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1. UvOoD

Koncept personalizirane prehrane sve se viSe popularizirao tijekom posljednjih nekoliko godina
zbog tehnoloskog, socijalnog i znanstvenog razvoja, a namece se kao jedno od mogudéih
rjeSenja za trenutne preporuke o prehrambenim smjernicama. Sama individualizacija temelji
se na preporukama prilagodenima pojedinoj osobi s obzirom na specificne bioloske potrebe. S
obzirom na slozenost biokemijskih reakcija koje se odvijaju u ljudskom tijelu, svaka preporuka
trebala bi se temeljiti upravo na specifi¢nosti tih reakcija i nacinu na koje one dolaze u
interakciju s nutrijentima iz prehrane i okoliSnim uvjetima (van Ommen i sur., 2017). Nutritivne
potrebe pojedinca znatno variraju i ovise o: tjelesnoj masi, starosnoj dobi, tjelesnoj aktivnosti,
zdravstvenom statusu, spolu i dr. Trenutne preporuke o unosu pojedinih nutrijenata i nacinu
prehrane namijenjene su opcoj populaciji, te je upravo razlika u individualnosti pojedinaca
razlog razli¢itog odgovora na opce preporuke. Istrazivanja vezana za prehrambene navike i
njihov utjecaj na zdravlje posljednjih godina su znatno evoluirala, stoga sve vise u fokus dolazi
izuCavanje interakcije zivotnog stila, prehrane i gena. Posebno su intezivirana istrazivanja o
djelovanju sastojaka hrane na ekspresiju gena, gdje se dolazi do pretpostavke da sastojci iz
hrane mogu utjecati na razvoj brojnih oboljenja, te da je ucinkovitost prehrambenog obrasca
ovisna o genetskoj osnovi pojedinca kao i o njegovom zdravstvenom stanju (Regazzi i sur.,
2016). Pretpostavlja se da se takvi genetski rizici mogu umanjiti funkcionalnom prehranom. Ta
spoznaja pokuSava se primijeniti u prevenciji i lijeCenju kardiovaskularnih bolesti, artritisa,
osteoporoze, dijabetesa i dr. Personalizirana prehrana trebala bi omoguditi prehranu baziranu
na genetskoj osnovi svakog pojedinca modificiranu s obzirom na pripadajucu dijagnozu (van

Ommen i sur., 2017).

U Secernoj bolesti manifestira se prekomjerna produkcija glukoze u stanicama jetre, relativnog
smanjenja aktivnosti enzima glikolize te povecanje aktivnosti enzima glukoneogeneze (Guoa i
sur., 2012).

Piruvat kinaza ima klju¢nu ulogu u zadnjem koraku glikolize, a smanjenje kataliticke aktivnosti
tog enzima zabiljezeno je kod oboljelih od dijabetesa tip II (Majer i sur., 1998; Huang i sur.,
2003). Cilj ovoga istrazivanja bio je ispitati utjecaj razlicitih pocetnih koncentracija glukoze te
utjecaj smanjenih aktivnosti glukokinaze, fosfofruktokinaze i piruvat kinaze na metabolizam

glukoze u programskom paketu CellDesigner.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Primjena sistemske biologije u nutricionizmu

Tijekom proteklih godina implementacija sistemske biologije u istrazivanja u podrucju
nutricionizma pokazala se kao vrlo modan alat za razumijevanje mehanizama kojima
komponente hrane utjeCu na zdravlje i preveniraju bolesti te za otkrivanje bioloski aktivnih
molekula ukljuéenih u takve mehanizme. Sistemska biologija koristeci i kombinirajuci znanja
genomike, proteomike i metabolomike stvara velike skupove podataka koji uz pomoc racunalne
integracije stvaraju prediktivhe mreze i omogucuju opSirniju analizu individualnog odgovora na
pojedinu prehrambenu intervenciju i pruzaju sveobuhvatno razumijevanje kako odredeni nacin

prehrane moze utjecati kako na zdravlje tako i na bolest (slika 1) (Badimon i sur., 2017).
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Slika 1. Prikaz medudjelovanja razli¢itih podrucja znanosti unutar sistemske biologije u
nutricionizmu (de Graaf i sur., 2009).

Sve vedi broj istraZivanja unutar nutricionizma ukljuuje metode genomike, transkriptomike,
metabolomike i proteomike. Medutim, vrlo je nejasno kako se ovi skupovi podataka mogu

povezati s fizioloSkom karakterizacijom fenotipa uz pomo¢ tradicionalnih metoda istrazivanja u
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nutricionizmu poput indirektne kalorimetrije, procjene sastava tijela te metode obiljezavanja
izotopima. Iako je statisticka analiza joS uvijek visoko birana metoda za obradu
visokodimenzionalnih podataka, sistemska i racunalna biologija sve vise se pocinju
primjenjivati kao jedno od mogucih rjeSenja. S obzirom na Siroku raznolikost racunalnih modela
vrlo je laka primjena na Siroku razinu organizacije ljudskog tijela i razlike s obzirom na
molekularne interakcije, signalne puteve, metabolicke puteve, stani¢ni rast, anatomsku

strukturu i fizioloske procese (de Graaf i sur., 2009).

