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1. UVOD

Potpuno razumijevanje procesa 1 mehanizama koji se odvijaju u zivim organizmima utjecuci
na njithov Zivotni vijek jo$ je uvijek zagonetka. Razvojem 1 napretkom znanosti 1 tehnologije
razvijaju se metode koje omogucuju nove spoznaje o kompleksnim bioloskim procesima u Zi-
vim organizmima te raznim ¢imbenicima koji na njih utjeu. Znacajan doprinos u navedenom
podru¢ju donio je razvoj molekularne genetike i geneti¢kog inZenjerstva koji su omogucili se-
kvenciranje cjelokupnog genoma velikog broja zivih organizama. Medutim, s obzirom da nije
poznata uloga svih gena, ne moze se sa sigurnoScu utvrditi njihova funkcija i regulacija te se
znanost okrenula razvoju novih metoda koje o navedenom pruzaju detaljnije informacije (Hol-
lywood 1 sur. 2006). Razvijene su tehnike u podrugju sistemske biologije i biomedicine koje
mogu poblize odrediti opce stanje organizma. Utvrdeno je da se analiticCkim metodama mogu
analizirati razli¢ite molekule prisutne u stanici — od najjednostavnijih molekula (metabolita) do
makromolekula (nukleinskih kiselina 1 proteina). Ulozen je veliki trud u razvoj metoda koje se
koriste za analizu proteina, ribonukleinskih kiselina (transkripata) 1 metabolita $to je rezultiralo
nastajanjem razlicitih ,,omika™ pristupa koji proucavaju zZivot na vise razina, tj. na sistemski
nacin (Tarazona 1 sur., 2018). Integrativna analiza molekula 1 njithovih interakcija na razini pro-
teoma, metaboloma 1 transkriptoma omogucuje bolje razumijevanje biokemijskih i bioloskih
mehanizama u slozenim sustavima (Dettmer 1 sur., 2007).

Metabolomika je jedna od ,,omika™ tehnika 1 iako je relativno nova, pokazuje nevjerojatan po-
tencijal u proucavanju procesa koji se odvijaju u ljudskom organizmu pod utjecajem vanjskih
ili unutarnjih ¢imbenika. Kako se u zadnjih nekoliko godina podize svijest o zdravlju (npr.
inicijativa ,,Jedno zdravlje®, engl. ,,One Health*), metabolomika se ve¢inom primjenjuje u
svrhu ocuvanja ili pobolj$anja zdravlja covjeka. Najcesce se primjenjuje u farmaceutskoj indu-
striji za razvoj novih lijekova, u nutricionizmu proucavajuci utjecaj hrane na ljudsko tijelo te u
dijagnostici (npr. dopinska kontrola, metabolicke bolesti). S obzirom na raznolikost dostupne
metodologije i baza podataka, metabolomika moZe imati i $iru primjenu u prou¢avanju meta-
boloma biljaka, Zivotinja 1 drugih organizama. U ovom radu je stavljen naglasak na primjenu

metabolomike u medicini, farmaceutici 1 nutricionizmu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Metabolomika

Glavna dogma ,, multi-omika™ tehnologija je tok informacija u organizmu. Prema centralnoj
dogmi, informacije teku od genoma do fenotipa te su “omika” tehnologije svrstane sukladno
navedenom (Hasin 1 sur., 2017). U osnovnom slijedu “omika” tehnologija, metabolomika se
nalazi na samom kraju slijeda iza genomike, transkriptomike i proteomike (Slika 1). Smatra se
zavrsnom to¢kom “multi-omika™ niza jer je najbliza fenotipu (Dettmer 1 sur., 2007). lako se
moze definirati na viSe naCina, metabolomika se najceSce definira kao sistemska identifikacija
1 kvantitativno odredivanje metabolita u organizmu ili bioloSkom uzorku (Idle 1 Gonzalez,
2007). Iako se koncept metabolita i njihove analize spominje jo§ u prvoj polovici 20. stoljeca,
razvo] metabolomike zapoceo je tek u 70-im godinama proSlog stoljeca zbog nedostatka
dovoljno osjetljivih 1 specifi¢nih instrumentalnih metoda. Instrumentalni dio metabolomike
najceS¢e ukljucuje kromatografiju, spektrometriju masa (MS) 1 spektroskopiju nuklearne
magnetske rezonancije (NMR) od kojith svaka metoda ima svoje prednosti 1 nedostatke.
Spektroskopija NMR se smatra zlatnim standardom zbog svoje visoke selektivnosti
(mogucnosti identifikacije spojeva) 1 nedestruktivnosti prema analiziranom uzorku, no glavni
nedostatak je smanjena osjetljivost u usporedbi s metodama temeljenim na spektrometriji masa
(Letisur., 2011).

Genomika Transkriptomika  proteomika Metabolomika Fenotipska
ekspresija

Slika 1. Niz , multi-omika” tehnologija 1 prikaz centralne dogme sistemske biologije (Raja 1
sur., 2021)



2.1.1. Strategije analize metaboloma

U analizi metabolita 1 odredivanja metabolickog profila, osim razli¢itih metoda analize,
primjenjuju se i razli¢ite analiticke strategije. Dvije komplementarne strategije koje se najéesce
koriste su metoda metabolickog otiska prsta 1 metabolicko profiliranje (Dettmer 1 Hammock,
2004). Metabolomicko profiliranje mozZe biti neciljano 1 omogucuje identifikaciju 1 relativnu
kvantifikaciju ,,svih™ metabolita (tj. metaboloma), dok je ciljani pristup usmjeren k apsolutnoj

kvantifikaciji odredenth metabolita primjenom komercijalno dostupnih standarada.

