcija
kompleksnija, enzimi koji su izabrani u modelu pojednostavljuju procese iz ljudskog tijela i

pruzaju relevantne informacije o stvarnim brzinama reakcija (Liao i sur., 2020).
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Slika 8. Matematic¢ki model metabolizma fruktoze u programu CellDesigner

4.2. PRIKAZ JELOVNIKA

U ovom radu osmiSljena su 3 jelovnika koja se razlikuju po ukupnoj koli€ini fruktoze i
koji imaju energetsku vrijednost od 2200 kcal (100 kcal). Svaki jelovnik sastoji se od 5 obroka:

dorucka, marende, rucka, uzine i veCere. Jelovnici 1 i 2 pisani su po prehrambenim smjernicama
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za odraslu populaciju izdanim od strane WHO-a (eng. World Health Organisation). WHO

preporuca:

e redoviti unos voéa, povréa, mahunarki, orasastih plodova i cjelovitih Zitarica,

e pet porcija voc¢a i povréa na dan,

e Uunos iz slobodnih Se¢era manji od 10 % ukupnog energetskog unosa (Sto je
ekvivalentno 50 g za osobu zdrave tjelesne mase koja unosi oko 2000 kalorija
dnevno), ali idealno je manje od 5 % ukupnog energetskog unosa za dodatne
zdravstvene dobrobiti ,

e manje od 30 % ukupnog energetskog unosa iz masti, a pri tom su nezasic¢ene
masti pozeljnije od zasi¢enih i trans masti. Predlaze se smanjiti unos zasi¢enih
masti na manje od 10 % ukupnog energetskog unosa i trans masti na manje od 1
% ukupnog energetskog unosa.

e Manje od 5 g unosa soli na dan.

Jelovnik 3 ne prati WHO-ove prehrambene smjernice za odraslu populaciju i pisan je
iskljucivo s fokusom na namirnice bogate fruktozom. Primjer je zapadnjacke prehrane koju
karakterizira nedostatak voc¢a i povrca te visok unos masti i natrija. Ova dijeta Cesto ukljucuje
velike porcije hrane s visokim sadrzajem kalorija 1 viSkom Secera. Vise od 13% dnevnog unosa
kalorija dolazi iz Secera koji se nalazi u pi¢ima, Sto ¢ini 47% ukupnog dodanog Secera. Ostali
izvori dodanog Secera ukljucuju kolace, kekse 1 slatkise. Pretilost je sve ¢eS¢a zbog zapadnjacke
prehrane koja se prakticira posljednjih desetljeca. Pretile 0sobe imaju povecéan rizik od razvoja

komorbiditeta poput dijabetesa, kardiovaskularnih problema i raka (Rakhra i sur., 2020).

Jelovnik 1 prikazan u tablici 4 osigurava unos od 2133,6 kcal i sadrzi 212,4 ¢
ugljikohidrata (39,2 %), 134 g masti (24,7 %) i 86,9 g bjelancevina (36,1 %). Ovaj jelovnik

predstavlja niski unos fruktoze na dan i sadrzi 12,8 g fruktoze.

Jelovnik 2 prikazan je u tablici 5, osigurava unos od 2237,6 kcal i sadrzi 255,5 ¢
ugljikohidrata (44,8 %), 120 g masti (21 %) i 86,8 g bjelancevina (34,2 %). Ovaj jelovnik

predstavlja srednji unos fruktoze na dan i sadrzi 34,2 g fruktoze.

Jelovnik 3 prikazan je u tablici 6 osigurava 2245,5 kcal i sadrzi 325,5 g ugljikohidrata
(56,4 %), 89,4 g masti (15,5 %) i 72,1 g bjelancevina (28,1 %). Ovaj jelovnik predstavlja visoki
unos fruktoze i sadrzi 100,3 g fruktoze.
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Tablica 4. Jelovnik s niskim unosom fruktoze

