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1. UVOD

Metabolom predstavlja skup metabolita (tvari koji se metabolickim procesima stvaraju u
organizmu) u bioloSkom uzorku, a raznovrsnost i brojnost metabolita u bioloskim uzorcima
(lipidi, ugljikohidrati, aminokiseline, steroidi) otezava izbor odgovaraju¢e metode za njihovu
analizu.  Metabolomika proucava metabolicko stanje odredenog organizma pomocu
identifikacije 1 kvantifikacije njegovih metabolita u stanicama ili bioloSkim teku¢inama poput
krvi 1 urina (Europska agencija za sigurnost hrane, 2023). Analiticke metode koje se u tu svrhu
najceS¢e koriste su spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR) i masena
spektrometrija (MS).

lako NMR ima manju osjetljivost u odnosu na MS, njegova svojstva visoke
reproducibilnosti, mogucénost kvantitativne analize kao i neinvazivnosti ¢ine NMR pogodnom
metodom za upotrebu u metabolomickim istrazivanjima s ciljem prevencije i dijagnoze bolesti.
Novije NMR metode koje poboljSavaju selektivnost, osjetljivost i rezoluciju bit ¢e opisane u

ovom radu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR) metoda je koja se zasniva na
magnetskim svojstvima jezgara s neparnim atomskim brojem. Takve jezgre vrtnjom oko svoje
osi (nuklearni spin) generiraju magnetsko polje koje se nakon izlaganja djelovanju vanjskog
magnetskog polja orijentira u njegovom smjeru (stabilnije stanje a-spina) ili suprotno u odnosu
na smjer vanjskog magnetskog polja (nestabilnije stanje B-spina). Kada se jezgra koja je u
stanju a-spina, izlozi radio-zracenju ¢ija je frekvencija jednaka energetskoj razlici izmedu a- i
B-spina, dolazi do izvrtanja jezgre iz o- u B-spin nakon cega slijedi relaksacija i ponovno
usmjeravanje jezgre u smjeru djelovanja vanjskog magnetskog polja. Opisana pojava naziva se
rezonancijom. Pri tome se emitira elektromagnetski signal koji se biljezi detektorom u NMR-
spektrofotometru. Elektroni svojim gibanjem induciraju mala lokalna magnetska polja
orijentirana suprotno u odnosu na smjer vanjskog magnetskog polja ¢ime zasjenjuju jezgru
odnosno zaklanjaju je od djelovanja vanjskog polja Zbog toga su protoni u razli¢itom
kemijskom (elektronskom) okruzenju razliito zaklonjeni odnosno rezoniraju pri razli¢itim
jakostima polja 1 imaju razli¢ite kemijske pomake (Barisi¢, 2021.)

NMR spektroskopija se u metabolomickim istrazivanjima cesto koristi samostalno, bez
potrebe za separacijskim tehnikama te daje rezultate sukladne onima dobivenim masenom
spektrometrijom. Signali u NMR spektru pripisuju se specifi¢cnim metabolitima, a njihova
visina proporcionalna je broju molekula koje mu doprinose, pa NMR paralelno omogucuje

identifikaciju 1 kvantifikaciju razli¢itih metabolita u uzorku.

2.2. Metabolomika

Cilj metabolomike je biokemijska karakterizacija metaboloma kao i njegovih promjena
uzrokovanih upotrebom lijekova te genetickim, nutritivnim i okoliSnim faktorima koji se
zajednicki nazivaju izlozenost (eng. exposome). Taj pojam obuhvaca sve fizikalne, kemijske,
bioloSke 1 socijalne Cimbenike okolisa, kojima je Covjek izlozen tijekom zivota i na koje
prilagodava odgovaraju¢im fenotipom (Serti¢, 2021.)

U interakciji nasljednih i steCenih osobina sa stalno promjenjivom izloZenos¢éu vanjskim
¢imbenicima mijenja se metabolicki fenotip (izgled nekog organizma kao rezultat
medudjelovanja izmedu genotipa 1 okoline (Hrvatska enciklopedija, 2021). Budu¢i da
metabolicko stanje organizma izravno korelira s opéim zdravljem osobe, metabolomikom se

moze dobiti uvid u stanje organizma, te kroz farmakometabolomiku koja analizira metabolicki
2



fenotip osobe na temelju utjecaja gena, okoline i crijevne mikroflore predvidati reakcija na
terapijsku intervenciju i eventualne nuspojave (Slika 1). Danas se kroz farmakometabolomicke
alate dobiva uvid u odgovore organizma na farmakoterapiju ¢esto propisivanim lijekovima kao

Sto su antipsihotici i antidepresivi, antihipertenzivi i statini (Beger i sur., 2016).
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Slika 1. Shematski prikaz faktora koji utjecu na metabolicki fenotip (preuzeto i prilagodeno iz
Beger i sur., 2016).

Ideja da su promjene u tkivima i bioloSkim teku¢inama indikator poremecaja u organizmu
razvila se jo$ u antickoj Grckoj pojavom grafikona koji su povezivali boju, miris i okus urina
sa karakteristicnim bolestima. Upravo prisutnost razli¢itth metabolita uzrok je promjena
navedenih svojstava (Nicholson i sur., 2018).

Metabolomicka istrazivanja pridonijela su boljem poznavanju bioloskih procesa cije
razumijevanje je nuzno za unaprjedenje metoda usmjerenih na poboljSanje ljudskog zdravlja.
Znacajna je primjena u istrazivanju interakcija izmedu lijekova u svrhu odredivanja njihove
optimalne kombinacije ili otkrivanja utjecaja ciljanog lijeka na metabolicke puteve. Campos i
Zampieri (2019.) profilirali su metabolicki odgovor mutiranih sojeva Escherichie coli na 1279
razliCitih vrsta lijekova. Usporedbom metabolomickih profila sojeva mutanata sa delecijom
odredenog gena i sojeva tretiranih ciljanim lijekom pronadene su znacajne slicnosti koje

ukazuju na inhibiciju funkcije gena uzrokovanu primjenom lijeka. Takva asocijacija uocena je
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kod disulframa, lijeka koji se koristi za lijeCenje alkoholizma inhibicijom enzima acetaldehid-
dehidrogenaze. Metabolicke promjene uzrokovane disulframom pokazale su najvecu sli¢nost
onima u soju s delecijom gena za izocitrat-dehidrogenazu (Aicd). In vitro testiranjima
disulframa kao izravnog inhibitora izocitrat-dehidrogenaze otkriven je blagi inhibitorni u¢inak
(25%) Sto ukazuje na prisutnost drugih mehanizama inhibicije.

lako se klasicna istrazivanja fokusiraju na antibiotike, molekule poput antifungicida
pentamidina medusobnim djelovanjem s antibioticima takoder mogu pokazivati antimikrobna
svojstva. U kombinaciji s antibioticima uskog spektra usmjerenog na gram-pozitivne bakterije,
pentamidin pokazao je sinergijski uinak te je in vitro antimikrobni u¢inak kombiniranog
agensa antibiotik/pentamidin proSiren na gram-negativne patogene (Stokes i sur., 2017).