Glavna razlika izmedu metoda metaboli¢kog otiska prsta i ciljanog metabolickog
profiliranja je nacin provodenja analize, uz ¢injenicu da je za metabolic¢ko profiliranje potrebno
poznavanje fizikalno-kemijskih svojstava molekula (npr. polarnost, hlapivost 1 sl.) za razliku
od ciljanih istrazivanja. Ciljano metabolicko profiliranje se smatra izravnijom metodom zato
Sto se analizira specifi¢na grupa metabolita od interesa vezana za odredeni metabolicki put
(Dettmer 1 sur., 2007). Jednostavni primjer ciljanog metaboli¢kog profiliranja je kvantitativna
analiza aminokiselina, odredene skupine lipida ili adenozin trifosfata (ATP) u odredenom
uzorku. S obzirom na selektivnost metode i analize to¢no odredenih molekula, ve¢inom se
primjenjuje u medicini kod istraZivanja biomarkera, u farmaceutskoj industriji kod razvoja
novih lijekova, te u svrhu analize toksi¢nih tvari u organizmu. Iako je preciznost i specifi¢nost
ciljanih metoda pozitivna karakteristika ovog pristupa, glavni nedostatak je nemogucnost
definiranja cjelokupnog metaboloma tj. ne postoje informacije o ostalim molekulama u uzorku.
Metoda metabolickog otiska prsta se temelji na usporedbi metaboloma uzoraka ili otiska prsta
metabolita koji se mijenjaju kao odgovor na promjene u genomu, izloZenost toksinima, bolesti
1/ili okoliSne promjene (Dettmer i sur., 2007). Metoda otiska prsta moZe se primjenjivati u
analizi stanica, tjelesnih tekucina i tkiva. Iako su obje navedene strategije razliCite 1 mogu se
samostalno primjenjivati, jedino simultanom primjenom obje strategije moguce je provesti
potpunu metabolicku analizu kojom se mogu objasniti kompleksni biokemijski procesi koji

utjecu na razinu metabolita prisutnih u organizmu.

2.1.2. Analiticke metode

Velik je izbor instrumentalnih metoda analize koje se mogu primjenjivati u metabolomskim

istrazivanjima (Tablica 1), a potrebne su radi razli¢itosti u fizikalno-kemijskim svojstvima
3



pojedinih skupina metabolita (npr. topljivost, hlapivosti, polarnosti i sl.).

Tablica 1. Ceste metode koje se primjenjuju u metabolomici (Hollywood i sur., 2006)

Kratica

Metoda

GC-MS (engl. Gas chromatography — mass
spectrometry)

Plinska kromatografija - spektrometrija masa

GCxGC-MS (engl. Two dimensional gas

Dvodimenzionalna plinska kromatografija -

electrochemical array)

chromatography coupled  to mass | spektrometrija masa
spectrometry)
LC-EC (engl. Ligquid chromatography - | Tekucinska kromatografija S

elektrokemijskom detekcijom

HPLC-MS (engl. High performance liquid
chromatography — mass spectrometry)

Tekuc¢inska kromatografija visoke
ucinkovitosti spregnuta sa spektrometrijom
masa

UPLC-MS (engl. Ultra performance liquid
chromatography — mass spectrometry

Tekucinska kromatografija ultra visoke
ucinkovitosti spregnuta sa spektrometrijom
masa

HILIC  (engl.
chromatography)

Hydrophilic  interaction

Tekuc¢inska kromatografija temeljena na
hidrofilnim interakcijama

CE-MS (engl. Capillary electrophoresis —
mass spectrometry)

Kapilarna elektroforeza - spektrometrija masa

NMR (engl. Nuclear magnetic resonance)

Nuklearna magnetska rezonancija

LC-NMR (engl. Liquid chromatography —
nuclear magnetic resonance)

Tekucinska kromatografija spregnuta s
nuklearnom magnetskom rezonancijom

FT-IR (engl. Fourier transform infrared
spectroscopy)

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom
transformacijom

DI-MS  (engl.
spectrometry)

Direct  infusion mass

Spektrometrija masa s izravnim uno$enjem
uzorka

LDI-MS (engl. Laser desorption ionisation
mass spcetrometry)

Spektrometrija masa temeljena na laserskoj
desorpciji 1 ionizaciji

FT-ICR-MS (engl. Fourier transform ion
cyclotron resonance mass spectrometry)

Fourier transformirana ionsko-ciklotronska
rezonancijska spektrometrija masa

SIDMAP (engl. Stable isotope - based
dinamyc metabolomic profiling)

Metaboli¢ko profiliranje primjenom stabilnih
1zotopa




Samostalna primjena pojedinih analitickih metoda nije uvijek najbolji izbor jer ne omogucuje
pouzdano odredivanje 1 identifikaciju metabolita. Stoga se odredene metode poput
spektroskopije NMR mogu koristiti samostalno u analizi, dok se ostale metode poput
spektrometrije masa Cesto kombiniraju s kromatografskim metodama kako bi se postigli
precizniji 1 kvalitetniji rezultati mjerenja. Kvaliteta rezultata nije jedini faktor koji se uzima u
obzir prilikom odabira metode, ve¢ se razmatraju 1 faktori poput hipoteze istrazivanja i brzine
analize. Tako se npr. za vecu pokrivenost metaboloma koristi kombinacija vise analiti¢kih
platformi kao $to su plinska kromatografija (GC), teku¢inska kromatografija spregnuta sa

spektrometrijom masa (LC-MS) 1 spektroskopija NMR.

2.1.3. Metabolom

Identifikacija metabolita u organizmu omogucuje odredivanje metaboloma. Metabolom se
definira kao potpuni komplet svih molekula (metabolita) mase manje od 1500 Da koje se nalaze
u odredenoj stanici, tkivu, organu ili organizmu (Wishart 1 sur., 2006). Kako se “multi-omika”
tehnologije mogu prikazati kaskadnim nizom od genomike do metabolomike, na sli¢an se na¢in
moze prikazati slijed od genoma do proteoma te interakcija s metabolomom (Slika 2). Njihova
medusobna povezanost jasno upucuje da su metabolom, transkriptom, proteom 1 genom
medusobno komplementarni. Zbog same prirode genske ekspresije koja djeluje nizvodnim
(..downstream ") mehanizmom od genoma do proteoma, promjene koje se dogadaju u
proteomu ili transkriptomu odrazavaju se i na promjene u metabolomu (Hollywood i sur.,
2006). Svaki organizam, odnosno svaka vrsta ima razli¢it metabolom. lako se opcenita
definicija metaboloma moZe primijeniti na sve organizme, metabolicki procesi ¢e biti
karakteristicni za pojedine vrste te metabolome razliCitih vrsta (poput Covjeka 1 biljke)
uglavnom nema smisla usporedivati. Manje organizacijske jedinice vezane za razliCite stanice,
tkiva, organe 1 sustave organa unutar samog organizma ¢ine vecu cjelinu koja predstavlja
metabolom cjelokupnog organizma. Na primjeru ¢ovjeka moguce je definirati metabolom
urina, krvne plazme, pluca i sl. koji zajedno ¢ine jednu cjelinu - metabolom ¢ovjeka. Analiticki
Je informativnije proucavati manje jedinice radi dobivanja jasnije slike o bioloskim procesima

1 utjecaju raznih faktora na organizam.



