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1. UVOD

Kolesterol ima brojne znacajne uloge u ljudskom organizmu. Sluzi kao gradevna jedinica
stani¢énih membrana gotovo svih stanica u tijelu, neophodan je za odvijanje procesa sinteze
zucnih soli te sluzi kao prekursor u sintezi steroidnih hormona. S druge strane, visoke
koncentracije kolesterola u krvnoj plazmi povezane su s razvojem aterosklerotskih procesa i
povecanim rizikom od bolesti krvoZilnog sustava.

Kako bi sve stanice u ljudskom tijelu bile adekvatno opskrbljene kolesterolom, u crijevu se
apsorbira dio kolesterola unesenog hranom, kao i kolesterol koji sintetizira sam ljudski
organizam. S obzirom na vaznost odrzavanja ravnoteze izmedu apsorbiranog, sintetiziranog i
izlu¢enog kolesterola, postoji niz enzima i reakcija ¢ija je aktivnost u tijelu regulirana upravo
koli¢inom kolesterola dostupnog tkivima.

Spoznajom o Stetnosti visokih koncentracija kolesterola u plazmi po zdravlje krvoZilnog
sustava zapo¢eo je Niz istrazivanja ove molekule i njenih prehrambenih izvora. Dugo se
smatralo da je unos kolesterola iz hrane direktno povezan s koncentracijom kolesterola u
plazmi. Medutim, nova istrazivanja dovela su do zaklju¢ka da ne postoji izravna povezanost
viSeg unosa kolesterola iz hrane i viSe razine kolesterola u plazmi. Naglasak se stavlja na
sagledavanje prosirene slike prehrane i potencijalan utjecaj drugih nutrijenata na kolesterol u
krvi, posebice zasi¢enih masnih kiselina.

Dokazano je da postoje znacajne razlike izmedu razliCitih vrsta kolesterola odnosno
lipoproteina na koje su vezane molekule kolesterola, a najpoznatiji su LDL kolesterol vezan
za lipoproteine niske gusto¢e 1 HDL kolesterol vezan za lipoproteine visoke gusto¢e. Njihov
omjer u krvnoj plazmi predstavlja biomarker za procjenu rizika od sr¢ano-Zilnih oboljenja.

Za jednostavniji prikaz i lakSe razumijevanje sloZenih metaboli¢kih mreza u posljednje se
vrijeme sve viSe koriste racunalni modeli nastali kao dio znanstvene grane pod nazivom
sistemska biologija. Sistemska biologija temelji se na odmaku od redukcionistickog pristupa
istrazivanjima te na zastupanju sveobuhvatnog, holistickog pristupa. Rac¢unalno modeliranje
slozenih biokemijskih mreZa 1 metabolickih puteva ubrzo je pronaslo namjenu i u
nutricionizmu, gdje je omogucilo istovremeno proucavanje utjecaja vise nutrijenata na
organizam, ali i utjecaj stanja organizma na iskoriStenje nutrijenata.

Cilj ovog rada bio je konstruirati racunalni model metabolizma kolesterola u racunalnom
programu CellDesigner te simulacijom konstruiranog modela istraziti utjecaj unosa razli¢itih

koli¢ina kolesterola iz hrane na razine ostalih metabolita prisutnih u modelu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SVOJSTVA KOLESTEROLA

Molekulska formula kolesterola glasi C27Hs6O. Pri standardnim uvjetima nalazi se u ¢vrstom
agregatnom stanju, u obliku bijelih ili blijedo Zutih granula ili kristala (slika 1)(1).
Karakteristicno svojstvo strukture kolesterola je steroidna jezgra od cetiri ugljikovodi¢na
prstena povezana s ugljikovodi¢nim repom koji se sastoji od osam ugljikovodi¢nih lanaca.
Kolesterol je najzastupljeniji sterol u Zivotinjskim tkivima, a u ljudskom organizmu ima
brojne znacajne uloge. SluZi kao strukturna komponenta u staniénim membranama gotovo

svih stanica te osigurava fluidnost stani¢cne membrane(2).

Slika 1. Struktura kolesterola(prema 1)

Raspodjela kolesterola unutar stanice je neravnomjerna: stani¢na membrana sadrzi najvise
koncentracije kolesterola, dok je endoplazmatski retikulum dio stanice koji je njime
najsiromasniji. Ovakva raspodjela povezana je sa specificnim ulogama koje razli¢iti organeli
obavljaju u stanici. PoviSen sadrzaj kolesterola u staniénoj membrani omogucuje vecu
¢vrstocu 1 smanjenu propusnost za male molekule, u skladu s njezinom zastitnom ulogom. S

druge strane, smanjen sadrzaj kolesterola u endoplazmatskom retikulumu ¢ini njegovu



membranu fleksibilnijom kako bi se omogucilo umetanje proteina unutar lipidnog
dvosloja(3).

Kolesterol je prekursor za sintezu spolnih hormona poput estrogena, testosterona i
progesterona te Kortikosterioda poput kortikosterona, Kkortizola, kortizona i aldosterona.
Kolesterol sluzi i kao prekursor za sintezu zucnih soli koje su neophodne za crijevnu

apsorpciju kolesterola, masti i vitamina topljivih u mastima(4).

2.2. LIPOPROTEINI

Lipoproteini su sloZene Cestice koje se najceS¢e dijele prema svojoj gustoCi. Prema tom
kriteriju, lipoproteini se mogu razvrstati u sedam razli¢itih skupina prikazanih u tablici 1. Sve
navedene vrste lipoproteina sastoje se od nutralne lipidne jezgre sastavljene od estera
kolesterola 1 triacilglicerida, okruZene hidroflinom ovojnicom koju ¢&ine amfipatski
apolipoproteini, fosfolipidi i neesterificirani kolesterol(2). Uloga apolipoproteina je

olakSavanje stvaranja i obavljanja funkcije lipoproteina.

Tablica 1. Vrste lipoproteina i njihova relativna gusto¢a(prema 5)

LIPOPROTEIN GUSTOCA
(9/mL)
hilomikroni (eng. chylomicrons, CM) < 0,930
ostaci hilomikrona (eng. chylomicron remnants, CR) 0,930 - 1,006

lipoproteini vrlo niske gustoce (eng. very low density lipoproteins, VLDL) | 0,930 — 1,006

lipoproteini srednje gustoce (eng. intermediate density lipoproteins, IDL) | 1,006 — 1,019

lipoproteini niske gustoce (eng. low density lipoproteins, LDL) 1,019 - 1,063
lipoproteini visoke gusto¢e (eng. high density lipoproteins, HDL) 1,063 - 1,210
lipoprotein (a) (eng. lipoprotein (a), LP(a)) 1,055 1,085

Hilomikroni su velike Cestice niske gustoée bogate trigliceridima, ¢ija je uloga prijenos

prehrambenih triglicerida i kolesterola do perifernih tkiva i jetre. Stvaraju se u crijevima.



Ostaci hilomikrona su Cestice koje nastaju u procesu uklanjanja triglicerida iz hilomikrona.
Taj se proces dogada prvenstveno u perifernom tkivu. U odnosu na hilomikrone, nastali ostaci
hilomikrona su manjeg volumena, bogatiji kolesterolom te ispoljavaju jaci aterogeni ucinak.
Lipoproteini vrlo niske gustocée nastaju u jetri i bogati su trigliceridima, a manjeg su volumena
od hilomikrona. Njihova veli¢ina moze varirati u ovisnosti o koli¢ini triglicerida koju prenose,
Sto znaci da su otpustene Cestice VLDL-a vecée u stanjima povecane proizvodnje triglicerida u
jetri.

Lipoproteini srednje gustoce nastaju kao produkt reakcije uklanjanja triglicerida iz Cestica
VLDL-a u miSicnom tkivu. Nastale Cestice IDL-a bogatije su kolesterolom i imaju jaci
aterogeni ucinak u usporedbi s cCesticama VLDL-a. Lipoproteini niske gustofe nastaju
daljnjim obogacivanjem VLDL ili IDL cestica kolesterolom. Od svih lipoproteina, LDL
Cestice odgovorne su za prijenos najveceg dijela koelsterola koji se nalazi u cirkulaciji(5).
Uloga LDL-a je prijenost kolesterola do perifrenih tkiva. Njegova poviSena razina moze
uzrokovati ve¢e nakupljanje masti u lumenu krvnih Zila i stvaranja plaka $to posljedi¢no
dovodi do suzavanja krvnih zila. Navedene pojave spadaju u obiljezja aterosklerotskog
procesa i na njima se temelji karakterizacija LDL kolesterola kao nepozeljnog, ,,loSeg*
kolesterola odgovornog za povecan rizik od bolesti krvozilnog sustava kod ljudi(2).

S druge strane, lipoproteini visoke gusto¢e odgovorni su za ,reverzni“ ili obrnuti prijenos
kolesterola, odnosno za njegov prijenos u smjeru od perifernog tkiva prema jetri u svrhu
sinteze zucnih soli ili steroidnih hormona. 1z tog razloga, HDL se smatra pozeljnim, ,,dobrim
kolesterolom i dokazan je njegov pozitivan uc¢inak na zdravlje krvozilnog sustava, s najve¢im
utjecajem na zastitu krvnih zila i zaustavljanje napredovanja aterosklerotskog procesa(6).
Tom zaStitnom utjecaju HDL-a doprinosi i njegovo antioksidativno, protuupalno i
protuapoptotsko djelovanje. Postoji visSe podvrsta HDL cestica koje se mogu dijeliti prema
gusto¢i, veli¢ini, naboju ili sastavu apolipoproteina. Medutim, zajedni¢ko svojstvo svim
podvrstama je visoka zasi¢enost kolesterolom i fosfolipidima(5). Procijenjeno je da povecanje
koncentracije HDL-kolesterola od 1 mg/dL dovodi do smanjenja rizika od razvoja sréano-
Zilnih oboljenja za 2-3 %(6).



2.3. METABOLIZAM KOLESTEROLA

2.3.1. Sinteza kolesterola de novo

Gotovo sva tjelesna tkiva imaju sposobnost sinteze kolesterola iz acetil-koenzima A u nizu
enzimski posredovanih reakcija koje se uglavnom dogadaju na endoplazmatskom retikulumu,
ali ovaj se proces pretezno dogada u jetri, crijevima te reproduktivnim organima. Glavni
regulacijski enzim u ovom metabolickom putu je 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A
(HMG-CoA) reduktaza. On katalizira prvi korak u reakcijama redukcije HMG-CoA do
kolesterola. Prisutnost kolesterola, kao i upotreba statina, smanjuje ekspresiju HMG-CoA
reduktaze(2). Osim regulacije aktivnosti enzima odgovornih za sintezu kolesterola, postoji jos
jedan nacin odrzavanja homeostaze kolesterola, a odnosi se na smanjenje ekspresije proteina
receptora za LDL (LDLr) u slucaju poviSene razine neesterificiranog kolesterola u stanici.
Oba mehanizma djeluju s ciljem sprjeavanja daljnjeg porasta razine stani¢nog kolesterola(7).
Ukoliko je apsorpcija kolesterola iz hrane povecana, njegova sinteza de novo bit ¢e smanjena

kako bi se odrzalo stanje homeostaze(2).