Jedna od najcesc¢ih primjena metabolomickih istrazivanja u dijagnozi i lije€enju bolesti jest
identifikacija biomarkera koji pomazu u detekciji bolesti poput raka te nadziranje u¢inkovitosti
tretmana koji se primjenjuje. Biomarkeri mogu biti prediktivni, dijagnosticki 1 prognosticki.
Prediktivni biomarkeri predvidaju rizik od razvoja raka, dijagnosticki indiciraju ranu fazu
oboljenja, dok prognostic¢ki pokazuju rizik od napredovanja bolesti ili prognoziraju mogucu
reakciju organizma na primijenjenu terapiju (Chang i Ladame, 2020).

Dokazano je da su metabolicke karakteristike uzrok individualnih razlika u nutritivnim
potrebama te razlicitih odgovora organizma na lijekove i prehranu (O'Donovan i sur., 2015), a
metabolomika je koristan alat u definiranju metabolickih fenotipova koji se mogu koristiti za
prilagodavanje personaliziranog pristupa u nutritivnim preporukama (eng. personalized
nutrition) 1 personaliziranoj terapiji (eng. personalized medicine) koji ¢e omoguciti optimalni
ucinak na organizam pojedinca (Tebani i Bekri, 2019). Velik broj studija proveden je s ciljem
otkrivanja utjecaja polutanata kao Sto su teski metali, mikroplastika i pesticidi na metabolicke
puteve te identificiranje biomarkera koji pokazuju izlozenost polutantima a metabolomika se u
kombinaciji s drugim tehnikama pokazala korisnom u toksikoloskoj evaluaciji polutanata (Liu
isur., 2022).

Osim u nadzoru sigurnosti lijekova te detekciji biomarkera razli¢itih bolesti, metabolomika
se u biologiji koristi za prouc¢avanje metaboli¢kih profila razli€itih usjeva za prehranu ljudi 1
zivotinja te biljaka koriStenih u medicinske svrhe, a s ciljem povecanja prinosa i nutritivne
vrijednosti biljaka (Slika 2.) Statistickom analizom podataka dobivenih rezultatima spregnute
metode GC/MS (eng. Gas Chromatography—Mass Spectrometry) i NMR spektroskopije mogu
se karakterizirati biokemijske razlike istih biljnih vrsta uzgojenih u razli¢itim ekosustavima te

razlike izmedu divljih i kultiviranih ili transgenih biljaka (Marchev i sur., 2021).
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Slika 2. Klju¢ni koraci i tijek postupaka u metabolomickoj analizi te potencijalni ishodi analize
(preuzeto 1 prilagodeno iz Marchev 1 sur., 2021).

Dobiveni podaci klju¢ni su u kontroli kvalitete i odredivanju bioloske aktivnosti biljaka s
ljekovitim djelovanjem te su koristan alat za odredivanje perioda zetve koji omogucuje
optimalan prinos. Velik broj biljkama svojstvenih metabolita ima vaznu ulogu u prinosu usjeva
te nutritivnoj vrijednosti kona¢nog proizvoda. Zbog toga metabolomika analizira utjecaj
tolerancije na abioticke stresove poput suSe i visokog saliniteta, rezistencije na patogene te
metabolickog inzenjerstva na rast i razvoj biljke koji definiraju sintezu metabolita. Ovaj tip
istrazivanja pojasnjava vezu izmedu biljke 1 njezinog okoliSa s ciljem otkrivanja ucinka
identificiranog metabolita na adaptaciju biljke. S obzirom na to da bioticki i abioti¢ki stresovi
znacajno smanjuju produktivnost i prinos usjeva, jasne su prednosti u otkrivanju mehanizama
koje biljke koriste za adaptaciju. GC/MS profiliranjem transgene rize soja Oryza sativa L.
utvrdeno je da je poviSena koli¢ina disaharaida trehaloze u listovima biljke odgovorna za
povecanu toleranciju usjeva na susu i salinitet, dok je istom metodom kod je¢ma soja Hordeum
vulgare L. utvrdena povecana tolerancija na salinitet zbog prisutnosti aminokiselina
(fenilalanina, triptofana i tirozina) te galaktarne i1 glukuronske kiseline (Slika 3). Lignin,
celuloza i hemiceluloza u rizi kvantificirani su NMR analizom za koju nije potreban kemijski
ili enzimski predtretman uzorka te je u mutiranom soju utvrdena pojacana biosinteza celuloze

1 ksilana (Marchev i sur., 2021).
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Slika 3. Molekulske strukture a) fenilalanina, b) tirozina, c) triptofana, d) galaktarne i e)
glukuronske kiseline.

2.3.Bioloski uzorci

Predmet analize mogu biti lako dostupni bioloski uzorci poput urina, krvi 1 fecesa ili se
mogu analizirati tkiva, organi i stanice. Prikupljanje i skladistenje uzoraka klju¢ni su koraci pri
kojima je nuzno pratiti stroge procedure kako bi se sprijeCila degradacija metabolita te
interferencija s mjernim instrumentima. Usporedbom krvne plazme i seruma zakljuceno je da
su obje matrice prikladne za metabolomicka istrazivanja uz nekoliko naglasenih razlika.
Metabolomicka analiza seruma omogucuje vecu osjetljivost zbog izostanka vecih Cestica, ali
zbog duzeg vremena procesiranja dolazi do varijacija u rezultatima uslijed enzimskih procesa
konverzije 1 degradacije kojima se mijenja sastav metabolita. Reproducibilnost rezultata
takoder je niza zato Sto pri sakupljanju i1 procesiranju uzorka moze do¢i do hemolize i tvorbe
slobodnog hemoglobina koji utjeCe na metabolic¢ki profil uzorka. Krvna plazma omogucuje
vecu reproducibilnost zbog izostanka zgruSavanja, a manja koli¢ina proteina u uzroku te
nedostatak trombocita korisni su kod analize manjih molekula zbog smanjene kompeticije.
Izbor antikoagulansa za krvnu plazmu pokazao se klju¢nim pa je tako za NMR analizu
preporucljivo koristiti heparin jer ostali stabilizatori, poput etilendiamintetraoctene kiseline
(EDTA) i citrata, daju dodatne signale u NMR spektru.

