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1. UVOD

Poznavanje metabolizma ugljikohidrata neophodno je za upravljanje ravnotezom
energije u metabolizmu ¢ovjeka. Kontrola unosa ugljikohidrata ne samo da donosi pozitivan
ucinak zdravim pojedincima, ve¢ moze uvelike olaksati zivot oboljelima od dijabetesa, ali i

smanjiti simptome i probleme nastale kod drugih metabolic¢kih poremecaja.

Budu¢i da je stanje organizma i metabolizma stanica specifiéno kod svake o0sobe,
individualni pristup prevenciji 1 lijeCenju patoloSkih stanja nuzno je za postizanje uspjesnih
rezultata. Tu nastupa personalizirana prehrana, oblik prehrambenih smjernica usmjerenih na
pojedinca i njegove individualne prehrambene potrebe. U razvoju takvih personaliziranih
prehrambenih smjernica veliku ulogu igra sistemska biologija, podrué¢je znanosti koje se bavi
temeljitom analizom kompletne metaboli¢ke mreze u stanici Covjeka, te prouc¢avanjem kakav
je odnos izmedu genetske pozadine, naslijedene epigenetike, iskoriStavanja hranjivih tvari,
metabolita mikrobioma ¢ovjeka i njegovih zivotnih navika (Kurata, 2021). Primjena sistemske
biologije u nutricionizmu pokazala se, dakle, vrlo korisnom. U ovome radu poblize je opisana

njezina rastu¢a uloga u podrucju planiranja i optimiranja prehrane.

Cilj ovoga usporednog rada bio je izraditi model metabolizma ugljikohidrata stanice
jetre u programskom paketu CellDesigner te na temelju njega provesti simulacije i analizirati
razlike u koncentracijama glukoze i njezinih metabolita u plazmi i hepatocitima ovisno o

primijenjenoj koli¢ini ugljikohidrata dobivenoj iz tri razliita prehrambena obrasca.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SISTEMSKA BIOLOGIJA U NUTRICIONIZMU

Biologija je podrucje znanosti koje za cilj ima opisati i objasniti svaki detalj i nacelo
bioloskih sustava, od jednostavnog oblika zivota na razini stanice do kompleksnijih oblika
zivih bic¢a (Kitano, 2000). Razvojem suvremenih tehnologija omogucen je holisti¢ki pristup
proucavanja, tj. analiziranje svih metabolita i njihovih medusobnih interakcija te se, shodno
tome, razvija sistemska biologija i "omike* (engl. omics), tehnologije za sveobuhvatnu analizu
ovog znanstvenog podrucja (Veenstra, 2021). Prema definiciji Instituta za sistemsku biologiju,
sistemska biologija ,,holisti¢ki je pristup deSifriranju sloZenosti bioloskih sustava koji polazi
od razumijevanja da su mreze koje tvore cjelinu Zivih organizama vise od zbroja njihovih
dijelova. Sistemska biologija, integrira mnoge znanstvene discipline - biologiju, racunalne
znanosti, inzenjerstvo, bioinformatiku, fiziku i druge - kako bi se predvidjelo kako se ti sustavi
mijenjaju tijekom vremena i pod razliitim uvjetima te kako bi se razvila rjeSenja za najhitnija

svjetska zdravstvena i ekoloska pitanja* (IBS, 2023).

Kroz posljednje desetljece postignut je znacajan napredak u znanosti i tehnologiji zbog
Cega sistemska biologija svoju primjenu pronalazi i u znanosti o prehrani, odnosno
nutricionizmu (Badimon i sur., 2017). Dok su redukcionisticki nastrojena istrazivanja dala uvid
u razumijevanje djelovanja pojedinac¢nih hranjivih tvari na ljudski organizam, sistemska
biologija omogucuje holisticki pristup istrazivanju i shva¢anju medudjelovanja hranjivih tvari
i njihovog sinergistickog uc¢inka na organizam (Mc Auley, 2020). Tehnologije nazvane
"omike” koje se koriste u ovom podrucju znanosti ukljuuju genomiku, epigenomiku,
metagenomiku, transkriptomiku, proteomiku i metabolomiku (Ramos-Lopez i sur., 2022).
Kombiniranjem ovih disciplina u nekom bioloskom sustavu omoguceno je stvaranje velike
koli¢ine podataka koji u konacnici racunalnim modeliranjem daju pregled metabolicke mreze
biokemijskih reakcija, a pomocu koje je olakSana analiza pozitivnih i negativnih utjecaja

komponenti hrane na zdravlje (Badimon i sur., 2017).

Dakle, na ovaj nac¢in pomocu racunalnog modela moZe se precizno prikazati neki
kompleksni bioloski sustav (Mc Auley, 2020). Opcenito, takozvana revolucija omika (eng.
omics revolution) pruza solidan okvir za sustavan pristup personaliziranom istraZivanju

prehrane (van Ommen i sur., 2017).



2.1.1. Personalizacija prehrane

Tijekom razvoja sistemske biologije, komponenta prehrane brzo je prepoznata kao
bitan egzogeni ¢imbenik koji interferira s genetikom i metabolizmom, te skupa s njima
odreduje zdravstveno stanje osobe (Moore, 2020). Zahvaljuju¢i tome, istraZivanja su
usmjerena na optimiranje prehrambenih preporuka za hranjive i nehranjive tvari na
individualnoj razini ovisno o biolo§kim zna¢ajkama pojedinca i koji ciljevi se Zele postici (van
Ommen i sur., 2017). Ordovas i suradnici (2018) navode da je, tradicionalno gledano, fokus
personalizirane prehrane namijenjene pojedincu usmjeren na istrazivanje nacina kako povecati
dobrobit prehrane 1 smanjiti rizik od Stetnih u¢inaka iste. No, primjena personalizacije je danas

mnogo Sira 1 moZe se podijeliti na dva podrucja:

1) primjena u modeliranju prehrane ljudi koji zbog odredenog Zivotnog perioda imaju
povecane nutritivne potrebe (primjerice trudnoca) 1
2) primjena u razvoju pobolj$anja prehrambenih intervencija namijenjenih javnom

zdravlju (Ordovas i sur., 2018).

Problem trenutnih prehrambenih preporuka je taj Sto su preporuke najcesc¢e opcéenite, odnosno
usmjerene su na Siru populaciju zbog ¢ega mogu biti kontraproduktivne za pojedinca (van

Ommen i sur., 2017).

Budu¢i da u ovom podrudju istrazivanja prehrane nema rigoroznih definicija, postoji

nekolicina pojmova koji ulaze pod pojam personalizirane prehrane:

e personalizirana prehrana podrazumijeva prilagodavanje prehrambenih smjernica
individualno uzimajuci u obzir prehrambene, fenotipske i genotipske informacije u
svrhu pobolj$anja zdravlja (Gibney, 2020),

e stratificirana prehrana i prilagodena prehrana slicni su pristupi koji nastoje rasporediti
pojedince u grupe na temelju zajednickih karakteristika i dati im odgovarajuce
prehrambene smjernice (Moore, 2020),

e precizna prehrana je pojam koji se koristi simultano s pojmom personalizirane
prehrane, a odnosi se na dubinsko kvantitativno razumijevanje odnosa prehrane i

fenotipa pojedinca (Ordovas i sur., 2018).

Kreiranje prehrane za pojedinca ili skupinu pojedinaca moze biti sloZen i zahtjevan zadatak jer
rezultati provedenih studija Cesto pokazuju kontradiktornosti; neke studije ne pokazuju

ucinkovitost personaliziranih smjernica dok druge pokazuju veliki utjecaj (Gibney, 2020). No



bez obzira na tu problematiku, Badimon i suradnici (2017) navode da bez sumnje, integracija
profila ekspresije gena i proteina s metabolickim otiscima prstiju u prehrambene sustave
omogucuje opsezniju analizu individualnog odgovora na prehrambenu intervenciju i pruza
globalnije sveobuhvatno razumijevanje nacina na koji sastojci hrane utjeCu na zdravstveni

status (Badimon i sur., 2017).

2.1.2. Sinergija “omics” tehnologija

Integracija genetskih, metagenomskih, metabolomickih, fiziopatoloskih, bihevioralnih
I sociokulturnih znacajki olaksala je razumijevanje metabolizma i izvodenje zdravstvenih
intervencija u svrhu ostvarivanja dobrobiti za ljude (Livingstone i sur., 2022). Na metabolizam
i fizioloske funkcije svakog pojedinca specifi¢no utjeCu razliciti ¢imbenici Sto je pregledno
prikazano na slici 1. Ovom pojednostavljenom shemom prezentirano je kako se koriStenjem
omiCkih alata moZe proucavati ekspresija gena i1 proteina ¢ija je modulacija odredena
kompleksnim meduodnosima izmedu genetske pozadine, naslijedene epigenetike,
iskoriStavanja hranjivih tvari, metabolita mikrobioma covjeka 1 njegovih Zivotnih navika

(Ramos-Lopez i sur., 2022).

. PREHRANA
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Slika 1. Prikaz omickih tehnologija i ¢imbenika koji utjeCu na metabolizam i fizioloske

funkcije ¢ovjeka (prema Ramos-Lopez i sur., 2022)



Proucavanje primjene i samo kreiranje personalizirane prehrane jos uvijek je u zacetku
(Merino, 2022). Istrazivanja po pitanju prehrane usmjerena su na otkrivanje nacina kako
procijeniti individualni odgovor pojedinca na hranu (nutrigenetika) te kako ta hrana utjece na
gene i budué¢i odgovor organizma (epigenetika i nutrigenomika) (Ortea, 2022). Ordovas i
suradnici (2018) te Ramos-Lopez sa suradnicima (2022) sazeto definiraju omicke discipline

koje se koriste u istrazivanju i prouc¢avanju personalizirane prehrane:

e nutrigenetika proucava fenotipskske reakcije na odredenu dijetu ovisno o genotipu
osobe (na primjer promjene u razini glukoze u krvi kod primjene mediteranske dijete),

e nutrigenomika se bavi karakterizacijom produkata gena koji su pod utjecajem unesenih
hranjivih tvari, te prouavanjem njihovih metabolickih posljedica,

e cpigenomika istrazuje epigenetske promjene (poput metilacije i modifikacije histona)
koje utjeCu na genetski materijal mijenjajuci njegovu ekspresiju i1 funkciju,

e metabolomika se bavi analitikom metabolita proizvedenih od strane stanice, tkiva ili
organizma,

e mikrobiomika proucava mikrobiom u odredenom stanistu (primjerice u debelom
crijevu Covjeka) (Ordovas i sur., 2018),

e proteomika obuhvaca analizu profila ekspresije proteina odnosno proteomski profil,

e i transkriptomika, kao posljednja, istrazuje obrasce ekspresije RNA (Ramos-Lopez i
sur., 2022).

Evidentno je dakle, da je ova era omika donijela duboko preoblikovanje cijelog podrucja
znanosti o prehrani koriste¢i novo razvijene strategije za pristup slozenoj prirodi prehrane
(Tebani i Bekri, 2019). Takve personalizirane tehnologije, zbog svoje dostupnosti, daju
nutricionistima i dijetetiCarima mogucnost razrade novih rjeSenja i modela za pruzanje
zdravstvene skrbi (Abrahams i Matusheski, 2020). Budu¢i da je nutricionisticka znanost
multidisciplinarna, suradnja medu znanstvenicima iz podruc¢ja znanosti koja se prozimaju s
nutricionizmom nuzna je za precizno kreiranje prehrane koja je znanstveno utemeljena, a to su:
nutricionisti, statisti¢ari, bioinformatiGari, analiti¢ari, kemicari, kliniari, medicinske sestre i

mnogi drugi (Tebani i Bekri, 2019).



2.2. METABOLIZAM UGLJIKOHIDRATA

Metabolicki procesi kroz koje prolaze ugljikohidrati u naSem tijelu ukljucuju
anabolicke i katabolicke biokemijske reakcije. Katabolizam, ili drugim rijeima razgradnja,
odnosi se na postupak dobivanja energije iz makronutrijenata, dok anabolizam podrazumijeva
sintezu, odnosno proizvodnju molekula potrebnih za metabolicke procese u organizmu.
Glikoliza, ciklus limunske kiseline (ili Krebsov ciklus) te oksidativna fosforilacija glavni su
biokemijski katabolicki putevi proizvodnje energije (adenozin trifosfata, ATP) iz
ugljikohidrata, to jest glukoze. S druge strane, glukoneogeneza (sinteza glukoze iz
neugljikohidratnih prekursora) 1 pentoza fosfatni put glavni su anaboli¢ki putevi za proizvodnju
novih molekula ugljikohidrata. Pohrana novosintetiziranih molekula glukoze, odvija se u jetri
u obliku glikogena koji ima svoje posebne biokemijske puteve sinteze (glikogeneza) i
degradacije (glikogenoliza) (Janson i Tischler, 2018). Kontinuirani protok glukoze nuzan je jer
0 njemu ovise energetske potrebe stanica (a samim time i cijelog organizma), te ovisno o
potrebi, glukoza moze posluziti i za sintezu drugih monosaharida, masnih kiselina i pojedinih
aminokiselina (McKee i McKee, 2020). Svi ovi metaboli¢ki procesi strogo su i precizno
regulirani kako bi iskoriStavanje unesenih ugljikohidrata bilo $to efikasnije (Janson i Tischler,
2018).

Opcenito gledajuci, najvazniji ugljikohidrati koji se unose ingestijom ukljucuju heksoze
saharozu, laktozu, galaktozu 1 maltozu (koja nastaje razgradnjom Skroba), te pentoze ksilozu i
arabinozu (Dashty, 2013). Modifikacijom ugljikohidrata dobivaju se razliite signalne
molekule koje imaju kontrolnu ulogu u samom metabolizmu ugljikohidrata Sto se ispostavilo
kao pogodan “teren” za istrazivanje i modificiranje tih reakcija u svrhu unaprjedenja zdravlja i

lije¢enja (Janson i Tischler, 2018).

2.2.1. Glukoza
Nakon obroka, kod zdravih pojedinaca, glukoza ¢e se ve¢inom metabolizirati u jetri.
Uloga jetre je da tu glukozu ucini raspolozivom za druge organe poput mozga i mii¢a. Najprije
glukoza ulazi u hepatocite odnosno jetrene stanice. Ondje se fosforilira u glukozu-6-fosfat koja
dalje ulazi u metaboli¢ki put glikolize ili se koristi u drugim metaboli¢kim putevima poput
proizvodnje UDP-glukoze te fruktoze-6-fosfata ili riboze-5-fosfata kroz niz reakcija oksidacije
u pentoza fosfatnom putu. Veéina ¢e se glukoze pohraniti u glikogen radi osiguravanja zalihe

ugljikohidrata, a glikoliticki put nastavlja se od glukoze-6-fosfata do piruvata. SuviSak unesene



glukoze pretvara se u masne kiseline koje u konaénici zavrSavaju u masnom tkivu (Adeva-

Andany i sur., 2016).