2.3.2. Apsorpcija

Kolesterol unesen putem hrane, kao i kolesterol koji nastaje iz zZuc¢i apsorbira se u tankom
crijevu. Postoje znaCajne razlike izmedu udjela apsorbiranog kolesterola unutar skupine
zdravih pojedinaca i taj se raspon krece u vrijednostima izmedu 29 % i 80 %. Ove
individualne razlike pripisuju se slozenosti procesa apsorpcije koji se odvija u vise koraka, a u
svakom od tih koraka sudjeluje velik broj enzima i transportnih proteina. Neki od koraka u
metabolizmu kolesterola jo$ uvijek nisu potpuno razjasnjeni, ali jasno je da se tijekom
probave hrane iz jetre 1 Zuénog mjehura u crijevo izluuju zu€ne soli. S obzirom da je
kolesterol netopljiv u vodenom mediju, Zucne soli sluze za stvaranje lipidnih micela koje se
zatim transportiraju do Cetkaste prevlake na cijevnim stanicama u jejunumu, gdje se odvija

prijenos kolesterola u cijevne stanice odnosno enterocite(7).

2.3.3. Transport

Nakon ulaska u enterocite kolesterol se moze ponovno prenijeti u lumen crijeva u svrhu
njegovog izlucivanja. Taj se prijenos odvija uz pomo¢ membranskih proteina nazvanih
adenozin trifosfat vezujuci kasetni prijenosnici (eng. ATP-binding cassette transporter,

ABC). Dio kolesterola koji se ne vraca natrag u lumen crijeva, u unutrasnjosti enterocita



prolazi kroz proces esterifikacije uz djelovanje enzima acil-koenzim A kolesterol
aciltransferaze (eng. acyl-CoA-cholestereol acyltrasferase, ACAT)(7). Zbog svojstava
nepolarnosti i hidrofobnosti ugljikovodi¢nog lanca i sredi$njeg prstena u strukturi kolesterola,
dolazi do spajanja kolesterola s apoproteinima, a proizvod ovog procesa je spoj apolipoprotein

koji omogucuje prijenos kolesterola putem krvi(8).

2.3.4. Izlucivanje

U ljudskom organizmu ne postoje enzimi koji bi mogli razgraditi prstenastu strukturu
kolesterola, stoga se on ne moze metabolizirati do ugljicnog dioksida i vode. Velik dio
kolesterola u tijelu koristi se za pretvorbu u Zucne soli tijekom procesa njihove biosinteze.
Ovaj je korak znaCajan za snizenje koncentracije kolesterola u plazmi te za uklanjanje viska
kolesterola iz tijela. Zuéne soli proizvedene u jetri prenose se do probavnog sustava, odakle se
mogu ponovno apsorbirati ili izlu€iti iz tijela. Jedan od nacina izluCivanja kolesterola je
njegova pretvorba u druge sterolne produkte uz pomo¢ modifikacija pojedinih supstituenata

na ugljikovodi¢nom repu ili na prstenastoj strukturi molekule kolesterola(4).

2.3.5. Obrnuti prijenos kolesterola

Tok kolesterola u smjeru od perifernog tkiva prema jetri poznat je pod nazivom obrnuti ili
reverzni prijenos kolesterola. Ovaj metabolicki put igra vaznu ulogu u odrzavanju ravnoteze
razine kolesterola te obuhvaca procese izbacivanja viska kolesterola iz stanica perifernog
tkiva, njegova prijenosa putem krvotoka, dostavljanje u jetru i izlu€ivanje iz tijela. HDL
Cestice u ovom metabolickom putu sluze kao specifi¢ni prijenosnici kolesterola. Postoji vise
puteva kojima se kolesterol moze prenijeti na HDL, od jednostavne pasivne difuzije do
sloZzenih transportnih procesa koji ukljucuju ATP vezujuce kasetne prijenosnike Al 1 G1
(ABCA1 i ABCGL1). Vezani kolesterol zatim prolazi proces esterifikacije uz djelovanje
enzima lecitin-kolesterol aciltransferaze (LCAT). Posljedica ove reakcije je nastanak estera
kolesterola, a ¢estice HDL-a koje vezu kolesterol u esterificiranom obliku postaju zrele HDL
Cestice. U jetri dolazi do hidrolize estera kolesterola nakon ¢ega se slobodni kolesterol moze
izravno izluciti u zu¢ putem ABCG5 i ABCGS prijenosnika kako bi se izbacio putem fecesa,

a moze se izluciti i neizravno, prethodnom pretvorbom kolesterola u zuc¢ne soli ili kiseline(6).



2.3.6. Regulacija metabolizma

Organ koji je najvise ukljucen u regulaciju metabolizma kolesterola je jetra. Smatra se da
proces regulacije zapocCinje u trenutku ulaska kolesterola u jetrene stanice. Ukoliko je
koncentracija kolesterola niska, povecava se stopa njegove biosinteze i obrnuto, ukoliko je
koncentracija visoka, biosinteza kolesterola se usporava.

Jetra aktivno preuzima kolesterol iz lipoproteina putem receptora za LDL koji prihvacaju
LDL c¢estice iz krvotoka te receptora slicnih LDL-u koji prihvacaju hilomikrone iz probavnog
sustava. Kao Sto je ve¢ spomenuto, kolesterol u jetru moze dospijeti 1 obrnutim prijenosom
putem HDL-a(9). Jetra je i vazno mjesto sinteze kolesterola de novo, sluzi kao skladiste estera
kolesterola te je ukljuCena u izlu¢ivanje lipoproteina koji sadrze kolesterol. Jo§ jedna vazna
uloga jetre je uklanjanje viska kolesterola iz tijela i1 to izluCivanjem u zu¢ ili pretvorbom u
zuénu kiselinu. Ostatak kolesterola, koji se ne iskoristi za pretvorbu u Zuc¢nu kiselinu 1 ne
izlu¢i u zu¢, moze biti otpusten iz jetre i putem cirkulacije dospjeti do perifernih tkiva(7).
Slobodni kolesterol moze jetru napustiti vezanjem za HDL ili stvaranjem kompleksa sa

trigliceridima i apolipoproteinima pri ¢emu nastaje VLDL(9).

2.4. KOLESTEROL KAO CIMBENIK RIZIKA ZA RAZVOJ SRCANO-ZILNIH
OBOLJENJA

Jedan od biljega sr¢ano-zilnih poremecaja je ateroskleroza, stanje karakterizirano odlaganjem
kolesterola 1 vlaknastog vezivnog tkiva u stijenke arterija praceno kroni¢nim upalnim
procesom. Posljedica nakupljanja kolesterola i zadebljanja stijenki arterija jest smanjenje
unutra$njeg promjera arterijskog lumena i ometanje protoka krvi(2).

Utvrdena je povezanost poviSene razine kolesterola u krvi s povecanim rizikom od sréano-
zilnih oboljenja od kojih su najucestaliji koronarna bolest srca 1 sr€ani udar te je uoceno da su
stope smrtnosti vise u zemljama ¢iji stanovnici imaju vise prosje¢ne vrijednosti kolesterola u
krvi u odnosu na zemlje ¢iji stanovnici imaju niZe prosjecne vrijednosti kolesterola u krvi(10).
Neupitna je povezanost povisene razine LDL kolesterola i rizika od sr¢ano-zilnih oboljenja.
Smatra se da cestice LDL kolesterola u svom izvornom obliku nemaju negativan u¢inak na
zdravlje, ve¢ za ispoljavanje nepovoljnog djelovanja moraju biti modificirane. Vezanjem za
proteoglikane dolazi do promjena strukture LDL-a koje utje¢u na promjenu konfiguracije
apolipoproteina i sastav lipida unutar same Cestice. Posljedica tih promjena je povecana
osjetljivost na oksidaciju i medusobno povezivanje Cestica te nastanak pjenastih stanica i

izazivanje upalnog odgovora. Novonastali oksidirani LDL moze izazvati daljnje stvaranje
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proteoglikana unutar stanica glatkog misi¢ja krvnih zila $to dovodi do jo§ veceg taloZenja i
zadrZzavanja Cestica LDL-a u arterijskom zidu te posljedicno do pogorSavanja stanja
ateroskleroze(11).

Analizom randomiziranih kontroliranih istraZivanja provedenih u proslosti uoceno je da
prehrambene intervencije koje dovode do snizenja razine kolesterola u plazmi takoder dovode
i do smanjenja ucestalosti pojave dogadaja vezanih za bolesti krvozilnog sustava. S druge
strane, ispitivani prehrambeni obrasci koji nisu djelovali na snizenje razine kolesterola u

plazmi, nisu pokazali niti utjecaj na pojavu i brojnost sréanozilnih oboljenja(10).

2.5. UTJECAJ PREHRANE NA KOLESTEROL U KRVI

2.5.1. Zasi¢ene masne kiseline 1 kolesterol u krvi

Prehrambeni unos zasi¢enih masnih kiselina pokazuje najve¢u povezanost sa povisenjem
razine LDL kolesterola u plazmi, uz istovremeno blago povisenje HDL kolesterola. Jedan od
naCina za snizavanje razine LDL kolesterola, ali i rizika od sréano-Zilnih bolesti i
komplikacija je ograni¢avanje unosa zasi¢enih masnih kiselina. Postoje razlike u utjecaju
pojedina¢nih zasi¢enih masnih kiselina na razinu lipida i lipoproteina, a duljina lanca smatra
se najznacajnijim ¢imbenikom koji odreduje razlike u bioloskim u¢incima razlicitih zasi¢enih
masnih kiselina. Opéenito, najzastupljenije zasi¢ene masne kiseline u ljudskoj prehrani su
palmitinska, stearinska, miristinska i laurinska masna Kiselina. Prehrambeni izvori
palmitinske Kiseline su biljna ulja, mlije¢ni proizvodi te meso; izvori stearinske kiseline su
meso, mlijecni proizvodi i cokolada; izvori miristinske kiseline su mlije¢ni proizvodi i tropska
ulja, posebice kokosovo ulje; izvori laurinske kiseline takoder su mlije¢ni proizvodi i tropska
ulja.

Laurinska kiselina (12:0) ima najveci utjecaj na povisenje LDL kolesterola i HDL kolesterola,
dok stearinska kiselina (18:0) ne pokazuje utjecaj na povisenje razine LDL kolesterola(12). Ta
je pojava objasnjena sporijom i manje ucinkovitom apsorpcijom stearinske masne kiseline,
kao i njenom pretvorbom u oleinsku masnu kiselinu procesom desaturacije(13).

U praksi, ograni¢avanje prehrambenog unosa zasi¢enih masnih kiselina u pravilu dovodi do
povecanja unosa nekog drugog nutrijenta kako bi se odrzalo stanje energetske ravnoteze u
organizmu. Najbolji u¢inak na zdravlje krvozilnog sustava postize se zamjenom zasi¢enih
masnih kiselina viSestruko nezasi¢enim ili jednostruko nezasi¢enim masnim kiselinama. Kod

zamjene zasi¢enih masnih kiselina ugljikohidratima, treba obratiti paZznju na vrstu
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ugljikohidrata koji se pretezito konzumiraju: kvalitetni ugljikohidrati poput onih iz Zitarica,
voca i1 povréa pokazuju pozitivan u¢inak, dok visok unos jednostavnih Secera moze ponistiti
povoljne ucinke smanjenog unosa zasiCenih masnih kiselina(14). Prehrana niskog
glikemijskog indeksa takoder moze znacajno utjecati na snizenje razine LDL kolesterola u

usporedbi s prehranom visokog glikemijskog indeksa(15).