JELOVNIK 1
OBROK NAZIV JELA SASTOJCI FRUKTOZA
tortilja, integralna (45 g)
jaje, cijelo (94 g)
e maslac (5 g)
dorucak | ©OTWAS ljimai $pinat (50 g) 0,25 g
Spinatom . C o . . .
sir, svjezi, smanjenog udjela masti (30
g)
jogurt (200 g)
kruh s kikiriki kruh, integralni, tost (25 g)
marenda maslacem i kikiriki maslac (13,3 g) 7,89
bananom banana (154 g)
tjestenina, integralna (60 Q)
tjestenina s piletina, bijelo meso (150 g)
rucak piletinom i gljive, Sampinjoni (250 g) 0,499
gljivama vrhnje za kuhanje, 10 % m.m. (200 g)
ulje, maslinovo (10 g)
.. oraSasti plodovi i bademi (13,5 g)
uzina vocée naran¢a (176 g) 429
osli¢ (150 g)
y s e riza, bijela (60 g)
vecera osli¢ i rizi-bizi grasak (100 g) 0,19
ulje, maslinovo (5 g)
UKUPNI ENERGETSKI UNOS 2133,6 kcal
39,2 % UH
(ugljikohidrata)
0,
ENERGETSKI UDIO MAKRONUTRIJENATA 24,7 A).M
(masti)
36,1 %P
(proteina)
UKUPNA KOLICINA FRUKTOZE 12,8 ¢
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Tablica 5. Jelovnik sa srednjim unosom fruktoze

JELOVNIK 2
OBROK NAZIV JELA SASTOJCI FRUKTOZA
granola (40 g)
jogurt, grcki (150 g)
. maline (100 g)
dorucak slatka granola med (8 g) 13,19
lanene sjemenke (9 g)
cijedeni sok od narance (200 g)
marenda kruh s marmeladom kruh, integralni, tost (50 g) 6,30
marmelada (40 g)
krem juha od $pinata (250g)
.. losos (150 g)
rucak 'Oiorz rsn kfr'é?;” ' kelj (150 g) 1,89
P krumpir (150 g)
ulje, maslinovo (10 g)
.. . ., sladoled, vanilija (100 g)
uzina oraSasti plodovi 1 voce gokoladno mlijeko (200g) 119
Puretina, bijelo meso (150 g)
kvinoja (50 g)
. puretina i kvinoja s paprika (50 9)
vecera oviéem mrkva (50 g) 290
P tikvica (50 g)
luk, crveni (50 g)
ulje, maslinovo (10 g)
UKUPNI ENERGETSKI UNOS 2237,6 kcal
44,8 % UH
ENERGETSKI UDIO MAKRONUTRIJENATA 21% M
342% P
UKUPNA KOLICINA FRUKTOZE 34,29
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Tablica 6. Jelovnik s visokim unosom fruktoze

JELOVNIK 3
OBROK NAZIV JELA SASTOJCI FRUKTOZA
kukuruzne pahuljice (40 g)
. . mlijeko (200 g)
dorucak kukuruzne pahuljice kruska (130 g) 26,9 g
sok od grozda, 100 % (200 g)
., kroasan (50 g)
marenda kroasan i voce mango (100 g) 49
Whopper burger (270 g)
Burger King side salata (98 g)
rucak Burger King menu umak od jogurta (250 g) 36,19
vrhnje za kuhanje, 10 % m.m. (15,4 g)
Coca-Cola (475 g)
uzina oraSasti plodovi Kikiriki (20 g) 0g
Sprite, boca (500 g)
tuna, konzervirana, ocijedena (100 g)
slanutak, konzervirani (150 g)
paprika (100 g)
vecera mijesana salata krastavac (150 g) 33,39
luk, crveni (50 g)
med (8 g)
senf (8 g)
limunov sok (10 g)
UKUPNI ENERGETSKI UNOS 2245,5 kcal
56,4 % UH
ENERGETSKI UDIO MAKRONUTRIJENATA 155% M
28,1 % P
UKUPNA KOLICINA FRUKTOZE 100,3 ¢
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4.3. SIMULACIJA MODELA METABOLIZMA FRUKTOZE

Tijekom jednog dana, jetra se suocava s razli¢itim metabolickim izazovima te provodi
kompleksne metabolicke procese kako bi osigurala energiju i skladiStenje. Ona ima klju¢nu
ulogu u metabolizmu masnih kiselina, glukoze i aminokiselina. Razumijevanje regulacije
metabolizma u jetri je od velike vaznosti s obzirom na porast prevalencije nealkoholne masne
bolesti jetre (Parry i sur., 2020). Izmedu svih rizi¢nih ¢imbenika, viSestruko je potvrdeno u
klini¢kim 1 eksperimentalnim istraZzivanjima da prekomjerna konzumacija fruktoze snazno

povecava rizik od razvoja nealkoholne masne bolesti jetre (Liao i sur., 2020).