~
v

Transkriptom

I
I
I
I
I
I
Proteom < Jll Proteini  Suliabaie 8
I
I
I
|

Metabolom PEN|E8eceri | Nukleotidi | AMin® Lipidi
kiseline (Lipidom)

Metaboliti

N

Fenotip/funkcija
Slika 2. Prikaz kaskadnog niza ,, omika“ tehnologija od genoma do metaboloma
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(Pristupljeno 28.7.2022)

2.1.4. Spektrometrija masa u metabolomici

Sir Joseph John Thomson je 1906. godine dobio Nobelovu nagradu za otkri¢e prototipa
spektrometra masa mjere¢i odnos mase i naboja elektrona. Od svog zacetka do danas,
spektrometrija masa pokazala se jednom od najpouzdanijih 1 najboljih tehnika za kvalitativnu
1 kvantitativnu analizu uzoraka. Temelji se na stvaranju iona u plinovitom stanju (u izvoru iona)
koji se mogu razdvojiti pod utjecajem elektricnog ili magnetskog polja (u analizatoru masa) na
osnovi omjera mase i naboja (Banoub i sur., 2009). Rezultati se prikazuju na grafu (spektru
masa) u kojem su na x-osi vrijednosti omjera mase 1 naboja (m/z), a na y-osi su predstavljene

vrijednosti (relativnog) intenziteta iona (Slika 3).
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Slika 3. Usporedba spektra masa citokroma ¢ primjenom ionizacije elektrorasprienjem (ESI) i
matricom potpomognute ionizacije laserskom desorpcijom (MALDI); Spektar a) ESI; Spektar
b) MALDI (Glish 1 Vachet, 2003)

Dvije platforme koje se najceSce primjenjuju u analizi metaboloma su spektroskopija
NMR 1 spektrometrija masa. Spektroskopija NMR je korisna u karakterizaciji nepoznatih
spojeva 1 primjenjuje se u analizi metabolita u otopinama - bioloskim tekuc¢inama i ekstraktima
stanica (Shockor 1 sur., 1996). Medutim, nedovoljna osjetljivost 1 duljina trajanja analize te
znacajna cijena opreme onemogucili su Siru primjenu ove tehnike u metabolomici te se
spektrometrija masa profilirala kao pouzdana tehnika Siroke primjene. Bez obzira na njihove
razlike u na¢inu mjerenja 1 opcenitoj primjeni, MS 1 NMR su medusobno komplementarne
metode koje se vrlo Cesto primjenjuju za analizu istih bioloskih uzoraka radi dobivanja
detaljnijih informacija o metabolomu. Glavne prednosti spektrometrije masa su visoka
osjetljivost 1 reproducibilnost, u kombinaciji s moguénoscu identifikacije molekula prisutnih u
kompleksnim biolo3kim uzorcima pretraZivanjem dostupnih baza podataka (Villas-Boas i sur.,
2004). Tehnike metabolomike temeljene na spektrometriji masa pruzaju sjajnu kombinaciju
osjetljivosti 1 selektivnosti te su postale nezamjenjiva platforma u biologiji 1 biomedicini (Let
i sur, 2011). Metabolomika temeljena na spektrometriji masa se do danas primjenjuje u
istrazivanjima utjecaja droga 1 toksina na zdravlje, proucavanju metabolickih bolesti 1
metaboli¢kih putova opéenito te ne iznenaduje ¢injenica da se od pocetka stoljeca broj studija
koje ukljucuju metabolomiku temeljenu na spektrometriji masa eksponencijalno povecao
(Gowda 1 Djukovic, 2014).



Opcenito, metabolomski eksperiment temeljen na spektrometriji masa Cine sljedec¢i koraci

(Dettmer 1 sur., 2007):
e uzorkovanje
e priprema uzoraka (ekstrakcija metabolita)

e analiza uzorka (najceS¢e ukljucuje kromatografsko razdvajanje metabolita 1

detekciju spektrometrijom masa)
e transformacija sirovih podataka
e analiza podataka (pretrazivanje baza podataka, statisti¢ka i bioinformaticka analiza)
e interpretacija rezultata (utvrdivanje bioloske vaznosti metabolita)

e validacija rezultata

Trenutno se primjenjuju razli¢iti pristupi metabolomike temeljene na spektrometriji masa koje
se svrstavaju u dvije skupine (Slika 3), a to su direktna analiza spektrometrijom masa
(spektrometrija masa nije spregnuta s nekom od separacijskih tehnika) 1 tehnika MS koja je u

sprezi sa separacijskim tehnikama.

Metabolomika temeljena na MS

MS sa separacijom MS bez separacije
I |
I I I I I | | |
GC-MS LC-MS CE-MS IMiMS DI-MS  MALDI-MS M?I DART-MS
I | | 1
IDGC 2D GCxGC DTIMS  TWIMS FAIMS MALDI SIMS DESI LAESI

RPLC HILIC SFC

Slika 3. Tehnologije temeljene na MS koje se trenutno koriste u metabolomici (popis kratica
objadnjen je u Prilogu 1). CE: kapilarna elektroforeza; DART: izravna analiza u stvarnom
vremenu, DESI: desorpcija 1 1onizacija elektrorasprSenjem; DI: izravna infuzija,

DTIMS/TWIMS: spektrometrija masa ionske pokretljivosti; FAIMS: spektrometrija masa
8



ionske pokretljivosti pri atmosferskom tlaku; GC: plinska kromatografija; HILIC: tekucinska
kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama; IM-MS: spektrometrija masa ionske
pokretljivosti; LAESI: laserska ablacija-ionizacija elektrorasprenjem; LC: tekuc¢inska
kromatografija; MALDI: matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom; MSI:
slikovna spektrometrija masa; RPLC: teku¢inska kromatografija obrnute faze; SFC:
superkriti¢na tekucinska kromatografija; SIMS: spektrometrija mase sekundarnih iona (Ren 1

sur., 2018)