Koncentracija glukoze u krvi uvijek mora biti stabilna i odrzavana u odredenom
rasponu: 1) nataste izmedu 70 i 80 mg/dL te 2) postprandijalno izmedu 140 i 160 mg/dL
(Dimitriadis i sur., 2021). Prema Centru za kontrolu i prevenciju bolesti normalna razina
glukoze podrazumijeva 99 mg/dL ili nize nataste i 140 mg/dL postprandijalno (CDC, 2023).
Stabilna razina glukoze u plazmi zdravih osoba rezultat je ravnoteze izmedu proizvodnje i
iskoriStavanja glukoze te stroge regulacije tih procesa (Cherrington, 1999). Metabolicki procesi
regulacije glikemije pod hormonalnim su utjecajem antagonistickih hormona inzulina 1
glukagona, te u manjoj mjeri pod utjecajem glukokortikoidnih hormona kore nadbubrezne
zlijezde (kortizol) (Gropper i sur., 2021). Opskrba tkiva potrebnom energijom, ovisno o
njihovim metabolickim potrebama 1 okolnostima, precizno je podeSena zahvaljujuci
medudjelovanju svih biokemijskih procesa i mehanizama koji sudjeluju u regulaciji glikemije
(Dimitriadis i sur., 2021). Inzulin je glavni anabolicki hormon koji snizava razinu glukoze u
krvi te potice transport glukoze, aminokiselina 1 lipida u citosol stanice, odnosno usmjerava
njihovo skladiStenje u miSice i masno tkivo (Gropper i sur., 2021). Dakle, osim metabolicke
funkcije u jetri, inzulin povec¢ava preuzimanje glukoze od strane perifernog tkiva (Judge i
Dodd, 2020). Glavni kataliticki hormon koji povecava razinu glukoze u krvi poticanjem
razgradnje glikogena iz jetre jest glukagon (Gropper i sur., 2021). Osim njega, dugo je poznato

da na taj na¢in dodatno mogu djelovati i epinefrin, kortizol te hormon rasta (Rizza i sur., 1979).

2.2.2. Dijabetes
Dijabetes je kroni¢na, metabolicka bolest koju karakteriziraju poviSene razine glukoze
(ili SeCera u krvi), sto s vremenom dovodi do ozbiljnih oStec¢enja srca, krvnih zila, ociju,

bubrega i zivaca (WHO, 2023). Postoje 3 poznate vrste dijabetesa ili Se¢erne bolesti:

e dijabetes tip 1 koji nastaje zbog autoimune reakcije organizma usmjerene na
uniStavanje 3-stanica guSterace,

e dijabetes tip 2 u kojemu, zbog nezdravih Zivotnih navika, tjelesne stanice nisu sposobne
u potpunosti iskoristiti inzulin i zbog toga odrzavati normalne razine glukoze u krvi, te

e gestacijski (trudnicki) dijabetes koji se javlja u trudnica koje nikada nisu imale Se¢ernu

bolest te najéescée nestaje po porodaju (CDC, 2022).

Neko vrijeme spominje se i "nova" vrsta dijabetesa — dijabetes tip 3, koji se zapravo pripisuje

Alzheimerovoj bolesti. Gonzalez sa suradnicima (2022) potvrduje tu hipotezu i navodi kako na



napredovanje Alzheimerove bolesti utje¢e ostec¢eni metabolizam glukoze: 1) mitohondrijska
disfunkcija koja uzrokuje obustavljanje proizvodnje energije, 2) disregulacija metabolizma i 3)

posttranslacijske modifikacije klju¢nih proteina.

Dijabetes tip 2 daleko je najucestaliji (Rippe, 2023) te ne nastupa naglo vec se pojavljuje
1 napreduje postupno, a razvoj se moze prikazati kroz 4 faze modela pod nazivom “model

kroni¢ne bolesti utemeljen na glikemiji* (engl. The dysglycemia-based chronic disease model):

1) inzulinska rezistencija ¢ija je karakteristika poviSen inzulin u krvi, a koja ¢esto ostane
nedijagnosticirana jer se ne ocituje odmah buduci da su u pocetku razine glukoze u krvi
u normalnom rasponu,

2) predijabetes se ocituje u blagim oSteCenjima B-stanica guSterae zbog Cega koliCine
izluCenog inzulina viSe nisu dovoljne za odrzavanje euglikemije te dolazi do porasta
razina glukoze u krvi (razine glukoze nisu jo$ u rasponu karakteristi¢cnom za dijabetes),

3) dijabetes tip 2 odnosi se na uznapredovalo oSteCenje na f-stanicama gusSterace $to
dovodi do kroni¢ne rezistencije na inzulin i jo$ veéih razina glukoze u krvi (raspon za
dijagnozu podrazumijeva > 126 mg/dL nataste i > 200 mg/dL postprandijalno),

4) Dijabetes tip 2 s komplikacijama javlja se kada dugotrajno stanje dijabetesa uzrokuje
kardiovaskularna (makrovaskularna i mikrovaskularna) oStecenja koja zahvacaju

razli¢ite organe poput mozga, miokarda, retine, bubrega i slicno (Rippe, 2023).

| dijabetes tip 1 i tip 2 povezani su s vaskularnom upalom, dislipidemijom, hipertenzijom i
posljedi¢no s pretilos¢u (Eckel i sur., 2021). Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji 1,5

milijuna smrti godi$nje u svijetu pripisuje se dijabetesu, a trenutno dijabetes ima oko 422

milijuna ljudi (WHO, 2023).
2.2.3. Novi aspekti lije¢enja dijabetesa

Oblik lije¢enja dijabetesa koji danas ima najraSireniju upotrebu je smanjivanje
¢imbenika rizika te kontrola glikemije (Poznyak i sur., 2020). Unato¢ tome $to je djelovanje
inzulina poznato ve¢ gotovo sto godina, mali broj ljudi uspijeva posti¢i glikemijsku ravnotezu.
Neumorno se nastoje otkriti novi na¢ini regulacije glukoze kako bi se podigla kvaliteta Zivota
oboljelima, pa su tako automatizirane pumpe za infuziju inzulina doista doprinijele kontroli
glikemije, no to rjeSenje se i dalje ne moZe mjeriti s precizno$c¢u rada ljudskih stanica gusterace.
Alternativa tome bila bi zamjena stanica transpantacijom koja se ispituje u zadnje vrijeme, no
1 tu postoje problemi ograni¢ene opskrbe stanica, odredivanja mjesta presadivanja te potrebe

za dugoro¢nom imunosupresijom (Latres i sur., 2019). Osim ovih drasti¢nih rjeSenja i lijekova,
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kod dijabetesa tip 2 mogu se primijeniti i razni prirodni spojevi koji imaju potencijalno
terapeutsko djelovanje na poveéanje inzulinske osjetljivosti te poboljSanje metabolizma
glukoze (Saadeldeen i sur., 2020). No, oblik lijeCenja i prevencije koji u zadnje vrijeme
zaokuplja paznju i daje obecavajuée rezultate je upravo primjena sistemske biologije u
personaliziranom pristupu oboljelima ali i zdravim pojedincima. Ove ve¢ spomenute
tehnologije, ne samo da mogu pridonijeti razumijevanju i regulaciji metabolizma glukoze uz
pomo¢ personalizrane prehrane, ve¢ i u pronalazenju klju¢nih to¢aka metabolizma za ciljano

djelovanje lijekova (Kurata, 2021).

Znanje i tehnike procjene individualnog odgovora je sve vece zahvaljujuéi raznim
provedenim studijama. Pa tako Waldemaier sa suradnicima (2022) provodi istrazivanje na 36
zdravih sudionika kojima je uspjeSno procijenjen postprandijalni odgovor na glukozu pomocu
CGM uredaja. Time su dokazali da primjena takvih uredaja u osoba bez dijabetesa, te
poznavanje individualnog odgovora na odredeni sadrzaj ugljikohidrata, moze pomoc¢i u
formiranju personaliziranih prehrambenih obrazaca za prevenciju metabolickih poremecaja, u
ovom slucaju dijebetesa. A da poznavanje individualnog postprandijalnog odgovora predvida
1 postize bolje glikemijske odgovore u odnosu na model koji je baziran na sadrzaju energije i
ugljikohidrata, pokazali su to u svom istrazivanju Mendes-Soares i suradnici (2019). Naime,
svojim prediktivnim personaliziranim modelom koji je uzimao u obzir jedinstvene
karakteristike 327 zdravih sudionika i svojstva hrane, dosli su do zakljucka da je personalizirani
pristup za odrzavanje normalne glikemije superiorniji nad standardnim pristupima koji u obzir
uzimaju samo sadrzaj prehrane. U istrazivane parametre ove studije ukljucen je i mikrobiom
kao nova varijabla koji donosi optimizaciju sistemskoj biologiji (Martinez-Lopez i sur., 2022).
No, §to je uopc¢e potrebno za uporabu i koriStenje ovakvih pristupa prevenciji i lijeCenju?
Merino u svom radu iznosi deset stavki koje se moraju uzeti u obzir prilikom implementacije

personalizirane prehrane stavljajuci naglasak na dijabetes:

e personalizacija prehrane i davanje savjeta o prehrani trebali bi biti usporedni ciljevi pri
planiranju prevencije 1 lijecenja dijabetesa u populaciji,

e implementaciji novih alata za personalizirani pristup treba prethoditi znanstvena
kontrola i monitoring,

e potrebno je provesti mnogo istrazivanja za uspostavljanje i razlikovanje normalnih i
nenormalnih oscilacija glikemije u zdravih pojedinaca,

e za detaljnu procjenu individualnog odgovora, moze biti potrebno 1 2 tjedna mjerenja

algoritmima strojnog ucenja,



e vaznost ulaganja u istrazivanje biokemijskih, bihevioralnih i socijalnih utjecaja na
regulaciju apetita radi upotpunjavanja prehrambenih smjernica,

e tijekom koriStenja novih tehnologija u ovom podrucju istrazivanja, u obzir treba uzeti i
eticke, pravne 1 drustvene norme,

e kod dijabetesa, nuzno je pratiti i druge metabolite koji se mijenjaju nakon unosa hrane,
a ne samo glukozu u krvi,

e razvijanje prehrambenog sustava pratit ¢e uz bok 1 uspjeSno uspostavljanje
personalizirane prehrane,

e napredovanje razvitka personalizacije treba biti usmjereno i na pojedinca i na
populaciju,

e kolektivna odgovornost vazna je stavka za uspjeSnu realizaciju personalizirane

prehrane (Merino, 2022).

Dakle, napredak u tehnologiji i informatici utabao je put individualizaciji smjernica za
prevenciju i lijeCenje, no potrebno je jo§ puno istrazivanja koja ¢e biti usmjerena na ovo

podrucje kako bi se konacni cilj mogao ostvariti.

2.3. ELEMENT PREHRANE U METABOLIZMU UGLJIKOHIDRATA

Ugljikohidrati su esencijalni makronutrijent bez kojeg organizam ne moZe normalno
funkcionirati. Preporuceni dnevni unos ugljikohidrata (eng. Recommended dietary allowance,
RDA) iznosi 130 g, $to je minimalan unos potreban za normalnu funkciju mozga (Diker, 2023).
Preporuke izrazene kao udio od ukupnog unosa energije prema “prihvatljivom rasponu
distribucije makronutrijenata“ (engl. Acceptable macronutrient distribution range, AMDR)
iznose 45 do 65 % (OASH, 2022).

Postoje razlicite prehrambene strategije, koje mogu biti 1 uc¢inkovitije od lijekova, za
kontrolu postprandijalne glikemije (Pasmans i sur., 2022). Prehrana bogata vlaknima moze
poboljsati ne samo kontrolu glikemije, ve¢ i razine lipida u krvi, smanjiti tjelesnu masu i1 upalu,
te preuranjenu smrt (Reynolds i sur., 2020). Cesto ih se ne unosi dovoljno, a najvise ih se moze
pronac¢i u Zzitaricama cjelovitog zrna, vocu i povréu (Diker, 2023). Prema istrazivanju
provedenom na 8300 ispitanika s dijabetesom tip 1 i 2, te 42 ispitivanja s 1789 odraslih osoba
s predijabetesom, dijabetesom tipa 1 ili 2, zaklju¢eno je da povecanje unosa vlakana za 15 g
(ili da ukupni unos iznosi 35 g) predstavlja racionalan cilj koji moze smanjiti rizik od prerane

smrti u dijabeticara (Reynolds i sur., 2020). Osim vlakana, znacajan utjecaj pokazuju i proteini
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koji, konzumirani s ugljikohidratima, utjeu i na smanjenje glikemijskog indeksa hrane i na
ublazavanje glikemijskog odgovora. Masti mogu smanjiti glikemijski odgovor, ali bez utjecaja
na razine inzulina u serumu (Cui i sur., 1999). Redoslijed unos$enja namirnica isto igra vaznu
ulogu kako navode Shukla i suradnici. Prema njihovom istrazivanju konzumacija povréa i
proteina prije konzumacije ugljikohidrata ima znacajan utjecaj na pobolj$anje postprandijalne

glikemije i inzulinskih oscilacija (Shukla i sur., 2015).

S obzirom na sve navedeno, jasno je da samom prehranom mozemo jednostavno i
znacajno utjecati na razine glukoze i fluktuacije inzulina u krvi. O ovom nacinu regulacije ne
trebaju razmisljati samo dijabeticari, ve¢ 1 zdrave osobe kako bi zadrzale pravilnu inzulinsku
homeostazu i prevenirali metabolicke poremecaje u buduénosti. Konsenzusne preporuke za
lijeCenje dijabetesa ne navode jednu dijetu kao jedinu ispravnu, ve¢ su prihvatljivi razliciti
obrasci prehrane, pri ¢emu je naglasak stavljen na pojedine grupe namirnica i unos ukupnih

ugljikohidrata kojih bi se trebalo drzati dok se ne usavrSe individualizirane preporuke:

e prioritizirati neSkrobno povrce,

e izbjegavati rafinirane Zitarice,

e smanjiti unos Secera,

e davati prednost cjelovitim namirnicama umjesto visoko preradene hrane,

e smanjiti unos ukupnih ugljikohidrata $to je lako primjenjivo na sve dijete i vrlo je

odrzivo kao zamjena za antiglikemijske lijekove (Evert i sur., 2019).

U sljede¢im poglavljima bit ¢e rije¢i o mediteranskoj i keto prehrani — prehrambenim

obrascima koji su pokazali uvjerljive blagodati i koristi za kontrolu dijabetesa.

2.3.1. Mediteranska prehrana

Za dana$nji mediteranski obrazac prehrane moze se reci da je polu vegetarijanska dijeta
koja se temelji na svjezim i cjelovitim namirnicama (Hoffman, 2023). Sama prehrana dio je
mediteranskog stila Zivota oblikovanog klimatskim uvjetima, oskudicom i Zivotnim teSko¢ama

(Trichopoulou i Vasilopoulou, 2000).

Tradicionalna mediteranska prehrana u stvari je tradicionalna prehrana maslinarskih
zemlja Mediterana koja se prakticirala prije sredine 1960-ih godina (Hoffman, 2023). Osam je
sastavnica nekadasnjeg oblika ove prehrane: 1) visok unos voca, 2) visok unos povr¢a, 3) niski
unos mesa i mesnih proizvoda, 4) visok unos mahunarki, 5) visok unos Zitarica, 6) visok unos

mononezasi¢enih masnih kiselina, 7) umjeren unos mlijeka i mlije¢nih proizvoda te 8) umjeren
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unos alkohola (Trichopoulou i Lagiou, 1997). Osim hrane, neizostavni ¢imbenici su kulturni,
drustveni i ekonomski segmenti (Hoffman, 2023). Unos kruha, maslinovog ulja, povréa i
mahunarki bio je visok zbog raznih jusnih obroka i salata, dok se meso, u odnosu na lako

dostupnu ribu, nije ¢esto konzumiralo zbog visoke cijene (Trichopoulou i Lagiou, 1997).