Gotovo svi stanicni procesi, pocevsi od ekspresije gena do sinteze i razgradnje proteina mogu
biti pod utjecajem prehrane i zivotnog stila. Nutritivne i nenutritivne komponente na
kompleksan nacin utjeCu na metabolicke promjene u stanici. Sli¢no djelovanju farmaceutika,
svaka komponenta hrane utjeCe na mrezu reakcija sadrzanih u metabolizmu djelujudi pritom
sasvim drugacije ovisno o komponenti. Istrazivanja u tom polju joS su uvijek u zacetku, a
naglasak je stavljen na projektiranje strategija putem kojih bi se objasnilo djelovanje pojedinih
komponenata hrane na funkciju ili sudbinu stanice, a manipulacijom istih bi se postigao
znacajan napredak u prevenciji ili lije¢enju pojedinih kronic¢nih bolesti danasnjice (Panagiotou
i Nielsen, 2009). Komplementiranje znanja omogucit ¢e bolje razumijevanje i predvidanje
kvalitativnih i kvantitativnih poveznica izmedu odredenog prehrambenog obrasca ili unosa
nutrijenta te utjecaja na zdravlje. Slozenost se javlja zbog Sirokog raspona razliitih nutrijenata,
s razlicitim kemijskim strukturama, koji mogu imati brojne mehanizme djelovanja s posebnim

specifi¢nostima.

2.2. Personalizirana prehrana

Jedna od klju¢nih uloga obecavajuceg podru€ja unutar nutricionizma predstavlja princip
personalizirane prehrane prema Cijim preporukama bi se znatno utjecalo na lije¢enje ili
prevenciju metabolickih poremecaja. Preciznim smjernicama omogucio bi se dinamican pristup
klasi¢nim prehrambenim preporukama koje bi ukljucivale parametre unutarnjeg i vanjskog
sustava Covjeka koji su gotovo konstantno u interakcijama (de Toro-Martin i sur., 2017). Osim
genetickog ucinka, takve preporuke sadrzavale bi utjecaj prehrambenih navika, prehrambenog
ponasanja, tjelesne aktivnosti, skup mikrobiote i metabolickih reakcija. Prema Medunarodnom
Drustvu Nutrigenetic¢ara/Nutrigenomicara (ISNN) buduénost personalizirane prehrane trebala
bi se promatrati s tri aspekta: stratifikacija konvencionalnih nutritivnih preporuka unutar
subpopulacije s obzirom na dob, spol i druge socijalne ¢imbenike, individualan pristup
proizasao iz iscrpnog genetickog profiliranja s posebnim naglaskom na individualne odgovore

na pojedine namirnice te individualan pristup proizasao iz predvidanja fenotipa organizma s

7
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obzirom na dostupne informacije dobivene DNK sekvencioniranjem (Betts i sur., 2016).
Kategorizacijom ovih ¢imbenika u narednih nekoliko godina trebalo bi do¢i do smanjenja
prevalencije pretilosti i metabolickin poremecaja kao jednih od glavnih uzroka poboljevanja

danasnje populacije.

2.3. Seéerna bolest

Secerna bolest predstavlja metabolicki poremeéaj visestruke etiologije kojeg obiljezava stanje
kroni¢ne hiperglikemije i poremeéen metabolizam ugljikohidrata, masti i proteina zbog
osStecene sekrecije inzulina i/ili poremecaja u njegovu djelovanju. Prema podacima Svjetske
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO) broj oboljelih diljem svijeta

porastao je na 422 milijuna (http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/diabetes).

Prema kriterijima ESC-a (engl. The European Society of Cardiology) preporuka za postavljanje
dijagnoze Secerne bolesti temeljena je na kombinaciji mjerenja HbA1c i razine glukoze u krvi
nataste ili, u sluaju dvojbe dodati OGTT (test oralnog opterecenja glukoze; test opterecenja
s (m =) 75 g glukoze otopljene u (V' =) 2 dL vode). Ostecena tolerancija glukoze (engl.
Impaired glucose tolerance - 1GT) i oSte¢en metabolizam glukoze nataste (engl. Impaired
fasting glucose — IFG) obuhvaceni su zajednickim imenom kao predijabetes te predstavljaju
Cimbenike rizika ne samo za Secernu bolest ve¢ i za kardiovaskularne bolesti. U fazi
predijabetesa je 79 milijuna ljudi u svijetu (Rowley i sur., 2017). Vrlo je vazno otkriti osobu u
ranoj fazi bolesti jer su Cesto u trenutku postavljanja dijagnoze ve¢ uocene brojne komplikacije.
Hiperglikemija ukazuje na Cesti problem nekontrolirane SeCerne bolesti koji s vremenom
uzrokuje ozbiljnije komplikacije raznih organskih sustava kao Sto je zatajenje bubrega,
ostecenje krvnih Zila, sr€anie i mozdanie udare, sljepocu itd. Prema podacima CroDiab registra
osoba sa Secernom boles¢u u Republici Hrvatskoj je 2014. godine bilo 254.296 odraslih osoba
sa Secternom boleS¢u, 125.506 muskaraca (49,35 %) i 128.790 (50,65 %) zena