2.1.5. Direktna spektrometrija masa

Direktna analiza MS je vrsta analize u kojoj se uzorak direktno podvrgava spektrometriji masa
bez prethodnog razdvajanja sastojaka smjese. Dobiveni podaci pruzaju najmanje informacija o
uzorku, ali zbog brzine, tj. moguénosti obrade velikog broja uzorka u kratkom vremenu,
primjenjuje se kao alat za analizu velikog broja uzoraka prilikom klinickog istrazivanja ili
istrazivanja opce populacije. Primjerice, direktna analiza je uspje$no primijenjena prilikom
provjere metaboloma velike populacije mutiranith sojeva kvasaca kako bi se odredila
funkcionalnost mutiranih gena (Castrillo 1 sur., 2003). Upotreba direktne analize MS sve je Sira
razvojem modernih instrumenata visokog razlu¢ivanja 1 preciznog mjerenja mase. Tri osnovne

tehnike koje se najceSce primjenjuju su:

e Spektrometrija masa s direktnim uvodenjem uzorka (DIMS, engl. Direct injection mass

spectrometry)

e Matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (MALDI, engl. Matrix

assisted laser desorption/ionization)
e Slikovna spektrometrija masa (MSI, engl. Mass spectrometry imaging)

Vrsta direktne analize MS koja se najvise koristi je DIMS. odnosno spektrometrija masa s
direktnim uvodenjem uzorka. Temelji se na izravnom injektiranju ili uvodenju uzoraka u MS,
Sto je posebice primjenjivo kod instrumenata visoke razlucivosti (poput Fourier transformirane
ionsko-ciklotronske rezonancijske spektrometrije masa 1 instrumenata temeljenth na
tehnologiji orbitrap), bez prethodne kromatografske ili elektroforetske separacije (Zhang i sur.,
2014). Direktno injektiranje omogucuje znatno brze vrijeme analize te se ubrzanjem cijelog

postupka pobolj$ava efikasnost. lako se lagano 1 brzo provodi, glavni nedostatak tehnike DIMS
9



je supresija iona koja nastaje kao rezultat nedostatka separacije prije detekcije spektrometrom

masa.

Spektrometrija masa uz matricom potpomognutu ionizaciju laserskom desorpcijom (MALDI-
MS) je druga metoda koja se do danas najcesce primjenjuje. Temelji se na ionizaciji koristeci
matricu koja apsorbira lasersku energiju 1 ujedno protonira (ionizira) uzorak. Prosjecna analiza
MALDI-MS sadrzi maksimalno tri ili ¢etiri koraka (Slika 4). Posto je matrica kljuéni dio cijele
tehnike, o 1izboru matrice ovise rezultati eksperimenta kao 1 reproducibilnost podataka. lako je
postignut velik napredak u razvoju matrica kako bi se povecala efikasnost tehnike MALDI-
MS, matrica je 1 dalje glavni ograni¢avajuci faktor. MALDI se smatra esencijalnim alatom za
analizu makromolekula kao Sto su proteini, peptidi 1 nukleinske kiseline, kao 1 njithovih
metabolita (Ren i sur., 2018). Takoder se smatra nezamjenjivim alatom u analizi kompleksnih
smjesa (Guinan 1 sur., 2015). Osim velike brzine provodenja analize, velika prednost tehnike

MALDI-MS je vrlo mala koli¢ina uzorka potrebna za mjerenje.

g
| Matrica AN i E
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> e > » >
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\ / e
\_  Vakuum y, m/z
Ekstrakti uzorka Raster povrsina MS spojeva
lonizacija

Slika 4. Prikaz osnovnog postupka MALDI-MS analize (Cleland i Schroeter, 2018)

MSI je mocan alat za odredivanje metabolita in sifu, koji moze simultano odrediti viSe vrsta
molekula, od metabolita i lijekova koji imaju malu molekulsku masu do proteina, pritom
zadrzavaju¢i morfoloski integritet ispitivanog tkiva (Ren 1 sur., 2018). Tkivo je najvaznija
komponenta svake analize MSI, pa se umjesto smjese ili otopine uzorka tanki sloj tkiva izrezan
mikrotomom podvrgava mjerenju. Razne ionizacijske tehnike se koriste za MSI, poput

sekundarne ionske spektrometrije masa (SIMS), laserske ablacije 1 ionizacije
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elektrorasprienjem (LAESI), desorpcijske ionizacije elektrorasprSenjem (DESI) i MALDI
SIMS funkcionira tako da se kroz uzorak tkiva propustaju ionske zrake visoke energije pri
¢emu dolazi do ionizacije molekula. MALDI-MSI se provodi tako da se uzorak tkiva izlaze
laserskim zrakama kojima se postize ionizacija i skeniranje tkiva. DESI je relativno nova
tehnika u kojoj se elektri¢no nabijene kapljice rasprSuju na povr$inu uzorka za analizu te se
ekstrahirane 1 ionizirane molekule analita uvode u spektrometar masa. LAESI je ionizacijska
tehnika temeljena na ablaciji uzorka laserom srednjeg infracrvenog zracenja u kombinaciji s
elektriéno nabijenim kapljicama koje proizvodi izvor ESI (Nemes i Vertes, 2007). Iako
informacije dobivene direktnom analizom metabolita primjenom spektrometrije masa mogu
pruziti relativno detaljne informacije o metabolitima, ¢ak 1 novi precizniji instrumenti ne
omogucavaju potpunu pokrivenost metaboloma. Takoder, nemogu¢nost razlikovanja izomera

(enantiomera) ¢ini je neefikasnom u mnogim analizama.