Suvremena mediteranska dijeta definirana je ucestalos¢u konzumiranja pojedinih
namirnica koje, zajedno konzumirane, imaju sinergisticki pozitivni utjecaj na opc¢e zdravlje
pojedinca. Budu¢i da je ova prehrana prakticirana u vise razliCitih zemalja mediteranskog
bazena, udjeli makronutrijenata takoder variraju: 35 do 45 % za masti, 35 do 40 % za
ugljikohidrate te 15 do 20 % proteina (Hoffman, 2023). Dakle, danas$nji progresivni tip
mediteranske prehrane, u odnosu na tradicionalnu, karakterizira nizak unos ugljikohidrata te
umjeren unos masti. Slika 2 prikazuje piramidu mediteranske prehrane i njezine prehrambene
sastavnice: 1) ekstra djevicansko maslinovo ulje kao glavni izvor masti, 2) voce i povrée u §to
ve¢im koli¢inama, 3) od zitarica maksimalan udio zauzimaju nerafinirane Zitarice, 4) unos
mahunarki minimalno dva puta tjedno, 5) oraSasti plodovi, sjemenke i masline kao meduobroci,
6) unos ribe minimalno dva puta tjedno, 7) unos jaja dva do Cetiri komada tjedno, 8) umjeren
unos mlije¢nih proizvoda, 9) tjedni unos mesa i mesnih proizvoda, 10) koristenje zafinskog
bilja i ¢ajeva, 11) umjeren dnevni unos alkohola, te 12) slastice koje se temelje na vocu,
sjemenkama i oraSastim plodovima, a pripremljene su samostalno (Hoffman, 2023). Niski
glikemijski indeks namirnica neizostavan je i temeljni dio ovog obrasca prehrane koji znacajno

doprinosi zdravlju smanjujuci razine glukoze u krvi (Bergia i sur., 2022).

Mediteranska prehrana Cesto je istrazivan obrazac prehrane koji se viSe puta pokazao
kao vrlo djelotvoran za ljudsko zdravlje (Milenkovic i sur., 2021). Pa je tako dokazano vrlo
korisna za dislipidemiju, vazodilataciju krvnih Zila, inzulinsku rezistenciju, metabolicki
sindrom, antioksidativni kapacitet, koronarne i kardiovaskularne bolesti (Mirabelli i Brunetti,
2022; Romagnolo i Selmin, 2016) . Pozitivan u¢inak primijeéen je i kod gestacijskog dijabetesa
(Zugravu i sur., 2023; Zaragoza-Marti i sur., 2022). Mediteranski oblik dijete smanjio je rizik
od pojave Secerne bolesti (Cea-Soriano i sur., 2022), ¢ak i kada nije primijenjena restriktivna
dijeta (Salas-Salvado6 i sur., 2011). Jasno je onda da se osobe s razvijenim dijabetesom nisu
pridrzavale ove prehrane Sto potvrduju u svom istrazivanju Grahovac i njegovi suradnici

(Grahovac i sur., 2021).

Ocekivano, zapadnjacka prehrana za koju je karakteristican visoki glikemijski indeks,

hidrogenizirane masti, visok unos crvenog mesa i soli ima potpuno suprotan ucinak, a to je
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povecanje rizika i poticanje razvitka predijabetesa i dijabetesa tip 2 (Mirmiran i sur., 2023).
Osim faktora prehrane, sjedilacki nacin zivota, muski spol te dob (iznad 50 godina) znatno

povecéavaju rizik od razvitka lose glikemije i Se¢erne bolesti (Sbert i sur., 2022).

Piramida mediteranske prehrane: Zivotni stil za danaSnjicu Porcije temelfene na Stedljivosti
Smjernice za odraslu populacuu okalnim navikama
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Slika 2. Piramida mediteranske prehrane (prema Hoffman, 2023; Bach-Faig i sur., 2011)

Naravno, svatko moze razli¢ito reagirati na odredene prehrambene intervencije 1 zato
je personalizacija nuzna za pronalaZzenje optimalne prehrambene dijete za normalizaciju
glikemije u svakog pojedinca (Pasmans i sur., 2022). Isto tako, u zadnje vrijeme fokus
istrazivanja usmjeren je i na mikrobiom debelog crijeva koji moze posluziti za prilagodbu

prehrane na temelju mikrobioloskog profila osobe (Wang i sur., 2022).

2.3.2. Ketogena prehrana
Ketogena ili keto prehrana, prema americkom Nacionalnom zdravstvenom institutu
(engl. National Institutes of Health, NIH), niskougljikohidratna je prehrana s visokim udjelom
masti. Zbog takvog omjera navedenih makronutrijenata, mast se intenzivno razgraduje u
ketone, koji ulaskom u krv, postaju glavni izvor energije u tijelu $to se naziva ketoza (NIH,

2022). Zahvaljujuci Russel Wilderu koji ju je osmislio, u samom pocetku 20-ih godina proslog
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stolje¢a ovaj se tip prehrane koristio za lijeCenje epilepsije u pedijatriji. Pojavom antiepileptika,
izgubila je na znacaju, no kasnije se ponovno Koristi kao dijeta za mravljenje (Masood i sur.,
2022). Danas se istrazuje njezin u¢inak na karcinom (NIH, 2022) i dijabetes Sto je poblize

razjasnjeno u sljede¢im odlomcima.

Udjeli makronutrijenata karakteristicni za ovu dijetu raspodijeljeni su na sljedeéi nacin:
1) 55 do 60 % masti, 2) 30 do 35 % proteina i 3) 5 do 10 % ugljikohidrata, odnosno 20 do 50
g dnevno na 2000 kilokalorija (Masood i sur., 2022). Izbjegavanje, odnosno zabrana unosa
hrane bogate ugljikohidratima zajednicka je toCka svim varijacijama ketogene prehrane, a
opcenito obrazac prehrane podrazumijeva neunosenje: niti rafiniranih niti cjelovitih Zitarica,
Skrobnog povréa, veéinu voca i voénih sokova, mahunarki. S druge strane, dozvoljene
namirnice ukljuuju hranu bogatu mastima, ukljucujuci i hranu s visokim udjelom zasi¢enih
masti: meso i proizvodi od mesa, maslac, mast, orasasti plodovi, sjemenke, avokado, biljna ulja

i masna riba (HSPH, 2023).

Ketogena dijeta daje zanimljive i obecavajuce rezultate po pitanju lijeCenja dijabetesa
(Tinguely i sur., 2021). Pozitivno utjece na sastav tijela te metabolicki profil ukljucujuéi udio
masne mase, glukozu u krvi, hemoglobin Alc (HbALc), inzulinsku osjetljivost, ali i na
patofiziologiju sindroma policisti¢nih jajnika (Barrea i sur., 2023; Deledda i sur., 2022).
Smanjenje HbAlc parametra primjenom keto prehrane potvrdeno je u vise studija (Gardner i
sur., 2022; Tinguely i sur., 2021). Kontraindikacije za ovu dijetu obuhvaéaju bolesnike s: 1)
pankreatitisom, 2) zatajenjem jetre, 3) poremecenim metabolizmom masti, 4) nedostatkom
karnitina, 5) nedostatkom karnitin palmitoiltransferaze, karnitin translokaze, porfirija ili
piruvat kinaze (Masood i sur., 2022). Kod oboljelih od dijabetesa tip 2, visoki unos masti moze
dovesti do povisenih triglicerida u krvi, a samim time i do pankreatitisa (Chan i sur., 2022).
Zbog manjeg unosa mahunarki, cjelovitih Zitarica i voc¢a, keto dijeta moze dovesti do poviSenog
LDL kolesterola i nedostatnog unosa odredenih hranjivih tvari (Gardner i sur., 2022). Dakle,
ne treba biti zaslijepljen pozitivnim ucincima ove dijete, ve¢ treba biti svjestan i njezinih
negativnih u¢inaka (Chan isur., 2022). Zbog svoje kompleksnosti, ketogena prehrana zahtijeva
preporuku 1 vodstvo kvalificiranih dijetetiCara 1 lijecnika za ostvarenje maksimalne
uskladenosti i kontrole nad ketozom (Tinguely i sur., 2021; Chan i sur., 2022; Barrea i sur.,
2023).
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Shodno svemu navedenome, ove otkrivene blagodati ketogene prehrane treba dobro
potkrijepiti istrazivanjima u buduénosti te utvrditi sve negativne pratece posljedice i kako njima

upravljati.

2.3.3. Zajednicke osobine mediteranske i ketogene prehrane

Uvidom u sva spomenuta istrazivanja, jasno je da su obje vrste prehrane, i mediteranska
i ketogena, pokazale povoljan u¢inak na metaboli¢ke parametre u krvi, s posebnim naglaskom
na glukozu. Gardner i suradnici predstavili su rezultate svog istrazivanja mediteranske i
ketogene dijete prevedenoj na 40 odraslih osoba s predijabetesom ili dijabetesom tip 2.
Ispostavilo se da su ispitanici 1 na mediteranskoj 1 na ketogenoj dijeti ostvarili povoljan u¢inak
narazine HbAlc i razinu tjelesne mase. Pretpostavili su da je ovaj rezultat vjerojatno posljedica
nekih zajednickih osobina ove dijete, a to su neunosenje rafiniranih zitarica i Secera (slika 3)

(Gardner i sur., 2022).

Izvori Ketogena dijeta Mediteranska dijeta
ugljikohidrata

Sli¢nosti

Dodani Seceri - -
Rafinirane Zitarice
NeSkrobno povrée + +

Razlicitosti
Mahunarke - +
Voce - + Dodani $géefi
Cjelovite Zitarice - + Rafinjedic Zitarice

Slika 3. Sli¢nosti i razlike izmedu ketogene i mediteranske prehrane (prema Gardner i
sur., 2022)

U eksperimentalnom dijelu ovoga rada predstavljen je upravo sintetski metabolizam
glukoze 1 kako na njega utjecu promjene u koncentraciji ugljikohidrata kao rezultat primjene

mediteranske, ketogene i visoko ugljikohidratne prehrane.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Materijali koristeni u eksperimentalnom dijelu ovoga rada ukljuuju racunalne
programe WR Mathematica 10.0 (The Wolfram Centre Lower Road, Long Hanborough
Oxfordshire, Ujedinjeno Kraljevstvo) za numericku integraciju diferencijalnih jednadzbi,
CellDesigner verzija 4.4.2 (The Systems Biology Institute, Tokyo, Japan) za dizajniranje
simulacije metabolizma te Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft, Redmond, Washington,

SAD) iz programskog paketa MS Office za graficki prikaz rezultata.

3.1.1.  Programski paket CellDesigner 4.4.2

Uvidomu sloZenost sistemske biologije, jasno je zasto je potreban program koji ¢e moci
uzeti u obzir sve prethodno navedene aspekte istrazivanja metabolizma stanice. Upravo je
CellDesigner program koji se koristi u tu svrhu, odnosno za samostalno uredivanje i crtanje
bogatih grafi¢kih struktura biokemijskih i genetsko-regulatornih mreza (CellDesigner.org,
2019). Znacajke koje obuhvaca ukljuéuju prikaz biokemijske semantike, detaljan opis
prijelaznih stanja proteina, standardiziranost programa za jednostavno koristenje s drugim
aplikacijama (SBML), integracija s izvornom zbirkom simulacija, povezanost s bazom

podataka te prenosivost kao Java aplikacija (Funahashi i sur., 2006).

Dizajniranje modela za provedbu simulacije zapo¢inje odabirom nove datoteke u
izborniku. Nakon otvaranja novog prozora upisuje se naziv i veliCina radnog prostora.
Uredivanje zapocCinje dodavanjem proteina, gena, RNA, iona i ostalih jednostavnih molekula.
Prilikom dodavanja ovih metabolita, upisuje im se naziv i odreduje veli¢ina. Za svo vrijeme
tijekom dizajniranja modela moguce je pomicati navedene molekule (Funahashi i sur., 2003).

Na slici 4. prikazani su svi simboli koji se mogu koristiti u CellDesigner-u.

Na alatnoj traci nalaze se strjelice koje predstavljaju razli¢ite vrste reakcija (katalize,
inhibicije, aktivacije). Odabirom Zeljene reakcije potrebno je povezati umetnute metabolite,
odnosno reaktant s produktom, pri ¢emu je moguce dodati viSe reaktanata ili produkata u jednu
reakciju (Funahashi i sur., 2003). Za svaku umetnutu reakciju upisuje se kineti¢ki izraz,
odnosno jednadzba za brzinu reakcije §to je prikazano na slici 5. Prozor za upis ovih podataka
otvara se klikom desne tipke miSa na strjelici reakcije. Osim kinetike, u navedenom prozoru

upisuju se i vrijednosti kinetickih parametara odabrane reakcije. Potom se zadaju pocetne
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Slika 5. Prozor za upis kinetike reakcije (CellDesigner.org, 2010)
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vrijednosti, odnosno koncentracije, parametrima ¢iji se metabolicki put promatra. Pokretanjem
simulacije mogucée je vidjeti kako molekule utjecu jedna na drugu, a sama simulacija pokrece
se odabirom na padaju¢em izborniku simulacije na alatnoj traci. Promatranjem rezultata
pokrenute simulacije dobiva se uvid u promjene koncentracija molekula tijekom zadanog
vremena s obzirom na razli¢ite pocetne koncentracije odredenih molekula koje su zadane na
pocetku prije pokretanja simulacije. Rezultati u CellDesigner-u prikazani su numericki u obliku
tablice 1 grafi¢ki. Simulacija se moze spremiti u obliku standardiziranog SBML dokumenta

koji sadrZi sve potrebne informacije o0 modelu (Matsuoka i sur., 2014).

3.1.2. Programski paket WR Mathematica 10.0
WR Mathematica je interaktivni raCunalni sustav temeljen na matematickim
priru¢nicima, te proSiren kompleksnim algoritmima koji omogucavaju raznoliku primjenu
ovog programa. Na najniZoj razini, moze se koristiti kao sofisticirani kalkulator ili na visoj
razini za rjeSavanje algebarskih ili diferencijalnih jednadZzbi. Podrzava automatsko umetanje
(import) i prijenos (export) svih standardnih grafi¢kih i zvuénih formata, statickih 3D grafika,

provodenja animacija, izradu vlastitih programa.

Sustav WR Mathematica-e sastoji se od 2 dijela — jezgre (odgovorno za racunski dio) i radnog
sucelja (odgovorno za interakciju s korisnikom putem radne biljeznice). Radna biljeznica
(notebook) povezuje ulazne i izlazne informacije s tekstom, grafi¢kim prikazima, paletama

formula, itd.