Ako se radi s uzorcima fecesa koji se prikupljaju prije kolonoskopije treba obratiti
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pozornost na prikupljanje uzorka prije nego Sto pacijent krene s uzimanjem pripravaka za
pripremu za pregled jer ih vecina sadrzi polietilen-glikol koji uzrokuje jake interferirajuce
signale u 'H NMR spektru (Smith i sur., 2020).

Za analizu urina nije potrebna prethodna obrada uzorka zbog odsutnosti makromolekula,
ali je vazno napomenuti da pH vrijednost normalnog ljudskog urina znacajno varira u rasponu
5-8. Polozaj signala u NMR spektru moze ovisiti o pH vrijednosti; u kiselim uvjetima
funkcijske ¢e skupine biti protonirane $to ¢e utjecati na njihov kemijski pomak u NMR spektru.
Zbog toga polozaji signala u NMR spektrima uzorka urina mogu varirati ovisno o pH
vrijednosti uzorka pa se urin obi¢no mijesa s otopinom fostatnog pufera u deuteriranoj vodi u
omjeru 1:1 (v/v) (Nagana Gowda i Raftery, 2021).

Kod analize tkiva bitno je osigurati homogenost uzorkovanja tako $to ¢e se prikupljanje
uzoraka obavljati sa istog podrucja kako bi se izbjegla pristranost zbog bioloske varijabilnosti.
Takoder je pozeljno da uzorke tijekom eksperimenta prikuplja ista osoba kako bi se smanjila
varijabilnost. Uzorke je nakon prikupljanja moguce isprati hladnom deioniziranom vodom ili
fosfatno puferiranom fizioloSkom otopinom da bi se sprijecila kontaminacija metabolitima iz
krvi. Dodatni signali takoder se mogu javiti zbog anestetika koji se koristi tijekom
eksperimenta ili zbog otopina koriStenih za ¢iS¢enje kirurskih instrumenata, primjerice etanola
zato $to se signali metilne, metilenske i hidroksilne skupine u 'H NMR spektrima prekrivaju
sa signalima endogenih metabolita (Smith i sur., 2020). Glavna prednost koriStenja tkiva za
analizu ogleda se u ¢injenici da su biomarkeri bolesti prisutni u visokoj koncentraciji u tkivu
zbog bliske povezanosti s patoloskim izvorima poput tumora. Biomarkeri identificirani u tkivu
mogu pomoc¢i kod detekcije biomarkera u lako dostupnim bioloskim teku¢inama kao §to su krv
i urin koje se mogu prikupiti neinvazivnim metodama (Nagana Gowda i Raftery, 2021).

Metabolomicke analize kultiviranih stanica provedene su na Sirokom rasponu broja stanica,
od 10* do 4x107. Ovisno o stanicama i tehnologiji koja se koristi za njihovu obradu broj se
mora optimizirati kako bi se dobio signal u NMR 1i/ili MS spektru, i to tako da se i dalje mogu
detektirati metaboliti prisutni u niskoj koncentraciji koji imaju vaznu biolosku ulogu. Bitno je
prilagoditi i sastav medija za kultivaciju tako da ne sadrzi interferirajuée anione poput CI,
SO4* i PO4 te anione organskih kiselina i aminokiselina jer mogu uzrokovati dodatne signale
u "H NMR spektrima. Prije NMR spektroskopije stanica uzgojenih u mediju koji sadrzi HEPES
pufer ((4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etansulfonska kiselina) potrebno je stanice potpuno
izdvojiti iz medija kako bi se uklonile sve ekstracelularne komponente koje mogu uzrokovati

Siroke interferirajuce signale. Jos jedna klju¢na tocka za smanjenje varijabilnosti i poboljSanje
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kvalitete uzoraka je zaustavljanje metabolickih procesa u stanicama prije ekstrakcije. Ovaj
postupak ima za cilj zaustaviti stani¢ni metabolizam kako bi se sprijecila promjena metabolita
te njihova koncentracija zadrzala na fizioloskoj razini. Postupak bi trebao odmah zaustaviti sve
stani¢ne enzimske aktivnosti i promjene koncentracije metabolita bez mijenjanja stani¢nog

okruzenja jer su metaboliti vrlo osjetljivi promjene u okolini (Smith i sur., 2020).

2.4.Prednosti primjene NMR spektroskopije

Primjena NMR spektroskopije u metabolomickim istrazivanjima ima nekoliko prednosti.
Jedna od njih je sposobnost analize uzoraka bez potrebe za predobradom. Uzorci urina i krvnog
seruma ili plazme najcesce su koristeni bioloski uzorci zato §to se mogu prikupiti neinvazivnim
metodama te obiluju biomarkerima bolesti. NMR spektroskopija omogucuje analizu metabolita
u uzorcima bez potrebe za destruktivnom obradom pa se uzorci mogu analizirati bez promjene
njihove strukture ¢ime se omogucuje ponovljiva analiza. Uzorak ostaje nepromijenjen nakon
analize i moze se ponovno Koristiti za daljnju analizu NMR-om u ili drugim metodama kao $to
je masena spektrometrija. Ovo je povoljno kod analize osjetljivih metabolita poput glutamina
1 koenzima koji su osjetljivi na napon ionizacije koji se koristi u analizi MS-om.

Spektroskopija NMR takoder pruza visoku rezoluciju, §to omogucuje razlucivanje bliskih
signala 1 identifikaciju razlicitih spojeva. Ovo je posebno znacajno u slozenim smjesama
metabolita gdje se mogu pojaviti preklapajuéi signali.

Prednost je 1 moguénost kvantitativne analize metabolita. Intenzitet signala moze biti
proporcionalan koncentraciji metabolita Sto omogucuje dobivanje kvantitativnih podataka o
metabolitima. NMR spektroskopija odlikuje se Sirokim spektrom detekcije pa moze detektirati
razli¢ite vrste metabolita, ukljucujuéi male organske molekule, aminokiseline, Secere, lipide 1
nukleotide. Napretkom analitickih tehnologija omoguceno je otkrivanje sve veceg broja signala
u slozenim bioloskim uzorcima, a mnogi od njih nisu prethodno asignirani pa je Sirok spektar
detekcije neophodan za relevantne rezultate analize. NMR spektroskopija takoder pruza
informacije o kemijskoj strukturi metabolita. Kemijski pomaci, njihovo cijepanje i konstante
sprege takoder se koriste za odredivanje strukture i identifikaciju metabolita. Visoka
reproducibilnost tehnike omogucuje usporedivost rezultata izmedu razli¢itih laboratorija 1
eksperimenata. NMR omogucuje 1 pracenje metabolickih putova i mjerenje metabolickih
tokova uz pomo¢ razli¢itih stabilnim izotopima obiljeZenih prekursora a ima i sposobnost
detekcije metabolita putem razli¢itih atomskih jezgara, poput 'H, 1*C, 3'P ili 'N.