2.5.2. Prehrambena vlakna i kolesterol u krvi

Prehrambena vlakna su skupina ugljikohidrata i lignina koji se smatraju neprobavljivima,
zbog toga Sto th enzimi prisutni u ljudskom metabolizmu ne mogu hidrolizirati pa je njhova
apsorpcija u crijevu onemogucena. Dijele se na dvije velike skupine: topljiva 1 netopljiva
prehrambena vlakna. Topljiva vlakna otporna su na djelovanje probavnih enzima, ali ih
bakterije u debelom crijevu mogu djelomi¢no razgraditi do kratkolancanih masnih kiselina.
Netopljiva vlakna prolaze cijelom duzinom probavnog sustava nepromijenjena(16).

Dokazano je da povecanje ukupnog unosa vlakana, kao i zasebno povecanje unosa topljivih ili
netopljivih vlakana doprinosi smanjenju rizika od sréano-zilnih oboljenja(17). Postoji vise
mehanizama kojima se objasnjava povoljno djelovanje vlakana unesenih prehranom na lipidni
profil i sniZzavanje razine kolesterola u krvi. Za pocetak, tijekom probave vlakna ometaju
apsorpciju kolesterola u tankom crijevu §to dovodi do smanjenja sadrzaja kolesterola u
hilomikronima i smanjenog dopremanja kolesterola u jetru. Manjak dostupnog kolesterola u
jetri mijenja regulaciju sinteze i degradacije receptora za LDL i uzrokuje smanjenje
koncentracije LDL kolesterola u plazmi(18). Vlakna mogu smanjiti i apsorpciju Zu¢nih
kiselina u taknom crijevu $to dovodi do povecanog iskoristenja jetrenog kolesterola u svrhu
sinteze Zu¢nih soli. Takoder, ve¢ spomenuta fermentacija topljivih prehrambenih vlakana u
debelom crijevu 1 nastanak kratkolan¢anih masnih kiselina poput acetata, propionata i butirata
dovodi do promjena u sastavu crijevne mikroflore u smjeru poticanja rasta korisnih bakterija

te inhibira sintezu kolesterola u jetri(16).

2.5.3. Kolesterol iz hrane i kolesterol u krvi

U proteklih par desetljeca vladala je pretpostavka kako je prehrambeni kolesterol usko i
izravno povezan s razinom kolesterola u krvi, odnosno da je kolesterol unesen hranom glavni

krivac za povisene koncentracije kolesterola u krvi. Medutim, suprotno tim pretpostavkama,



danas se smatra kako prehrambeni unos kolesterola kod veé¢ine ljudi tek zanemarivo pridonosi
povisenju kolesterola u krvi i riziku od razvoja srcano-zilnih oboljenja. Jedno od moguéih
objasnjenja za neopravdano okrivljavanje prehrambenog kolesterola je ¢injenica da vecina
namirnica koja sadrzi vece koli¢ine kolesterola, takoder sadrzi i znacajne koli¢ine zasi¢enih
masnih kiselina. Upravo zasi¢ene masne kiseline danas se smatraju glavnim prehrambenim
uzrokom povisenja kolesterola, posebice LDL cCestica. Takoder, utvrdeno je da egzogeni unos
i endogena sinteza kolesterola medusobno djeluju mehanizmom povratne sprege: poviseni
egzogeni unos kolesterola putem hrane dovodi do njegove smanjene sinteze de novo i na taj
naCin pomaze odrzavanju homeostaze Kkolesterola u tijelu(2). 1z navedenih razloga,
znanstvenici su sve viSe paznje poceli pridodavati otkrivanju utjecaja drugih nutrijenata na
metabolizam kolesterola, umjesto prihvacanja jednostavne pretpostavke da sami vecéi unos
kolesterola znaci i veci potencijal za njegovo Stetno djelovanje u organizmu. Nove spoznaje
pracene su 1 promjenama u prehrambenim smjernicama. Primjerice, americke prehrambene
smjernice iz 2010. godine sadrzavale su jasnu preporuku ograni¢enja unosa prehrambenog
kolesterola na 300 mg dnevno u svrhu odrzavanja normalne razine kolesterola u krvi(19).
Smjernice iz 2015. godine nisu sadrzavale ranije navedenu preporucenu vrijednost dnevnog
unosa, ali su ljude upucivale na pracenje prehrambenih obrazaca s niskim sadrzajem
kolesterola, ali uz objasnjenje da kolesterol u namirnicama uglavnom prati i znacajna koli¢ina
zasi¢enih masnih kiselina(20). Najnovije smjernice koje vrijede za razdoblje od 2020. do
2025. godine ne sadrze poglavlje posveceno prehrambenom kolesterolu, ve¢ se naglaSava
utjecaj cjelokupne prehrane na koncentraciju kolesterola u krvi, a istaknuti nutrijent su
ponovno zasi¢ene masne Kiseline(21). U svim navedenim izdanjima americ¢kih prehrambenih
smjernica stalna je preporuka za ograni¢avanje unosa zasi¢enih masnih kiselina na najvise 10
% ukupnog dnevnog energetskog unosa.

Kao $to je ve¢ navedeno, ve¢ina namirnica koje spadaju u izvore kolesterola, istovremeno
sadrZe i zasi¢ene masne kiseline. Medutim, postoje i iznimke ovog pravila, a najzanimljivije
iznimke su jaja i Skampi. Koli¢ina zasi¢enih masnih kiselina u Skampima jednaka je nuli, dok
jedno prosjecno jaje od 50 g sadrzi 1,56 g zasi¢enih masti §to ¢ini samo 0,65 % njegove
ukupne energetske vrijednosti(2). Jaja su zbog svoje nutritivne vrijednosti i sadrzaja
kvalitetnih potpunih bjelancevina, ali i ekonomske dostupnosti bila pogodnija za provodenje
daljnjih istraZivanja povezanosti prehrambenog kolesterola s razinom kolesterola u plazmi te s
pojavom srcano-Zilnih oboljenja. Rezultati istrazivanja ukazuju na to da namirnice koje sadrze
znacajne koli¢ine kolesterola, ali ne i zasi¢enih masnih Kkiselina, nemaju utjecaj na

koncentraciju kolesterola u plazmi(22).
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Neke od pojedina¢nih namirnica i grupa namirnica za koje se pokazalo da imaju utjecaj na
snizenje koncentracije ukupnog kolesterola u plazmi su orasasti plodovi, sjemenke, ¢e$njak te

crni 1 zeleni ¢aj(23).

2.6. SISTEMSKA BIOLOGIJA I NJEZINA PRIMJENA U NUTRICIONIZMU

2.6.1. Discipline u sistemskoj biologiji

Sistemska biologija je sveobuhvatni, holisticki pristup razvijen u svrhu boljeg razumijevanja
bioloskih sustava te promjena koje se dogadaju u njima tijekom pojedinih procesa ili tijekom
odredenog vremenskog razdoblja. Opcenito, do velikog broja podataka u sistemskoj biologiji
dolazi se primjenom razliCitih disciplina koje ukljuCuju istrazivanja utjecaja genoma,
transkriptoma, proteoma te metaboloma organizma na njegov fenotip(24). Transkriptomika
daje mogucnost uvida u sve gene koji su u ispitivanom uzorku aktivni u to¢no odredenom
trenutku, dok se proteomika bavi identificiranjem i kvantificiranjem ekspresije proteina te
analizom njihovih posttranslacijskih modifikacija. Metabolomika osigurava podatke analizom
metabolita, njihovog sastava i dinamike, ali i njihovog medudjelovanja(25). Osim navedenih
,,~omika“, u sistemskoj se biologiji upotrebljavaju i bioinfomaticki pristup te izrada ra¢unalnih
modela. Podru¢je bioinformatike odnosi se na upotrebu racunala za pomo¢ u analizi,
interpretaciji ili izvjeStaju o podacima dobivenim bioloskim istrazivanjima. Konkretno, u
sistemskoj biologiji ovaj se pristup Koristi za pohranu, analizu i interpretaciju velike koli¢ine
podataka dobivenih u istrazivanjima genoma, transkriptoma, proteoma i1 metaboloma.
Racunalna sustavna biologija je pristup koji koristi ra¢unalne modele u svrhu opisivanja i
dinamic¢ke simulacije bioloskih sustava. Racunalni modeli smatraju se temeljem sistemske
biologije, a njihova glavna prednost je prikaz kompleksnih bioloSkih sustava i precizna

analiza promjena koje se u njima dogadaju uz pomo¢ matematickih formula(24).

2.6.2. Znacaj sistemske biologije u nutricionisti¢kim istrazivanjima

Tijekom posljednjih godina doslo je do porasta interesa za uvodenje sistemske biologije u
nutricionisti¢ka istrazivanja. Sistemska biologija prepoznata je kao koristan alat za bolje
razumijevanje mehanizama kojima razli¢ite prehrambene komponente utje¢u na zdravlje ili
razvoj bolesti. Koriste¢i se velikom koli¢inom dostupnih podataka, osigurani su uvjeti za
stvaranje prediktivnih biokemijskih mreza koje omogucavaju detaljniju analizu odgovora

pojedinca na neku prehrambenu intervenciju, ali i ve¢e razumijevanje sveobuhvatnog utjecaja
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hrane na nutritivni i zdravstveni status ljudi(25). Jedna od najznacajnijih prednosti koristenja
sistemske biologije u nutricionistiCkim istrazivanjima je pomak od redukcionisticCkog prema
holistickom pristupu. Usredotocenost na pojedinaénu komponentu hrane ili izolirani sustav u
ranijim istrazivanjima dovela je do brojnih saznanja o biokemiji, metabolizmu i ulozi
nutrijenata u fizioloSkim sustavima, ali nije nuzno osiguravala dovoljno saznanja o
medudjelovanju razli¢itih sustava te ponaSanju istrazivanih komponenti i sustava tijekom
dugotrajnih i kompleksnih procesa poput razvoja bolesti ili starenja. Sistemska biologija ima
ulogu u prevladavanju upravo tih problema jer daje moguénost pra¢enja medudjelovanja vise
fizioloskih sustava te mjerenje promjena koje pojedini nutrijenti uzrokuju u tim sustavima, ali
i kako uvjeti sustava utjeu na iskoristenje nutrijenata. Omogucuje i analizu te predvidanje
promjena koje se dogadaju ili ¢e se dogoditi u stanici tijekom duzeg vremenskog razdoblja i
na taj naCin postavlja temelj za istrazivanja vezana uz proces starenja ili razvoja bolesti.
Izrada racunalnih modela metabolizma koristi se kao alternativa za provodenje istrazivanja

koja bi inace bila dugotrajna, skupa, neprakti¢na i potencijalno neeti¢na(24).

2.6.3. Moguce primjene sistemske biologije u budu¢nosti

Postoje brojne moguce primjene sistemske biologije u blizoj ili daljoj buducnosti, ali dvije se
individualizirane prehrane.