(http://www.idb.hr/crodiabweb.htm). Uz procjene da i do 40 % bolesnika nije otkriveno,

ukupan broj oboljelih procjenjuje se na preko 400.000. Bolesnici kojima je bolest
dijagnosticirana najcesce ne dosizu ciljeve lijecenja, Sto predstavlja veliki rizik za daljnji razvoj
kroni¢nih komplikacija bolesti. Pored visoke prevalencije Secerne bolesti, izrazen je trend
porasta bolesti tipa 2, koji se uobicajeno javlja kod odraslih, ali sve cesée i kod djece i
adolescenata. I procjene Medunarodne dijabeticke federacije (engl. International Diabetes
Federation - 1DF) evidentiraju porast prevalencije Se¢erne bolesti u Republici Hrvatskoj, tako
da najnoviji podaci za 2017. godinu govore da u dobnoj skupini od 20-79 godina prevalencija
Secerne bolesti iznosi 5-6 %.



http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/diabetes
http://www.idb.hr/crodiabweb.htm
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2.3.1.  Secerna bolest tip IT

Dijabetes melitus tipa 2 (T2DM) heterogena je skupina oboljenja karakterizirana razlicitim
stupnjevima inzulinske rezistencije, poremecenim djelovanjem i/ili lu¢enjem inzulina uz
uvecanje proizvodnje glukoze u jetri procesom glukoneogeneze (Papademetriou i sur., 2017).
Uzrokovana je kako naslijedem tako i ¢imbenicima okoliSa i nacinom Zivota. Tip 2 najceSce se
pojavljuje u odrasloj dobi te je odgovoran za 90 % slucajeva oboljelih od Secerne bolesti.
Bolest je karakterizirana nedovoljnim lu¢enjem inzulina iz gusterace i/ili njegove nemogucnosti
da pravilno djeluje na ulazak glukoze u periferna tkiva, Sto se definira pojmom inzulinska
rezistencija (Straus i Petlevski, 2009). Osnovni molekularni poremecaj rezultat je genetickih i
okolisnih Cimbenika od kojih kljuénu ulogu imaju prekomjerna tjelesna masa i smanjena
tjelesna aktivnost. Za razliku od tipa 1, bolest ovog tipa razvija se polagano, dugo ostaje
neprepoznata jer se simptomi pojavljuju tek kod uznapredovale bolesti. Naj¢esce se otkriva
slucajno, sistematskim pregledom i nalazom povecane koncentracije glukoze u krvi i u mokraci.
Kod osoba oboljelih od ovog tipa bolesti postoji relativni manjak inzulina, ali ga ima dovoljno
da sprijeCi nastanak akutnih komplikacija bolesti. Ipak, povecani je rizik pojave
mikrovaskularnih (retinopatija, nefropatija i neuropatija) i makrovaskularnih komplikacija
(mozdani udar, ishemijske srcane bolesti). Kardiovaskularne komplikacije su vodeci uzrok smrti
povezane sa Secernom bolesti (Papademetrioui sur., 2017). S obzirom da deficit inzulina nije
apsolutan, tj. postoji sekrecija inzulina iz gusterace u nekoj mjeri, ovaj tip bolesti nije ovisan o
lije€enju inzulinom. Tip 2 Secerne bolesti u pocetku se lijeci i prevenira zdravijim nacinom
Zivota, dijetom i povecanom tjelesnom aktivnosti. U uznapredovaloj bolesti potrebna je terapija

oralnim hipoglikemicima i inzulinom.

2.3.2. Uloga prehrane u lijecenju i prevenciji secerne bolesti tipa IT

Cilj lije¢enja Secerne bolesti je otklanjanje simptoma vezanih uz hiperglikemiju, redukcija
odnosno eliminacija kroni¢nih mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija dijabetesa i
omogucavanje Sto normalnijeg nacina Zivota. Za postizanje zadanih ciljeva lijeCenja treba
odrediti ciljnu razinu glikemije za svakog pacijenta, osigurati mu edukaciju i lije¢enje
neophodno za dostizanje definirane razine te nadgledati i lijeciti komplikacije Secerne bolesti
(Schwingshackl i sur., 2017). Simptomi dijabetesa uobicajeno se povlace ve¢ nakon smanjenja
glukoze u plazmi na razinu ispod ¢ = 11,1 mmol L (Vrca-Botica i sur., 2008). Prehrana kod
dijagnoze dijabetesa treba biti optimalna kombinacija kalorijskog unosa i ostalih vidova
lijeCenja (inzulinska terapija, tjelovjezba, gubitak tjelesne mase) (Montonen i sur., 2005).