Na slici 3. prikazan je shematski dijagram koji oznaCava opceniti postupak ukljucen u
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metabolomiku temeljenu na NMR. Prikazani su bioloski uzorci poput krvne plazme i seruma,
urina i tkiva ljudi, Zivotinjskih modela ili stanica koji se koriste za metabolomicka istrazivanja.
Vazni koraci u ovom postupku ukljucuju detekciju signala metabolita, identifikaciju metabolita
koristenjem kombinacije 1D 1 2D NMR metoda, pretrazivanje baza podataka, te na kraju
kvantifikaciju identificiranih metabolita koriste¢i jedan unutrasnji standard. Odredene
koncentracije metabolita zatim se koriste za razlikovanje oboljelih od zdravih kontrolnih
skupina; Sto se obi¢no provodi na temelju univarijatne ili multivarijatne statisticke analize,
razvijanja i provjere valjanosti klasifikacijskih modela te testiranja osjetljivosti i specificnosti
modela na temelju povrsSine ispod ROC-krivulje (eng. Receiver Operating Characteristic).
Dobivene koncentracije metabolita koriste se za identifikaciju izmijenjenih metabolic¢kih
puteva, §to pomaze u razumijevanju funkcije stanica, ukljucujuéi informacije o metama
lijekova za terapijski razvoj 1 moguénostima za sprjecavanje ili lijeCenje bolesti (Nagana
Gowda 1 Raftery, 2021).
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Slika 4. Tijek metabolomske analize temeljene na spektroskopiji NMR (preuzeto i prilagodeno
iz Nagana Gowda i Raftery, 2021).



2.5.1D NMR

Jednodimenzijska (1D) spektroskopija NMR najcesce se koristi u podru¢ju metabolomike
zbog jednostavnosti uporabe i visoke propusnosti. 1D NOESY (eng. Nuclear Overhauser
Enhancement Spectroscopy) i CPMG (eng. Carr-Purcell-Meiboom-Gill) najpopularnije su
NMR metode 1 komplementarne su po svojoj prirodi. 1D NOESY koristi se za uzorke koji
pruzaju uske signale, poput urina, stanica i1 ekstrakata tkiva, zbog njihove niske
makromolekularne koncentracije (Gowda i Raftery, 2021).

Princip rada 1D NOESY temelji se na fenomenu nuklearnog Overhauserovog pojacanja
(NOE). NOE se javlja kada se dvije jezgre slicnog tipa nalaze u blizini, obi¢no na udaljenosti
od 0.2 do 0.8 nm. Kada se jedna jezgra zraci radiofrekvencijskim impulsom, a druga jezgra je
u blizini, javlja se prijenos magnetizacije s jedne jezgre na drugu Sto rezultira pojacanim
signalom na NMR spektru za drugu jezgru.

U 1D NOESY eksperimentu, uzorak se izlaze dvama sukcesivnim radiofrekvencijskim
impulsima: prvi impuls se koristi za oznaCavanje izabrane vrste jezgara, dok drugi impuls
generira NOE signale izmedu jezgara u blizini. Razlika u vremenu izmedu ova dva impulsa
omogucuje vremensku relaksaciju 1 generira NOE signale. Nakon toga se izvodi detekcija
signala 1 biljeze se NOE signali u 1D NMR spektru. Intenziteti tih NOE signala daju
informacije o udaljenostima izmedu jezgara i mogu se koristiti za odredivanje prostornog
rasporeda u molekuli (Hu i sur., 2005).

1D NOESY eksperiment ¢esto se koristi za istrazivanje medumolekulskih interakcija, kao
Sto su vodikove veze, te za odredivanje konformacija i trodimenzijskih struktura bioloSkih
molekula, $to je od velike vaznosti u istrazivanjima odnosa strukture i funkcije proteina (SAR,
eng. Structure-Activity Relationship), a primjenjuje se i u metabolomickim istrazivanjima.

S druge strane, CPMG eksperiment koristan je za uzorke poput krvne plazme/seruma, koji
sadrze makromolekule poput proteina i lipida. Signali makromolekula selektivno se potiskuju
ovim eksperimentom jer ti signali nisu od interesa za metabolomicka istrazivanja. Na slici 4.
prikazan je dio 1D CPMG "H NMR spektra cjelovitog uzorka krvi koji je analiziran neposredno
nakon te 24 sata nakon ekstrakcije. Rezultati pokazuju da se s vremenom razina inozin-
monofosfata (IMP) povecava dok razina ATP opada $to potvrduje da vrijeme od ekstrakcije

uzorka do analize ima bitan utjecaj na sastav uzorka (Nagana Gowda i sur., 2022).
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Slika 5. Prosirena regija 800 MHz 1D CPMG 'H NMR spektra krvi. Gornji spektar dobiven je
24 sata nakon ekstrakcije krvi, dok je donji spektar dobiven neposredno nakon ekstrakcije

(Nagana Gowda i sur., 2022).

U metabolomickim studijama fokus je na analizi malih molekula, metabolita koji su
odgovorni za metabolicke procese u organizmu. Budu¢i da makromolekulski signali ne sadrze
informacije o metabolitima koji nas zanimaju, njihovo potiskivanje omogucuje bolje
razlu€ivanje signala metabolita i poboljSava kvalitetu analize. Na taj nac¢in CPMG eksperiment
pomaze u poboljSanju osjetljivosti 1 razluc¢ivosti 1D NMR spektra, Sto olakSava identifikaciju
1 kvantifikaciju ciljanih metabolita u uzorku (Nagana Gowda i Raftery, 2021).

Na slici 5. usporedeni su dijelovi 'H NMR spektara istog uzorka ljudskog seruma krvi
dobivenog na tri razli¢ita nacina priguSivanja signala proteina: (a) T2 filtriranje koriStenjem
CPMG pulsne sekvence; (b) ultrafiltracija koriStenjem filtera s membranom za rezanje
molekulske mase 3 kDa; i (¢) talozenje proteina koriStenjem metanola (1:2 v/v). U (a) vecina
signala metabolita nedostaje ili je bitno oslabljena, dok su u (b) mnogi metaboliti, ukljucujuci

triptofan, benzoat i formijat, znacajno oslabljeni u usporedbi s (c).
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Slika 6. Usporedba 1H NMR spektara uzorka ljudskog seruma: (a) T2 filtriranje koriStenjem
CPMG pulsne sekvence; (b) ultrafiltracija koriStenjem filtera s membranom za rezanje
molekulske mase 3 kDa; 1 (c) talozenje proteina koriStenjem metanola (1:2 v/v) (preuzeto i

prilagodeno iz Nagana Gowda i Raftery, 2021).