2.1.6. Spektrometrija masa temeljena na separaciji

Nedostatci direktne analize MS vezani uz nedovoljnu pokrivenosti metaboloma i nemogué¢nost
razlikovanja odnosno odvajanja izomera doveli su do uvodenja separacijskih metoda u
metabolomsku analizu. Cilj je postiéi §to bolje odvajanje pojedinih sastojaka smjese 1 detekciju
metabolita ublazavanjem ili potpunom eliminacijom nedostataka direktne analize MS. Najveci
nedostatak direktne analize MS je supresija iona molekulama iz matrice. Dakle, povezivanje
kromatografskih metoda s tehnikom MS znatno povecava pokrivenost metaboloma, dodajuci
dodatnu dimenziju u identifikaciji metabolita 1 poboljsava bioloski kontekst kroz identifikaciju
veceg broj metabolita (Bedair i Sumner, 2008). Metode koje se koriste za separaciju su

kromatografske metode te kapilarna elektroforeza (Slika 5).
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Slika 5. Shematski prikaz osnovnih separacijskih tehnika analize (Villas-Béas 1 sur., 2004)

Vezane tehnike plinska kromatografija sa spektrometrijom masa (GC-MS) se ekstenzivno
koriste u svrhu analize metaboloma. Plinska kromatografija pouzdan je 1 u¢inkovit na¢in
odvajanja hlapivih komponenti kompleksnih smjesa. Provodenjem plinske kromatografije prije
spektrometrije masa omogucena je precizna i detaljna analiza kompleksnih smjesa. Separacija
komponenti ovisi o njihovim svojstvima (temperatura vreliSta i selektivna apsorpcija na
stacionarnoj fazi) i o njihovoj raspodjeli izmedu stacionarne faze 1 mobilne faze (plin nosac)
(Bouziani 1 Yahya, 2021). Spektrometrija masa se kao 1 plinska kromatografija provodi
analizom uzoraka u plinovitom stanju 1 velika prednost ove metode je upravo lakoca
povezivanja dviju tehnika. Jednostavnost izvedbe glavna je odlika sustava GC-MS. Efikasnost
plinske kromatografije odnosno sposobnost razdvajanja komponenti iz smjesa ovisi o
kromatografskim kolonama. Kolone imaju sposobnost razdvajanja preko 100 spojeva u jednoj
analizi (Roessner i sur.,, 2000). Pravilnim izborom kolone postize se najvece razlucivanje.
Nakon plinske kromatografije, uzorak se uvodi u izvor ionizacije najéeSce direktnim

injektiranjem. Shematski prikaz sustava GC-MS prikazan je na Slici 6.
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Slika 6. Shematski prikazane komponente sustava GC-MS (Bouziani 1 Yahya, 2021)

Uzevsi u obzir mnoStvo primjena koje ukljuCuju analizu hlapivih i nehlapivih organskih
molekula, GC-MS ima vise pozeljnih karakteristika od bilo koje druge metode (Mastovska 1
Lehotay, 2003). Kako bi se omoguc¢ila plinska kromatografija, molekule moraju biti hlapive pri
temperaturi mjerenja Sto otezava rukovanje 1 pripremu uzoraka (Villas-Boas 1 sur., 2004).
Doduse, mnogi metaboliti sadrze polarne funkcionalne skupine koje su termolabilne na
temperaturama separacije. Nehlapive molekule potrebno je prije analize plinskom
kromatografijom derivatizirati (Koek 1 sur., 2006). Derivatizacija je prevodenje molekula u
derivate prihvatljive za analizu kemijskim obiljezavanjem. UnatoC potrebnoj derivatizaciji koja
ograni¢ava analizu GC-MS, ovom tehnikom moguce je odredivati mnoge vrste metabolita
poput aminokiselina, organskih kiselina, Secera, nukleozida, masnih kiselina 1 sl. Rezultati se

prikazuju u obliku kromatograma (Slika 8).
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Slika 8. Ciljana detekcija metabolita nikotinamida tehnikama GC-MS u uzorcima E. coli
pomocu ekstrahiranog ionskog kromatograma (m/z 179) iz cjelovitog kromatograma (Koek 1
sur., 2006)

Druga vrsta kromatografije koja se najceS¢e povezuje sa spektrometrijom masa je tekucinska
kromatografija (LC) pri ¢emu nastaje vezani sustav tekucinska kromatografija-spektrometrija
masa (LC-MS). Teku¢inska kromatografija je metoda separacije u kojoj se komponente tekuce
smjese razdvajaju izmedu dvije faze, stacionarne 1 mobilne. Kao 1 plinska kromatografija,

svrstava se u skupinu kolonskih kromatografija §to znaci da se provodi u koloni. Postoji vise
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vrsta tekucinske kromatografije, a one koje se najceSce upotrebljavaju u metabolomici su:

tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

(HPLC),

tekuc¢inska kromatografija

ultravisoke djelotvornosti (UPLC), tekuc¢inska kromatografija obrnutih faza (RP) i hidrofilna

tekucinska kromatografija (HILIC). U usporedbi s plinskom kromatografijom, tekuc¢inska

kromatografija koristi tekucu mobilnu fazu ¢ime se potpuno eliminira potreba za hlapivim

metabolitima te se uzorci ne trebaju derivatizirati kako bi se analizirali. Detaljnija usporedba

LC 1 GC predocena je u Tablici 2.

Tablica 2. Prednosti i nedostatci GC 1 LC za primjenu u metabolmici (Courant i sur., 2014)

LC GC

Prednosti Pogodna za polarne 1| Pogodna za nepolame i
nepolarne spojeve hlapive komponente
Jednostavna priprema | Strukturne informacije
uzoraka dobivene pomocu

fragmentacije u izvoru

Dostupnost molekulskog | Postojanje univerzalne baze
iona (intaktna molekula) podataka

Nedostatci Male i vrlo polarne molekule | Zahtjeva slozeniju pripremu

zahtijevaju koristenje

specifi¢nih kolona

uzoraka

Reducirana  fragmentacija
(zahtiyjeva  spektrometriju
masa za identifikaciju

struktura)

Polarni spojevi se moraju

derivatizirati

Podlozna fenomenu

supresije iona

Ekstenzivna fragmentacija

Unato¢ nedostatcima, tekucinska kromatografija se sve vie primjenjuje u analizi metaboloma

koriste¢i pristup metabolickog otiska prsta. Zahvaljujuc¢i razvoju novih tehnologija poput
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lonizacije elektrorasprsenjem 1 pojavi modernijih instrumenata, uporaba sustava LC-MS je
znatno porasla u zadnjih nekoliko godina te je u biokemijskim istrazivanjima postala

neizostavna (Pitt, 2009).