Za potrebe ovog rada provedene su razliCite simulacije modela metabolizma fruktoze
kreiranog u ra¢unalnom programu CellDesigner. Simulacije su sadrzavale razli¢ite pocetne
koncentracije fruktoze, prikazane u tablici 7, a koncentracije su prikazane pojedinac¢no za svaki
obrok. Osim promjene koncentracije fruktoze, pracene su promjene i fruktoza-1-fosfata, masnih
kiselina i triglicerida. Vremensko razdoblje koje se promatralo trajalo je 2 sata (120 minuta).
Na slikama 9-28 prikazani su grafovi promjene koncentracije navedenih metabolita kroz 5
razli¢itih obroka. Obroci iz jelovnika 1 na svim su grafovima prikazani narancastom bojom,
obroci iz jelovnika 2 prikazani su zutom bojom, a obroci jelovnika 3 na svim grafovima su

obojani zeleno.

Tablica 7. Pocetne vrijednosti fruktoze u obrocima koristene u simulaciji modela fruktoze

JELOVNIK 1 JELOVNIK 2 JELOVNIK 3
dorucak 0,25 g 13,1 g 26,9 g
marenda 7,80 6,39 4
rucak 0,49 g 189 36,19
uzina 424 119 0g
vecera 01g 29 33,39
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Slika 9. Promjena koncentracije fruktoze nakon doruc¢ka pri razli¢itim po¢etnim vrijednostima

fruktoze (dorucak 1= 0,25 g, dorucak 2= 13,1 g, dorucak 3=26,9 g)
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Slika 10. Promjena koncentracije fruktoza-1-fosfata nakon dorucka pri razli¢itim pocetnim

vrijednostima fruktoze (dorucak 1= 0,25 g, doruc¢ak 2= 13,1 g, dorucak 3= 26,9 g)
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Slika 11. Promjena koncentracije masnih kiselina nakon dorucka pri razli¢itim pocetnim

vrijednostima fruktoze (dorucak 1=0,25 g, dorucak 2= 13,1 g, dorucak 3=26,9 g)
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Slika 12. Promjena koncentracije triglicerida nakon dorucka pri razlic¢itim pocetnim

vrijednostima fruktoze (dorucak 1= 0,25 g, doruc¢ak 2= 13,1 g, dorucak 3= 26,9 g)
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Slika 13. Promjena koncentracije fruktoze nakon marende pri razli¢itim po¢etnim

vrijednostima fruktoze (marenda 1= 7,8 g, marenda 2= 6,3 g, marenda 3= 4 Q)
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Slika 14. Promjena koncentracije fruktoza-1-fosfata nakon marende pri razli¢itim pocetnim

vrijednostima fruktoze (marenda 1= 7,8 g, marenda 2= 6,3 g, marenda 3= 4 Q)
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Slika 15. Promjena koncentracije masnih kiselina nakon marende pri razli¢itim po¢etnim

vrijednostima fruktoze (marenda 1= 7,8 g, marenda 2= 6,3 g, marenda 3= 4 g)
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Slika 16. Promjena koncentracije triglicerida nakon marende pri razli¢itim pocetnim

vrijednostima fruktoze (marenda 1= 7,8 g, marenda 2= 6,3 g, marenda 3= 4 Q)
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Slika 17. Promjena koncentracije fruktoze nakon ruc¢ka pri razli¢itim poc¢etnim vrijednostima

fruktoze (rucak 1= 0,49 g, rucak 2= 1,8 g, ru¢ak 3= 36,1 Q)
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Slika 18. Promjena koncentracije fruktoza-1-fosfata nakon rucka pri razli¢itim poc¢etnim

vrijednostima fruktoze (rucak 1= 0,49 g, rucak 2= 1,8 g, rucak 3= 36,1 g)
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Slika 19. Promjena koncentracije masnih kiselina nakon rucka pri razli¢itim poc¢etnim

vrijednostima fruktoze (rucak 1= 0,49 g, rucak 2= 1,8 g, rucak 3= 36,1 g)
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Slika 20. Promjena koncentracije triglicerida nakon rucka pri razli¢itim pocetnim