Koenzimi 1 antioksidansi detektirani su samo u uzorku krvi, a ne u serumu ili plazmi, §to
ukazuje da su endogeni za krvne stanice. Skoro polovica volumena krvi su stanice, a vise od
99% njih su crvene krvne stanice (eritrociti), pa izmjerene razine koenzima u cjelovitoj krvi
predstavljaju njihove razine u eritrocitima. Dodatna prednost mjerenja koenzima/antioksidansa
putem NMR metode je dostupnost kvantitativnih podataka za veliki broj drugih metabolita uz

malo dodatnog napora.
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2.6. 2D NMR spektrokopija

Primjena dvodimenzijske (2D) spektroskopije NMR sve je viSe zastupljena u
metabolomici. Dva glavna podruc¢ja primjene 2D NMR u metabolomici su identifikacija
nepoznatih metabolita i kvantifikacija metabolita. Identifikacija nepoznatih metabolita glavni
je izazov u podru¢ju metabolomike, a 2D NMR eksperimenti posebno su pogodni za
identifikaciju nepoznatih spojeva. Osim toga, 2D NMR eksperimenti znacajno poboljSavaju
spektralnu razlucivost i ublaZavaju problem preklapanja signala u sloZzenim bioloSkim
uzorcima ¢ime se omogucuje i poboljSana preciznost kvantifikacije metabolita. Statisticki
relevantne promjene u niskim koncentracijama metabolita mogu se bolje karakterizirati
pomocu 2D NMR u usporedbi s 1D NMR-om (Nagana Gowda i Raftery, 2021).

Dvodimenzijski (2D) eksperimenti uglavnom su koristeni za strukturnu karakterizaciju
spojeva. Van i sur. (2008) primijenili su 2D spektroskopiju ukupne korelacije (eng. Total
Correlation Spectroscopy) za usporedbu globalnih metabolic¢kih profila urina dobivenih od
miSeva divljeg tipa i miSeva s otklonom gena Abcc6. 2D podaci usporedeni su s poboljSanim
ID eksperimentom u kojem su doprinosi signala makromolekula i uree spektroskopski
uklonjeni kako bi se preciznije kvantificirali metaboliti niske koncentracije. Iako su statistic¢ki
modeli dobiveni iz 1D 1 2D podataka mogli razlikovati uzorke dobivene od dviju skupina
miSeva, samo su 2D spektri omogudili karakterizaciju statisticki relevantnih promjena u
metabolitima niske koncentracije. Prikupljanje 2D podataka zahtijeva viSe vremena, no
dobiveni podaci rezultirali su znacajnijim 1 sveobuhvatnijim metabolickim profilom, pomogli
su u identifikaciji metabolita i smanjili nejasnoce u asignaciji signala.

Pradenje metabolita putem '"H NMR ¢esta je metoda zbog visoke prirodne zastupljenosti
ovih jezgri (99,9%) te osjetljivosti i prevalencije u endogenim metabolitima u odnosu na druge
jezgre, poput *C, N i 3'P. Iako se 1D 'H spektar moze dobiti za manje od 5 minuta, dobivanje
spektara s visokim omjerom signala prema Sumu zahtijeva akumulaciju veceg broja skeniranja,
Sto rezultira ukupnim prosje¢nim trajanjem eksperimenta od oko 30 minuta. Veliki raspon
koncentracija metabolita u bioloskim teku¢inama i tkivima, uz ¢injenicu da svaki metabolit
ima raspon koncentracija koji se smatra fizioloSki normalnim, ¢ini statisticku analizu 1D NMR
podataka pristranom prema otkrivanju promjena u obilnijim metabolitima. Cesto se manje
prisutni metaboliti ne detektiraju zato Sto su skriveni ispod NMR signala metabolita prisutnih
u ve¢im koncentracijama (Van i sur. 2008).

Najcescée koristeni 2D NMR eksperimenti koji ukljucuju samo 'H jezgre su korelacijska

spektroskopija (COSY, eng. Correlated Spectroscopy) i ukupna korelacijska spektroskopija
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(TOCSY, eng. Total Correlated Spectroscopy). 2D “J-resolved’ spektroskopija je joS jedna
vrsta 2D eksperimenta koji se koristi u metabolomici; ne daje dodatne signale u usporedbi s
1D NMR-om, za razliku od COSY i TOCSY, ali znacajno pojednostavljuje tumacenje NMR
spektra. Vazni 2D eksperimenti koji uklju¢uju heteronuklide poput *C ili >N su HSQC (eng.
Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy), HMQC (eng. Heteronuclear
Multiple Quantum Correlation Spectroscopy) 1 HMBC (eng. Heteronuclear Multiple Bond
Correction Spectroscopy). Poseban izazov pri mjerenju i tumacenju rezultata 2D eksperimenata
koji uklju¢uju heteronuklide je niska prirodna zastupljenost '*C i '°N. Dok 2D eksperimenti s
prirodnom zastupljenijim *C zahtijevaju znacajno duZe vrijeme dobivanja podataka, oni koji
ukljuéuju prirodno zastupljeni >N neprikladni su za upotrebu u metabolomici zbog znacajno
nize osjetljivosti.

U usporedbi s 1D NMR, 2D NMR eksperimenti obi¢no zahtijevaju dulje vrijeme dobivanja
podataka, vecu koli¢inu podataka te kao posljedicu manju prakti¢nost za analizu podataka

(Nagana Gowda i Raftery, 2021).

2.7. Obiljezavanje izotopima

Nuklid je skup svih atoma obiljezenih gradom svoje jezgre, tj. odredenim brojem u jezgri
sadrzanih protona i neutrona. Nuklidi istog atomskoga broja ¢ine kemijski element (Hrvatska
enciklopedija, 2021). Izotopi su nuklidi s jednakim brojem protona, a razli¢itim brojem
neutrona (Struna, 2011). Drugim rijeCima, izotopi su razli¢iti nuklidi nekog elementa. NMR
metode koje ukljucuju inkorporaciju izotopa in vivo ili ex vivo pruzaju jedinstvene moguénosti
u podruc¢ju metabolomike. One kombiniraju selektivnost, osjetljivost i razlu¢ivost, te rjeSavaju
kljuéne izazove u NMR eksperimentima koji ukljucuju jezgre sa niskom prirodnom
zastupljenoscéu. Dosad su provedene brojne studije obiljezavanja izotopima kao $to su 1°C, I°N,

H i/ili *'P.