3.1.3. Model metabolizma ugljikohidrata jetrene stanice

U ovom radu prezentiran je model metabolizma glukoze u stanici jetre, odnosno njezin
metaboli¢ki put za proizvodnju 1 skladiStenje energije. Osim glukoze, u obzir su uzeti 1 njezini
prekursori (piruvat, alanin, laktat, glicerol) koji takoder imaju vaznu ulogu u ovom
metabolickom putu. Cilj ovog usporednog rada bio je odrediti utjecaj razli¢itih koli¢ina
konzumiranih ugljikohidrata iz tri razli¢ita prehrambena obrasca na glukozu u plazmi i citosolu
te kako se to posljedi¢no odrazilo na koncentracije glukoza-6-fosfata. Sam model sastoji se od
192 kineti¢ka parametra, 44 varijable i 46 biokemijskih reakcija. U tablici 1 navedene su
varijable i njihove pripadajuce vrijednosti karakteristicne za zdravu stanicu jetre (Kurata,
2021). Primjena razli¢itih pocetnih uvjeta odnosi se na manipulaciju koncentracijama
plazmatske i citosolne glukoze, §to se zatim odrazavalo na ostatak metabolita pri izvodenju
simulacije. Metaboliti koje je bilo nuzno navesti za optimalnu funkciju simulacije, a ¢ija

konacna koncentracija ne utje¢e na Kinetiku promatranog metabolickog puta niti rezultate, su
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ugljikov dioksid i riboza-5-fosfat. U tablici 2 nalaze se sve jednadzbe za brzinu biokemijskih

reakcija koje su upotrijebljene tijekom izrade ovog modela (Kurata, 2021). Svaka jednadzba

ovih enzimskih reakcija sadrzi vlastite kineticke parametre, a popis svih parametara koristenih

u ovome radu nalazi se u Prilogu 1.

Tablica 1. Popis metabolita koji sudjeluju u metabolizmu ugljikohidrata jetrene

stanice i njihovih pocetnih koncentracija (prema Kurata, 2021)

Simbol Metabolit Kczrr:rennot&ic;ija
Glc_BL Glukoza u krvi 5
Pyr BL Piruvat u krvi 0,68
Lac BL Laktat u krvi 0,7
Ala_BL Alanin u krvi 0,192
Glyc_BL Glicerol u krvi 0,07
Bhb_BL B-hidroksibutirat u krvi 0,01
FFA BL Slobodna masna kiselina u krvi 0,66
TG_BL Triacilglicerol u krvi 0,8
Chol BL Kolesterol u krvi 5
Glc_ L Glukoza u citosolu jetrene stanice 5
G6p_L Glukoza-6-fosfat u citosolu jetrene stanice 1
Glygn L Glikogen citosolu jetrene stanice 200
Gap L Gliceraldehid-3-fosfat u citosolu jetrene stanice 1
Pyr L Piruvat u citosolu jetrene stanice 1
Lac_ L Laktat u citosolu jetrene stanice 1
Ala_L Alanin u citosolu jetrene stanice 1
Accoa LM Acetil-CoA u mitohondriju jetrene stanice 1
Bhb L B-hidroksibutirat u citosolu jetrene stanice 0
Accoa LC Acetil-CoA u citosolu jetrene stanice 0
Malcoa L malonil-CoA u citosolu jetrene stanice 0
Hmgcoa, L hldrok3|metllgIutarsltlér(ii(g,:\ u citosolu jetrene 0
Chol_L Kolesterol citosolu jetrene stanice 0
FFA L Slobodna masna kiselina u citosolu jetrene stanice 1
Glyc L Glicerol u citosolu jetrene stanice 1
Glycp L Glicerol-3-fosfat u citosolu jetrene stanice 1
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Tablica 1. Popis metabolita koji sudjeluju u metabolizmu ugljikohidrata jetrene stanice i

njihovih pocetnih koncentracija (prema Kurata, 2021) — nastavak

Koncentracija

Simbol Metabolit (mmol/L)
TG_L Triacilglicerol u citosolu jetrene stanice 2,93
Atp L ATP u citosolu jetrene stanice 2,74
Adp L ADP u citosolu jetrene stanice 1,22
Amp_L AMP u citosolu jetrene stanice 0
Gtp_L GTP u citosolu jetrene stanice 0,29
Gdp_L GDP u citosolu jetrene stanice 0,01
Utp L UTP u citosolu jetrene stanice 0,27
Udp L UDP u citosolu jetrene stanice 0
Nadh_L NADH u citosolu jetrene stanice 0,45
Nad_L NAD™ u citosolu jetrene stanice 0,05
Fadh_L FADH: u citosolu jetrene stanice 0,45
Fad_L FAD u citosolu jetrene stanice 0,05
Nadph_L NADPH u citosolu jetrene stanice 0,25
Nadp_L NADP™ u citosolu jetrene stanice 0,25
Cre_L Kreatin u citosolu jetrene stanice 0
Crep_L Kreatin fosfat u citosolu jetrene stanice 0
P Fosfat 100
R Riboza-5-fosfat 0
CO: Ugljikov dioksid 0
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Tablica 2. Popis kinetic¢kih izraza za brzinu biokemijskih reakcija metabolizma

ugljikohidrata (prema Kurata, 2021)

Reakcija Kineticki izraz za brzinu reakcije Br. jed.
Glcg — Glc,
Glcpr, _ Glepr, | B L
Transport _ otz = VA1 Glc, Glc,
glukoze iz krvi KdifCiesL + KdifoeL [1]
u stanicu Yotuez Yotuez
VoL _ o VmaxGlCL Gle,
Prevodenje " g Gle, + KmiSH (1 + Gop, —Gepr)
.] L GﬁpL
glukoze u At 9
glukozu-6- : AtppL o [2]
fosfat Atpy + Kmy, " (1 +-—55)
Ki hk
Put pentoza GOPX _ [y SOPX . Gép, _ Nadp, 3]
fosfata 96Pase Gep, + ngsgL Nadp, + ng;l; PL
Prevodenje
-6- G6p
glukoze-6 SOOPL o GopL L
fOSfat u gépase gépase G6pL + nggzése [4]
glukozu
GGpL
G6p "os
G6,
' =q; - Vmaxgs PL. GoPX - G6pxn66px
Sinteza G6ngs + Km [5]
glikogena (Glygnye* — GlygnL) Utp,
(Glygnm‘”‘ Glygn,) + Km Glygn’“ Utp, + Km
Glygn
. GlygnL .BL Vmax‘;;(liygnll ' L LGlygnL
Degradacija Glygn, + Km; (6]
glikogena _ Phos,
Phos; + Kmphos’“
Gép Atp
GépL, GépL, L L
. = a; *Vmax : -
PfeEOdenée prk L PTE Gep, + Kmypt Aty + Kmj Rt
ukoze-6- Atp
’ fosfat u Mo A - [7]
. . Atp, + Ki* Adp, + Km 9L
gliceraldehid- prk A4PL prk
3-fosfat . Gan
Gap, + KlGapL)
prk
Prevodenje
gliceraldehid- Ga
G G DL
3-fosfata u vt = By - Vmaxg, P e—Tn [8]
glukoza-6- P Moy

fosfat




Tablica 2. Popis kinetic¢kih izraza za brzinu biokemijskih reakcija metabolizma

ugljikohidrata (prema Kurata, 2021) — nastavak 1
Reakcija Kineticki izraz za brzinu reakcije Br. jed.
Gap
Gapy, Gapy, L
v =a; ' Vmax e
. pk L pk Gapy,
Prevodenje Gap, + Kmy,,
gliceraldehid- (1 = phccoau . Accoa,y [9]
3-fosfata u Pk Accoayy + Kiy ©*M
piruvat _ Adp,
Adp; + nggm
Pyry, Pyry,
v =f, - Vmax
. pepck L pepck
Pr_evoden]e Pyr, Atp,
piruvata u " Py, + Km7% Atp, + Km’ 7L 10
gliceraldehid- Y Lth pepck “PL pepek (o]
3-fosfat P
Gtp, + K;npepzk .
p P Yrg — rym,
Transport pre - = VAifyyr™ Pyrs Py,
plruvatta iz krvi Kdif 7 " Kdif [11]
u stanicu
Lacg — Lac
Lac . rLac B L
Trans'port . lactBL = leflactBL ) Lacg Lac;
Iaktatta iz krvi Kdif,l4BL © Kdif o [12]
u stanicu
Pyr,
Vigh - .
Prevodenje | = Vmax,g,"
piruvatau | Pyr, - Nadh, — Lac, - Nad, /Keqq," [13]
laktat
! +Kfn}g” \! +1<Nm+% ! +K£:llLC“LCL ' 1+K1jn%v%%L !
ldh ldh ldh ldh
Alag — Ala
Ala, . rAla B L
Transport Vatar = Vdifga" Ala,, Ala,
alanina iz Krvi Kdifa’;;‘?(” Kdif " [14]
u stanicu
) Pyr, — Ala, /Keq®\°*
Prevodenje VI = Vmax! Tk - 40 W/ qjlltlzta
piruvata u R ILia LI Y (R L/ B [15]
Pyry, Alay,
K K
alanin Mylata Myata
Pyr Nad
Pyry, pPyry, L L
. 1% =a; *Vmax : :
Pr_evoden_]e pdh g Par - pyr + ngg,rf Nad, + ng;:L
plrtj_\llaéa : Kmiccodm [16]
aceti-Co :
Accoapy + Km:;;oam
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Tablica 2. Popis kinetic¢kih izraza za brzinu biokemijskih reakcija metabolizma

ugljikohidrata (prema Kurata, 2021) — nastavak 2

Reakcija Kineticki izraz za brzinu reakcije Br. jed.
Accoarpy Accoay, | Accoarm . Adpy,
. - tca - Vmaxtca AccoaLM+Kmch;oaLM AdpL+Km?C(flpL
Ciklus limunske Nad, Fad, Phos; Pyry [17]
kiseli Nady Fady, Phosy, PyrL
Iseline Nadp+Kmy ., Fadp+Kmy ., Phosp+Kmy ., Pyrp+Km, .
FFA FFA FFA
Viat = Vifatd t Vifata
Transport oFFABL _ le.fFFABL . FAg —FFA,
slobodnih ffat.d frat FFA,  _FFA, 18
- . . . cFFA . +FFA
masnih kiselina Kdify o™ Kdifppq,” [18]
iz krvi u stanicu FFApL - cFFApL B
v =Vdi .
frat.a Tisar FFAp + Kmy "
: FFA Glyc
_Simeza Vi = - Vmaxly, L —
triacilglicerola FFAL + Km0 Glycp, + Km/ )bt
iz glicerola i _ Atp,, [19]
slobodnih Atp, + KmyPr
masnih kiselina
Degradacija vk = By Vmaxgek, — IT(GLTGL
triacilglicerola L Megdeg
na glicerol i [20]
slobodne masne
Kiseline
Glyc _ . ~Glycpy, | Glycg—Glycy,
T t Vgiyet = Vaifyye”"  ——ahey —owg
~Transport OB i O0L
glicerola iz krvi glyet glyet [21]
u stanicu
Glyc
Glycy, . ~Glycy, L
v = Vdif, .
) glyK glyk Gl Gap
Prevodenje Glyc, + Km/ 2 (1 + KicaﬁL)
glicerolau Atp, ik [22]
glicerol-3-fosfat L
Atp, + Kmy,
TG TG TG
vtgtBL = vtgtfa + Utgtl:d
TG
TGBL _ g .fTGL . TGy - TGL/KeCItgtL
Transport Vtgt.a = VWige TGy + Kdif " + TG,
triacilglicerola i 9t Keq,y) [23]
iz Krvi u stanicu
vl CBL = _B - Vmax, ok - _ e
tota “YOTG, + Kmy )
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Tablica 2. Popis kinetic¢kih izraza za brzinu biokemijskih reakcija metabolizma

ugljikohidrata (prema Kurata, 2021) — nastavak 3

Reakcija Kineticki izraz za brzinu reakcije Br. jed.
1]
Ga
vg3z§75
Prevodenje = Vmaxy, %
glicerol-3- Gap, - Nadh, ——SYPL_. Nog,
fosfata u _ Keqgspa [24]
a a cp a
fOSfat ng31177(li ng3pd - ng;;d y Kmy3de
VAL — maxTFAL FFA, . Atp,
boxid — boxid FFA Atp
FF]\I;lLd-l_ Kmboxil(‘i AtﬁL ;_ Kmboxl{‘d
aa;, aa;,
S Nad, + ngfzg Fad, + Kmsgfiii
B-oksidacija KiAccoaLm [25]
B boxid
Accoayy + Kifomm
K.;laliioaL
B oxi
.Malcoa,
Malcoa;, + Kiy .. "
Otpustanje
acetiI'COA u AccoarmLc — VmaxACCO(lLMLC . ACCOG.LM
Citoplazmu 7a accoat accoat ACCOClLM + Kmsccsggtw [26]
sintezu _ Atp, _ Pyn,
slobodnih Atpy + Kmgeot,, Pym, +Kmgih,
masnih kiselina
Accoa
Accoarm — ,8 B VmaxAccoaLM B LM
bhbsyn L bhbsyn ACCOClLM +Km£;;g;iM
Nadh;
: _ ' Nadnh
Sinteza p Nadh, + Kmy,, [27]
hidroksibutirata LPYTL
.PyrL, bhbsyn
Klbhbsyn
. nPer
Pyr i + Kigy "
Transpoﬂ B - PERDBL _ i P Bhby — Bhb,
hidroksibutirata bhbt bhbt Bhffb Bhl;%b [28]
iz krvi u stanicu Kdifypp™  Kdifypp,"
Lipogeneza 1,
odnosno
; Accoa Atp
preVOden_]e Accoarc — VmaxAccoaLC i LC i L
. i li v 29
citosolnog tpogt PO Accoaye + Kmyo i Atpy + Kmy 2t [29]
acetil-CoA u
malonil-CoA
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Tablica 2. Popis kinetic¢kih izraza za brzinu biokemijskih reakcija metabolizma

ugljikohidrata (prema Kurata, 2021) — nastavak 4

Reakcija Kineticki izraz za brzinu reakcije Br. jed.
)
Lipogeneza 2, Malcoay, _ Malcoay, Malcoa, . Adp,
. lipog2 VmaxlipogZ Malcoay, Adpy,
odnosno sinteza Malcoa,, + Kmy;,, ., Adp, + Kmy,, 0, [30]
masnih Kiselina _ Nadph,
iz malonil-CoA Nadph, + Kmo0)"
Sinteza
kolesterola 1,
prevodenje decon Accoa Accoa,
acetiI'COA u 3' cholsyl;lcl = Vmaxcholsyl;lcl ! A K Accoarc [31]
hidroksi-3- ceotie ¥ Menotsyms
metil-glutaril-
CoA
Sinteza
kolesterola 2, HmOCOTL = Vimax! Mo Hmg e —
L
odnosno Hmgcoa, + chholsynz
: Atp Fadh
prevodenje 3- . L . L
. : 7 an 32
hidroksi-3- Atp, + chiigll:synz Fadh; + Kmf;zlols;nz [ ]
metil-glutaril- _ Nadph,
CoAu Nadph, + Kmlcv:odlz’%z
kolesterol
Transport
Chol
. Chol Chol L
kolesterola iz Venott” = ~VMaX g = —rar; [33]
krvi u stanicu L chott
Sinteza ATP-a Fadh, _ o o Fadhy Fadh, . Adp, _ [34]
. A
iz FADH atpsynt @I Fadh, + Kmlgat, . Adp, + Kmacrs,
pNadhL o o Nadhy Nadh, -
. atpsynn atpsynn N
Sinteza ATP-a e P Nadhy, + Kmgg ot [35]
iz NADH ] Adp,
Ad
AdpL +K matppsgmn
IskoriStenje Atpy, atpy, Atp,
v = Vmax 7
ATP_a atpuse atpuse AtpL + ngttgﬁse [36]
vAmpL — VmaxAmpL ) AmpLA B AtpLAt
- - ampre, ampre, m,
Obnavljanje pred 9 CAmpy + Kmgpt., Atpy+ Kmgn o [37]
AMP-a u ADP _ Adp, ] Adp, )
Ad Ad
Adp,, + Kmamiﬁeg Adp, + Kmam';Lreg
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Tablica 2. Popis kinetic¢kih izraza za brzinu biokemijskih reakcija metabolizma