vrijednostima fruktoze (ruc¢ak 1= 0,49 g, rucak 2= 1,8 g, ruc¢ak 3= 36,1 g)
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Slika 21. Promjena koncentracije fruktoze nakon uzine pri razli¢itim po¢etnim vrijednostima

fruktoze (uzina 1= 4,2 g, uzina 2= 11 g, uzina 3= 0 g)
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Slika 22. Promjena koncentracije fruktoza-1-fosfata nakon uzine pri razlicitim pocetnim

vrijednostima fruktoze (uzina 1=4,2 g, uzina 2= 11 g, uzina 3= 0 g)
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Slika 23. Promjena koncentracije masnih kiselina nakon uzine pri razli¢itim po¢etnim

vrijednostima fruktoze (uzina 1= 4,2 g, uzina 2= 11 g, uzina 3= 0 g)
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Slika 24. Promjena koncentracije triglicerida nakon uzine pri razli¢itim pocetnim

vrijednostima fruktoze (uzina 1=4,2 g, uzina 2= 11 g, uzina 3=0 g)
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Slika 25. Promjena koncentracije fruktoze nakon vecere pri razli¢itim poc¢etnim vrijednostima

fruktoze (vecera 1= 0,1 g, veCera 2= 2 g, veCera 3= 33,3 Q)
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Slika 26. Promjena koncentracije fruktoza-1-fosfata nakon vecere pri razli¢itim pocetnim

vrijednostima fruktoze (vecera 1= 0,1 g, vecera 2= 2 g, vecera 3= 33,3 g)
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Slika 27. Promjena koncentracije masnih kiselina nakon vecere pri razli¢itim po¢etnim

vrijednostima fruktoze (vecera 1= 0,1 g, vecera 2= 2 g, veCera 3= 33,3 g)
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Slika 28. Promjena koncentracije triglicerida nakon vecere pri razli¢itim po¢etnim

vrijednostima fruktoze (vecera 1= 0,1 g, veCera 2= 2 g, veCera 3= 33,3 g)
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Nakon zavrSetka izrade modela u CellDesigner-u provedeno je nekoliko simulacija
kako bi se odredilo koje je vrijeme trajanja simulacije, te je odredeno optimalno vrijeme trajanja

simulacije od 2 sata, odnosno 120 minuta.

U odnosu na metabolizam glukoze, metabolizam i ekstrakcija fruktoze u jetri jako su
visoki. Razlog tome je prisutnost velike koli¢ine enzima fruktokinaze s visokim afinitet za
fruktozu u jetri, kao i zaobilaZenje regulatornog koraka u daljnjem metabolizmu fruktoza-1-
fosfata u trioza fosfate. Zato se fruktoza metabolizira i iskoristi brze od glukoze te je se vise
pretvara u jetreni glikogen (Bizeau i Pagliassotti, 2005). Na grafovima 10, 14, 18, 22 i 26 moze
se uoc¢iti da fruktoza-1-fosfat, uz manjak negativne povratne sprege, nastaje brzo dok je prisutna
veca koli¢ina fruktoze, a smanjenjem koncentracije fruktoze, opada brzina nastajanja fruktoza-
1-fosfata. Prema Brouwersu (2022) fruktoza-1-fosfat vjerojatno je evoluirala kao signalna
molekula koja poti¢e apsorpciju hranjivih tvari, skladistenje lipida 1 reprodukciju. Ova uloga
moze objasniti zasto fruktoza doprinosi razvoju bolesti povezanih s neprilagodenim
evolucijskim uvjetima, poput NAFLD-a, u doba prehrambenog obilja. Nadalje, studije koja se
bave osobama koji nemaju aldolazu B, enzim koji poti¢e razlaganje fruktoza-1-fosfata u
gliceraldehid i dihidroksiaceton fosfat, pokazuju da ti pacijenti imaju povecanu koli¢inu
masnoce u jetri, zbog posljedi¢nog nakupljanja fruktoza-1-fosfata. Ova istrazivanja sugeriraju
da mozda cak ne igraju lipogeni uéinci fruktoze klju¢nu ulogu u patogenezi NAFLD-a, ve¢
akumulacija meduprodukata fruktolize, odnosno fruktozal-fosfata (Aldamiz-Echevarria i sur.,
2020; Buziau i sur., 2020; Simons i sur., 2019).