Elektroforeza je definirana kao migracija iona pod utjecajem elektricnog polja (Masuo 1 sur.,
2009). Elektroforeza se uobicajeno provodi u gelu, no kod kapilarne elektroforeze se provodi
u kapilari. Brojni nedostatci poput Cestog zafepljenja kapilare i lo3e stabilnosti sustava
onemogucuju Siru primjenu kapilarne elektroforeze. Smatra se relativno novom tehnikom 1

trenutno nema Siroku primjenu u analizi metabolita (Ren 1 sur., 2018).

2.1.7. Alatii baze podataka

Usporedba eksperimentalno dobivenih rezultata s ve¢ poznatim i postoje¢cim podatcima
sadrzanim u bazama podataka klju¢an je korak metabolomske analize kojim se provjerava
uspjesnost postupka 1 omogucuje odredivanje strukture (identifikacija). Baze podataka su
nuzan alat u istrazivanju metabolita. Dostupne su online (javno ili uz placanje) te zahtijevaju
koristenje sofisticiranih raunalnih programa. Baze podataka sadrze veliku koli¢inu spektara
masa kemijskih spojeva koji sluze za odredivanje struktura nepoznatih metabolita. Za tu svrhu
se eksperimentalno dobiveni spektar usporeduje s velikom koli¢inom snimljenih spektara koji
su pohranjeni u bazi podataka (Kind i Fiehn, 2010). Baze podataka koje se najceSce koriste za
usporedbu spektara masa su: Golm Metabolome Database (GMD), METLIN, MassBank,
ReSpect, The Global Natural Products Social Molecular Networking resource (GNPS) i
Metfrag (Johnson i Lange, 2015).

2.2. Metaboliti

Metabolomika se temelji na proucavanju i analizi metabolita. Metaboliti su definirani kao
meduprodukti 1 produkti metabolizma. Nalaze se u Zivim organizmima kao dio njihovog
metaboloma. Metaboliti imaju razli¢ite uloge, ukljucuju¢i gradivnu ulogu, ulogu signalnih
molekula, koriste se kao izvor energije, mogu imati stimulativne 1 inhibitorne u¢inke na enzime
ili imaju vlastitu aktivnost u obliku kofaktora enzima (Tiwari 1 Rana, 2015). Dijele se na

primarne i sekundarne metabolite. Druga podjela je vezana za vrstu organizma u kojem se
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nalaze. Tako se mogu dijeliti na biljne, fungalne, bakterijske i druge metabolite.

2.2.1. Primarni metaboliti

Primarni metaboliti su metaboliti koji su neophodni za rast organizma. To su produkti nastali
tijekom eksponencijalne faze rasta Cija je sinteza kljucna za normalni proces rasta (Sanchez 1
Demain, 2008). Nedostatak primarnih metabolita ili njihova potpuna eliminacija iz organizma
onemogucuje normalan rast, ali i Zivot organizma. Bez primarnih metabolita nastupa smrt.
Primarni metaboliti mogu biti produkti i meduprodukti katabolickog 1 anabolitkog
metabolizma. Komercijalno gledano, najvazniji primarni metaboliti su vitamini, aminokiseline,
nukleotidi, organske kiseline 1 alkoholi. Budu¢i da se mogu proizvesti 1 uz pomo¢ bakterija,
nasli su brojne primjene u farmacetuskoj, prehrambenoj 1 kemijskoj industriji (Sanchez i
Demain, 2008). Citratna kiselina primjer je primarnog metabolita koji se Cesto koristi u

industrijskoj proizvodnji hrane, lijekova i kozmetike.

2.2.2. Sekundarni metaboliti

Sekundarni metaboliti za razliku od primarnih metabolita nisu vezani za rast i razvoj organizma
te ne nastaju tijekom eksponencijalne faze rasta. Nedostatak sekundarnih metabolita nece
rezultirati smré¢u organizma, nego c¢e trajno naruSiti stanje organizma 1 oStetiti njegove
obrambene mehanizme. Organizmi sekundarne metabolite proizvode u najvecoj koliini
tijekom prelaska iz faze rasta u stacionarnu fazu. Kod biljaka je ustanovljeno da sekundarni
metaboliti imaju veliku ulogu u adaptaciji biljaka na okoli§. Sekundarni metaboliti biljaka
imaju vaznu primjenu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji te ih ljudi koriste kao lijekove
(npr. antibiotike), sladila 1 dodatke prehrani. Klasificiraju se na temelju njihovih svojstava
(kemijska struktura, topljivost, nacin sinteze), ali opéenito se dijele na skupine: fenole, terpene,
flavonoide, alkaloide 1 steroide. Razvoj industrijske proizvodnje i poboljsanje sinteze
sekundarnith metabolita biljaka omogucio je njithovu znacajnu primjenu u proizvodima za
ljudsku potrosnju koji polako nadomjeStaju kemijske spojeve proizaSle iz farmaceutske

industrije.
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2.3. Primjena metabolomike

Utjecaj koji metaboliti imaju na tkiva i procese unutar organizma poznat je znanstvenicima od
zacetka metabolomike. Od mnogih uloga koje metaboliti posjeduju, najvaznija je njthova uloga
signalnih molekula. Postojanje metabolita u nekom tkivu ili organu 1 promjena njihove
koncentracije predstavlja ,,signal* iz kojeg se moze dobiti informacija o promjeni metaboli¢kih
procesa. Pozitivna ili negativna promjena koncentracije odraz je vanjskih ili unutarnjih faktora.
Bolesti poput karcinoma, prehrana, prevelika izlozenost stresu i sl. jedni su od mnogobrojnih
faktora koji utjecu na zdravlje ¢ovjeka 1 izazivaju promjene metaboloma. Metabolomika je tako
svoju najve¢u primjenu naSla u ocuvanju zdravlja Covjeka te se najéeSce primjenjuje u

medicini, farmaceutskoj industriji 1 u nutricionisti¢koje analizi.