ugljikohidrata (prema Kurata, 2021) — nastavak 5

Reakcija Kineticki izraz za brzinu reakcije Br. jed.
1]
Gd
vgdz?TLeg
= Vmaxgg;’ﬁe ;
Obnavljanje Gdp, - Atp, — thLG-tﬁLdpL [38]
GDP'a u GTP . K gdpreg
Gd At Gt Ad
(1+KTZ;LL>.(1+KA—E7LL)+<1+KTI;IL).<1+KA7£JLL>_1
mgdpreg mgdpreg mgdpreg mydpreg
Udpy,
vudpreg
ud
= Vmaxud:;ﬁeg d
.. Utp, - Adp
Obnavljanje Udp, - Atpy == g [39]
UDP-au UTP |- ” y s —
PL tpy, tpy, PL 1
1+T)'(1+T)+<1+T)'<1+T>_-
( Kmudgﬁeg Kmudf)ieg Kmudf)?’eg Kmudzl;eg
Transfer fosfata pNadhy _ o Nadhy, Nadh, _ Atp,
s ATP-a na nadhk nadhk - Nadh, + ngsgfl’; Atp, + Km:?;ﬁlk [40]
NADH
Iskoristenje QUL o UtPL Utp, [41]
t t Ut
UTP—a utpuse utpuse UtpL + Kmut_::sse
IskoriStenje Gtpy, Gtpy, Gtp,,
v = Vmax —_— 42
GTP-a gtpuse gtpuse thL + ng;gise [ ]
Iskoristenje Nadhy, Nadhy, Nadh,
= Vmax : 43
NADH nadhuse nadhuse NadhL + Kmrl\llggffllsse [ ]
Iskoristenje Nadphy, Nadphy, Nadph,
= Vmax . 44
dph dph Nadh
NADPH nadphuse neanse N dph, + Ko [44]
Iskoristenje Fadhy, Fadhy, Fadh,
v = Vmax : 45
FADH fadhuse fadhuse FadhL + Km?gg:ﬁse [ ]
A
= Vmax_
Transfer fosfata ck Cre, - Atp, — Crepy - Adp,/Keq """
sATP-ana |- - L y L L CL ck — [46]
kreatin (1+ reL>-<1+ tpL)+<1+ﬂ>-<1+ pL>—1
K mf,:eL K mfﬁ” K mf]:e” K mf: L

26



3.1.4. Jelovnici

Prilikom planiranja prehrambenih obrazaca i jelovnika koji su upotrijebljeni za ovu
vrstu eksperimenta, ispostavilo se da su najbolji izbor bile dvije krajnosti, visoko
ugljikohidratni, nisko ugljikohidratni jelovnik, te uravnotezeni jelovnik s optimalnom

koli¢inom ugljikohidrata.

Za proucavanje simulacije izloZene ekstremno niskim udjelima ugljikohidrata potrebno
je bilo sastaviti jelovnik na temelju pravila ketogene dijete. Kako je i navedeno u teorijskom
dijelu ovoga rada u potpoglavlju o ketogenoj prehrani, pri planiranju obroka nit vodilja bio je
sljede¢i omjer makronutrijenata: 5 do 10 % ugljikohidrata, 55 do 60 % masti i 30 do 35 %
proteina (Masood i sur., 2022). S druge strane, za kreiranje visoko ugljikohidratnog
,hezdravog® jelovnika koji je prozet jednostavnim ugljikohidratima, trebalo je obogatiti obroke
rafiniranim Zitaricama i obrocima koji su bogati Se¢erom. Cilj je bio posti¢i udio ugljikohidrata
od oko 60 %. Treci jelovnik, koji predstavlja uravnotezen unos ugljikohidrata i takozvanu
,zlatnu sredinu®, je mediteranski jelovnik. Omjer makronutrijenata u mediteranskoj prehrani
takoder je ve¢ opisan, a sadrzi: 35 do 40 % ugljikohidrata, 35 do 45 % masti, te 15 do 20 %
proteina (Hoffman, 2023). Ovisno o izvoru, unos ugljikohidrata u ovom tipu prehrane seze i
do oko 55% (Gkouskou i sur., 2021; Estruch i Ros, 2020). Plan je bio, dakle, osmisliti tri
jelovnika koji ¢e se sastojati od pet obroka. Za kreiranje jelovnika koristena je USDA baza
energetsko-nutritivnog sastava namirnica, a sami jelovnici sastavljeni su u programu Excel
2013.

3.2.METODE

3.2.1. Simulacije modela metabolizma ugljikohidrata u CellDesigner-u

Nakon pripreme svih potrebnih materijala, provedene su simulacije konstruiranog
modela metabolizma ugljikohidrata. Na ovaj nacin ispitan je utjecaj 15 razli¢itih koncentracija
glukoze (dobivenih analizom 15 obroka u sva tri jelovnika) na brzinu razgradnje glukoze.
Takoder, ispitan je utjecaj navedenih koncentracija glukoze na promjene koncentracije
glukoze-6-fosfat. Svi rezultati dobiveni provedbom ove simulacije prikazani su u obliku

grafova ovisnosti koncentracije (c) o vremenu (t).

27



3.2.2. Analiza globalne parametarske osjetljivosti
U ovom radu provedena je i analiza globalne parametarske osjetljivosti primjenom FAST
(engl. Fourier Amplitude Sensitivity Test) metode. Primjenom FAST metode, ulazni
parametri se variraju ¢ime dolazi do varijacija izlaza modela. Rastavljanje varijanci dobiva se
na nacin da se variraju razli¢iti parametri pri razli¢itim frekvencijama, a Fourierova analiza
mjeri amplitude na pojedinim frekvencijama svakog od parametara u izlazu modela (Xu i
Gertner, 2011).

Uporaba FAST metode temelji se na transformaciji multidimenzionalnog podrucja parametra
u jednodimenzionalno podruc¢je pojedina¢nog parametra, S, nelinearnom transformacijom

normaliziranih parametara Xi (jednadzba 47):
xX; = %+ iarcsin(sin(nwis + ¢;) [47]

Raspon s podruc¢ja parametra je s € [-1, +1]. Transformacije parametara povezane su s
parametrom frekvencije w;, iparametra faznog kuta, ¢;. Fazni kutevi su proizvoljni brojevi
iz raspona ¢; € [—m, +m], a frekvencije su cijeli brojevi koji €ine nesrazmjeran skup.
Frekvencija i fazni kut se odabiru kako bi dali nepovezane varijacije parametara kada se s
varijabla ispituje u granicama od -1 do 1. Transformacija normaliziranih varijabli xi u realni

parametar k; definirano je jednadzbom 48:
ki =S [107 + 107" + (10" — 107™)] [48]

Pritom, k, je nominalna vrijednost parametra, a njegov raspon je ki€ [10™ -k,, 10" - k,].
Eksponent n oznacava raspon varijacije parametara. Odgovori izlaznih varijabli se proSiruje
u Fourierovu seriju pri ¢emu je sveukupna varijanca D izlazne funkcije rastavljena na

zbrojeve kvadrata Fourierovih koeficijenata 4,, i B,, (jednadzbe 49 - 51):

D =2%3-1(4% + B3) [49]
A, = % f_nn y(s) - cos(ws) - ds [50]
B, = % f_nny(s) - sin(ws) - ds [51]

Parcijalni zbroj ¢lanova Taylorovog niza odreden je s (jednadZzne 52 1 53):

bwi pwi

[52]
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Si=— [53]

M je maksimalna frekvencija u Fourierovom proSirenju. Za simulaciju i odredivanje
osjetljivosti FAST metodom koristen je WR Mathematica 10.0. programski paket. Dobiveni

rezultati potom su obradeni u Microsoft Office Excelu 2013.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U okviru ovog rada provedena je simulacija i analiza modela metabolizma
ugljikohidrata u programskim paketima CellDesigner i WR Mathematica. U poglavlju 4.1. dan
je prikaz modela metabolizma ugljikohidrata konstruiran u programskom paketu CellDesigner.
U poglavlju 4.2. prikazani su jelovnici konstruirani za analizu utjecaja poc¢etne koncentracije
glukoze na metabolizam ugljikohidrata, dok su u poglavlju 4.3. prikazani rezultati simulacije
modela s razli¢itim pocetnim uvjetima. Nadalje u poglavlju 4.4. prikazani su rezultati analize

globalne osjetljivosti modela metabolizma ugljikohidrata primjenom FAST metode.

4.2. MODEL METABOLIZMA UGLJIKOHIDRATA U PROGRAMSKOM
PAKETU CELLDESIGNER
U ovome potpoglavlju prikazan je konani rezultat kreiranog metabolickog puta
dobivenog upotrebom programa CellDesigner. Na predstavljenoj shemi nalaze se 44 vrste
metabolita i 46 biokemijskih reakcija. Dizajn prikaza vizualno je prilagoden odabirom opcije
Layout > Edge Router > Organic Edge Router kako bi shema bila preglednija i urednija.

Metabolicki put glukoze zapocinje njezinim ulaskom u stanicu pomocu Glut 2
transportera te nastavljaju¢i svoj glikoliti¢ki put do piruvata, zatim preko ciklusa limunske
kiseline i oksidativne fosforilacije u konacnici daje energiju u obliku ATP-a. Osim glikolize,
glukoza-6-fosfat moze uéi u reakcije sinteze glikogena ukoliko energija nije potrebna. Pored
glukoze kao glavnog metabolita koji se promatra u ovome radu, u modelu su u obzir uzeti i
prekursori glukoze (piruvat, alanin, laktat, glicerol), kolesterol, triacilglicerol te [3-
hidroksibutirat. Sve ove reakcije vidljive su na prilozenoj detaljnoj shemi metabolizma

ugljikohidrata u jetrenoj stanici (slika 6).
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Mitohondrij

Stanica

Slika 6. Prikaz modela metabolizma ugljikohidrata izradenog u programu

CellDesigner
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4.3. KETOGENI, MEDITERANSKI I VISOKO UGLJIKOHIDRATNI JELOVNIK

Kako bi pocetne koncentracije glukoze, €iji se utjecaj na metabolizam stanice istrazuje,
bile relevantne, izradena su tri jelovnika: ketogeni, mediteranski i visoko ugljikohidratni.
Jelovnici su kreirani uz pomo¢ USDA tablicne baze podataka zbog svoje iscrpne koli¢ine
namirnica i podataka. Energetski se jelovnici ne razlikuju te zadovoljavaju unos od oko 2000
kilokalorija (kcal). Nakon izrade jelovnika u Excel-u, izra¢unate su koli¢ine i udjeli
ugljikohidrata. Keto jelovnik sadrzi 10,3 % (ili 51,7 g), mediteranski 45,8 % (231 g), a visoko
ugljikohidratni 61,1 % (306,6 g) ugljikohidrata. S obzirom da prehrambena vlakna nisu
probavljiva te ih Covjek stoga ne moze iskoristiti za proizvodnju energije (Prosky, 2000), njihov
sadrzaj oduzet je od ukupnih ugljikohidrata. Kona¢na masa (g) probavljivih ugljikohidrata
preracunata je u koncentracije glukoze (mol/L) koje su zatim KkoriStene pri izvodenju
simulacija. Sadrzaj jelovnika sa svim detaljima o namirnicama i numeri¢kim vrijednostima

nalaze se u tablicama 3-5.

Izraz "ketogena dijeta" opcenito se odnosi na dijetu koja je vrlo niska u unosu
ugljikohidrata, skromna u proteinima i bogata mastima. Takva prehrana ima za cilj potaknuti
ketozu ili proizvodnju ketonskih tijela koja sluze kao alternativni izvor energije za neurone i
druge vrste stanica koje ne mogu izravno metabolizirati masne kiseline. Razine ketona u
mokraci ¢esto se koriste kao pokazatelj pridrzavanja dijete (Batch i sur., 2020). U literaturi su
dostupni podaci o razli¢itim ketogenim dijetama. Najbolje definirana i prou¢ena ponekad se
naziva "klasi¢na" ketogena dijeta, koja se odnosi na dijetu s vrlo niskim unosom ugljikohidrata
a koja je opcenito pod medicinskim nadzorom, s 4:1 ili 3:1 omjerom masti u prehrani prema
kombinaciji proteina i ugljikohidrata u prehrani (Crosby i sur., 2021). Navedeni omjeri
zadvoljeni su i keto jelovnicma razvijenim u ovom radu (tablica 3). Vidljivo je da u
predloZenim jelovnicima najvi$i udio ugljkohidrata otpada na dorucak dok je najnizi udio
ugljkohidarata predviden za veceru. Vazno je naglasiti da ekstremna restrikcija ugljikohidrata
moze znacajno utjecati na kvalitetu prehrane, obi¢no ogranicavaju¢i ili eliminiraju¢i voce,
povrce, cjelovite Zitarice i mahunarke te povecavaju¢i konzumaciju zivotinjskih proizvoda.
Dijetama s vrlo niskim udjelom ugljikohidrata moZe nedostajati vitamina, minerala, vlakana i
fitokemikalija koje se nalaze u vocéu, povrcu i cjelovitim zitaricama (Patterson i sur., 2020).
Dijeta s niskim udjelom ugljikohidrata Cesto je siroma$na tiaminom, folatom, vitaminom A,
vitaminom E, vitaminom B6, kalcijem, magnezijem, zeljezom i kalijem (Freedman i sur.,

2001). U nedostatku multivitaminskih dodataka, pojedinci na dijetama s niskim unosom
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ugljikohidrata izlozeni su riziku od o&itih nedostataka u prehrani. Cak i kada se konzumira

samo hrana bogata hranjivim tvarima, ketogena dijeta 4:1 ima manjak viSe mikronutrijenata,

¢esto nedostatak vitamina K, linolenske kiseline i vitamina topivih u vodi iskljucujuéi vitamin

B12.
Tablica 3. Ketogeni jelovnik
Obrok .. A .| Masa ugljikohidrata
Masa () E?Egg;;a Ugl]lk(or)ndratl bez vlakana u
g obrocima
Zajutrak
Jogurt (1,5 % 150 127.,6 10,6
m.m.)
Chia, sjemenke 5 24,5 2,2 153
Maline 40 20,8 4,8 ’
Bademi 15 86,7 3,0
Orasi 15 98,1 2,1
Dorucak
Sir gauda 60 213,6 1,3
Sunka, mrsava, 60 87,0 0,9 3.4
kuhana
Jaja, kuhana 100 155 1,1
Rucak
I;'i'letina, pecena, 160 264.0 0.0
ijelo meso
Spinat na leso 120 27,6 4,5 5,3
Maslinovo ulje 15 132,6 0,0
Grejp 50 16,5 4,2
UZina
Sir svjezi 70 72,1 1,9
Breskva 40 15,6 3,8
Maslac od 8,5
Kikirikija 15 88,4 3.2
Ljesnjaci 15 96,9 2,6
Vecera
Losos, kuhani 150 309,0 0,0
Paprika 50 10,0 2,3
Sezam, sjemenke 5 28,7 1,2 2,5
Avokado 25 40,0 2,1
Maslinovo ulje 15 132,6 0,0
> 2014,1 51,7 35