Na grafovima 11, 15, 19, 23 i 27 vidi se trend nastajanja masnih kiselina u jetri. Moze se
uociti pad koncentracije masnih kiselina na odredenim dijelovima krivulja, koje nastaje zbog
potrebe za tri masne kiseline koje se koriste u sintezi triglicerida tijekom postprandijalnog
procesa stvaranja triglicerida. Nakon 2 sata vidljivo je da je najvise masnih kiselina u jetri
nastalo pri najviSim prisutnim pocetnim koncentracijama fruktoze. To je sukladno dosadasnjim
istrazivanjima koja govore kako fruktoza i saharoza povecavaju jetrenu sintezu masnih kiselina
u bazalnom stanju (Geidl-Flueck i sur., 2021), te kako dijeta s ograni¢enim unosom fruktoze

rezultira smanjenjem jetrenih masnih kiselina (Simons i sur., 2021).

Grafovi 12, 16, 20, 24 i 28 prikazuju nastanak triglicerida u jetri i moze se uociti kako
povecanje pocetne koncentracije fruktoze dovodi do vece koncentracije triglicerida u jetri. U
usporedbi s masnim kiselinama, trigliceridi se u jetri progresivno nakupljaju. U jetri, ukupna

proizvodnja lipida rezultat je smanjenog procesa -oksidacije, pojac¢ane lipogeneze ili njihove
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kombinacije. Prethodna istrazivanja ukazuju da fruktoza povecava lipogene procese u jetri, dok
istovremeno postoje dokazi koji sugeriraju da fruktoza inhibira B-oksidaciju u hepatocitima
Stakora 1 ljudi, §to dodatno pridonosi neto proizvodnji lipida. Takoder, dugotrajna konzumacija
fruktoze kod Stakora rezultirala je pove¢anjem ekspresije lipogenih gena u jetri, istovremeno
smanjujuéi aktivnost jetrenog enzima CPT1, prisutnog kod nastanka masnih Kiselina. Ovi
rezultati ukazuju da fruktoza poveéava neto proizvodnju lipida u jetri putem vise mehanizama,

a ne samo povecanjem lipogeneze (Hengist i sur., 2019).

Pra¢enjem grafova 12, 20 1 28, koji prikazuju nastajanje triglicerida u obrocima s
koli¢inom fruktoze koji koreliraju s ukupnom koli¢inom fruktoze u jelovnicima, moZe se
zakljuciti da povecane koli¢ine fruktoze u prehrani pridonose povecanju razine triglicerida u
jetri, $to moze dovesti do daljnjeg oslabljenog metabolizma lipida u jetri i razvoja nealkoholne
masne bolesti jetre. Podaci se podudaraju s rezultatima iz kohorte Framingham gdje su povezali
poveéanu konzumaciju pica zasladenih SeCerom s masnom jetrom, neovisno o mogucim
zbunjujuc¢im faktorima kao $to je ukupni energetski unos (Ma i sur., 2015). Pretpostavlja se da
¢e se ovaj ucinak viSe ispoljiti na metabolicki kompromitiranim ljudima nego na metabolicki
zdravim pojedincima, za koje se o¢ekuje da mogu, barem privremeno, kompenzirati povecani

unos fruktoze (Smajis i sur., 2020).

4.4. ANALIZA LOKALNE PARAMETARSKE OSJETLJIVOSTI

Metode lokalne analize parametarske osjetljivosti istrazuju osjetljivost ulaza modela na
odredenoj tocki unutar ulaznog prostora (Qian i Mahdi, 2020). Provedena je analiza lokalne
parametarske osjetljivosti koja je istrazivala kako se promjena svih parametara za 3 %, kao i
promjena brzine svake reakcije za 3 % odrazava na varijable modela metabolizma fruktoze.
Istrazivanje je izvrSeno putem postupka u kojem su pocetne vrijednosti svakog parametra
povecane za 3 %, dok su vrijednosti ostalih parametara ostale nepromijenjene. Simulacija je
provedena pod tim uvjetima za svaki parametar pojedinac¢no, a rezultati su analizirani na
kona¢nom vremenskom intervalu od 2 sata. Isti postupak je ponovljen i za smanjenje svih
parametara za 3 %, kao i za povecanje i smanjenje brzina reakcija za 3 %. Kao pocetne
vrijednosti fruktoze koriStena je vrijednost od 30 puM. Rezultati su prikazani pomo¢u MS Excel
365 na slikama 29-32. Rezultati su obradeni na sljede¢i nacin: negativna promjena mase ili
koncentracije metabolita oznacena je crvenom bojom, dok je pozitivna promjena oznacena