Prehrambeni biomarkeri odnose se na karakteristike koje se mogu objektivno izmjeriti u
razli¢itim bioloskim uzorcima, a daju informaciju o nutritivnom statusu uzimajuci u obzir
unos 1 metabolizam mjerene prehrambene komponente. U nutricionistickim istrazivanjima
koriste se razliCite vrste biomarkera: markeri izlozenosti, markeri ucinka ili funkcije te
markeri zdravlja odnosno bolesti. Razvoj novih i unaprijedenje postoje¢ih biomarkera
omogucili bi preciznije mjerenje i analizu povezanosti izmedu premale ili previsoke razine
pojedinih nutrijenata i razli¢itih fizioloskih stanja te odredivanje optimalnog raspona njihovih
koncentracija. Cesto je tesko odrediti kvalitetan i dovoljno osjetljiv biomarker za pojedini
nutrijent, a doprinos sustavne biologije rjesenju ovog problema temelji se na velikom broju
prikupljenih podataka te na mogucénosti boljeg razumijevanja medudjelovanja nutrijenata i
fizioloskih sustava u razli¢itim stanjima te tijekom duzeg vremenskog razdoblja(26). Koriste¢i
se podacima dobivenim u velikim kohortnim studijama, znanstvenici pokusavaju povezati
razliite genetiCke varijacije sa odgovorom biomarkera u plazmi i urinu(27). Trenutna

istrazivanja usredotoCena su na pronalazak biomarkera koji ukazuju na sami pocetak razvoja
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bolesti kako bi se moglo preventivno djelovati i potpuno sprijeciti ili usporiti nastanak
bolesti(26).

Trenutno vazece prehrambene preporuke temelje se na prosjecnim vrijednostima dobivenim
za cjelokupnu populaciju. Medutim, pojedinci koji se pridrzavaju uopéenih preporuka imaju
razlicite fizioloSke odgovore. Ove razlike su posljedica kompleksnosti genetskog sastava koji
medudjeluje sa okolisnim ¢imbenicima. Stoga se u posljednje vrijeme sve vise isti¢e koncept
individualizirane prehrane kao najto¢niji i pojedincu prilagoden model prehrane(27). Temelj
za razvoj individualizirane prehrane su iscrpne nutrigenomske analize koje uzimaju u obzir
genetski sastav, epigenetske modifikacije te molekularni fenotip pojedinca. S obzirom da
zdravlje pojedinca ovisi 0 ekspresiji informacija sadrzanih u genomu odnosno o njegovom
epigenomu, metilomu, transkriptomu, proteomu i metabolomu, jasno je da bi podaci dobiveni
istrazivanjima u sistemskoj biologiji mogli doprinijeti daljnjem razvoju koncepta

individualizirane prehrane(26).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Sistemska biologija temelji se na zajednickoj upotrebi teorijskih podataka, ra¢unalnih modela
te rezultata dobivenih eksperimentalnim putem u razumijevanju slozenih metaboli¢kih mreza.
U svrhu njihovog lakSeg prikaza i boljeg razumijevanja razvijen je raCunalni program
CellDesigner, alat za graficki prikaz biokemijskih reakcija koje ¢ine metabolicke puteve. Za
izradu ovog diplomskog rada koriSten je racunalni program CellDesigner 4.4.2 (Systems
Biolog Institute, Tokyo, Japan).

3.1.1. CellDesigner

CellDesigner je strukturirani alat za grafi¢ki prikaz slozenih mreza reakcija u bioloSkim
sustavima 1 nudi moguénost jednostavne izrade vlastitog dijagrama. Sukladan je sa SBML-om
(eng. Systems Biology Markup Language), racunalnim formatom za predstavljanje modela
mreza biokemijskih reakcija. SBML je primjenjiv za izradu metabolickih, regulatornih i
signalnih puteva te omogucuje izmjenu podataka izmedu CellDesigner-a i drugih softvera
sukladnih sa SBML-om. Osim toga, CellDesigner je povezan sa bazama podataka u kojima su
pohranjeni ve¢ postoje¢i modeli drugih autora, a izradeni modeli se mogu preuzeti i pohraniti
u drugim formatima, poput PDF ili SVG formata(28).

Izrada modela u CellDesigner-u zapodinje stvaranjem novog dokumenta kojem se odmah
pridodaje naziv te se odreduju dimenzije odnosno $irina i visina radne povrSine koja ¢e biti
dostupna za izradu modela. Radnu povrSinu se moze podijeliti na vise odjeljaka koji
predstavljaju razlicite stanice, dijelove stanice ili razli¢ita tkiva u kojima se odvijaju procesi
od znacaja za model te se njima takoder mogu pridodati nazive koji ¢e biti vidljivi na radnoj
povrsini. Zatim se iz alatne trake koja se nalazi iznad radne povrSine u model dodaju Zeljeni
reaktanti i produkti. Razli¢iti simboli predstavljaju razliCite vrste atoma, molekula i

kompleksa, kako je prikazano na slici 2.

protein  ionski kanal ng 35R|N,ﬁ. ion I|'j:|ak kompleks
| | |

OO0 CRACO =~ — < O < O = [ @

receptor krnji protein RMA fenotip molekula nepoznato degradacija
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Slika 2. Simboli vrsta biokemijskih komponenti u racunalnom programu CellDesigner

Dodane komponente odnosno metaboliti zatim se moraju povezati nekom vrstom reakcije
kako bi se oznacio njihov medusobni kineticki odnos. Razli¢ite vrste reakcija oznacene su

strelicama i prikazane su na slici 3.

prijelaz stanja translacija transport disocijacija dodavanje produkta

I |
— A P+ s —> — Do o H AL LA
| |

ometanje transkripcija asocijacija dodavanje reaktanta

Slika 3. Simboli vrsta reakcija u ratunalnom programu CellDesigner

S obzirom da su reakcije u bioloskim sustavima rijetko jednostavne i da na velik broj prijelaza
stanja utjecu koncentracije drugih komponenti sustava, u modelima se ¢esto upotrebljavaju i
oznaéavaju razli¢ite vrste kataliza i inhibicija reakcija, a njihovi simboli prikazani su na slici

4.

kataliza inhibicija stimulacija okidag

d & 1 1 & 3

nepoznata nepoznata modulacija
kataliza inhibicija

Slika 4. Simboli vrsta modulatora reakcija u racunalnom programu CellDesigner

Nakon povezivanja reaktanata, produkata i modulatora pojedinih reakcija strelicama koje
oznacavaju razli¢ite promjene stanja, potrebno je zadati kineticki izraz po kojem se odvija
svaka pojedina reakcija. To se moze napraviti pritiskom desne tipke misa na strelicu koja
oznacava zeljenu reakciju i odabirom opcije ,,Edit kinetic law* u izborniku. U novootvorenom
prozoru u kojem je izdvojena odabrana reakcija upisuje se jednadzba po kojoj se reakcija
odvija, kao i parametri navedeni u jednadzbi zajedno s njihovim vrijednostima. Da bi
simulacija funkcionirala, sve reakcije moraju biti opisane matematickom jednadZbom, svi
parametri moraju biti uneseni i definirani pod istim nazivom pod kojim se pojavljuju u
jednadzbama te trebaju biti zadane pocetne vrijednosti svih komponenti u sustavu. Ukoliko

neki od ovih uvjeta nije zadovoljen, program ¢e javiti gresku i simulacija se nece moci
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provesti.

3.1.2. Model metabolizma kolesterola

Model izraden u okviru ovog rada opisuje mrezu metabolickih puteva kolesterola u ljudskom
tijelu, sve od njegovog unosa egzogenim putem odnosno hranom pa do izlu¢ivanja iz tijela.
Model se sastoji od 4 odjeljka: crijevo, jetra, periferno tkivo i krvna plazma. U svakom
odjeljku graficki su prikazane reakcije koje se u njemu odvijaju. Model se sastoji od ukupno
19 biokemijskih reakcija prikazanih u tablici 2, a uz naziv svake reakcije prikazan je i
kineticki izraz prema kojem se odvija.

Oznake i opis 43 parametra koji se pojavljuju u reakcijama metabolizma kolesterola te
njihove vrijednosti navedene su u tablici 3. Pocetne vrijednosti za sve 34 varijable od kojih se
model sastoji prikazane su u tablici 4. U prvom stupcu te tablice navedeni su nazivi varijabli u
grafickom prikazu modela, dok su u tre€em stupcu navedene skracenice tih naziva koriStene u
kinetiCkim izrazima te na slikama s rezultatima analize lokalne parametarske osjetljivosti.
Pocetne vrijednosti svih varijabli modela su stalne u provedenim simulacijama, osim
vrijednosti komponente kolesterola iz hrane (u tablici 4 oznaCena zvjezdicom). Pocetne
vrijednosti ove komponente koriStene u simulacijama dobivene su iz jelovnika izradenih u
sklopu ovog diplomskog rada. Najmanja koriStena pocetna vrijednost mase kolesterola iz

hrane iznosi 0 mg, a najveca 507,6 mg.

Tablica 2. Biokemijske reakcije u metabolizmu kolesterola i njihovi kineticki izrazi(prema 7)

REAKCIJA KINETICKI IZRAZ

[CSmax
crijevna sinteza kolesterola IS
‘ 1+ ()

ICt

HCSmax

jetrena sinteza kolesterola HS

J 1+ (HEC)
HCSt

PCSmax
PFC \ PCSS
1+ (e)

periferna sinteza kolesterola

BCRmax
otpustanje zu¢nog kolesterola L+ (BCRt)BS
HFC

: : e . k5[HFC]
jetrena proizvodnja zu€nih soli HBS]
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- nastavak

Tablica 2. Biokemijske reakcije u metabolizmu kolesterola i njihovi kineticki izrazi(prema 7)

promjena koncentracije
jetrenih Zuc¢nih soli

d[HBS] _ k5 [HFC]
dt ~ [HBS]

+ K3[IBS][IC] — k2[HBS]

promjena koncentracije

dlIBS] _ k2[BSP] — k3[IBS][IC] — k4[IBS]

crijevnih Zu¢nih soli dt
d[IC
A - oy + BERmMaX _yengsiricy
: . dt 14 (BCRt
promjena koncentracije +(re)
crijevnog kolesterola ICSmax
— k7[I1BS][IC] + S
1+(1c)
ICt
promjena koncentracije d[EC] _
izlu¢enog kolesterola dt K7[IBS][IC]
d[HFC] BCRmax
——— = k19 + k10[HCE][CEH] - ———53
dt 1 +(BCRt)
HFC
promjena koncentracije HCSmax
jetrenog kolesterola +—1 s + K6[IBS][IC] + k16[HLDLRS][VLDLC]
+(HCSt)
k12[HFC kS[HFC] kK9[ACAT][HFC
[HFC] — ~ipgy — KOIACATIIHEC]
d[PFC]
S = K21 — k25 + k24[PCE][CEH]

promjena koncentracije
perifernog kolesterola

— k26[LCAT][NHDL][PFC] — k23[ACAT][PFC]
PCSmax

+ PFC\FCSS + k20[LDLC][PLDLR]
+(PPCt)
sinteza jetrenih LDL khrs[ HLDLR]
receptora [HFC]
promjena koncentracije d[HLDLR] _Kkhrs[HLDLR]
jetrenih LDL receptora dt  [HFC] k13[HLDLR]
d[VLDLC]

promjena koncentracije
VLDL kolesterola

= k12[HFC] — k14[HLDLR][VLDLC]
— k15[LPL][VLDLC]

dt

promjena koncentracije IDL

kolesterola

d[IDLC]

= k15[LPL][VLDLC] — k16[HLDLR][IDLC]
— K17[HSL][IDLC]

dt

promjena koncentracije
LDL kolesterola

AOLY - K17[HSLINIDLC] — KIS[LDLC][HLDLR]

— k19[LDLC] — k20[LDLC][PLDLR] — k21
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Tablica 2. Biokemijske reakcije u metabolizmu kolesterola i njihovi kineticki izrazi(prema 7)