Nadalje, tradicionalnu mediteransku prehranu karakterizira visok unos biljne hrane (voce,

povrée, kruh i druge Zitarice (tradicionalno minimalno rafinirane), krumpir, grah, oraSasti

plodovi i1 sjemenke); minimalno preradena, sezonski svjeza i lokalno uzgojena hrana; svjeze

33



voce kao tipicni desert, uz slatkiSe koji sadrze Secer ili med nekoliko puta tjedno; visok unos
maslinovog ulja (osobito djevicanskog i ekstradjevicanskog maslinovog ulja) koje se koristi
kao glavni izvor masti; umjereni unos mlije¢nih proizvoda (uglavnom poput sira i jogurta);
nula do cetiri jaja tjedno; riba i perad u malim do umjerenim koli¢inama; crveno meso
konzumirano u malim koli¢inama; i vino u umjerenim koli¢inama, konzumirano uz obroke
(Guasch-Ferré i Wilett 2021). Relativno visok unos oraSastih plodova, maslinovog ulja i
umjeren unos vina, posebice crnog vina tijekom obroka, ¢ini mediteransku prehranu
jedinstvenom i razli¢itom od ostalih obrazaca zdrave prehrane. Navedene smjernice koriStene
su i u razvoju mediteranskih jelovnika u ovom radu (tablica 4). Kao §to je prikazano, jelovnici
se baziraju na vocu, povréu 1 ribi pri ¢emu je ponovo dorufak najbogatiji po unosu
ugljikohidrata. Prema Tosti i sur. (2017) podaci iz nekoliko klini¢kih ispitivanja pokazali su
povoljan u¢inak mediteranske prehrane u primarnoj i sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih
bolesti, dijabetesa tipa 2, fibrilacije atrija 1 raka dojke. Nije poznat toan mehanizam kojim
povecano pridrzavanje tradicionalne mediteranske prehrane ispoljava svoje povoljne ucinke
(Dominguez i sur., 2023). Medutim, prikupljanje dokaza pokazuje da postoji pet najvaznijih
prilagodbi izazvanih mediteranskim prehrambenim obrascem: (a) u¢inak snizavanja lipida, (b)
zaStita od oksidativnog stresa, upale i agregacije trombocita, (¢) modifikacija ukljucenih
hormona i faktora rasta u patogenezi raka, (d) inhibicija putova osjeta hranjivih tvari
specificnim ograni¢enjem aminokiselina, i (e) proizvodnja metabolita posredovana crijevnom

mikrobiotom koji utje¢u na metabolicko zdravlje.
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Tablica 4. Mediteranski jelovnik

Obrok

Masa ugljikohidrata

Masa (9) E?kecrgll)Ja Ugljlk(or)ndratl bez vlakana u
9 obrocima
Zajutrak
Mlijeko (1-2, <1
% m.m.) 240 134,4 13,2
Kakao u prahu 5 11,5 2,7 46,0
Pecivo, 70 194,6 36,0
integralno
Dorucak
Zobene 50 186 37,4
pahuljice, suhe
Jogurt (1,5 % 240 151,2 16,9
m.m.) 55 5
Borovnice 100 57,0 14,5 ’
Ljesnjaci 20 125,6 3,3
Lan, sjemenke 10 49,2 3,4
Med 5 15,2 4,1
Rucak
Bakalar, kuhani 130 136,5 0,0
Kelj na leso 150 42.0 8,4
Krumpiri, kuhani 100 78,0 17,2
Zelena salata, 35 6,0 12 31,1
endivija
Maslinovo ulje 15 132,6 0,0
Ocat 5 0,6 0,3
Jabuka 100 52,0 13,8
Uzina
Sir svjezi 60 61,8 1,6
Kupine 100 43,0 9,6 7,3
Orasi 20 130,8 2,7
Vecera
Mrkva, kuhana 90 31,5 7,4
Leca, kuhana 90 104,4 18,1
P_l_letlna, kuhana, 110 1661 0.0 39,3
bijelo meso
Grasak, kuhani 90 106,2 19,0
Y 2016,1 230,9 179,2
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Tablica 5. Visoko ugljikohidratni jelovnik

.. - . | Masa ugljikohidrata
Obrok Masa (9) 2 el bez 3I{';1kana u
ey @ obrocima
Zajutrak
Muesli, voéni 70 238,0 54,5
Jogurt (1,5 %
mm) 180 113,4 12,7 56.1
Med 10 113,4 12,7
Crniribiz 90 56,7 13,8
l?oruéak
Sunka, mrSava, 50 72,5 0.8
kuhana 84 1
Sir gauda 30 106,8 0,7 ’
Kruh 100 271,0 50,0
Rucak
Lasagne s mesom 200 258,0 24,6
Krastavci 100 12,0 2,2
Rajcica 80 16,8 3,7 51,9
Paprika 60 12,0 2,8
Banana 120 106,8 27,4
Uzina
Napolitanke 50 216,5 36,2
Kava s mlijekom, 200 137 1,4 11,4
instant
Secer 10 38,7 10
Vecera
Palacinke s 120 276,3 37,1
marmeladom
Cokoladno 83.2
- 200 166,0 20,7
mlijeko
Y 2005,6 306,6 286,7

Kao kontrast prethodno opisanim dijetama, osmiSljen je i jelovnik s vrlo visokim
sadrzajem ugljikohidrata kao predstavnik jedne nezdrave zapadnjacke prehrane (tablica 5).
Karakteristike takve prehrane uklju¢uju pretjeran unos ugljikohidrata od 200 do 300 g pri ¢emu
glavnina unosa dolazi od rafiniranih Zitarica i jednostavnih Secera (Alpers, 2003). Ovakav tip
prehrane ne preporucuje se, ve¢ se dapace izbjegava jer kod ustrajne primjene takve prehrane,
povecan je rizik od nastanka raznih upala i1 nezaraznih kroni¢nih bolesti. Tu svakako utjecaj
ima i sadrzaj i vrsta masnoca, visok energetski unos i sjedilacki naéin zivota Koji su

karakteristi¢ni za ovu vrstu prehrane (Christ i sur., 2019).
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4.4. GRAFICKI PRIKAZI REZULTATA PROVEDENIH SIMULACIJA U
PROGRAMSKOM PAKETU CELLDESIGNER

Sva tri prezentirana jelovnika sadrze po pet obroka: zajutrak, dorucak, rucak, uzina i
vecera. To ¢ini sveukupno 15 obroka. Za svaki je izracunat udio ugljikohidrata kao i koli¢ina
vlakana koju smo zatim oduzeli. U konacnici je dobiveno petnaest razli¢itih koncentracija
glukoze koje su koristene u modelu metabolizma ugljikohidrata za provedbu simulacija. Svih
petnaest provedenih simulacija dale su vrlo jasne rezultate. Koncentracije ugljikohidrata
(glukoze) iz obroka koje su koristene za simulacije su sljedece: 0,017; 0,0511; 0,0623; 0,0037;
0,0617; 0,0934; 0,0059; 0,0346; 0,0577; 0,0094; 0,0081; 0,0127; 0,0028; 0,0437 i 0,0924
mol/L. Dobiveni grafovi podijeljeni su u tri skupine s obzirom na promatranu varijablu:

glukozu u krvi (plazmi), glukozu u citosolu i glukoza-6-fosfat.

Kada konzumirana glukoza dospije u krv, ve¢inom se dostavlja crvenim krvnim
stanicama, skeletnom miSi¢ju, masnom tkivu, mozgu, zivéanom i drugim tkivima u tijelu.
Dostavljena glukoza odmah se oksidira i nastavlja put proizvodnje energije (ATP-a). Misi¢no
tkivo ima sposobnost pohrane: 1) glukoze u obliku glikogena kao i jetra, te 2) umjerene koli¢ine
masnih Kiselina (triacilglicerola) u stanju uhranjenosti. U trenutku kada glukoza i glukoneogeni
prekursori premase jetreni kapacitet skladiStenja glikogena, odnosno kada energetski unos
premasuje potrosnju energije, visak unesene glukoze (energije) jetra pretvara u masne kiseline,
a potom i u triaciglicerole. Upravo kod prekomjernog unosa ugljikohidrata jetra postaje masna
zbog nakupljenih triacilglicerola, povecava se izlu¢ivanje lipoproteina vrlo niske gustoce (engl.
Very Low Density Lipoprotein, VLDL) u krv koji zatim triacilglicerole dostavljaju u masno
tkivo kako bi se uskladistio visak proizvedenih ugljikohidrata. Zbog toga dolazi do povecanja
tjelesne mase pojedinca (Gropper i sur., 2021). 1z ovoga se jasno moze zakljuciti zasto visok

unos ugljikohidrata donosi brojne komplikacije, a posebno osobama oboljelima od dijabetesa.
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Slika 7. Koncentracije glukoze u krvi u vremenskom periodu od 100 minuta nakon
konzumacije 3 razli¢ite koncentracije ugljikohidrata kod svakog obroka ovisno o
prehrambenom obrascu (plavo predstavlja ketogeni, naran¢asto mediteranski, a sivo visoko

ugljikohidratni jelovnik).
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Prvi graficki prikaz odnosi se na glukozu u krvi. Nakon konzumacije obroka,
postprandijalna glukoza u krvi moze dose¢i 120 do 140 mg/dL, no kroz 2 sata vraca se u
normalu. Ako je prisutno gladovanje, glukoza se osigurava putem glukoneogeneze. Ukoliko
hipoglikemija potraje nekoliko sati ili ¢ak dana, zapocet ¢e izluCivanje hormona rasta i
kortizola koji povecavaju potro$nju masti, a smanjuju iskoristavanje glukoze od strane stanica
(Nakrani i sur., 2022). Na slici 7 prikazane su krivulje iskoristenja glukoze iz krvi. Koliko brzo
glukoza ulazi u stanicu ovisi o brzini difuzije (Vaif) Glut 2 transportera glukoze. Ovisnost
koncentracije glukoze o vremenu prikazana je kroz svih pet obroka (zajutrak, dorucak, rucak,
uzina, vecera). Razlike medu krivuljama postoje prvenstveno zbog unosa razli¢ite koliCine
probavljivih ugljikohidrata iz priloZenih jelovnika. Dakle, najmanji porast glukoze postigli su
obroci iz ketogenog jelovnika $to je sasvim logi¢no s obzirom na ekstremno niski unos
ugljikohidrata u takvom tipu prehrane. Najveci porast glukoze postigao je, ocekivano, visoko
ugljikohidratni jelovnik. UZina kao najmanji obrok, jasno prikazuje kako slican unos
ugljikohidrata u obroku kod sva tri jelovnika daje i sli¢an rezultat. Ako se obrati pozornost na
vremensku os t, na svim grafovima vidljivo je da je maksimalni doseg koncentracije glukoze

postignut u jednakim trenutcima.

Rezultati dobiveni ovom simulacijom prikazali su iskoriStenje plazmatske glukoze kroz
1 sat i 40 minuta. Vremenske razlike medu obrocima nema. Rezultati drugih istrazivanja
umjetno dizajniranih metabolizama ne podudaraju se u mjerenjima jer ovisi 0 tome Koji
matemati¢ki modeli se Kkoriste, kako se provodi monitoring i mjerenja (Kurata, 2021; Al-
Matouq i sur., 2020; Kang i sur., 2012). Prema istrazivanju Kurate (2018) i njegovom
virtualnom modelu metabolizma ugljikohidrata, vrijeme potrebno za iskoristenje glukoze je
izmedu 3 i 4 sata (Gropper i sur., 2021; Kurata, 2021). Te vrijednosti su priblizne i
eksperimentalnim rezultatima dobivenim mjerenjem postprandijalne glukoze (Mason i sur.,
2020).

Graficki rezultati promjena u koncentracijama glukoze u citosolu ne razlikuju se od
plazmatske glukoze (slika 8). Ako to promotrimo sa zdravstvenog stajalista, ovaj model,
konstruiran u programu CellDesigner, temelji se na podacima za zdravu stanicu u kojoj sve
normalno funkcionira. Jasno je, dakle, da ¢e sva glukoza nesmetano u¢i u stanicu jer nije
prisutna inzulinska rezistencija koja bi to ometala u ovim simulacijama. 1z toga se moze
zakljuc¢iti da model funkcionira to¢no, no za upotrebu kod patoloskih stanja poput inzulinske

rezistencije potrebno je modificirati neke dijelove modela.
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Slika 8. Koncentracije glukoze u citosolu u vremenskom periodu od 100 minuta
nakon primjene 3 razli¢ite koncentracije ugljikohidrata kod svakog obroka ovisno o
prehrambenom obrascu (plavo predstavlja ketogeni, naran¢asto mediteranski, a sivo visoko

ugljikohidratni jelovnik)
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Primjerice uvrstiti hormonalnu regulaciju te uzeti u obzir utjecaj hormona i na druge
metabolite, ne samo na glukozu (Kurata, 2021). Na Slici 8. prikazani su grafovi koncentracija
citoplazmatske glukoze kroz svih pet obroka.

Sljedec¢i promatrani metabolit je glukoza-6-fosfat. Prilikom ulaska glukoze iz portalne
vene jetre u hepatocite, glukoza se odmah aktivira fosforilacijom vlastitog 6. C atoma pri cemu
nastaje glukoza-6-fosfat. Time je molekuli glukoze dovedena energija te je na taj nacin
pripremljena za nadolaze¢e metabolicke puteve, odnosno reakcije. Jetreni enzim koji provodi
ovu reakciju jest glukokinaza. U miSi¢ima je ova reakcija katalizirana heksokinazom. Razlika
izmedu ova dva enzima je u Michaelisovoj konstanti (Km). Heksokinaza ima nizak Km te
moze funkcionirati pri maksimalnoj brzini kad su normalne koncentracije glukoze u krvi.
Nakupljanjem glukoze-6-fosfata, heksokinaza je inhibirana. S druge strane, glukokinaza ima
visoki Km §to joj omogucava rad samo pri visokim koncentracijama glukoze u krvi, kao $to je
recimo slucaj kod konzumacije obroka. Glukokinaza nije inhibirana produktom reakcije jer
uklanja visak glukoze iz krvi i time odrzava glikemiju. | glikoliza i glukoneogeneza
metabolicki su putovi koji su regulirani na mjestima ireverzibilnih reakcija. Tri egzergone
reakcije u glikolitiCkom putu koje su ireverzibilne i visoko regulirane jesu reakcije katalizirane

glukokinazom (ili heksokiazom), fosfofruktokinazom i piruvat kinazom (Gropper i sur., 2021).

Na slici 9 prikazane su promjene u koncentracijama glukoza-6-fosfata u modelu stanice
jetre. Promatraju¢i krivulje vidljivo je da ubrzo nakon ulaska glukoze u stanicu zapocinje
njezina fosforilacija. Pad koncentracije glukoze-6-fosfat pojavljuje se u istom trenutku kada

zapocinje i pad koncentracije glukoze oko 35. minute.