zelenom bojom. Polja svijetlo Zute boje oznaCavaju zanemarivu promjenu u usporedbi s
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simulacijom bez ikakvih promjena parametara. U slikama 29-32 su vidljive tri razliite nijanse
crvene i zelene boje. Intenzivnije boje oznacavaju znacajniju promjenu u masi ili koncentraciji

metabolita, dok manje intenzivne nijanse ukazuju na manje izrazene promjene.
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fruktoza- Piruvat, Acetil-

fruktoza 1-fosfat ATP DHAP GA GA3P ATPMg2- ADP Iaktat/ CoA
vKHK
KmKHK
KmATP
nFru
nATP
VvTPIDHAP
nDHAP
KmDHAP
VTPIGA3P
nGA3P
KmTPIGA3P
vTri
nGA
KmGA
nATPMg
KmATPMg
BATP
KiATP
BADP
KiADP
valdB
KmF1P
nF1P
vPK
nGA3P
KmGA3P
nADP
KmADPpk
nADPpk
BACoApk
KiACoApk
VPEPCK
KmPEPCK
KmATPpepck
KmGTP
vPDC
KmPyr
BACoAPDC
KiCoAPyr
VFAS
KmACoA
KmATPfas
BFA
KiFAinhib
vboxi
Kmboxi
KmATPboxi
Bboxi
KiCoAboxi
BPPARa
KiF1Pinhib
vTGS
KmFA
KmTGSGA3P
vlyp
KmTG

Slika 29. Prikaz koeficijenata lokalne parametarske osjetljivosti varijabli modela metabolizma
fruktoze na povecanje vrijednosti parametra za 3 %, s pocetnom vrijednosti fruktoze od 30

MM u vremenskom trajanju od 120 min (parametri prikazani u recima: VKHK, KmKHK, KmATP, nFru,
nATP, VTPIDHAP, nDHAP, KmDHAP, VTPIGA3P, nGA3P, KmTPIGAS3P, vTri, nGA, KmGA, nATPMg,
KmATPMg, BATP, KiATP, BADP, KiADP, valdB, KmF1P, nF1P, vPK, nGA3P, KmGA3P, nADP,
KmADPpk, nADPpk, BACoApk, KiACoApk, VPEPCK, KmPEPCK, KmATPpepck, KmGTP, vPDC, KmPyr,
BACO0APDC, KiCoAPyr, vVFAS, KmACo0A, KmATPfas, BFA, KiFAinhib, vboxi, Kmboxi, KmATPboxi, Bboxi,
KiCoAboxi, BPPARa, KiF1Pinhib, vTGS, KmFA, KmTGSGA3P, vLyp, KmTG; varijable prikazane u
stupcima: fruktoza, fruktoza-1-fosfat, ATP, DHAP, GA, GA3P, ATPMg2-, ADP, Piruvat/ laktat, GTP, Acetil-
CoA, MK, TG)