2.7.1. Invivo obiljezavanje

Obiljezavanje izotopima in vivo omogucuje pracenje metabolickih putova. KoriStenjem
ovog pristupa, isti metabolit koji se pojavljuje u vise puteva moze se identificirati s odredenim
fluksom (tokom), za razliku od tradicionalnog pristupa metabolickom profiliranju koji mjeri
ukupni intenzitet metabolita i nema takvu moguénost. Primjer je laktat koji se moze stvarati

razgradnjom glukoze ili putevima koji nisu povezani s glikolizom. Piruvat koji nastaje iz
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glikolize moze se razlikovati od onoga koji nastaje iz nekoliko drugih puteva tretiranjem
stanica s °C obiljezenom glukozom i mjerenjem '*C obiljezenog piruvata. Brojni putovi,
ukljucujuéi glikolizu i citratni ciklus mogu se istraziti pomo¢u NMR 1 izotopom obiljezenih
supstrata kao §to su '*C-glukoza i *C/"*N-glutamin (Nagana Gowda i Raftery, 2021).

Lloyd 1 sur. (2004) dokazali su da ako su prekursori laktata poput piruvata i glukoze
obiljezeni s 1*C, 'TH NMR spektroskopija omoguéuje kvantificiranje tvorbe laktata iz svakog
izvora.

Razumijevanje promjena metaboli¢kih putova u razli¢itim uvjetima i bolestima vazno je s
obzirom na Cinjenicu da je katabolizam glukoze i1 glutamina kljuc¢an za odrzavanje Zivota i rasta
stanica sisavaca. Pokazano je da se tumorske stanice oslanjaju na visoke stope unosa i
metabolizma glukoze i/ili glutamina kako bi se odrzale na zivotu (Nagana Gowda i Raftery,
2021), a poznato je i da je potreban egzogeni izvor glutamina za optimalno uklju¢ivanje '*C-
obiljeZzenih aminokiselina u proteinsko tkivo stanica karcinoma in vitro. Nekoliko istrazivanja
pokazalo je da se u tim stanicama nalazi vrlo malo ili niSta slobodnog glutamina te da je sadrzaj
glutamina u tumorima nizi nego u stanicama normalnog tkiva. Nadalje, koncentracija
slobodnog glutamina kod leukemije povecava se kako se tumor povlaci. Slobodni glutamin u
stanicama u fazi brzog razvoja leukemije nije naden (Coles i sur., 1962).

lako in vivo studije na stanicama omogucuju razumijevanje metabolickih putova u
kontroliranim uvjetima, koriStenje zivotinjskih modela ili ljudi moze testirati rezultate
dobivene na stanicama na patogenezu u organima (Nagana Gowda i Raftery, 2021).

Obiljezavanje izotopima primjenjuje se i u biljkama 1 mikroorganizmima. Opc¢enito visoka
razina bioloske sloZenosti zahtijeva nove pristupe u istrazivanju. NMR metode u kombinaciji
s obiljezavanjem izotopima in vivo u biljkama i mikroorganizmima poput bakterija i kvasaca
pruzaju znacajno poboljSanje spektralne razlucivosti 1 osjetljivosti detekcije. Spektri stani¢nih
kultura obiljezenih s '>C pogodni su za asignaciju kemijske strukture i molekulsku
identifikaciju komponenti slozenih smjesa (Zhang i sur., 2012).

In vivo obiljezavanje omogucuje i sistematsku analizu velikog broja metabolita koriStenjem
konvencionalnih 2D NMR eksperimenata visoke razluc¢ivosti kao sto je HSQC. Osim toga,
zahvaljujuéi uniformnom obiljeZavanju metabolita jezgrama kao $to je '’C, ovaj pristup
omoguéuje karakterizaciju metabolita na temelju homonuklearnih 2D '3C NMR
eksperimenata. Veze ugljik—ugljik indicirane homonuklearnim 2D '*C eksperimentima pruzaju

dodatne mogu¢énosti za identifikaciju nepoznatih metabolita (Nagana Gowda i Raftery, 2021).
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2.7.2. Ex vivo obiljezavanje

Izvanstani¢no obiljeZavanje izotopima selektivno cilja razlicite klase metabolita na temelju
odredene funkcijske skupine. KoriStenje supstrata koji sadrze izotopom obiljeZene jezgre,
poput °C, "N i *'P, nudi prednosti u smislu osjetljivosti i razlu¢ivosti, zahvaljujuéi visokoj
izotopnoj zastupljenosti i Sirokoj disperziji kemijskih pomaka oznacenih heteronuklida. 2D
NMR eksperimenti koji ukljucuju heteronuklide opcenito daju jedan signal za svaki obiljezeni
metabolit, Sto dodatno doprinosi osjetljivosti i razlucivosti. Dosad je koriSteno puno supstrata
za obiljezavanje izotopima fokusirajuci se na metabolite koji pripadaju aminima, karboksilnim
kiselinama 1 spojevima s hidroksilnom skupinom.

"Pametna oznaka izotopa" '"N-kolamin cilja metabolite koji sadrze karboksilne kiseline i
moze ih detektirati koriStenjem NMR i MS metoda. Naime, pametna oznaka sadrZi izotop koji
se moze detektirati pomo¢u NMR 1 trajni pozitivni naboj koji poboljSava osjetljivost MS.
Pomocu ove oznake postignuta je detekcija metabolita s karboksilnom skupinom u uzorku
ljudskog krvnog seruma i urina. Slika 7. prikazuje dio 'H-'>N HSQC spektra uzorka ljudskog
urina te spojeve koji su identificirani. Upotreba ovog pristupa omogucuje izravnu usporedbu

NMR 1 MS podataka za iste uzorke (Tayyari 1 sur., 2013).

ppm
114
115
116-
1174
18-
119
120
121
122

123

1244

T T T ) 1 T T T T T T
87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 ppm

Slika 7. Dio spektra '"H-""N HSQC ljudskog urina oznacenog sa '>’N-kolaminom. 1: akonitinska
kiselina; 2: adipinska kiselina; 3: alanin; 5: arginin; 6: asparagin; 7: asparaginska kiselina; 9:

limunska kiselina; 12: mravlja kiselina; 15: glutaminska kiselina; 18: glikolna kiselina; 19:
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hipurna kiselina; 24: limunska kiselina; 28: mlijecna kiselina; 33: malonska kiselina; 39:
propionska kiselina; 40: pirolgutaminska kiselina; 43: sukcinska kiselina; 45: treonin; 46:

triptofan (Tayyari i sur., 2013).

2.8.Usporedba NMR i MS

Visoka reproducibilnost spektroskopije NMR te visoka osjetljivost i selektivnost MS
razlozi su naj¢esc¢e primjene ovih metoda u metabolomickim istrazivanjima.