Jetra ¢e glukozu-6-fosfat ve¢inom pohraniti u glikogen u trenutcima kada je mala zaliha
glukoze, a razine u krvi su visoke. Relativno mali dio ¢e iskoristiti za vlastite energetske
potrebe. Oko dvije treCine glukoza-6-fosfata koji ulazi u metaboliCki put sinteze glikogena
potjece od glukoze apsorbirane u tankom crijevu. Preostali dio glukoze koji ulazi u sintezu
glikogena je novo sintetizirana glukoza nastala glukoneogenezom jer ovaj metabolicki put
»~radi“ u svim uvjetima metabolizma. Razlog tomu je kontinuirani protok laktata koji ponajvise
pristize iz skeletnih miSi¢a u jetru, a kojeg jetra pretvara u glukoza-6-fosfat kako bi mogla

odrzavati adekvatnu razinu laktata u krvi (Gropper i sur., 2021).
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Slika 9. Koncentracije glukoza-6-fosfata u vremenskom periodu od 100 minuta nakon
primjene 3 razli¢ite koncentracije ugljikohidrata kod svakog obroka ovisno o prehrambenom
obrascu (plavo predstavlja ketogeni, naran¢asto mediteranski, a sivo visoko ugljikohidratni

jelovnik)
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Dizajniranje ovakvog modela metabolizma ne samo da je korisno za analizu ponasanja
metabolita i upravljanje njima u svrhu pronalazenja rjeSenja prvenstveno za bolesti (ali i
prevenciju), ve¢ i za otkrivanje potencijalnih lijekova. Pa tako Kurata (2021) u svom
istrazivanju na virtualnom modelu metabolicke mreze ugljikohidrata omogucava racionalno
oblikovanje kombinirane terapije te predvida lijek koji smanjuje trigliceride u jetri i glukozu u
krvi — inhibitor glicerol kinaze (Kurata, 2021). Dakle, neosporna je Siroka primjena ovakvih
modela u budu¢im istrazivanjima zbog moguénosti otkrivanja ciljanih potreba i specificnog

djelovanja kod svake osobe.
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45. ANALIZA GLOBALNE PARAMETRSKE OSJTELJIVOSTI

Provedena je analiza globalne osjetljivosti modela metabolizma ugljikohidrata nakon
150 min. Prema Felixu i sur. (2019) ve¢ina matematickih modela metabolizma ukljucuje brojne
parametre koji se moraju procijeniti uz znacajnu nelinearnost, $to znaci da se tijekom procesa
optimiranja moze dobiti nekoliko rjeSenja funkcije cilja te da optimalna kombinacija
parametara mozda nije zajamcena i, stoga, potrebno je koristiti metodologiju analize
osjetljivosti za potvrdivanje optimalnog skupa vrijednosti parametara. Analiza osjetljivosti
ispituje utjecaj manjih promjena u nominalnim vrijednostima parametara modela na rezultate

modela.

Analizirani model se sastoji od 336 kineti¢kih parametara, 80 varijabli i 81 biokemijske
reakcije. Svaki od 336 kineti¢kih parametara modela je uvecan za 3 % i njegova modifikacija
rezultira promjenom aktivnosti enzima i brzine reakcije koju katalizira, stoga se takva reakcija
1 enzim smatraju ishodiStem perturbacije. Odrazavanje perturbacije dalje kroz metabolicku
mrezu promatra se iz aspekta svih metabolita i brzina reakcija modela. Primjenom FAST
metode ispitani su istovremeni utjecaji promjena svih parametara modela metabolizma
ugljikohidrata. Simulacija modela provedena je uzimaju¢i u obzir pocete koncentracije
ugljikohidrata prema visokougljikohidratnom jelovniku za dorucak. Analiziran je zasebno
utjecaj promjene vrijednosti kineti¢kih parametra modela na promjenu koncentracije glukoze
u Kkrvi u stacionarom stanju (slika 10), na promjenu koncentracije glukoze u stanici jetre u
stacionarom stanju (slika 11), na promjenu koncentracije glukoze-6- fosfat (slika 12) i na
promjenu brzine reakcije katalizirane glukokinaziom (slika 13). Na navedenim grafovima
parametra. Na temelju prikazanih rezultata moze se uociti da je stacionarna koncentracija
glukoze u krvi, glukoze u jetri i stacionarna koncentracija glukoze-6-fosfat najosjetljivija na
promjenu konstante saturacije i maksimalne brzine reakcije transporta glukoze iz krvi u stanicu
jetre. Dobiveni rezultat je i oekivan jer upucuje na Cinjenicu da je brzina razgradnje glukoze
u jetri odredena koncentracijom glukoze u krvi. Nadalje, brzina reakcije katalizirana
glukokinazom najvise ovisi o konstanti saturacije piruvatkinaze za ADP u jetri. Kao §to je
opisano u literaturi protok glukoze kroz glikoliti¢ki put reguliran je uglavnom konstantnom
razinom ATP. Promjene brzine glikolize desavaju se potrosnjom ATP, regeneracijom NADH
te alosterickim regulacijama nekolicine glikoliti€kih enzima, kao S$to su heksokinaza,
fosfofruktokinaza i piruvat kinaza, kao i stalnim promjenama koncentracija klju¢nih metabolita

koji odrzavaju stani¢nu ravnotezu izmedu sinteze ATP i njegove potrosnje.
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Kineticki parametri

parametara za koncnetraciju glukoze u krvi nakon konzumacije dorucka

visokougljikohidratnog jelovnika.

Iz priloZzenih rezultata na slici 10 vidljivo je da od svih kinetickih parametara,
koeficijent difuzije glukoze iz krvi (Kdif _glut2_Glc_B_L), Michaelisove konstante afiniteta
NADP i glukoze-6-fosfat u pentoza fosfatnom putu (Km_ppp_Nadp_L i Km_ppp_G6p_L), te
brzina difuzije glukoze u stanici jetre (Vdif glut2_Glc_B L) pokazuju daleko najvecu
globalnu osjetljivost u metaboliCkom putu glukoze u krvi. Kolika je korist dobivenih rezultata
pokazuje sama ¢injenica da se upravo pentoza fosfatni put pokazao kao vazniji metabolicki put
glukoze iz krvi, a koji nije detaljno razraden u ovom modelu ugljikohidrata. Tu je otvoren

prostor i usmjerenje za sljedeca istrazivanja dizajniranja ovakvih modela.

Kod metaboli¢kog puta glukoze u citosolu jetrene stanice malo je drugacija situacija,
no i u ovom putu najvecu osjetljivost pokazuju parametri brzine difuzije 1 koeficijent difuzije
glukoze iz krvi (Vdif_glut2_Glc_B_L i Kdif _glut2_Glc_B_L). Tu se isticu i koeficijent
difuzije stani¢ne glukoze (Kdif glut2 Glc L) i parametar o (alfa_L) (slika 11). Istu situaciju

vidimo i u glukoza-6-fosfat metabolickom putu (slika 12).
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parametara za brzinu reakcije katalizirane enzimom glukokinaza nakon konzumacije dorucka

visokougljikohidratnog jelovnika.

Na slici 13 prikazan je rezultat analize globalne osjetljivosti za enzim glukokinazu,
enzim koji katalizira ireverzibilnu prvu reakciju glikolitickog puta. U ovoj reakceiji kineticki
parametar koji se izdvaja od svih ostalih, a koji ima najvecu globalnu osjetljivost, jest
Michaelisova konstanta afiniteta ADP za piruvat kinazu (Km_pk_Adp_L). Prate ga parametri
brzina difuzije glukoze iz krvi (Vdif_glut2_B L) i Michaelisova konstanta afiniteta glukoze-

6-fosfat za glikogen sintazu (Km_gs_G6p_L).
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5. ZAKLJUCAK

1. Virtualni model metabolizma ugljikohidrata konstruiran u CellDesigneru pokazao se
kao vrlo uc¢inkovit za manipulaciju metabolitima i za promatranje njihovog ponasanja

ovisno o postavljenim pocetnim uvjetima.

2. Promatrani metabolicki put zdrave stanice funkcionirao je skladno i dao je jasne
graficke prikaze promjene koncentracija glukoze u krvi i stanici, te glukoza-6-fosfata.
Medutim, dobiveni rezultati koncentracija nisu precizni. Promjene u koncentracijama
glukoze tijekom vremena ne podudaraju se s eksperimentalnim podacima, odnosno
glukoza se prebrzo metabolizira, te je stoga potrebno dizajnirati precizniji model za

buduca istrazivanja.

3. Programski paket CellDesigner omogucéuje jednostavno, praktiéno 1 temeljito
istrazivanje virtualnih metabolickih sustava te time znacajno doprinosi razvitku

sistemske biologije.

4. Ocigledan je i1 velik doprinos programa CellDesigner u podrucju personalizirane
prehrane. 1z priloZzenih rezultata jasno je da optimiranje prehrane primjenom
prehrambenih obrazaca s manje ugljikohidrata (ketogena i mediteranska prehrana)
donosi veliku korist i dobrobit kod kontrole glikemije, posebno u oboljelih od

dijabetesa.

5. Analiza globalne parametrske osjetljivosti omogucava detekiranje 1 detaljno

analiziranje klju¢nih to¢aka metaboli¢kog puta.
6. Za buduca istrazivanja metabolizma ugljikohidrata potrebno je unaprijediti model

metabolizma dodatnim varijablama poput inzulina i glukagona kako bi se u obzir mogla

uzeti hormonska regulacija ovog metabolickog puta.
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7. PRILOG
Prilog 1

Popis kinetickih parametara metabolizma ugljikohidrata koji su koristeni u programskom

paketu CellDesigner

Skracenica za naziv parametra Vrijednost Mijerna jedinica
1. alfa_L 0,05 -
2. Vdif_glut2_Glc_ B _L 12 L/min
3. Kdif_glut2_Glc_ B L 17 mM
4, Kdif_glut2_Glc_L 17 mM
5. Vmax_gk_Glc_L 22 mmol/min
6. Km_gk Glc_L 15 mM
7. nl gk Atp L 2 -
8. Km2_gk _Atp L 7,50 mM
9. n2_gk Atp L 1,4 -
10. Kml_gk Atp L 0,24 mM
11. Vmax_ppp_G6p_L 1,00 mmol/min
12. Km_ppp_G6p_L 0,10 mM
13. Km_ppp_Nadp_L 0,10 mM
14. Vmax_g6pase_G6p_L 12 mmol/min
15. Km_g6pase_G6p_L 2,41 mM
16. Vmax_gs_G6ép_L 11 mmol/min
17. Km_gs G6p_L 0,05 mM
18. n_gs Gé6p L 1 -
19. Km_gs Utp L 0,048 mM
20. Glygn_L_max 375 mM
21. Km_gs Glygn_ L 75 mM
22, Vmax_gd_Glygn_L 2,80 mmol/min
23. Km_gd Glygn L 10 mM
24, Km_gd_Phos_L 4 mM
25. Vmax_pfk G6p_L 12,6 mmol/min
26. Km_pfk_G6p_L 0,005 mM
217. Km_pfk_Atp_L 0,0425 mM
28. Ki_pfk_Atp_L 2,10 mM
29. Km_pfk_Adp_L 0,0836 mM
30. Ki_pfk Gap_L 0,0207 mM
31. b_pfk Gap_L 0,75 -
32. Vmax_fbp_Gap L 8 mmol/min
33. Km_fbp Gap L 0,25 mM
34. Vmax_pk Gap_ L 275 mmol/min
35. Km_pk Gap L 0,24 mM
36. b_pk Accoa LM 0,8 -
37. Ki_pk _Accoa LM 0,03 mM
38. Km_pk_Adp_L 0,24 mM




Prilog 1 - nastavak

Popis kinetickih parametara metabolizma ugljikohidrata koji su koristeni u programskom

paketu CellDesigner

Skracenica za naziv parametra Vrijednost Mijerna jedinica
39. Vmax_pepck_Pyr_L 33 mM
40. Km_pepck_Pyr_L 2,44 mM
41. Km_pepck_Atp_L 0,01 mM
42. Km_pepck_Gtp_L 0,064 mM
43. Vdif_pyrt Pyr B L 0 L/min
44, Kdif_pyrt Pyr B L 1 mM
45, Kdif_pyrt_Pyr_L 1 mM
46. Vdif lact Lac B L 12 L/min
47. Kdif_lact_Lac_ L 2,42 mM
48. Kdif_lact_Lac B L 2,42 mM
49, Vmax_ldh Pyr L 10 L%mmol/min
50. Km_ldh_Pyr_L 0,15 mM
51. Km_ldh_Nadh_L 0,015 mM
52. Km_ldh_Lac L 36 mM
53. Km_ldh_Nad_L 0,11 mM
54. Keg_Idh_Lac L 0,6 -
55. Vdif _alat Ala B L 12 L/min
56. Kdif_alat Ala L 2,42 mM
57. Kdif_alat Ala B_L 2,42 mM
58. Vmax_alata_Pyr L 4 L/min
59. Km_alata Pyr L 0,15 mM
60. Km_alata_Ala_L 36 mM
61. Keq alata_Ala L 1 -
62. Vmax_pdh_Pyr L 1 mmol/min
63. Km_pdh_Pyr L 0,54 mM
64. Ki_pdh_Accoa_LM 0,035 mM
65. Km_pdh_Nad_L 0,01 mM
66. Vmax_tca_Accoa_LM 13,8 mmol/min
67. Km_tca_Accoa LM 0,0004 mM
68. Km_tca_Phos_L 1 mM
69. Km_tca_ Adp_L 0,41 mM
70. Km _tca Pyr L 0,35 mM
71. Km_tca_Nad L 0,1 mM
72. Km_tca_Fad L 0,1 mM
73. Vdif_ffat FFA B L 1,71 L/min
74. Kdif_ffat FFA B_L 0,2 mM
75. Kdif_ffat_ FFA L 0,2 mM
76. Vmax_ffat FFA B L 0 mmol/min
77. Km_ffat FFA B L 0,002 mM
78. Vmax_tgsyn FFA L 0,4 mmol/min




Prilog 1 - nastavak

Popis kinetickih parametara metabolizma ugljikohidrata koji su koristeni u programskom

paketu CellDesigner

Skracenica za naziv parametra Vrijednost Mijerna jedinica
79. Km_tgsyn FFA L 0,645 mM
80. Km_tgsyn Glycp L 0,46 mM
81. Km_tgsyn_Atp_L 0,1 mM
82. TG_L _max 0 mM
83. Km_tgsyn TG_L 0 mM
84. Vmax_tgdeg TG_L 0,09 mmol/min
85. Km_tgdeg_ TG_L 50,7 mM
86. Vdif_glyct Glyc B L 4 L/min
87. Kdif_glyct Glyc B L 0,27 mM
88. Kdif_glyct Glyc L 0,27 mM
89. Vmax_glyk Glyc L 0,5 mmol/min
90. Km_glyk Glyc L 0,04 mM
91. Km_glyk Atp L 0,058 mM
92. Ki_glyk Gap_L 0,58 mM
93. Vdif tgt TG B L 0 mmol/min
94. Kdif_tgt TG_B L 1 mM
95. Keg tgt TG L 33,8 -
96. Vmax_tgt TG B L 0,42 mmol/min
97. Km_ tgt TG L 33,8 mM
98. Vmax_g3pd_Gap L 50 L%mmol/min
99. Km_g3pd Gap_ L 0,16 mM
100. Km_g3pd _Glycp L 0,22 mM
101. Km_g3pd_Nadh L 0,008 mM
102. Km_g3pd Nad_L 0,013 mM
103. Keqg _g3pd Glycp L 1 -
104. Vmax_boxid FFA L 0,888 mmol/min
105. Km_boxid FFA L 0,005 mM
106. Km_boxid Atp L 0,087 mM
107. Ki_boxid_Accoa LM 0,12 mM
108. Ki_boxid_Malcoa_L 100 mM
109. Km_boxid_Nad_L 0,1 mM
110. Km_boxid Fad L 0,1 mM
111. Vmax_accoat_Accoa LM LC 10 mmol/min
112. Km_accoat_Accoa LM 0,058 mM
113. Km_accoat_Atp L 0,1 mM
114. Km_accoat_Pyr L 10 mM
115. Vmax_bhbsyn_Accoa LM 100 mmol/min
116. Km_bhbsyn_Accoa LM 0,1 mM
117. Km_bhbsyn Nadh_L 0,1 mM
118. n_bhbsyn Pyr L 4 -