- nastavak
promjena koncentracije d[PCE] _
perifernih estera kolesterola Tt - “Z[ACAT][PFC] — k24[PCE][CEH]
promjena koncentracije d[NHDL] _
nascentnog kolesterola ac k8 + k11
d[HDLC] _
promjena koncentracije dt = k26[LCAT][NHDL][PFC]
HDL kolesterola — k27[CETP][HDLC] — k28[CETP][HDLC]
— k29[HDLC][SRB1]
Tablica 3. Kineticki parametri i njihove vrijednosti(prema 7)
PARAMETAR OPIS VRIJEDNOST
maksimalna stopa sinteze crijevnog 9
ICSmax kolesterola 1 -10° mg/dan
ICSt prag sinteze crijevnog kolesterola 3,12 - 102 mg/dan
IS odgovarajuc¢i parametar crijevne sinteze 5
HCSmax maksimalna stopa sinteze jetrenog kolesterola 5 - 10% mg/dan
HCSt prag sinteze jetrenog kolesterola 9,39 - 10* mg/dan
HS odgovarajuc¢i parametar jetrene sinteze 5
maksimalna stopa otpustanja Zu¢nog 3
BCRmax kolesterola 2 -10° mg/dan
BCRt prag otpustanja zu¢nog kolesterola 5,55 - 10* mg/dan
BS odgovaraju¢i parametar zucne sinteze 5
maksimalna stopa sinteze perifernog 5
PCSmax kolesterola 5-10° mg/dan
PPCt prag sinteze perifernog kolesterola 8,0342 - 10* mg/dan
PCSS odgovarajuci parametar periferne sinteze 5
Khrs sinteza jetrenih LDL receptora 100/ dan
kprs sinteza perifernih LDL receptora 100/ dan
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Tablica 3. Kinetic¢ki parametri i njihove vrijednosti(prema 7) - nastavak

k1 unos kolesterola 1 mg/dan

k2 otpustanje zu¢nih soli 6 mg/dan

k3 povratak zu¢nih soli u jetru 4,29 mg/dan

k4 izlu¢ivanje zuénih soli 8,56 - 10"t mg/dan
k5 sinteza zu¢nih soli 2,66 mg/dan

k6 apsorpcija kolesterola 5,29 - 10 mg/dan
k7 izlu¢ivanje kolesterola 5,29 - 10 mg/dan
k8 crijevna sinteza nascentnog HDL-a 5-10*mg/dan

k9 pohrana jetrenog kolesterola 1 mg/dan

k10 otpustanje pohranjenog jetrenog kolesterola 5,998 mg/dan
k11 jetrena sinteza nascentnog HDL-a 5. 102 mg/dan
k12 nastanak VLDL kolesterola 1,6 - 102 mg/dL/dan
k13 degradacija jetrenih LDL receptora 1-103/dan

K14 ponovno preuzimar}ﬁr\i/LDL kolesterola u 4,96 - 10° mg/dL/dan
k15 nastanak IDL Kkolesterola 4,3 - 10" mg/dL/dan
k16 ponovno preuzimanje IDL kolesterola u jetri 5,4 - 102 mg/dL/dan
k17 nastanak LDL kolesterola 3,8 - 10 mg/dL/dan
K20 preuzimanje LDL kolesterola u periferno tkivo 6.75 - 10° mg/dL/dan

ovisno o perifernim LDL receptorima
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Tablica 3. Kineticki parametri i njihove vrijednosti(prema 7) - nastavak

preuzimanje LDL kolesterola u periferno tkivo

106

k21 neovisno o perifernim LDL receptorima 5 - 107 mg/dL/dan

k22 degradacija perifernih LDL receptora 1-102/dan

k23 pohrana perifernog kolesterola 1,75 - 102 mg/dan

k24 otpustanje pohranjenog perifernog kolesterola 1,07 - 10"t mg/dan

k25 proizvodnja steroidnih hormona 5-10* mg/dan

k26 nastanak HDL kolesterola 1,5 - 10° mg/dL/dan
prijenos kolesterola izmedu VLDL-a i HDL-a 2

k27 uz djelovanje CETP 1-10% mg/dL/dan

prijenos kolesterola izmedu LDL-a i HDL-a 3
k28 uz djelovanje CETP 1107 mg/dL/dan
k29 obrnuti prijenos kolesterola 5 .10 mg/dL/dan

Tablica 4. Varijable u modelu metabolizma kolesterola i njihove pocetne vrijednosti(prema

7)

VARIJABLA PUNI NAZIV SKRACENICA | pDEE R
kol. iz hrane kolesterol iz hrane DC *
crijevni kol. crijevni kolesterol IC 3150 mg

crijevne Z. soli crijevne zucne soli IBS 467 mg

izluCene Z. soli izlu¢ene Zucne soli EBS 0
izlu€eni kol. izlu€eni kolesterol EC 0

sintezak%rli.jevnog sinteza crijevnog kolesterola ICS 0
jetreni kol. jetreni kolesterol HFC 60 000 mg
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Tablica 4. Varijable u modelu metabolizma kolesterola i njihove pocetne vrijednosti(prema

7) - nastavak

aciltransferaza

jetrene z. soli jetrene zuéne soli HBS 400 mg
sinteza jetrenog kol. | sinteza jetrenog kolesterola HCS 0
jetreni esteri kol. jetreni esteri kolesterola HCE 10 000 mg
CEH kolesterol ester hidrolaza CEH 100
ACAT acil-koenztir;r;] Q:::zlzswro' acil ACAT 100
jLDLr jetreni LDL receptori HLDLR 100
sinteza jLDLr sinteza jetrenih LDL receptora HLDLRS 600
degradacija jLDLr degrada?gfeﬁgf;ih LbL HLDLRD 0
SRB1 receptor za CiS¢enje Bl SRB1 100
VLDL-kol. VLDL-kolesterol VLDLC 20 mg/dL
IDL-kol. IDL-kolesterol IDLC 20 mg/dL
LDL-kol. LDL-kolesterol LDLC 100 mg/dL
HDL-kol. HDL-kolesterol HDLC 45 mg/dL
LPL lipoprotein lipaza LPL 100
HSL lipaza osjetljiva na hormone HSL 100
nHDL nascentni HDL NHDL 100
cs-nHDL crijevna sinteza nascentnog INHDLS 0
HDL-a
js-nHDL jetrena silztglz_zi;ascentnog HNHDLS 0
LCAT lecitin:kolesterol LCAT 100

21




Tablica 4. Varijable u modelu metabolizma kolesterola i njihove pocetne vrijednosti(prema

7) - nastavak

CETP koIesteroIpersggi;ransportni CETP 100
periferni kol. periferni kolesterol PFC 57 516 mg
pLDLr periferni LDL receptori PLDLR 100
sinteza pLDLr Si”tezarggggteg:‘;h LDL PLDLRS 575.16
degradacija pLDLr degradacirjscgggfre;nih LbL PLDLRD 0
sintezalfglr.ifernog sinteza perifernog kolesterola PCS 0
periferni esteri kol. periferni esteri kolesterola PCE 9363 mg
steroidni hormoni steroidni hormoni PSS 0

3.1.3. Smjernice za izradu jelovnika

Danas postoji velik broj prehrambenih smjernica i savjeta, a gotovo svaka razvijena drzava
ima vlastite prehrambene smjernice koje sluze kao vodi¢ ljudima u odrzavanju zdravlja i
sprijeCavanju razvoja raznih bolesti. Isto tako, postoje i posebne prehrambene smjernice za
lijeCenje simptoma nekih specifi¢nih stanja i bolesti. U okviru ovog diplomskog rada izraden
je po jedan dnevni jelovnik za vegetarijansku prehranu, uravnotezenu prehranu i ketogenu
prehranu. Kao baza za izradu svih jelovnika koriStene su smjernice za odrzavanje zdravlja
op¢e populacije, koliko je god to bilo moguce u okvirima restrikcija i pravila vezanih uz
zahtjeve pojedine vrste prehrane(21).

Vegetarijanska prehrana obuhvaca §irok raspon razli¢itih obrazaca hranjenja, a uglavnom se
temelji na izbacivanju mesa i proizvoda od mesa iz prehrane. Najblazi oblik vegetarijanstva
naziva se fleksitarijanstvo i ono ¢ak dozvoljava povremenu konzumaciju mesa i mesnih
proizvoda. Najéesci oblik vegetarijanstva je laktoovovegetarijanstvo. Ljudi koji se hrane po
ovom principu ne konzumiraju meso, ali dozvoljena im je konzumacija jaja, mlijeka i
mlije¢nih proizvoda. Najstrozim oblikom vegetarijanstva smatra se veganstvo koje zabranjuje
konzumaciju svih namirnica Zivotinjskog podrijetla, ali ¢esto se proteZe i na druge aspekte

Zivota pa vegani ne nose odjecu sa zivotinjskim krznom i ne koriste kozmeticke proizvode
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testirane na Zivotinjama(29).

UravnoteZzenom prehranom smatra se prehrana koja omogucuje pojedincu da odrzi zdravlje
svoga organizma te odgodi ili zaustavi potencijalni razvoj bolesti. Temelji se na unosu svih
esencijalnih nutrijenata i ograniCavanju unosa komponenti iz hrane za koje se smatra ili je
dokazano da Stete zdravlju ljudi. Neke od preporuka koje se provlace kroz sve smjernice za
uravnotezenu prehranu opée populacije su sljedece:

1. Preporucena je konzumacija viSe vrsta povrca razli¢itih boja (tamnozeleno,
crveno, narancasto), mahunarki 1 Skrobnog povréa. NaglaSena je prednost
konzumacije cjelovitog voc¢a u odnosu na preradene voce proizvode.

2. Sto se tiGe proizvoda od Zitarica, barem polovica bi ih trebala dolaziti iz
cjelovitih Zitarica.

3. Preporu¢ena je konzumacija niskomasnih mlijeCnih proizvoda 1 unos
bjelancevina iz razli¢itih izvora - bijelog mesa, ribe, jaja, mahunarki, orasastih
plodova i sjemenki.

4. Daje se prednost koristenju biljnih ulja nad Zivotinjskim mastima.

5. U uravnotezenoj prehrani trebao bi biti ograni¢en unos zasic¢enih i trans masnih
Kiselina, kao i dodanog $ecera i natrija(21).

Ketogena ili keto prehrana definira se kao prehrana s jako niskim unosom ugljikohidrata i
visokim unosom masti. Postoje razli¢ite varijacije ove prehrane, a najcesci cilj je ogranicenje
unosa ugljikohidrata na manje od 50 g/dan. Takvim sStrogim ograniCenjem unosa
ugljikohidrata iscrpljuju se zalihe glikogena te dolazi do metabolickih promjena u organizmu
koje se odvijaju u smjeru povecanja razine glukoneogeneze i ketogeneze te KoriStenja
njihovih produkata kao izvora energije za procese u tijelu(30). S obzirom na vaznost voca i
povréa u prehrani, ali i na njihovo bogatstvo ugljikohidratima, kod izbora vrsta voca i1 povréa
u keto prehrani prednost se daje onima koje sadrze manji udio ugljikohidrata.

Za izra¢un mase makronutrijenata, kolesterola i energetske vrijednosti prilikom izrade
jelovnika koriStena je USDA (eng. United States Department of Agriculture) tablica koja

sadrzi detaljne podatke o energetskom i nutritivnom sastavu velikog broja namirnica(31).