Za razliku od MS, NMR spektroskopija je kvantitativna i ne zahtijeva dodatne korake za
pripremu uzoraka. lako je osjetljivost spektroskopije NMR znatno povecana i dalje zaostaje u
osjetljivosti u odnosu na MS. Metabolomicka istrazivanja bazirana na MS kombiniraju
osjetljivost 1 selektivnost za istrazivanje metaboloma. MS omogucava analizu metabolita vrlo
niskih koncentracija (Nagana Gowda i Raftery, 2021).

Analize metaboloma mogu se podijeliti na ciljane i1 neciljane analize. Neciljana analiza
usredotocuje se na metabolicko profiliranje ukupnog skupa metabolita ("otisak") u uzorku.
NMR se Cesto koristi u neciljanim studijama metabolomickog profiliranja. Ciljani pristup
usredotocuje se na kvantifikaciju i1 identifikaciju odabranih metabolita, kao $to su oni ukljuceni
u odredeni metabolicki put ili kao direktni produkt primjene lijeka. U ciljanoj analizi metabolita
obi¢no su poznati metaboliti koji se istrazuju, te se priprema uzoraka moze prilagoditi kako bi
se smanjili ucinci ometanja od povezanih metabolita. Pristup baziran na MS obic¢no je
optimalna metoda za ciljanu analizu.

S druge strane visoka reproducibilnost i neinvazivnost znacCajne su prednosti primjene
NMR-a. NMR se moze koristiti i za in vivo studije, i to kao magnetska rezonancijska
spektroskopija (MRS); svako in vitro istrazivanje metabolita putem NMR spektroskopije moze
se nastaviti in vivo studijama koriste¢i MRS. Ve¢ opisani NMR-baziran pristup metabolomici
koji ukljuéuje izotopima oznacene jezgre kao $to su >C i "N moze se koristiti za dobivanje
korisnih informacija o ravnotezi metabolita u bioloSkom sustavu i pracenje protoka spojeva
kroz metabolicke putove. Prednost je i visoki broj metabolita koji se mogu detektirati
istovremeno u kratkom vremenskom periodu. Kako je prikazano na slici 8., jedan '"H NMR
spektar moze kvantificirati oko 100 metabolita u uzorku urina, pruzaju¢i sveobuhvatan prikaz
metabolickog statusa osobe u odredenom trenutku. Osim toga, spektroskopija NMR visoke
razlu€ivosti pri rotaciji pod "magi¢nim kutom" od 54.74° (HRMAS, eng. High-Resolution
Magic-Angle Spinning) moze se Koristiti u prouc¢avanju uzoraka netaknutih tkiva, pri ¢emu se

metaboliti u tkivu mogu detektirati bez potrebe za predobradom.
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Slika 8. Tipi¢ni '"H NMR-spektar ljudskog urina. Brojevi oznacavaju sljedeé¢e metabolite: 1:
kreatinin; 2: limunska kiselina; 3: glicin; 4: mravlja kiselina; 5: metanol; 6: gvanidooctena
kiselina; 7: octena kiselina; 8: L-cistein; 9: glikolna kiselina; 10: kreatin; 11: limunska kiselina;
12: hipurna kiselina; 13: L-glutamin; 14: L-alanin; 15: L-lizin; 16: glukonska kiselina; 17: 2-
hidroksiglutarna kiselina; 18: D-glukoza; 19: indoksil sulfat; 20: trimetil-N-oksid; 21:
etanolamin; 22: L-mlijecna kiselina; 23: taurin; 24: L-treonin; 25: dimetilamin; 26:
piroglutaminska kiselina; 27: trigonelin; 28: saharoza; 29: trimetilamin; 30: manitol; 31: L-
serin; 32: acetoin; 33: L-cistein; 34: adipinska kiselina; 35: L-histidin; 36: L-tirozin; 37:
imidazol; 38: bademova kiselina; 39: dimetilglicin; 40: akonitna kiselina; 41: urea; 42: 3-(3-

hidroksifenil)-3-hidroksipropionska kiselina (HPHPA); 43: fenol; 45: izomaslacna kiselina; 46:
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metilsukcininska kiselina; 47: 3-aminoizomasla¢na kiselina; 48: L-fukoza; 49: N-
acetilasparaginska kiselina; 50: N-acetilneuraminska kiselina; 51: acetooctena kiselina; 52: a-

aminoadipinska kiselina; 53: metilgvanidin; 54: fenilacetilglutamin (Bouatra i sur., 2013).

NMR spektrometrija zahtijeva operatere koji su visoko osposobljeni za rad s NMR
spektrometrima, a sami instrumenti su skupi, zauzimaju viSe prostora i zahtjevniji su za

odrzavanje od uredaja za MS. U Tablici 1. prikazan je pregled razlika NMR i MS.

Tablica 1. Usporedba NMR i1 MS (Emwas 2015.).

Osjetljivost Niska. Visoka.

Selektivnost Uglavnom za neselektivnu Primjena i za selektivnu 1
analizu. neselektivnu analizu.

Mjerenje uzorka Svi metaboliti iznad granice = Obi¢no su potrebne razlicite

detekcije mogu se detektirati = kromatografske tehnike za

jednim mjerenjem. razli¢ite klase metabolita.
Obnovljivost uzorka Nedestruktivna, uzorci se Destruktivna ali je dovoljna
mogu ponovno analizirati. mala koli¢ina uzorka.
Reproducibilnost Visoka. Umyjerena.
Priprema uzorka Minimalna. Zahtjevnija.
Uzorci tkiva Moguca direktna analiza. Zahtijeva ekstrakciju tkiva.
Broj metabolita koji se 40-200. Moguce i preko 500.
mogu detektirati u urinu
In vivo istrazivanja Da. Ne.

MS je vazna metoda kod profiliranja metabolita u mjeSovitim bioloSkim uzorcima ali
takoder moze detektirati ione koji ne sadrze protone ili ugljik kao §to su metalni ioni. Medutim,
nijedna metoda MS nije pogodna za detekciju svih klasa metabolita pa je za sveobuhvatno
profiliranje potrebno koristiti kombinaciju metoda. Osim toga, razliCite tehnologije MS pruzaju
niz operativnih principa poput primjerice ionizacije, ¢ime se povecava broj potencijalno
detektiranih metabolita. Broj i1 klasa metabolita koji mogu biti identificirani pomo¢u MS ovise

o izboru metode ionizacije. Na primjer, pozitivna ionizacija rasprSivanjem (ESI, eng.
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Electrospray lonization) uspjesna je kod ionizacije polarnih molekula srednje veli¢ine. Analiti
se tako pretvaraju u pozitivno nabijene ione prije analize u masenom spektrometru, dok se za
metabolite poput ugljikohidrata i organskih kiselina koristi ionizacija u negativno nabijene ione

(Emwas 2015.).