Ciljevi dijabeticke prehrane osoba oboljelih od tipa II razlikuju se od prehrane oboljelih od tipa
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I. Vecina bolesnika s dijabetesom tip II je pretila zbog ¢ega primarni cilj uvijek predstavlja
gubitak tjelesne mase. Novije preporuke navode umijerenu redukciju unoSenja energije uz
smanjen unos masti, pojacanu tjelesnu aktivnost te medikamentno lije¢enje hiperlipidemije i

hipertenzije (Gucciardi i sur., 2014).

Prehrana kod Secerne bolesti tip I i kod Sec¢erne bolesti tip II se primarno razlikuje ovisno o
broju obroka, gdje ritam i broj obroka ovise o terapiji. Ako se osobe lijee prehranom, oralnim
hipoglikemicima ili bazal-oralnom terapijom, trebaju imati tri glavna obroka na dan i dva
meduobroka. Takav nacin prehrane je karakteristican za Se¢ernu bolest tip 2. Osobe kojima je
lijenik prepisao terapiju predmjeSanim inzulinskim analozima u dvije ili tri doze ili bazal-
bolusnu inzulinsku terapiju u pravilu trebaju tri obroka na dan, bez meduobroka. Takav nacin
prehrane je karakteristian za Secernu bolest tip 1. Obroci se po Zelji ne smiju spajati ili

preskakati.

2.4. Glikoliza kao kontrola homeostaze glukoze u krvi

Glukoza nastaje iz ugljikohidrata unesenih hranom i predstavlja vazan izvor energije za vecinu
organizama. U odrZavanju odgovarajuce koncentracije glukoze u krvi klju¢nu ulogu ima jetra.
Glikoliza je sredisnji metabolicki put glukoze koji se odvija u citoplazmi stanica u kojem se
glukoza razgraduje do piruvata, tj. u uvjetima nedostatka kisika do laktata. Energija koja je
pohranjena u molekuli glukoze se tijekom razgradnje oslobada u obliku ATP-a i NADH, a
najvedim dijelom ostaje pohranjena u molekuli piruvata (Straus i Petlevski, 2009) Glikoliti¢ka
razgradnja glukoze jedini je izvor metabolicke energije u nekim tkivima i stanicama sisavaca.
Reakcije glikolize mogu se podijeliti u tri vrste biokemijskih reakcija: razgradnju ugljikovog
skeleta glukoze u piruvat, fosforilaciju ADP-a u ATP uz spojeve koji imaju visok potencijal za
prijenos fosforilnih skupina te prijenos hidronijevog iona na NAD* u svrhu nastajanja NADH
(Straus i Petlevski, 2009). Shema puta glikolize prikazana je na slici 2 .
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Slika 2. Shema puta glikolize (Li i sur., 2015)

2.4.1. Utjecaj secerne bolesti na glikolizu

Proces glikolize iako na prvi pogled vrlo jednostavan i dobro poznat metabolicki put predstavlja
vrlo vaznu ulogu u razlicitim fizioloSkim stanjima. Glikoliza je usko povezana s proizvodnjom
glukoze, sekrecijom inzulina, sintezom glikogena u jetri i misicima te posredno stimulira
lipogenezu u adipoznom tkivu. U Secernoj bolesti, zbog pojac¢ane anaerobne glikolize stvaraju
se vece koli¢ine laktata koji kao krajnji produkt glikolize ne inducira inzulinsku rezistenciju
(Guoa i sur., 2012). Vaznost glikolize u nereguliranoj jetrenoj proizvodniji glukoze izrazena je
preko genetickih mutacija u genu za glukokinazu. Uz geneticke defekte u metabolickim
enzimima dodatan faktor je i visceralna pretilost koja uzrokuje inzulinsku rezistenciju ¢ime je
onemoguceno djelovanje inzulina na periferna tkiva, ali i na samu aktivnost glukokinaze. U
Secernoj bolesti dolazi do povecane proizvodnje glukoze u stanicama jetre, relativnog
smanjenja aktivnosti enzima glikolize i glikogeneze uz poveéanje aktivnosti enzima
glikogenolize i glukoneogeneze (Guoa i sur., 2012). U Secernoj bolesti tip II inzulinska
rezistencija uzrokuje hiperinzulinemiju koja se kompenzira povecanjem glikolize u jetri,
adipoznom tkivu i B-stanicama gusterace. Potencijalna mjesta regulacije glikolize su enzimi
heksokinaza, fosfofruktokinaza i piruvat kinaza koji kataliziraju gotovo ireverzibilne reakcije.
Na aktivnost enzima utjeCu alostericki efektori i kovalentne modifikacije (fosforilacija) dok se
sama koli¢ina enzima mijenja regulacijom transkripcije ovisno o potrebama metabolizma (Berg
i sur., 2013). Piruvat kinaza ima klju¢nu ulogu u zadnjem koraku glikolize, prevodenju
fosfoenolpiruvata u piruvat. Ovaj enzim podlozan je alosterickoj regulaciji i fosforilaciji.
Aktivnost piruvat kinaze snizena je tijekom gladovanja i Secerne bolesti, dok se povecava
konzumacijom ugljikohidrata i inzulina. Glukoza je klju¢na regulatorna molekula koja je
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potrebna da bi inzulin imao utjecaj na piruvatkinazu (potrebni su i glukoza i inzulin