43



fruktoza- Piruvat, Acetil-
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KmADPpk
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BACoApk
KiACoApk
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KmPEPCK
KmATPpepck
KmGTP
vPDC
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KiCoAPyr
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vboxi
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KmATPboxi
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KmFA
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vlyp
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Slika 30. Prikaz koeficijenata lokalne parametarske osjetljivosti varijabli modela metabolizma
fruktoze na smanjenje vrijednosti parametra za 3 %, s poc¢etnom vrijednosti fruktoze od 30
MM u vremenskom trajanju od 2 sata (parametri prikazani u recima: VKHK, KmKHK,
KmATP, nFru, nATP, VTPIDHAP, nDHAP, KmDHAP, VTPIGA3P, nGA3P, KmTPIGA3P,
vTri, nGA, KmGA, nATPMg, KmATPMg, BATP, KiATP, BADP, KiADP, valdB, KmF1P,
nF1P, vPK, nGA3P, KmGA3P, nADP, KmADPpk, nADPpk, BACoApk, KiACoApkK,
VPEPCK, KmPEPCK, KmATPpepck, KmGTP, vPDC, KmPyr, BACoAPDC, KiCoAPyr,
VFAS, KmACo0A, KmATPfas, BFA, KiFAinhib, vboxi, Kmboxi, KmATPboxi, Bboxi,
KiCoAboxi, BPPARa, KiF1Pinhib, vTGS, KmFA, KmMTGSGA3P, vLyp, KmTG; varijable
prikazane u stupcima: fruktoza, fruktoza-1-fosfat, ATP, DHAP, GA, GA3P, ATPMg2-, ADP,
Piruvat/ laktat, GTP, Acetil- CoA, MK, TG)
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KmGTP
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Slika 31. Prikaz koeficijenata lokalne parametarske osjetljivosti varijabli modela metabolizma
fruktoze na povecanje vrijednosti brzina reakcija za 3 %, s poc¢etnom vrijednosti fruktoze od
30 uM u vremenskom trajanju od 2 sata (parametri prikazani u recima: VKHK, KmKHK,
KmATP, nFru, nATP, VTPIDHAP, nDHAP, KmDHAP, VTPIGA3P, nGA3P, KmTPIGA3P,
vTri, nGA, KmGA, nATPMg, KmATPMg, BATP, KiATP, BADP, KiADP, valdB, KmF1P,
nF1P, vPK, nGA3P, KmGA3P, nADP, KmADPpk, nADPpk, BACoApk, KiACoApkK,
VPEPCK, KmPEPCK, KmATPpepck, KmGTP, vPDC, KmPyr, BACoAPDC, KiCoAPyr,
VFAS, KmACo0A, KmATPfas, BFA, KiFAinhib, vboxi, Kmboxi, KmATPboxi, Bboxi,
KiCoAboxi, BPPARa, KiF1Pinhib, vTGS, KmFA, KmMTGSGA3P, vLyp, KmTG; varijable

prikazane u stupcima: rel, re4, re5, re6, rel0, rell, rel2, rel3, rel4, relb, rel6, rel7)
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Slika 32. Prikaz koeficijenata lokalne parametarske osjetljivosti varijabli modela metabolizma
fruktoze na smanjenje vrijednosti brzina reakcija za 3 %, s poc¢etnom vrijednosti fruktoze od
30 uM u vremenskom trajanju od 2 sata (parametri prikazani u recima: VKHK, KmKHK,
KmATP, nFru, nATP, VTPIDHAP, nDHAP, KmDHAP, VTPIGA3P, nGA3P, KmTPIGA3P,
vTri, nGA, KmGA, nATPMg, KmATPMg, BATP, KiATP, BADP, KiADP, valdB, KmF1P,
nF1P, vPK, nGA3P, KmGA3P, nADP, KmADPpk, nADPpk, BACoApk, KIACoApK,
VPEPCK, KmPEPCK, KmATPpepck, KmGTP, vPDC, KmPyr, BACoAPDC, KiCoAPyr,
VFAS, KmACo0A, KmATPfas, BFA, KiFAinhib, vboxi, Kmboxi, KmATPboxi, Bboxi,
KiCoAboxi, BPPARa, KiF1Pinhib, VTGS, KmFA, KmTGSGAS3P, vLyp, KmTG; varijable

prikazane u stupcima: rel, re4, re5, re6, rel0, rell, rel2, rel3, rel4, rel5, rel6, rel7)
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Na temelju prikazanih rezultata na slikama 29 i 30, moze se vidjeti da promjenom od 3
% kod parametara VFAS (brzine pretvorbe acetil Co-A u masne kiseline) dolazi do promjene u
masi parametara GA3P (gliceraldehid-3-fosfata), piruvata/laktata i acetil-CoA. Kod povecanja
za 3 % dolazi do smanjenja navedenih metabolita, a kod smanjenja parametra VFAS za 3 %
dolazi do povecanja nabrojanih metabolita. Takoder, promjena parametra vboxi (brzina beta
oksidacije) utjeCe na GA3P, piruvat/laktat i masne kiseline, a vTGS (brzina pretvorbe masnih
kiselina u trigliceride) na masu GA3P i piruvata/laktata. Povecanje parametra vboxi za 3 %
dolazi do poveéanja GA3P, piruvata/laktata i masnih kiselina, a povec¢anje vI'GS-a dolazi do
smanjenja mase GA3P i piruvata/laktata. Za smanjenje navedenih parametara dolazi do
obrnutih promjena masa. 1z navedenih rezultata moze se zakljuciti da su GA3P i piruvat/laktat
oznaCavanje pretvorbe piruvata u laktat, budu¢i da ta konverzija moze brzo 1 reverzibilno
nastati. GA3P se razgraduje do piruvata kroz niz enzimskih reakcija, pri ¢emu je piruvat kinaza