3.2. METODE

3.2.1. Razvoj i simulacija modela u programu CellDesigner
U racunalnom programu CellDesiger razvijen je model metabolizma kolesterola, prema radu

23



Mc Auley i suradnika iz 2012. godine(7). Provedbom simulacije analizirana je promjena
koncentracije metabolita u metabolickom putu kolesterola nakon obroka koji se razlikuju

prema pocetnim vrijednostima mase kolesterola iz hrane.

3.2.2. Analiza lokalne parametarske osjetljivosti

Sve vecu zastupljenost metoda sistemske biologije u proucavanju dinamike bioloskih sustava
i metabolickih mreza pratila je i pove¢ana upotreba metoda za analizu osjetljivosti. Analiza
osjetljivosti koristi se za dobivanje informacija o snazi bioloskih odgovora u odnosu na
promjenu pocetnih parametara modela.

Prilikom planiranja izrade rac¢unalnih modela metabolizma, autori nerijetko nailaze na
problem utvrdivanja to¢ne vrijednosti pojedinih parametara, najée$¢e zbog nepotpunih
podataka u literaturi ili nemogucénosti njihovog preciznog utvrdivanja iz zivog modela. 1z tog
razloga, neki modeli sadrze parametre koji predstavljaju najbolju mogucéu procjenu s obzirom
na dostupne podatke, ali ipak sadrze dozu nesigurnosti. Analizom lokalne osjetljivosti
mozemo prouciti koliki utjecaj takvi ,,nesigurni® parametri imaju na izlazne vrijednosti
modela. Analiza lokalne osjetljivosti moze uputiti i na zanemarivanje parametara ¢ijom se
promjenom ne moze utjecati na rezultat te potaknuti daljnje istrazivanje parametara koji imaju
najveéi utjecaj na mjerene izlazne parametre(32).

Najrasirenija metoda analize lokalne parametarske osjetljivosti je promjena vrijednosti svih
ulaznih parametara pojedina¢no te proucavanje utjecaja tih promjena na izlazne rezultate
prilikom simulacije modela. U ovom radu provedena je na nacin da je svaki od 43 kineti¢ka
parametra pojedinacno uvecan za 1 %, 3 % i 5 % dok su svi ostali parametri zadrzali svoje
pocetne vrijednosti (ranije navedene u tablici 3). Isto tako, analiza je provedena i nakon
smanjenja vrijednosti svakog od parametara za 1 %, 3 % i 5 %. Za svaki od tih uvjeta
izmjerene su vrijednosti varijabli modela nakon provodenja simulacije u trajanju od 2 dana.
Za prikaz i analizu rezultata koriSten je Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, Redmond,
Washington, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Prilikom simulacije modela u ratunalnom programu CellDesigner koriStene su razli¢ite
pocetne vrijednosti mase za varijablu kolesterol iz hrane te su promatrane promjene mase ili
koncentracije ostalih varijabli modela, s naglaskom na masu crijevnog kolesterola, masu
jetrenog kolesterola te koncentraciju LDL kolesterola u plazmi. Promatrane promjene odnose
se na razdoblje od 2 dana nakon konzumacije obroka iz jelovnika u okviru ovog diplomskog
rada (dorucka, rucka i vecere). Dobivene rezultati prikazani su na nacin da se na istom grafu
nalaze tri krivulje koje se odnose na razli¢ite jelovnike odnosno razli¢ite pocetne vrijednosti

kolesterola iz hrane. Dobiveni grafovi kasnije su prikazani na slikama 6-17.

4.1. PRIKAZ MODELA METABOLIZMA KOLESTEROLA

Model metabolizma kolesterola koriSten u radu konstruiran je u raCunalnom programu
CellDesigner 4.2.2. Model se sastoji od ¢etiri odjeljka: crijevo, jetra, plazma i periferno tkivo.
Pravokutna oznaka varijable kolesterol iz hrane nalazi se izvan odjeljka koji predstavlja
crijevo jer se radi o egzogenoj komponenti, kao i izlu¢eni kolesterol i izlu¢ene zu¢ne soli koje
se takoder nalaze izvan tog odjeljka jer se radi o dijelu kolesterola i Zu¢nih soli koji napustaju
organizam. Svaki od Cetiri odjeljka ilustrira organ ili tkivo u ljudskom organizmu koji igra
vaznu ulogu u metabolickom putu kolesterola. Tako se u crijevu dogada apsorpcija
kolesterola iz hrane, klju¢an korak koji prethodi svim sljede¢im biokemijskim reakcijama u
koje ulazi molekula kolesterola(7). Jetra sluzi kao skladiste kolesterola, ali i kao klju¢no
mjesto regulacije biosinteze kolesterola u ovisnosti 0 njegovoj raspolozivosti u organizmu(9).
S obzirom da se kolesterol kroz tijelo prenosi krvlju, u plazmi se moze nac¢i vezan za razne
vrste lipoproteina, od kojih su u ljudskoj medicini najznacajniji HDL kolesterol i LDL
kolesterol(8). U perifernom tkivu takoder dolazi do skladiStenja kolesterola, ali i do sinteze
steroidnih hormona, §to predstavlja jedan od na¢ina uklanjanja kolesterola iz tijela.

Model sadrzi 34 varijable s nazivima prikazanim u kvadratnim okvirima te posebnim
simbolima za receptore. Medusobno su povezane sa 35 reakcija prikazanih strelicama koje
predstavljaju promjene stanja izmedu razli¢itih varijabli. Grafi¢ki prikaz razvijenog modela

nalazi se na slici 5.
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Slika 5. Prikaz modela metabolizma kolesterola u ra¢unalnom programu CellDesigner

4.2. PRIKAZ JELOVNIKA

U radu su prikazana tri osmisljena jelovnika koja osiguravaju energetsku vrijednost od oko
2200 kcal (= 2 kcal). Jelovnik 1 prikazan u tablici 5 baziran je na nafelima vegetarijanske
prehrane i ne sadrzi meso niti mesne proizvode. Osigurava 2202 kcal i sadrzi 311 g
ugljikohidrata (52,8 %), 83 g bjelancevina (15,1 %) te 82 g masti (33,5 %). Kao §to je i
karakteristicno za vegetarijansku prehranu, sadrzi i visok udio prehrambenih vlakana od 41
g(29). S obzirom da se kolesterol uglavnom nalazi u namirnicama zivotinjskog podrijetla ¢iji
unos je kod vegetarijanaca ogranicen ili potpuno zabranjen, ukupna koli¢ina kolesterola u
vegetarijanskom jelovniku iznosi 0 mg. Jelovnik 2 prikazan u tablici 6 odnosi se na
uravnotezenu prehranu koja se obi¢no preporucuje opcoj populaciji(21). Osigurava
energetsku vrijednost od 2200,8 kcal i sadrzi 233 g ugljikohidrata (39,7 %), 137 g
bjelan¢evina (24,9 %) te 84 g masti (34,4 %). Jelovnik uravnotezene prehrane osigurava unos
28,7 g prehrambenih vlakana i sadrzi 295,2 mg kolesterola. Jelovnik 3 prikazan u tablici 7
izraden je prate¢i principe ketogene prehrane s naglaskom na strogo ogranicenje unosa
ugljikohidrata(30). Osigurava 2199,2 kcal i sadrzi 57 g ugljikohidrata (8,1 %), 120 g
bjelancevina (21,7 %) te 174,7 g masti (71,4 %). Jelovnik za ketogenu prehranu osigurava

unos 24,1 g prehrambenih vlakana i sadrzi 776,7 g kolesterola.
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Tablica 5. Jelovnik sastavljen prema smjernicama za vegetarijansku prehranu

JELOVNIK 1. VEGETARIJANSKA PREHRANA

OBROK NAZIV JELA SASTOJCI KOLESTEROL
zobene pahuljice (40 g)
biljno mlijeko (150 mL)
dorucak zobena kasa chia sjemenke (12 g) 0 mg
maslac od kikirikija (15 g)
borovnice (50 g)
banana i indijski banana (120 g)
meduobrok 1 oTakidi indijski orascici (20 g) 0 mg
maslinovo ulje (15 g)
crveni luk (50 g)
. varivo s kvinojom i mrkva (150 g)
rucak .. y . 0 mg
gljivama Sampinjoni (200 g)
kvinoja (100 g)
kruh sa sjemenkama (90 g)
voéni jogurt s voéni skyr (150 g)
meduobrok 2 bademima bademi (25 g) 0 mg
zelena salata (30 g)
rajéica (130 g)
krastavac (100 g)
vecera salata s tjesteninom kukuruz (100 g) 0 mg
tjestenina (70 g)
maslinovo ulje (15 g)
ocat (10 mL)
UKUPNA KOLICINA KOLESTEROLA: 0mg
UKUPNA ENERGETSKA VRIJEDNOST: 2202 keal
52,8 % UH
ENERGETSKI UDIO MARKONUTRIJENATA: 151%P
335%M
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Tablica 6. Jelovnik sastavljen prema smjernicama za uravnotezenu prehranu

JELOVNIK 2. URAVNOTEZENA PREHRANA

OBROK NAZIV JELA SASTOJCI KOLESTEROL
kruh od cjelovitih Zitarica (90 g)
dorucak sendvi€ 1 jogurt pureca Sunka (60 g) 78,1 mg
jogurt (250 g)
meduobrok 1 m?”fja.””‘? : mqnija.rm? (150 g) 0 mg
ljesnjaci ljesnjaci (20 g)
pileéi batak i pileci batak (200 g)
5 . krumpir (220 g)
rucak krumpir iz . . 176 mg
cémice maslinovo ulje (10 g)
p cikla (150 g)
meduobrok 2 kveijI‘od keksi sa cjelovitim Zzitaricama 0mg
Zitarica (50 g)
tortilja (80 Q)
tuna (80 g)
. tortilja s tunom raj¢ica (70 g)
vecerd i povréem kukuruz (50 g) 41,1 mg
grah (50 g)
mozzarella (30 g)
UKUPNA KOLICINA KOLESTEROLA: 295,2 mg
UKUPNA ENERGETSKA VRIJEDNOST: 2200,8 kcal
39,7 % UH
ENERGETSKI UDIO MARKONUTRIJENATA: 249 %P
343% M
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Tablica 7. Jelovnik sastavljen prema smjernicama za ketogenu prehranu

JELOVNIK 3. KETOGENA PREHRANA

OBROK NAZIV JELA SASTOJCI KOLESTEROL
maslinovo ulje (10 g)
. . jaja (120 g)
dorucak omlet i salata matovilac (30 g) 507,6 mg
cherry rajc¢ice (50 g)
kokosovo mlijeko (150 mL)
. Sumsko voce (60 g)
meduobrok 1 smoothie siemenke suncokreta (20 g) 0 mg
sjemenke sezama (20 g)
svinjski file svmjsk_l file (140 g)
. . slanina (50 g)
rucak omotan slaninom . 182,6 mg
 Soinat Spinat (250 g)
p maslinovo ulje (10 g)
. blanSirani bademi (40 g)
meduobrok 2 keto krekeri sir cheddar (40 g) 42 mg
krastavac (150 g)
salata s
vecera avokadom i feta avoka(jo (809) 44,5 mg
X feta sir (50 g)
sirom ) .
maslinovo ulje (10 g)
UKUPNA KOLICINA KOLESTEROLA: 776,7 mg
UKUPNA ENERGETSKA VRIJEDNOST: 2199,2 kcal
8,1 % UH
ENERGETSKI UDIO MARKONUTRIJENATA: 21,7 % P
71,5% M
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4.3. SIMULACIJA MODELA METABOLIZMA KOLESTEROLA