Prilog 1 - nastavak

Popis kinetickih parametara metabolizma ugljikohidrata koji su koristeni u programskom

paketu CellDesigner

Skracenica za naziv parametra Vrijednost Mijerna jedinica

1109. Ki_bhbsyn_Pyr L 0,05 mM
120. Vmax_bhbdeg_Bhb_L 0 mmol/min
121. Km_bhbdeg_Bhb_L 0,1 mM
122. Km_bhbdeg_Atp L 0,1 mM
123. Km_bhbdeg_Nad L 0,1 mM
124. Vdif_bhbt Bhb B L 10 L/min
125. Kdif_bhbt Bhb B L 1 mM
126. Kdif_bhbt Bhb_L 1 mM
127. Vmax_lipogl Accoa LC 0,12 mmol/min
128. Km_lipogl_Accoa_LC 10 mM
129. Km_lipogl_Atp_L 0,1 mM
130. Vmax_lipog2_ Malcoa L 1 mmol/min
131. Km_lipog2_Malcoa_L 0,01 mM
132. Km_lipog2_Adp_L 0,1 mM
133. Km_lipog2_Nadph_L 0,01 mM
134. Vmax_cholsynl_Accoa LC 0,02 mmol/min
135. Km_cholsynl_Accoa LC 0,1 mM
136. Vmax_cholsyn2_Hmgcoa_L 0,9 mmol/min
137. Km_cholsyn2_Hmgcoa_L 0,1 mM
138. Km_cholsyn2_Atp L 0,1 mM
139. Km_cholsyn2_Fadh_L 0,1 mM
140. Km_cholsyn2_Nadph_L 0,1 mM
141. Vmax_cholt_Chol_L 1 mmol/min
142. Km_cholt_Chol_L 0,1 mM
143. Vmax_atpsynf Fadh L 3,94 mmol/min
144, Km_atpsynf Fadh_L 0,1 mM
145. Km_atpsynf Adp L 0,1 mM
146. Vmax_atpsynn_Nadh L 6,8 mmol/min
147. Km_atpsynn_Nadh L 0,1 mM
148. Km_atpsynn_Adp_L 0,1 mM
149. Vmax_atpuse_Atp L 5 mmol/min
150. Km_atpuse Atp L 2,5 mM
151. Vmax_ampreg_ Amp_L 10 mmol/min
152. Km_ampreg Amp L 0,08 mM
153. Km_ampreg_ Atp L 0,09 mM
154, Km_ampreg Adp L 0,11 mM
155. Vmax_nadhk Nadh_L 0 mmol/min
156. Km_nadhk_Nadh L 0,1 mM
157. Km_nadhk_Atp L 0 mM
158. Vmax_nadhuse_Nadh_L 0,4 mmol/min




Prilog 1 - nastavak

Popis kinetickih parametara metabolizma ugljikohidrata koji su koristeni u programskom

paketu CellDesigner

Skracenica za naziv parametra Vrijednost Mijerna jedinica
159. Km_nadhuse Nadh L 0,1 mM
160. Vmax_gdpreg_Gdp_L 800 L%mmol/min
161. Km_gdpreg_Gdp_L 0,031 mM
162. Km_gdpreg_Atp_L 1,33 mM
163. Km_gdpreg_Gtp_L 0,15 mM
164. Km_gdpreg_Adp_L 0,042 mM
165. Keq_gdpreg_Gtp_L 1000 -
166. Vmax_gtpuse_Gtp_L 0 mmol/min
167. Km_gtpuse_Gtp_L 0,1 mM
168. Vmax_udpreg_Udp_L 40 L%mmol/min
169. Km_udpreg_Udp_L 0,19 mM
170. Km_udpreg_Atp_L 1,33 mM
171. Km_udpreg_Utp_L 16 mM
172. Km_udpreg_Adp_L 0,042 mM
173. Keq_udpreg_Utp_L 1000 -
174. Vmax_utpuse_Utp L 0 mmol/min
175. Km_utpuse_Utp L 0,1 mM
176. Vmax_nadphuse_Nadph_L 0 mmol/min
177. Km_nadphuse_Nadph_L 0,1 mM
178. Vmax_fadhuse Fadh L 0 mmol/min
179. Km_fadhuse Fadh L 0,1 mM
180. Vmax_ck_Cre L 0 L¥mmol/min
181. Km_ck Cre L 1 mM
182. Km_ck Atp L 0,03 mM
183. Km_ck Crep_L 15 mM
184. Km_ck Adp L 0,1 mM
185. Keqg ck Crep L 1 -
186. Phos L 5 mM
187. tot Glc_ B 410 mmol
188. t delay Glc B 50 min
189. tot. TG_B 38 mmol
190. t delay TG B 240 min
191. alfa_M 0,05 -
192. Vdif glut4 Glc B M 12 L/min
193. Kdif glut4 Glc B M 5 mM
194. Kdif_glut4_Glc_M 5 mM
195. Vdif_pyrt Pyr B M 0,014 L/min
196. Kdif_pyrt Pyr B M 1 mM
197. Kdif_pyrt Pyr M 1 mM
198. Vdif_lact Lac B M 8,07 L/min




Prilog 1 - nastavak

Popis kinetickih parametara metabolizma ugljikohidrata koji su koristeni u programskom

paketu CellDesigner
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199. Kdif lact Lac M 2,42 mM
200. Kdif_lact_Lac B_M 2,42 mM
201. Vdif_alat_Ala_ B_M 7,2 L/min
202. Kdif_alat_ Ala_M 2,42 mM
203. Kdif_alat Ala B M 2,42 mM
204. Vdif_glyct Glyc B M 0,12 L/min
205. Kdif_glyct Glyc B M 0,27 mM
206. Kdif_glyct_Glyc_ M 0,27 mM
207. Vdif tgt TG_B M 0,008 mmol/min
208. Kdif tgt TG_B M 1 mM
2009. Keqg_ tgt TG_M 33,8 -
210. Vmax_tgt TG_B_M 0 mmol/min
211. Km_tgt TG_M 33,8 mM
212. Vdif_ffat FFA_ B_M 0,37 L/min
213. Kdif_ffat FFA B_M 0,2 mM
214. Kdif_ffat FFA_M 0,2 mM
215. Vmax_ffat FFA B M 0 mmol/min
216. Km_ffat FFA B M 0,002 mM
217. Vdif_bhbt_Bhb_B_M 0 L/min
218. Kdif_bhbt_ Bhb_ B M 1 mM
219. Kdif_bhbt_Bhb_M 1 mM
220. alpha_A 0,05 -
221, Vdif glut4 Glc B A 0,155 L/min
222. Kdif_glut4 Glc B A 5 mM
223. Kdif_glut4_Glc_A 1 mM
224, Vdif_pyrt Pyr B A 0 L/min
225. Kdif_pyrt Pyr B A 1 mM
226. Kdif_pyrt Pyr A 1 mM
2217, Vdif lact Lac B A 12 L/min
228. Kdif_lact Lac_ A 2,42 mM
229, Kdif _lact Lac B A 2,42 mM
230. Vdif _alat Ala B_A 0 L/min
231. Kdif_alat Ala_A 2,42 mM
232. Kdif_alat_Ala_B_A 2,42 mM
233. Vdif_ffat FFA B_A 0 L/min
234. Kdif_ffat FFA_B_A 0,2 mM
235. Kdif_ffat FFA_A 0,2 mM
236. Vmax_ffat FFA B A 0,22 mmol/min
237. Km_ffat FFA B _A 0,4 mM




Prilog 1 - nastavak
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paketu CellDesigner
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238. Vdif_glyct Glyc B_A 10 L/min
239. Kdif_glyct Glyc B_A 0,27 mM
240. Kdif_glyct_Glyc_A 0,27 mM
241. Vdif _tgt TG_B A 0,6 mmol/min
242. Kdif tgt TG_B_A 1 mM
243. Keg_ tgt TG_A 600 -
244, Vmax_tgt TG_ B A 0 mmol/min
245, Km_tgt TG_A 33,8 mM
246. Vdif_bhbt_ Bhb_ B_A 10 L/min
247. Kdif_bhbt Bhb B _A 1 mM
248. Kdif_bhbt Bhb_A 1 mM
249. alpha_G 0,1 -
250. Vdif_glut2_Glc B G 0,02 L/min
251. Kdif_glut2_Glc B G 17 mM
252. Kdif_glut2_Glc_G 17 mM
253. Vdif_pyrt Pyr B G 0 L/min
254, Kdif_pyrt Pyr B G 1 mM
255. Kdif_pyrt Pyr G 1 mM
256. Vdif lact Lac B G 10 L/min
257. Kdif_lact Lac G 2,42 mM
258. Kdif lact Lac B G 2,42 mM
259, Vdif _alat Ala B G 0 L/min
260. Kdif_alat Ala_G 2,42 mM
261. Kdif alat Ala B G 2,42 mM
262. Vdif_glyct Glyc B G 10 L/min
263. Kdif_glyct Glyc B G 0,27 mM
264, Kdif_glyct Glyc G 0,27 mM
265. Vdif tgt TG B G 0 mmol/min
266. Kdif_tgt TG_B G 1 mM
267. Keg_tgt TG_G 33,8 -
268. Vmax_tgt TG B G 2,2 mmol/min
269. Km_tgt TG_G 33,8 mM
270. Vdif_ffat FFA B G 5 L/min
271. Kdif_ffat FFA B_G 0,2 mM
272. Kdif_ffat FFA_G 0,2 mM
273. Vmax_ffat FFA B G 0 mmol/min
274. Km_ffat FFA B G 0,002 mM
275. Vdif_bhbt_Bhb_ B_G 0 L/min
276. Kdif_bhbt Bhb B G 1 mM
277. Kdif_bhbt Bhb_G 1 mM
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278. alpha_H 0,1 -
279. Vdif_glut2_Glc_ B H 0,0161 L/min
280. Kdif_glut2_Glc B_H 5 mM
281. Kdif_glut2_Glc_H 5 mM
282. Vdif_pyrt Pyr B H 0 L/min
283. Kdif_pyrt Pyr B H 1 mM
284. Kdif_pyrt_Pyr_H 1 mM
285. Vdif lact Lac B H 0,0848 L/min
286. Kdif_lact_Lac H 2,42 mM
287. Kdif_lact_Lac B H 2,42 mM
288. Vdif_alat Ala B H 0 L/min
2809. Kdif_alat_Ala_H 2,42 mM
290. Kdif_alat_Ala_B H 2,42 mM
291. Vdif_ffat FFA B _H 2,48 L/min
292. Kdif_ffat FFA B H 0,2 mM
293. Kdif_ffat_ FFA H 0,2 mM
294, Vmax_ffat FFA B H 0,0441 mmol/min
295. Km_ffat FFA B H 0,002 mM
296. Vdif_glyct Glyc B H 1 L/min
297. Kdif_glyct Glyc B H 0,27 mM
298. Kdif_glyct Glyc H 0,27 mM
299, Vdif tgt TG B H 0 mmol/min
300. Kdif _tgt TG_B H 1 mM
301. Keg tgt TG H 33,8 -
302. Vmax_tgt TG B H 0 mmol/min
303. Km_tgt TG H 33,8 mM
304. Vdif_bhbt_Bhb_B_H 0 L/min
305. Kdif_bhbt Bhb_ B H 1 mM
306. Kdif_bhbt_Bhb_H 1 mM
307. alpha_N 0,1 -
308. Vdif glut3 Glc B N 0,5 L/min
309. Kdif_glut3_Glc_B_N 2,9 mM
310. Kdif_glut3_Glc_N 2,9 mM
311. Vdif_pyrt Pyr B N 0 L/min
312. Kdif_pyrt Pyr B N 1 mM
313. Kdif_pyrt Pyr N 1 mM
314, Vdif lact Lac B N 0 L/min
315. Kdif_lact Lac_N 2,42 mM
316. Kdif _lact Lac B N 2,42 mM
317. Vdif_alat Ala B N 0 L/min
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318. Kdif_alat_Ala_N 2,42 mM
319. Kdif_alat_ Ala_B_N 2,42 mM
320. Vdif_ffat_ FFA B_N 0 L/min
321. Kdif_ffat_ FFA_B_N 0,2 mM
322. Kdif_ffat_FFA_N 0,2 mM
323. Vmax_ffat FFA B N 0 mmol/min
324. Km_ffat FFA B N 0,002 mM
325. Vdif_glyct Glyc B_N 4 L/min
326. Kdif_glyct Glyc B_N 0,27 mM
327. Kdif_glyct_Glyc_N 0,27 mM
328. Vdif tgt TG_B N 0 mmol/min
329. Kdif_tgt TG_B_N 1 mM
330. Keg_tgt TG_N 33,8 -
331. Vmax_tgt TG_B N 0 mmol/min
332. Km_tgt TG_N 33,8 mM
333. Vdif_bhbt_Bhb_B_N 1 L/min
334. Kdif_bhbt_ Bhb_ B N 2 mM
335. Kdif_bhbt_Bhb_N 2 mM
336. Km_gs_G6pX_n_G6pX 0,039987 mM




Prilog 2

Dodatni metaboliti koristeni u analizi globalne parametarske osjetljivosti

Metabolit Vrijednost Mijerna jedinica
GlcM 0,0042 mol
GlcH 0,001 mol
GIcN 0,00112 mol
GlcA 0,0003 mol
GlcG 0,001 mol
PyrM 0,00028 mol
PyrH 0,0002 mol
PyrN 0,00015 mol
PyrA 0,00037 mol
PyrG 0,001 mol
LacM 0,00072 mol
LacH 0,00388 mol
LacN 0 mol
LacA 0,00082 mol
LacG 0,001 mol
AlaM 0,00019 mol
AlaH 0 mol
AlaN 0 mol
AlaA 0,00001 mol
AlaG 0,001 mol

GlycM 0,001 mol
GlycH 0,000015 mol
GlycN 0 mol
GlycA 0,00022 mol
GlycG 0,001 mol
TGM 0,004 mol
TGH 0,00312 mol
TGN 0 mol
TGA 5 mol
TGG 2 mol
FFAM 0,00053 mol




Prilog 2-nastavak

Dodatni metaboliti koristeni u analizi globalne parametarske osjetljivosti

Metabolit Vrijednost Mijerna jedinica
FFAH 0,000021 mol
FFAN 0 mol
FFAA 0,00057 mol
FFAG 0,001 mol
BhbN 0 mol




IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja Antonija Matos izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastorucni potpis