regulatorni enzim koji kontrolira brzinu tog procesa (Liao i sur., 2020).

Iz slika 31 i 32 mozZe se vidjeti da parametri koji sudjeluju u procesu nastanka masnih
kiselina najviSe utjeCu na promjene brzina reakcija. Reakcije na koje utje¢u su re5 (povratna
reakcija pretvorbe GA3P u dihidroksiaceton fosfat), rell (pretvorba GA3P u piruvat/laktat),
rel3 (pretvorba piruvata/laktata u acetil-CoA) i rel6 (sinteza triglicerida). U modelu je glicerol-
3-fosfat, ¢ija glicerolska okosnica sudjeluje u nastanku triglicerida, prikazan je kao GA3P zbog
brze medusobne izmjene ta dva metabolita, Sto objaSnjava njegov utjecaj na promjenu brzine
rel6. rel3 prikazuje reakciju nastanka acetil-CoA, metabolita koji veze metabolizam fruktoze
i glukoze s metabolizmom lipida i koji je ujedno supstrat u DNL. U jetrenoj lipogenezi, dolazi
do stvaranja novih masnih kiselina iz acetil-CoA ili malonil-CoA, koje se zatim dalje obraduju
u trigliceride. U sisavaca, ova sinteza masnih kiselina katalizira se pomoc¢u dvaju enzima: acetil-
CoA karboksilaze (ACC) i sintaze masnih kiselina (FAS). FAS je kompleksno regulirani enzim
koji podlijeze utjecaju razliCitih nuklearnih receptora. Povezanost izmedu metabolizma
glukoze/fruktoze i lipida je jasno naznaéena time $to nuklearni receptori igraju vaznu ulogu kao
posrednici inzulinske signalizacije, te $to se DNL javlja u anabolickim uvjetima. Ova veza je
dodatno potvrdena ¢injenicom da inzulin potiCe izrazaj FAS-a putem putanje fosfoinozitid-3-
kinaze. Nadalje, na razini transkripcije, faktor vezan za sterol-regulacijski element 1c (SREBP-
1c) i protein koji reagira na ugljikohidrate (ChREBP), sinergisti¢ki poticu izrazaj FAS-a i ACC-
a (Bechmann i sur., 2012).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju analize dobivenih rezultata simulacije metabolizma fruktoze, dolazi se do

sljede¢ih zakljucaka:

1)

2)

3)

4)

5)

Racunalna simulacija modela metabolizma fruktoze u programu CellDesigner je bila
uspje$na, pri ¢emu su promjene u koncentraciji fruktoze u hepatocitima i drugih

prikazanih metabolita uskladene s prethodno prikupljenim eksperimentalnim podacima.

U modelu, zbog jednostavnosti prikaza, nisu uklju¢ene slobodne masne kiseline u
plazmi i trigliceridi u plazmi, S$to predstavlja jedan od nedostataka napravljenog modela,
posto su oni direktnije mjerljive mjere uskladenosti dokumentirane u klinickim i

eksperimentalnim podacima.

Uoceno je da povecane koncentracije fruktoze u prehrani doprinose povecanju

nakupljanja triglicerida u jetri.

Lokalna analiza parametarske osjetljivosti pokazala je kako su gliceraldehid-3-fosfat i

metabolizmom lipida.

Sistemska biologija predstavlja inovativan pristup u bioloskim istrazivanjima koji
Koristi integraciju razli¢itih znanstvenih disciplina kako bi se holisticki razumjela
kompleksnost zivih sustava, a primjena ove discipline u nutricionizmu otvara vrata za

razvoj personalizirane dijetoterapije temeljene na individualnim potrebama organizma.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja, lvona Buljan, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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