istovremeno) (Guoa i sur., 2012).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

Od materijala u ovom radu koristen je racunalni program CellDesigner verzija 4.4. te program
MS Excel 2016.

3.1.1. CellDesigner v.4.4.

CellDesigner je racunalni program koji se koristi za prikaz bioloskih procesa u stanici, kao Sto
su graficko prikazivanje biokemijskih i genski reguliranih mreza (Klipp i sur., 2010). Glavne

karakteristike programa ukljucuju:

(1) prikaz biokemijske semantike,

(2) detaljni opis promjene stanja proteina,

(3) program podrzava SBML oblik datoteke (SBML, engl. Systems Biology Markup
Language, format koji predstavlja modele biokemijskih mreza),

(4) integriranost sa SBW (SBW, engl. Systems Biology Workbench ) simulacijama i SBML
simulacijskom knjizicom,

(5) povezanost baza podataka (Funahashi i sur., 2008).

Prikaz modela pomocu CellDesignera zapocinje odabirom [File]—[New] ¢ime se otvara prozor
u koji se upiSe naziv dokumenta i odabere veli¢ina radnog prozora. Ispod alatne trake
smjestene su ikone koje su vezane uz odabir vrste molekula i tipove reakcija. Nakon odabira
odgovarajué¢ih molekula (protein, gen, ion, molekula itd.) one se povezuju strelicama koje
predstavljaju reakciju (transport, kataliza, degradacija, transkripcija, translacija, inhibicija,
aktivacija itd.). Dodavanje potrebnih simbola vrSi se odabirom na odgovarajucu ikonu ispod

alatne trake. Graficki prikaz simbola u CellDesigneru nalaze se na slikama 3-4.
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Slika 3. Simboli za vrste, komplekse i odjeljke u CellDesigner programu (Anonymous, 2018).
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Slika 4. Simboli za reakcije, Booleove logicke sklopke, promjene stila i anotacije
(Anonymous, 2018).

Desnim klikom pokazivata miSa na reakciju dodaje se odgovarajuca kinetika reakcije [Edit
Kinetic Law], ¢ime se otvara novi prozor u koji se upisuju jednadzba i kineticki parametri.
Graficki prikaz prozora u koji se dodaje izraz za kinetiku reakcije nalazi se na slici 5.
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Slika 5. Graficki prikaz prozora za unos kineti¢kog izraza (Anonymous, 2018).

PoCetne koncentracije molekula upisuju se prije pokretanja simulacije odabirom
[Simulations]—[Control Panel]. Dobiveni rezultati mogu se pregledati u grafickom ili
numeri¢kom obliku. Modeli se spremaju kao SBML dokumenti te kao takvi sadrzavaju sve
potrebne informacije koje se odnose na vrstu molekula, reakcije, geometrijski polozaj u

dokumentu, kinetiku reakcije i sl.
3.1.2. Model metabolizma glukoze

U ovome radu provedena je analiza matematickog modela metabolizma glukoze u stanicama
jetre koji su predlozili Konig i sur., 2012. Model ukljucuje 36 biokemijskih reakcija, 44
metabolita te 185 kinetickih parametara. U tablici 1 dan je popis biokemijskih reakcija opisanih

koriStenim matematickim modelom za brzinu reakcija metabolizma glukoze u jetri.
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Tablica 1. Popis reakcija metabolizma glukoze u jetri (Kénig i sur., 2012).