2.3.1. Primjena u medicini

Jedna od osnovnih ljudskih teznji je zdravlje 1 drug Zivot. Napredak tehnologije, kao 1 brz
razvoj znanosti, otvara sve vise mogucnosti za produljenje zivotnog vijeka. U skladu s
navedenim, sve je vise novih tehnika uvedeno 1 u medicinu. Buduéi da je poznata poveznica
izmedu metabolita 1 zdravlja ili bolesti, brza integracija metabolomike u medicinu bila je
oc¢ekivana. Zbog neinvazivnog postupka 1 lakoc¢e uzorkovanja, glavni predmet analize su
ljudske tjelesne tekuc¢ine. Prve analize metabolita su provedene na ljudskim uzorcima mokrace
1krvne plazme. Ljudska mokraca se naj¢esce analizira u medicini jer odstupanja od referentnih
vrijednosti ukazuju na pojedine bolesti 1 kroni¢na stanja. Metabolomika se takoder koristi u
onkoloskoj medicini za rano otkrivanje raka te u trudnickoj skrbi. Metabolic¢ko profiliranje
biofluida moZe dovesti do poboljsanja trudnicke skrbi i do eliminiranja bolesti koje su
specificne za trudnice 1 fetus (Fanos i sur., 2013). Metabolomika se u trudnica primjenjuje u
analizi posteljice, mokrace, fetusa, maternice 1 pupéane vrpce. Kod onkoloskih pacijenata se
metabolomskim pristupom analiziraju tkiva organa koje pogada karcinom, ali 1 tjelesne
tekucine vezane uz zahvacene organe. Karcinom kao bolest uzrokuje promjenu metabolickog
profila stanice te se primjenom metabolomike moze posti¢i bolje razumijevanje promjena
unutar stanica raka, ali 1 promjena koje iste uzrokuju u zdravom tkivu. Ciljani 1 neciljani
metabolomski pristup, zajedno s funkcionalnim tehnikama snimanja (npr. magnetskom

rezonancom - MRI, pozitronskom emisijskom tomografijom — PET scan), mogu se koristiti za
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pracenje metabolizma tumora, kao 1 otkrivanje dijagnosti¢kih i prognostickih biomarkera
(Beger, 2013). Navedeni biomarkeri se mogu koristiti za rano otkrivanje karcinoma, kao 1 za
kreiranje terapije odnosno nacina lijeenja koji bi najbolje odgovarao pacijentu (Slika 9) —

personalizirani pristup lijecenju.

1) Uzimanje > 2) Dobivanje podataka> 3) Bioinformatika > 4) Interpretacija >

uzoraka
Neci Ijan(::' Bioinformatitka
metaboliko analiza Identifikacija
—* profiliranje podataka puteva
NMR, LC/MS
GCIMS |
Zdravi i
Kontrola kvalitete
l Dijagnosticki
Sk‘upljanie i Giljano Integracija : biomarkt-ari -
pf'lmplrerrja o profiliranje | podat-aka. omika, | Prognosticki
biofluida i tkivnih lgenetike i biomarkeri
uzoraka NMR, LC/NMR, [farmakologije
LCIMS, GC/MS Biomarkeri za jak
odgovor
Farmakokinetika
| Dobivanje slike L
MRI/MRS, PET
Karcinom
ili Testiranje
lije€enje karcinoma hipoteze

Slika 9. Shematski prikaz tipiénog metabolomskog eksperimenta u tumorskim ispitivanjima

(Beger, 2013)

2.3.2. Primjena u farmaceutici

Razvoj lijekova 1 njithovo stavljanje na trziste dugotrajan je proces koji zahtijeva znacajno
ulaganje sredstava te veliki trud 1 napor. Ukljucuje mnoStvo znanstvenih disciplina, od biologije
do farmakologije. Pojednostavnjeno receno, to je proces kojim se identificiraju spojevi koji se
mogu koristiti kao lijekovi. Tradicionalno, proces ukljucuje pregled molekularnih biblioteka 1
optimizaciju pogodaka te zahtijeva utvrdene ciljne molekule (mete) 1 biblioteke molekula za
odabir pogodaka kako za unutarstani¢ne, tako 1 za izvanstani¢ne mete (Tolstikov, 2016).

Lijekovi ve¢inom imaju ciljano djelovanje 1 primjenom metabolomike mogu se definirati
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molekule na koje lijekovi ciljano djeluju, kao 1 analizirati razgradni produkti lijekova. Osim u
identifikaciji metabolita, metabolomika je korisna 1 u otkrivanju biokemijskih putova unutar
organizma §to moze olak3ati distribuciju lijeka. Ako su poznati metabolicki putovi 1 odgovor
stanice na razliCite vrste spojeva, moze se stvoriti optimalni lijek koji ¢e do¢i do mjesta
djelovanja bez gubitka aktivnosti. [ako se ne moze koristiti za proizvodnju svih lijekova,

metabolomikom mozemo dobiti povratnu informaciju o efikasnosti 1 sigurnosti lijekova.

2.3.3. Primjena u nutricionizmu

Hrana je kljuc¢an dio ljudskog Zivota. Osim prolaznih u¢inaka, hrana i dugoro¢no utjece na
ljudski zivot, kao 1 na zdravlje Covjeka. Pravilnom prehranom mozZe se produljiti Zivot 1
osigurati bolja kvaliteta Zivota. Sve ucestalijom pojavom debljine u razvijenim zemljama od
sredine proslog stoljeca, veca su ulaganja u nove metode nutritivne terapije. Za utvrdivanje
uc¢inaka specificnih prehrambenih komponenti /ili navika na zdravlje, potrebno je detaljno
poznavanje ucinaka hrane koja se uobi¢ajeno konzumira (Primrose i sur., 2011). Budu¢i da se
vecina nutricionistickih ispitivanja temeljila na subjektivnim izvjestajima sudionika, njthova
pouzdanost nije bila zadovoljavaju¢a. Iako se vecina hranjivih tvari apsorbira u tijelu 1 potom
kemijski mijenja, u mokra¢i 1 krvnoj plazmi se nalaze odredeni metaboliti u svojem
nepromijenjenom stanju. Metabolomskom analizom mokrace, krvne plazme i drugih biofluida
ispitanika moguce je dobiti pouzdane rezultate o uc¢incima prehrane na organizam. Analiza
biofluida se u tom sluéaju temelji na nutritivnim biomarkerima. Biomarkeri se vezu za
metabolite povezane s odredenom prehrambenom namirnicom te se kasnijom identifikacijom
odreduje unos namirnice u tijelo, kao i njena koli¢ina. Na primjer, metabolit vinske kiseline
bio je prvobitno identificiran kao potencijalni biomarker unosa grozda u intervencijskoj studiji
ispitivanja utjecaja unosa grozda koristeci spektroskopiju NMR (Gonzalez-Pefa 1 Brennan,
2019). Tako se pomoc¢u biomarkera vinske kiseline moze odrediti koliko je grozda prisutno u
dijeti ispitanika. Nadalje, metabolomska analiza izvrstan je pokazatelj odgovora metabolizma
na dijetu $to omogucuje lakSe 1 pozdanije osmisljavanje najboljeg personaliziranog plan