2.9.Kemometrijska i kvantitativna analiza

Kemometrijska analiza je metoda u neselektivnoj metabolomici u kojoj se metaboliti ne
identificiraju na pocetku. Umjesto toga, kompleksni podaci se izravno koriste za statistiCku
analizu. Prije analize, podaci se podvrgavaju predprocesiranju kao §to su korekcija bazne linije,
poravnanje vrhova i uklanjanje signala otapala a na kraju se podaci podvrgavaju multivarijatnoj
analizi. Multivarijatna analiza nije fokusirana na analizu pojedina¢nih varijabli nego proucava
kako su one medusobno povezane i kako zajedno doprinose razlikama izmedu uzoraka
(Nagana Gowda i Raftery, 2021).

Izazov kod kemometrijskog pristupa je Cinjenica da se razliite vrste uzoraka cesto
razlikuju na temelju manjih spektralnih obiljezja, Sto zahtijeva odgovarajuce skaliranje ili
filtriranje podataka, a moguce je i nepotpuno poravnanje signala i spektralne bazne linije.
Nepotpuno poravnanje signala posebno je izrazeno za uzorke urina, €iji su polozaji vrhova
osjetljivi na uvjete kao Sto su pH, ionska snaga, temperatura i koncentracija makromolekula
(Lauridsen i sur. 2007).

Multivarijantni statisticki pristupi se opcenito dijele na dvije kategorije: nenadgledana (eng.
unsupervised) 1 nadgledana (eng. supervised) analiza. U nenadgledanoj analizi, klasa uzorka
nije poznata, dok je u nadgledanim metodama informacija o klasi uzorka (na primjer, bolest ili
kontrola) poznata prije analize.

S druge strane kvantitativna analiza ukljucuje identifikaciju i kvantifikaciju metabolita, Sto
moze biti praceno multivarijantnom statistickom analizom. Kod kvantitativne analize se
metaboliti prvo identificiraju na temelju baza podataka standardnih spojeva ili literaturnih
podataka, a identificirani signali metabolita zatim se kvantificiraju koriste¢i unutarnje ili
vanjske standarde. Dobiveni podaci ulazne su varijable za multivarijantnu statisticku analizu.
Glavna prednost pristupa kvantitativnoj analizi u odnosu na globalnu kemometrijsku analizu
je da moze smanjiti potencijalne pogreske koje nastaju zbog iskrivljenja bazne linije 1 snaznih
signala.

Nedavna otkriéa proSirila su i1 skupinu metabolita koji se mogu kvantificirati

spektroskopijom NMR u razli¢itim bioloskim uzorcima, ukljucujuéi krvni serum/plazmu,
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cjelovitu krv, tkiva 1 stanice, te stoga nude nove mogucnosti u podrucju kvantitativne
metabolomike. (Nagana Gowda i Raftery, 2021). Kod uzoraka krvi fizicko uklanjanje proteina
prije analize znatno povecava rezoluciju i osjetljivost te poboljSava kvantifikaciju metabolita.
Proteini se mogu ukloniti ultrafiltracijom ili taloZenjem pomoc¢u metanola, acetonitrila ili
trikloroctene kiseline. TaloZenje pomocu metanola pokazalo se kao dobra alternativa
ultrafiltraciji te pouzdana metoda za rutinsku metabolomiku ljudskog krvnog seruma ili plazme
(Nagana Gowda i Raftery, 2014).

NMR analiza prosirena je 1 na mjerenje koenzima poput koenzima A, antioksidansa u krvi
te koenzima stani¢nih redoks reakcija: NAD" (oksidirani nikotinamid-adenin-dinukleotid),
NADH (reducirani nikotinamid-adenin-dinukleotid), NADP" (oksidirani-nikotinamid-adenin-
dinukleotid fosfat) i NADPH (reducirani nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat); glavni
energetski koenzimi ATP (adenozin-trifosfat), ADP (adenozin-difosfat) i AMP (adenozin-
monofosfat). Koenzimi i antioksidansi klju¢ni su za funkciju svih zivih stanica pa se povecava

interes za razvoj metoda za njihovu analizu u jednom koraku (Nagana Gowda i Raftery, 2021).

2.10. Kombinirani pristup za detekciju metabolita

NMR i MS rutinski se odvojeno koriste za karakterizaciju uzoraka ali se tocnost analize
poboljsava primjenom vise analitickih tehnika. Njihovim kombiniranjem u metabolomickim
istrazivanjima mozZe se posti¢i poboljSana detekcija te karakterizacija metabolita. Rezultat toga
su razli¢iti skupovi metabolita koji se mogu detektirati pomo¢u NMR, odnosno MS. NMR
detektira metabolite prisutne u ve¢im koli¢inama, dok MS detektira metabolite koji se lakse
ioniziraju pa njihova kombinacija obuhvaca veéi broj spojeva.

Trenutna procjena je da ljudski metabolom ¢ini oko 150000 metabolita, ali samo nekoliko
stotina metabolita moguce je identificirati u tipicnoj metabolomickoj analizi pa je kombiniranje

navedenih tehnika nuzno za unaprjedenje analize (Bhinderwala i sur., 2018).
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3. ZAKLJUCAK

Metaboliti su kljucni pokazatelji stanja organizma te njihova identifikacija i kvantifikacija
pomaze u razumijevanju bolesti 1 bioloSkih procesa u tijelu. Spektroskopija nuklearne
magnetske rezonancije metoda je koja ima znacajnu ulogu u razvoju metabolomickih
istrazivanja, boljem razumijevanju biologije covjeka te prenoSenju laboratorijskih spoznaja na
klinicke primjene. Posebno je znacajna njezina primjena u identifikaciji biomarkera koji
ukazuju na prisutnost bolesti ili daju informaciju o reakciji organizma na terapiju.

Iako u odnosu na masenu spektrometriju pokazuje manju osjetljivost i razlucivost, visoka
reproducibilnost i neinvazivnost svojstva su koja pridonose to¢nijim i opseznijim analizama
metaboloma. Metode poput obiljezavanja izotopima omogucuju pracenje toka metabolita te
poveéanu selektivnost a koristenjem oznake izotopa '°N-kolamin spojevi se mogu detektirati
koriStenjem 1 NMR i MS metoda.

Kombinacijom viSe analiti¢Ckih tehnika kao Sto su NMR i1 MS dobiva se S$iri skup
informacija o metabolomu. Tako je moguce otkrivanje metabolita koji se ne mogu detektirati
samo jednom tehnikom pa je stoga integriranje podataka dobivenih pomo¢u NMR 1 MS nuzno

za unaprjedenje metabolomickih istrazivanja.
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