Nakon izrade modela metabolizma kolesterola, kreiranja jelovnika za tri Karakteristicna
nacina prehrane te izratuna mase kolesterola u svakom jelovniku, provedena je simulacija
izradenog modela u ra¢unalnom programu CellDesigner. S obzirom da su kineti¢ki parametri
modela izrazeni u jedinicama po danu (mg/dan ili mg/dL/dan) te da se uglavhom radi o
sporim procesima, trajanje simulacije odredeno je na 2 dana. U tom periodu dogada se
najznacajniji pad vrijednosti kolesterola iz hrane odnosno njegov prelazak u jetreni kolesterol
i zatim prolazak kroz ostale reakcije prikazane u modelu. Na slikama 6-17 prikazani su
grafovi koji se odnose na promjene 4 varijabe: mase kolesterola iz hrane (mg), mase crijevnog
kolesterola (mg), mase jetrenog kolesterola (mg) i koncentracije LDL kolesterola. Promjene
se odnose na razdoblje nakon unosa kolesterola iz 3 razliCita obroka: dorucka, rucka 1 vecere
iz svakog jelovnika. Iako su u jelovnicima navedena i dva meduobroka, promjene varijabli
nakon njihovog unosa nisu prikazane u rezultatima iz razloga $to su vrijednosti kolesterola
prvog meduobroka u svim jelovnicima jednake i iznose 0 mg, dok su vrijednosti kolesterola
drugog meduobroka vegetarijanske 1 uravnotezene prehrane jednake 0 mg. U tom slucaju,
odgovor modela bio bi jednak za sva 3 prva meduobroka te za 2 druga meduobroka, $to ne bi
dalo znacajne rezultate u usporedbi utjecaja razli¢itih pocetnih masa kolesterola iz hrane. U
tablici 8 prikazane su koriStene pocetne vrijednosti varijable kolesterol iz hrane. Svaki redak
predstavlja isti obrok u razlic¢itim jelovnicima 1 njihove su krivulje prikazane na istom grafu.
Krivulja vegetarijanske prehrane u svim je grafovima prikazana zelenom bojom, uravnotezena

prehrana oznacena je plavom bojom, a ketogena prehrana narancastom bojom.

Tablica 8. Pocetne vrijednosti kolesterola iz hrane koristene u simulaciji modela kolesterola

VEGETARIJANSKA | URAVNOTEZENA KETOGENA
PREHRANA PREHRANA PREHRANA
dorucak 0 mg 78,1 mg 507,6 mg
rucak 0 mg 176 mg 182,6 mg
vecera 0 mg 41,1 mg 44,5 mg
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Slika 6. Promjene mase kolesterola iz hrane nakon dorucka pri razli¢itim pocetnim

vrijednostima (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnotezena prehrana= 78,1 mg, keto

prehrana= 507,6 mg)
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Slika 7. Promjene mase kolesterola iz hrane nakon rucka pri razliitim pocetnim

vrijednostima (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnotezena prehrana= 176 mg, keto

prehrana= 182,6 mg)
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Slika 8. Promjene mase kolesterola iz hrane nakon velere pri razli¢itim

pocetnim

vrijednostima (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnotezena prehrana= 41,1 mg, keto

prehrana= 44,5 mg)

Nakon izrade modela provedeno je nekoliko simulacija s ciljem odabira vremena trajanja

simulacije te je uoceno da se najveca promjena u masi kolesterola iz hrane dogada u vremenu

od 2 dana nakon pocetka simulacije, $to je i vidljivo na slikama 6-8. U skladu s najve¢im

medusobnim razlikama pocetnih vrijednosti kolesterola u dorucku, slika 6 upucuje da ce

razlike medu jelovnicima vjerojatno biti najvidljivije upravo na primjeru dorucka.
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Slika 9. Promjene mase crijevnog kolesterola nakon dorucka pri razli¢itim pocetnim
vrijednostima mase kolesterola iz hrane (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnoteZena

prehrana= 78,1 mg, keto prehrana= 507,6 mg)
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Slika 10. Promjene mase crijevnog kolesterola nakon rucka pri razliitim pocetnim
vrijednostima mase kolesterola iz hrane (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnoteZena

prehrana= 176 mg, keto prehrana= 182,6 mg)
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Slika 11. Promjene mase crijevnog kolesterola nakon vecere pri razliitim pocetnim

vrijednostima mase kolesterola iz hrane (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnotezena
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prehrana= 41,1 mg, keto prehrana= 44,5 mg)

Tanko crijevo je mjesto odvijanja slozenog procesa apsorpcije kolesterola koji se odvija u vise
koraka, a sastoji se od dva glavna procesa: prvi je preuzimanje kolesterola i odnosi se na
ulazak kolesterola u epitelne stanice crijeva, a drugi je prijenos kolesterola iz epitenih stanica
u limfu preko bazolateralne membrane, tijekom Cega se dogada esterifikacija te pakiranje
kolesterola u lipoproteinske komplekse(33). U novije se vrijeme tanko crijevo prepoznaje kao
jedna od glavnih kontrolnih toc¢aka u regulaciji homeostaze kolesterola, zbog utjecaja na
apsorpciju i izlu¢ivanje kolesterola kao i na sintezu kolesterola de novo. Otkricem vise gena
koji sudjeluju u regulaciji crijevne apsorpcije kolesterola te nekoliko molekula koje inhibiraju
taj proces, dogodio se odmak od prijasnjeg shvacanja apsorpcije kao jednostavne pasivne
difuzije(34). Apsorpcija kolesterola smatra se sporim procesom jer se vrhunac kolesterola u
cirkulaciji moze pronaci 24-48 sati nakon unosa hranom. Za usporedbu, razina triglicerida u
cirkulaciji najvisa je otprilike 2 sata nakon unosa. Dio kolesterola se zadrzava 1 skladisti u
epitelnim stanicama crijeva(33).

Na slikama 9-11 moZemo vidjeti kako razli¢ite mase kolesterola unesenog hranom utjecu na

zalihe crijevnog kolesterola.
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Slika 12. Promjene mase jetrenog kolesterola nakon dorucka pri razli¢itim pocetnim
vrijednostima mase kolesterola iz hrane (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnotezena

prehrana= 78,1 mg, keto prehrana= 507,6 mg)
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Slika 13. Promjene mase jetrenog kolesterola nakon rucka pri razli¢itim pocetnim

vrijednostima mase kolesterola iz hrane (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnoteZena

prehrana= 176 mg, keto prehrana= 182,6 mg)
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Slika 14. Promjene mase jetrenog kolesterola nakon veCere pri razliitim pocetnim

vrijednostima mase Kolesterola iz hrane (vegetarijanska pehrana.= 0 mg, uravnoteZena

prehrana= 41,1 mg, keto prehrana= 44,5 mg)

Jetra, kao najvazniji organ u odrZavanju homeostaze kolesterola, ima veliku sposobnost

odrzavanja relativno stabilne koncentracije kolesterola uz pomo¢ mehanizma povratne
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sprege(9). Kao sto je vidljivo na prikazu modela metabolizma kolesterola na slici 5, jetreni
kolesterol povezan je s velikim brojem ostalih komponenti sustava, a na slikama 12-14 koje
predstavljaju rezultate nakon simulacije modela metabolizma kolesterola, mozemo uociti
male razlike u masi jetrenog kolesterola s obzirom na njegov unos hranom. Ovi su rezultati u
skladu s funkcijom jetre kao najvaznijeg organa za skladiStenje, metabolizam i izlu¢ivanje

visSka kolesterola.
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Slika 15. Promjene koncentracije LDL kolesterola nakon dorucka pri razli¢itim pocetnim
vrijednostima mase kolesterola iz hrane (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnoteZena

prehrana= 78,1 mg, keto prehrana= 507,6 mg)
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Slika 16. Promjene koncentracije LDL kolesterola nakon rucka pri razli¢itim pocetnim
vrijednostima mase kolesterola iz hrane (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnotezena

prehrana= 176 mg, keto prehrana= 182,6 mg)
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Slika 17. Promjene koncentracije LDL kolesterola nakon vecere pri razli¢itim pocetnim
vrijednostima mase kolesterola iz hrane (vegetarijanska prehrana= 0 mg, uravnoteZena

prehrana= 41,1 mg, keto prehrana= 44,5 mg)

Za razliku od miSljenja uvrijezenog od 1960-ih godina, danas se smatra da ne postoji izravna
korelacija izmedu unosa prehrambenog kolesterola i koncentracije kolesterola u krvi. Manjak
njihove povezanosti objasSnjava se kao posljedica brojnih kompenzatornih mehanizama koje
ljudsko tijelo ima na raspolaganju kako bi moglo upravljati viskom kolesterola unesenog
hranom, kao $to su smanjenje stope crijevne apsorpcije, povecanje sinteze zucnih kiselina ili
usporavanje sinteze kolesterola de novo. Velik broj istrazivanja i meta-analiza upucuje na
nepostojanje povezanosti izmedu prehrambenog kolesterola i rizika od sréano-zilnih
oboljenja. U pojedinim istrazivanjima izloZenost ve¢im kolicinama kolesterola iz hrane
dovela je do povisenja koncentracije LDL kolesterola u plazmi. Medutim, u tim slu¢ajevima
doslo je i do porasta koncetracije HDL kolesterola pa je omjer LDL/HDL koji se smatra
jednim od biomarkera za src¢ana oboljenja ostao jednak ili se ¢ak snizio. Treba naglasiti da su
u vecini istrazivanja kao izvor kolesterola iz hrane koriStena jaja, kako bi se otklonila
mogucnost utjecaja zasicenih masnih kiselina ili nekih drugih nutrijenata na razinu kolesterola
u krvi(35).
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Na slikama 15-17 prikazana je promjena koncentracije LDL kolesterola u plazmi nakon unosa
razli¢itih masa kolesterola iz hrane. Na ovim grafovima mozemo uociti da su krivulje gotovo
identi¢ne 1 da se preklapaju, Sto govori u prilog tome da kolesterol iz hrane nema trenutac¢an
utjecaj na razinu LDL kolesterola u krvnoj plazmi. Medutim, s obzirom da se u simulaciji
mjere promjene u periodu od samo 2 dana nakon unosa obroka, iz dobivenih rezultata ne
mozemo zakljuciti da dugorocan nizak ili visok unos kolesterola iz hrane nece imati utjecaj na

razinu LDL kolesterola u krvi.

4.4. ANALIZA LOKALNE PARAMETARSKE OSJETLJIVOSTI

Provedena je analiza lokalne parametarske osjetljivosti odnosno osjetljivosti varijabli modela
metabolizma kolesterola na povecanje i smanjenje vrijednosti svih parametara za 1 %, 3 % i 5
%. Analiza je provedena na nacin da su pocetne vrijednosti svakog parametra pojedinacno
uvecane za 1 % dok su vrijednosti ostalih parametara ostale nepromijenjene. Provedena je
simulacija u navedenim uvjetima za svaki parametar zasebno te su analizirani rezultati u
kona¢nom vremenu t=2 dana. Isti je postupak ponovljen nakon smanjenja vrijednosti svih
parametara za 1 %, a zatim i za povecanje i smanjenje za 3 % odnosno 5 %. Kao pocetna
vrijednost varijable kolesterol iz hrane koriStena je vrijednost od 295,2 mg koja se odnosi na
dnevni unos kolesterola iz hrane prateci izradeni jelovnik za uravnotezenu prehranu.