prehrane.
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3. ZAKLJUCAK

Razumijevanje 1 poznavanje metabolizma i1 njegove regulacije povezane s bolestima, vanjskim
faktorima 1 genetikom klju¢no je za poboljsanje Zivota ljudi, ali 1 drugih organizama. Razvoj
tehnologije 1 otkrice metoda kao §to je spektrometrija masa omogucili su koristenje
metabolomike za proucavanje kompleksnih metabolickih putova u organizmu, ali 1 ciljanih
metabolita. Buduci da je metabolomika disciplina najbliza fenotipu, njena primjena omogucuje
dublju spoznaju o fenotipskim promjenama koje nastaju kao odgovor na bolest ili genetske,
nutricionisticke i1 toksikoloske utjecaje. lako se smatra relativno mladom disciplinom,
metabolomika je do sada ostavila neizbrisiv trag u znanosti, medicini 1 drugim podrucjima te
je trajno promijenila aspekt proucavanja organizama. Mogucnosti koje pruza su nevjerojatne 1
buduc¢nost analize u podru¢jima biologije, biomedicinskih znanosti 1 nutricionizma je

nezamisliva bez metabolomike.

Iako nijedna analiticka tehnika nije savrSena, spektrometrija masa se moze smatrati idealnim
alatom u metabolomici. Moguénost povezivanja s razli¢itim separacijskim tehnikama, visoka
selektivnost 1 razluCivanje te relativno jednostavna primjena odlike su koje ¢ine spektrometriju
masa najboljim izborom. Konstantan razvoj i napredak spektrometrije masa samo povecavaju
njene mogucnosti 1 o¢ekuje se da ¢e u skoroj buduénosti predvoditi znanstvena istrazivanja

metabolizma.

Metabolomika temeljena na spektrometriji masa je svoju veliku mo¢ pokazala u medicini,
farmaceutici i1 nutricionizmu, ali moze se primjenjivati i Sire. Razvojem biomarkera 1
personaliziranog pristupa lijecenju u medicini 1 nutricionizmu, metabolomika temeljena na
spektrometriji masa ve¢ je neizmjerno poboljsala kvalitetu Zivota ljudi i pruza mogucénost

daljnjeg poboljsanja.
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PRILOZI1

Prilog 1. Popis kratica

Kratica
CE
CE-MS

DART
DESI

DI-MS

DTIMS/TWIMS

FAIMS

FT-ICR-MS

FT-IR

GC-MS

GCxGC-MS

HILIC

HPLC-MS

LAESI

LC

LC-EC

LDI-MS

MALDI

MSI
NMR
RPLC

SFC
SIDMAP

SIMS
UPLC-MS

Engleski naziv
Capillary electrophoresis

Capillary electrophoresis — mass
spectrometry
Direct Analysis in Real Time

Desorption electrospray ionization
Direct infusion mass spectrometry

Drift tube ion mobility spectrome-
try/traveling wave ion mobility
spectrometry

High field asymmetric waveform
ion mobility spectrometry

Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry
Fourier transform infrared spectros-
copy

Gas chromatography — mass spec-
trometry

Two dimensional gas chromato-
graphy coupled to mass spectrome-
try

Hydrophilic interaction chromato-
graphy

High performance liquid chromato-
graphy — mass spectrometry

Laser-ablation electrospray ioniza-
tion
Liquid chromatography

Liquid chromatography - electroc-
hemical array

Laser desorption ionisation mass
spcetrometry

Matrix assisted laser desorption/io-
nization

Mass spectrometry imaging

Nuclear magnetic resonance

Reverse phase liquid chromato-
graphy

Supercritical fluid chromatography
Stable isotope - based dinamyc me-
tabolomic profiling

Secondary-ion mass spectrometry

Ultra performance liquid chromato-
graphy — mass spectrometry

Hrvatski naziv
Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza - spektrometrija
masa
Izravna analiza u stvarnom vremenu

Desorpcija 1 ionizacija elektrorasprse-
njem

Spektrometrija masa s izravnim unose-
njem uzorka

Spektrometrija masa ionske pokretljivo-
st1

Spektrometrija masa ionske pokretljivo-
sti pri atmosferskom tlaku

Fourier transformirana ionsko-ciklotron-
ska rezonancijska spektrometrija masa
Infracrvena spektroskopija s Fouriero-
vom transformacijom

Plinska kromatografija - spektrometrija
masa

Dvodimenzionalna plinska kromatogra-
fija - spektrometrija masa

Tekucinska kromatografija temeljena na
hidrofilnim interakcijama

Tekucinska kromatografija visoke u¢in-
kovitosti spregnuta sa spektrometrijom
masa

Laserska ablacija- ionizacija elektroras-
prienjem

Tekucinska kromatografija spregnuta s
nuklearnom magnetskom rezonancijom
Tekuéinska kromatografija s elektroke-
mijskom detekcijom

Spektrometrija masa temeljena na laser-
skoj desorpciji i ionizaciji

Matricom potpomognuta ionizacija laser-
skom desorpcijom

Slikovna spektrometrija masa

Nuklearna magnetska rezonancija

Tekucinska kromatografija obrnute faze

Superkriti¢na tekuc¢inska kromatografija

Metabolicko profiliranje primjenom sta-
bilnih izotopa

Spektrometrija mase sekundarnih iona
Tekucinska kromatografija ultra visoke

uc¢inkovitosti spregnuta sa spektrometri-
jom masa



Izjava o izvornosti

Ja Lovro Bili¢ izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni re-

zultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji

Vlastorucni potpis

su u njemu navedeni.