Vv REAKCIJA Enzim
Vi glukoza (vanjs.) — glukoza (unutr.) GLUT2 transporter
V2 glukoza+ ATP — glukoza-6-fosfat + ADP Glukokinaza
V3 glukoza-6-fosfat+ H,O — glukoza + P glukoza-6-fosfataza
V4 glukoza-6-fosfat — fruktoza-6-fosfat glukoza-6-fosfat izomeraza
V5 glukoza-1-fosfat — glukoza-6-fosfat glukoza-1-fosfat 1,6-fosfomutaza
V6 | glukoza-1-fosfat + UTP — UDP-glukoza + UTP: glukoza-1-fosfat
PP uridiltransferaza
V7 PP + H.0 — 2P pirofosfat fosfohidrolaza
V8 UDP-glukoza — UDP+ glikogen-glukoza glikogen sintaza
V9 glikogen-glukoza + P — glukoza-1-fosfat glikogen fosforilaza
V10 ATP + GDP — ADP + GTP nukleozid difosfat kinaza (GTP)
Vi1 ATP + UDP — ADP + UTP nukleozid difosfat kinaza (GTP)
V12 ATP + AMP — 2 ADP adenilat kinaza
V13 ATP + fruktoza-6-fosfat — ADP + fosfofruktokinaza II
fruktoza-2,6-bisfosfat
Vi4 fruktoza-2,6-bisfosfat - H,O — P + fruktoza-2,6-bisfosfataza
fruktoza-6-fosfat
V15 | ATP + fruktoza-6-fosfat — fruktoza-1,6- fosfofruktokinaza I
bisfosfat + ADP
V16 | fruktoza-1,6-bisfosfat + H,O — fruktoza- fruktoza-2,6-bisfosfataza
6-fosfat + P
V17 | fruktoza-1,6-bisfosfat — dihidroksiaceton Aldolaza
fosfat + gliceraldehid-3-fosfat
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V18 | dihidroksiaceton fosfat — gliceraldehid-3- triozafosfat izomeraza
fosfat
V19 | gliceraldehid-3-fosfat + P + NAD — NADH | gliceraldehidfosfat dehidrogenaza
+ H + 1,3-bisfosfoglicerat
V20 ADP + 1,3-bisfosfoglicerat — ATP + 3- fosfoglicerat kinaza
fosfoglicerat
V21 3-fosfoglicerat — 2-fosfoglicerat 3-fosfoglicerat mutaza
V22 | 2-fosfoglicerat — fosfoenolpiruvat + H,O Enolaza
V23 | ADP + fosfoenolpiruvat — piruvat + ATP piruvat kinaza
V24 | oksaloacetat + GTP — fosfoenolpiruvat + | fosfoenolpiruvat karboksikinaza (cit)
GTP + CO,
V25 | oksaloacetat + GTP — fosfoenolpiruvat + | fosfoenolpiruvat karboksikinaza (mit)
GTP + CO,
V26 piruvat + ATP + CO, — oksaloacetat + piruvat karboksilaza
ADP + P
V27 piruvat +NADH + H — laktat + NAD laktat dehidrogenaza
V28 laktat (vanjs.) — laktat (unut.) transporter laktata
V29 piruvat — piruvat (mit.) transporter piruvata
V30 | fosfoenolpiruvat (mit.) — fosfoenolpiruvat transporter fosfoenolpiruvata
V31 piruvat (mit.) + CoA (mit.) + NAD — piruvat dehidrogenaza

acetil-CoA + CO, + NADH +H
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V32 | oksaloacetat (mit.) + acetil-CoA (mit.) + citrat sintaza
H,O (mit.) — citrat (mit.) + CoA (mit.)
V33 | ATP (mit.) + GDP (mit.) — ADP (mit.) + nukleozid difosfat kinaza (GTP)
GTP (mit.)
V34 — oksaloacetat (mit.) transporter oksaloacetata
V35 acetil-CoA (mit.) — transporter acetil CoA
V36 citrat (mit.) — transporter citrata
3.2. Metode

3.2.1. Simulacije modela metabolizma glukoze u programskom paketu
CellDesigner
Provedene su simulacije modela metabolizma glukoze konstruiranog u programskom paketu
CellDesigner. Ispitan je utjecaj razlicitih pocetnih koncentracija glukoze (G.c.c= 4, 5,6, 77,7
mmol L!) na brzinu razgradnje glukoze u procesu glikolize. Ispitan je takoder utjecaj smanjenja
maksimalne brzine reakcije (za 3 %, za 5 % i za 10 %) klju¢nih enzima glikolize (glukokinaza,
fosfofruktokinaza, piruvat kinaza) na brzinu razgradnje glukoze (&,c.c = 5mmol L) u procesu
glikolize. Vrijednosti dobivene racunalnom simulacijom u CellDesigneru graficki su prikazane

pomocu Microsoft Excell 2016 programa.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Prikaz modela glikolize u programskom paketu CellDesigner

U ovom radu prikazan je model glikolize u stanicama jetre pomocu programskog paketa
CellDesigner v.4.4. Model se sastoji od 36 biokemijskih reakcija koje opisuju promjenu
koncentracije metabolita glikolize tijekom vremena. U model je uklju¢eno 44 metabolita
glikolize te 185 kinetickih parametara. Popis reakcija prikazan je u tablici 1 dok je popis svih

koristenih kinetickih izraza dan u prilozima.