Dobiveni su rezultati prikazani u programu Microsoft Office Excel 2007 te su obradeni na
nac¢in da je negativna promjena mase ili koncentracije metabolita oznaena crvenom, a
pozitivna promjena zelenom bojom. Polja koja su obojana svijetlo Zutom bojom oznacavaju
zanemarivu promjenu u odnosu na vrijednosti dobivene u simulaciji bez ikakve promjene
parametara. U tablicama se mogu uociti tri razlicite nijanse crvene 1 zelene boje. Ve¢i intenitet
odnosno ja¢ina boje ukazuju na znaajniju promjenu mase ili koncentracije metabolita, dok
manje intenzivne i slabije izrazene nijanse ukazuju na njihovu manju promjenu. Rezultati

analize lokalne parametarske osjetljivosti prikazani su na slikama 18-23.
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Slika 18. Odgovor varijabli modela metabolizma kolesterola na povecanje parametara za 1 %
prilikom simulacije modela s poc¢etnom vrijednosti kolesterola iz hrane od 295,2 mg u trajanju
simulacije od 2 dana (varijable prikazane u stupcima: DC, IC, IBS, EBS, EC, HFC, HBS,
HCE, HLDLR, HLDLRD, VLDLC, IDLC, LDLC, PFC, PLDLR, PCE, PSS, HDLC, NHDL,
PLDLRD; parametri prikazani u retcima: ICSmax, ICt, IS, HCSmax, HCSt, HS, BCRmax,
BS, k5, k2, k4, k1, k9, k10, PCSmax, PPCt, PCSS, k23, k24, k25, kprs, k22, k8, k11, k7, k3,
ke, khrs, k13, k12, k14, k15, k16, k17, k18, k19, k20, k21, k26, k27, k28, k29)
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Slika 19. Odgovor varijabli modela metabolizma kolesterola na smanjenje parametara za 1 %
prilikom simulacije modela s pocetnom vrijednosti kolesterola iz hrane od 295,2 mg u trajanju
simulacije od 2 dana (varijable prikazane u stupcima: DC, IC, IBS, EBS, EC, HFC, HBS,
HCE, HLDLR, HLDLRD, VLDLC, IDLC, LDLC, PFC, PLDLR, PCE, PSS, HDLC, NHDL,
PLDLRD; parametri prikazani u retcima: ICSmax, ICt, 1S, HCSmax, HCSt, HS, BCRmax,
BS, k5, k2, k4, k1, k9, k10, PCSmax, PPCt, PCSS, k23, k24, k25, kprs, k22, k8, k11, k7, k3,
ke, khrs, k13, k12, k14, k15, k16, k17, k18, k19, k20, k21, k26, k27, k28, k29)
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Slika 20. Odgovor varijabli modela metabolizma kolesterola na poveéanje parametara za 3 %

prilikom simulacije modela s poc¢etnom vrijednosti kolesterola iz hrane od 295,2 mg u trajanju
simulacije od 2 dana (varijable prikazane u stupcima: DC, IC, IBS, EBS, EC, HFC, HBS,
HCE, HLDLR, HLDLRD, VLDLC, IDLC, LDLC, PFC, PLDLR, PCE, PSS, HDLC, NHDL,
PLDLRD; parametri prikazani u retcima: ICSmax, ICt, 1S, HCSmax, HCSt, HS, BCRmax,
BS, k5, k2, k4, k1, k9, k10, PCSmax, PPCt, PCSS, k23, k24, k25, kprs, k22, k8, k11, k7, k3,
k6, khrs, k13, k12, k14, k15, k16, k17, k18, k19, k20, k21, k26, k27, k28, k29)
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Slika 21. Odgovor varijabli modela metabolizma kolesterola na smanjenje parametara za 3 %

prilikom simulacije modela s pocetnom vrijednosti kolesterola iz hrane od 295,2 mg u trajanju
simulacije od 2 dana (varijable prikazane u stupcima: DC, IC, IBS, EBS, EC, HFC, HBS,
HCE, HLDLR, HLDLRD, VLDLC, IDLC, LDLC, PFC, PLDLR, PCE, PSS, HDLC, NHDL,
PLDLRD; parametri prikazani u retcima: ICSmax, ICt, 1S, HCSmax, HCSt, HS, BCRmax,
BS, k5, k2, k4, k1, k9, k10, PCSmax, PPCt, PCSS, k23, k24, k25, kprs, k22, k8, k11, k7, k3,
k6, khrs, k13, k12, k14, k15, k16, k17, k18, k19, k20, k21, k26, k27, k28, k29)
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Slika 22. Odgovor varijabli modela metabolizma kolesterola na poveéanje parametara za 5 %
prilikom simulacije modela s pocetnom vrijednosti kolesterola iz hrane od 295,2 mg u trajanju
simulacije od 2 dana (varijable prikazane u stupcima: DC, IC, IBS, EBS, EC, HFC, HBS,
HCE, HLDLR, HLDLRD, VLDLC, IDLC, LDLC, PFC, PLDLR, PCE, PSS, HDLC, NHDL,
PLDLRD; parametri prikazani u retcima: 1CSmax, ICt, IS, HCSmax, HCSt, HS, BCRmax,
BS, k5, k2, k4, k1, k9, k10, PCSmax, PPCt, PCSS, k23, k24, k25, kprs, k22, k8, k11, k7, k3,
k6, khrs, k13, k12, k14, k15, k16, k17, k18, k19, k20, k21, k26, k27, k28, k29)
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Slika 23. Odgovor varijabli modela metabolizma kolesterola na smanjenje parametara za 5 %

prilikom simulacije modela s pocetnom vrijednosti kolesterola iz hrane od 295,2 mg u trajanju
simulacije od 2 dana (varijable prikazane u stupcima: DC, IC, IBS, EBS, EC, HFC, HBS,
HCE, HLDLR, HLDLRD, VLDLC, IDLC, LDLC, PFC, PLDLR, PCE, PSS, HDLC, NHDL,
PLDLRD; parametri prikazani u retcima: ICSmax, ICt, 1S, HCSmax, HCSt, HS, BCRmax,
BS, k5, k2, k4, k1, k9, k10, PCSmax, PPCt, PCSS, k23, k24, k25, kprs, k22, k8, k11, k7, k3,

k6, khrs, k13, k12, k14, k15, k16, k17, k18, k19, k20, k21, k26, k27, k28, k29)
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Analizom dobivenih rezultata potvrdena je medusobna povezanost izmedu metabolizma

kolesterola i metabolizma zuc¢nih soli. Ve¢ pri promjeni od 1 % za parametre k2 (otpustanje
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zuénih soli), k4 (izlu¢ivanje zuénih soli) i k5 (sinteza zu¢nih soli) dolazi i do promjena u masi
crijevnog kolesterola (IC) i izlu¢enog kolesterola (EC), uz o¢ekivane promjene mase crijevnih
zuénih soli (IBS), jetrenih Zzu¢nih soli (HBS), kao i izlucenih zuénih soli (EBS). Tijekom
procesa probave, zu¢ne kiseline se otpustaju iz jetre i zuénog mjehura u crijevo te pomazu u
stvaranju lipidnih micela s kolesterolom koji bi inace bio netopljiv u vodenom mediju. Veéina
zuénih kiselina se reaspsorbira u crijevu nakon ¢ega se portalnom venom prenosi u jetru i

moze se ponovno izlu¢iti u zuc(7).

Takoder, ve¢ pri povecanju parametra k11 koji se odnosi na jetrenu sintezu nascentnog HDL-
a za 1 % dolazi do znacajnog porasta koncentracije nascentnog HDL-a, a posljedi¢no i1
koncentracije HDL kolesterola u plazmi. Uoceno je da korak nastanka VLDL kolesterola iz
jetrenog kolesterola ima vaznu ulogu 1 odreduje koncentraciju VLDL kolesterola, IDL
kolesterola 1 LDL kolesterola u plazmi. Taj je korak reguliran parametrom k12 pri ¢ijem se
poveéanju za 1 % uocava porast koncentracije navedenih metabolita kolesterola. Za oba
parametra vrijedi i obrnuto: smanjenjem njihovih vrijednosti za 1 % smanjuje se razina
nascentnog HDL-a i HDL kolesterola u plazmi (za parametar k11) odnosno koncentracija
VLDL koleserola, IDL kolesterola i HDL kolesterola (za parametar k12).

Na snizavanje koncentracije LDL kolesterola u plazmi utjeCe porast parametra k18 koji
odreduje kinetiku reakcije preuzimanja LDL kolesterola u jetru ovisnog o LDL receptorima.
Ovaj podatak ukazuje na vaznost brojnosti LDL receptora prisutnih u jetri te se smatra da je
smanjenje njihovog broja tijekom godina jedan od mogucih uzroka povecanja koncentracije
LDL kolesterola i rizika od sr¢ano-zilnih oboljenja tijekom starenja. Naime, uoceno je da u
procesu starenja dolazi do duzeg vremena zadrzavanja kolesterola u tijelu odnosno smanjene
stope njegovog izlu¢ivanja. S obzirom da je uklanjanje LDL kolesterola iz krvi te prijenos u
jetru ovisan o jetrenim LDL receptorima, porast koncentracije LDL kolesterola u krvi tijekom

starenja moze se objasniti smanjenjem broja ili aktivnosti ovih receptora(36).

Crijevni kolesterol (IC) pokazao se kao najosjetljivija varijabla modela jer se na promjenu

njegove vrijednosti moZe utjecati najve¢im brojem parametara.
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5. ZAKLJUCCI

Nakon provedbe simulacije modela metabolizma kolesterola, na temelju analize dobivenih

rezultata doneseni su sljedeci zakljucei:

1)

2)

3)

4)

5)

Simulacija modela metabolizma kolesterola u ra¢unalnom programu CellDesigner je
uspje$na, a promjena mase kolesterola i ostalih prikazanih metabolita u skladu je s

dosadasnjim eksperimentalnim podacima.

U modelu nije prikazan utjecaj zasi¢enih masnih kiselina na metabolizam kolesterola,
Sto se moze smatrati jednim od nedostataka modela i predstavljati ideju za proSirenje

modela i buduca istrazivanja.

Uocen je utjecaj kolesterola iz hrane na masu crijevnog i jetrenog kolesterola, ali i
manjak utjecaja kolesterola iz hrane na promjenu koncentracije metabolita kolesterola
u krvnoj plazmi (VLDL kolesterol, IDL kolesterol, LDL kolesterol i HDL kolesterol)

tijekom ispitivanog perioda od 2 dana nakon unosa.

Analiza lokalne parametarske osjetljivosti omoguc¢uje vrednovanje parametara prema
njihovom utjecaju na izlazne rezultate simulacije modela. Prilikom simulacije
konstruiranog modela metabolizma kolesterola, parametrima od najvece vaznosti
pokazali su se parametar jetrene sinteze nascentnog HDL-a te parametar nastanka

VLDL kolesterola iz jetrenog kolesterola.

Daljnji razvoj sustavne biologije i racunalnog programiranja te njihova integracija s
nutricionistickim intervencijama moze u buduénosti unaprijediti istrazivanja u
nutricionizmu 1 omoguciti priblizavanje konceptu individualizirane prehrane ili

dijetoterapije.
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