Na slici 6. nalazi se prikaz modela glikolize u stanicama jetre izradenim u racunalnom programu
CellDesigner. Vrlo je raSirena upotreba CellDesignera za analizu biokemijskih puteva upravo
zbog jednostavne vizualizacije i prikaza logike i dinamike sloZenih reakcija ukljucenih uvecinu

metabolickih puteva (Funahashi i sur., 2008).
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Slika 6. Prikaz modela glikolize izradenog u racunalnom programu CellDesigner ( ATP —
adenozin trifosfat, ADP — adenozin difosfat, AMP — adenozin monofosfat, UTP — uridin
trifosfat, UDP — uridin difosfat, GTP — gvanozin trifosfat, GDP — gvanozin difosfat, NAD* -
nikotinamid adenin dinukleotid, NADH — nikotinamid adenin dinukleotid, P - fosfat, PP -
pirofosfat, CO,— ugljikov(II) oksid, GLC1P - glukoza-1-fosfat, UDP-GLC-UDP-glukoza, GLC -
glukoza, GLC6P - glukoza-6-fosfat, FRU6P - fruktoza-6-fosfat, FRU16BP - fruktoza-1,6-
bisfosfat, FRU26BP - fruktoza-2,6-bisfosfat, GRAP - gliceraldehid 3-fosfat, DHAP -
dihidroksiaceton fosfat, 1,3P2G - 1,3-bisfosfoglicerat, 3PG - 3-fosfoglicerat, 2PG - 2-
fosfoglicerat, PEP - fosfoenol piruvat, PYR - piruvat, OAA - oksaloacetat, LAC - laktat)
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4.2. Simulacija modela glikolize u programskom paketu CellDesigner

U ovome istrazivanju koriSten je racunalni program CellDesigner za analizu metabolizma
glukoze tj. za analizu enzima cije je ponasanje specificno kod Secerne bolesti, Sto je opisano u
literaturi (Iori i sur., 2008; Lee i sur., 2014; Malii sur., 2016). Stupanj glikolize moze se odrediti
na temelju mjerenja aktivnosti enzima koji kataliziraju ireverzibilne, jednosmjerne reakcije:
heksokinaza (u jetri glukokinaza), fosfofruktokinaza i piruvat kinaza. Podaci dostupni u literaturi
navode da aktivnost navedenih enzima kod oboljelih od Seéerne bolesti opada te se vraca u
normalu 24 sata nakon terapije inzulinom. Osobe koje boluju od Secerne bolesti tipa II za
razliku od osoba oboljelih od Secerne bolesti tipa I u krvi raspolazu s manjim koli¢inama
hormona inzulina klju¢nog u regulaciji homeostaze glukoze Sto dovodi do zakljucka da enzimi
glikolize nisu u potpunosti inhibirani, njihova aktivnost je smanjena onoliko koliko je potrebno
za metabolizam manjih koli¢ina glukoze koje pokuSavaju uéi u stanicu (Lee i sur., 2014). U
znanstvenoj literaturi do sada nije analiziran metabolizam klju¢nih enzima glikolize kod osoba

oboljelih od Secerne bolesti stoga je ta tema postala predmetom ovog istrazivanja.

Ispitan je utjecaj razli¢itih pocetnih koncentracija glukoze (G,cic= 4, 5, 6, 7 i 7,7 mmol L!) na
brzinu razgradnje glukoze u procesu glikolize.

8

7 - —— @, clc = 4 mmol Lt
—— @, clc = 5 mmol L

6 -

——— @, clc = 6 mmol Lt

(4]
1
1

—— @, clc= 7 mmol Lt

@, c.c= 7,7 mmol L1

ceL.c/ mmol L1
H
1

W
I

Slika 7. Utjecaj razlicitih pocetnih koncentracija glukoze na brzinu razgradnje glukoze.

Na slici 7. nalazi se prikaz promjene pocetnih koncentracija glukoze u vrijednostima od G,cLc

=4,5,6,7i7,7 mmol L'l Nakon obroka bogatog ugljikohidratima vrijednosti koncentracije
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glukoze u krvi porastu na oko &,c.c = 5mmol L Sto su takoder referentne vrijednosti za period
tzv. gladovanja, takoder vrijednost glukoze raste unutar ¢ = 30-60 min do otprilike Gic= 7,7
mmol L Sto je vrijednost koja se ne prelazi u zdravim tkivima. Dijagnoza Secerne bolesti
postavlja se ukoliko je u dva navrata glukoza u krvi nataste iznosila G.c = 7 mmol L ili ukoliko
je u bilo koje vrijeme tijekom dana vrijednost bila ve¢a od Gic = 11 mmol L (Bergman
Markovi¢, 2014). Na prikazu grafa vidljivo je da se koncentracija glukoze smanjuje s
vremenom; najznacajniji pad zabiljezen je kod vrijednosti glukoze od G,cic = 4 mmol L i to
unutar prvih sat vremena Sto je takoder i granicna vrijednost prilikom koje se javlja stanje
hipoglikemije. Vidljivo je da se vrijednost glukoze od G,c.c = 7 mmol L' unutar £ = 2,5 sata
vratila na vrijednost odcsc = 5 mmol L Sto potvrduje podatke opisane u literaturi o
vrijednostima glukoze u krvi nakon konzumiranja obroka bogatog ugljikohidratima (Bergman
Markovi¢, 2014).

Ispitan je takoder utjecaj smanjenja maksimalne brzine reakcije (za 3 %, za 5 % i za 10 %)
kljuénih enzima glikolize (glukokinaza, fosfofruktokinaza, piruvat kinaza) na brzinu razgradnje

glukoze (G,c.c = 5 mmol L) u procesu glikolize.
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Slika 8. Utjecaj promjene vrijednosti maksimalne brzine reakcije enzima glukokinaze na

brzinu razgradnje glukoze.
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Slika 9. Utjecaj promjene vrijednosti maksimalne brzine reakcije enzima fosfofruktokinaze

na brzinu razgradnje glukoze.
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Slika 10. Utjecaj promjene vrijednosti maksimalne brzine reakcije enzima piruvat kinaze na

brzinu razgradnje glukoze.
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Na slikama 8-10 prikazan je utjecaj smanjenja maksimalne brzine reakcije enzima glukokinaze,
fosfofruktokinaze i piruvat kinaze na brzinu razgradnje glukoze u procesu glikolize. Na slici 8
vidljivo je da smanjenje maksimalne brzine enzima glukokinaze utjeCe na dinamiku promjene
koncentracije glukoze. Glukokinaza je enzim koji katalizira pretvorbu glukoze u glukozu-6-
fosfat i Sto je maksimalna brzina toga enzima manja, pretvorba je sporija (Berg i sur., 2013).
Rezultati simulacija procesa glikolize s maksimalnim brzinama reakcije za glukokinazu
smanjenim za 3 %, 5 % i 10 % pokazuju da je smanjenjem maksimalne brzine reakcije
potrebno duze vrijeme za potroSnju glukoze. Fosfofruktokinaza je enzim koji katalizira
biokemijsku reakciju prevodenja fruktoze-6-fosfat u fruktozu-1,6-bisfofsat. Rezultati simulacije
procesa glikolize s maksimalnim brzinama reakcije za fosfofruktokinazu smanjenim za 3 %, 5
% i 10 % pokazuju da u tome slucaju dolazi do brze razgradnje glukoze u metabolizmu glikolize
(slika 9). Isti efekt je uocen i kod smanjenja maksimalne brzine reakcije za piruvat kinazu (slika
10). Fosfofruktokinaza je alostericki regulirana nizom efektora (ADP, AMP, cAMP, fruktoza-1,6-
bisfofat, fruktoza-2,6-bisfosfat, ATP, citrat, fosfoenolpiruvat). O koncentraciji navedenih
efektora ovisi kojom ¢e se brzinom glikoliza odvijati. Glukoza iz glikogena u misi¢ima izravno
ulazi u glikolizu. Jetra ¢uva veliku koli¢inu glikogena koji se po potrebi razgraduje, a glukozu
Salje u ostale dijelove organizma gdje manjka. Pri odredenoj koncentraciji glukoze dolazi do
zasicenja aktivnih mjesta na enzimu koji veze supstrat te on viSe ne moZze vezati supstrat ¢ime
maksimalna brzina reakcije postaje konstantna (Berg i sur., 2013). Rezultati ovoga rada
potvrduju druge rezultate izvedene iz literature koji opisuju smanjenje aktivnosti kljucnih
enzima glikolize u oboljelih od $ecerne bolesti (Lee, 2014; Cunovi¢, 2017; Qi, 2017; Vuljanic,
2017).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju prikazanih rezultata i provedene rasprave mogu se donijeti slijededi zakljucci:

1. Pocetne vrijednosti koncentracija glukoze smanjuju se s vremenom prilikom cega je
zabiljeZzen najvedi pad unutar £= 2,5 h, takoder pad koncentracije je vedi Sto je pocetna
koncentracija glukoze manja.

2. Promjena maksimalnih brzina kljucnih enzima glikolize (glukokinaza, fosfofruktokinaza,
piruvat kinaza) znacajno utjeCe na brzinu razgradnje glukoze.

3. Primjena racunalnog programa CellDesigner pokazala se kao vrlo koristan alat za
analizu glikolize kod oboljelih od Secerne bolesti s obzirom da je moguéa vizualna
interpretacija smanjenja aktivnosti glukokinaze, fosfofruktokinaze i piruvat kinaze.

4. Racunalni program CellDesigner moze se upotrijebiti za predvidanje optimalne pocetne

koncentracije glukoze kako bi aktivnost enzima glikolize bila maksimalna.
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PRILOZI
Prilog 1. Izrazi za brzinu reakcija metabolizma glukoze u jetri (Kdnig i sur., 2012)
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