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1. uvOoD

Mikrobiota jedan je od najvaznijih ,prijatelja“ ljudskog organizma. MoZe se reéi da mikroorga-
nizmi nastanjeni u i na tijelu Covjeka zive u simbiozi s domacinom, ljudskim organizmom. Do-
macin njima omoguéuje dom, hranu i povoljne uvjete za preZivljavanje i rast, a oni za njega
imaju iznimno vaznu ulogu u odrZzavanju ravnoteZe u organizmu te poboljSanju zdravlja orga-

nizma.

Najveli centar kolonizacije mikroorganizama nalazi se unutar probavnog trakta Covjeka. U
njemu mikrobiota metabolizira i probavlja sve ono $to sam organizam nije uspio. Kao produkt
aktivnosti mikroorganizama unutar crijeva ¢ovjeka nastaju kratkolan¢ane masne kiseline. U
najvecoj koncentraciji nastaju acetatna, propionatna i maslacna kiselina, koje se dijelom ap-
sorbiraju u krv unutar debelog crijeva, a drugi neapsorbirani dio se izbacuje iz organizma pu-
tem fecesa. U ovom radu naglasak je na odredivanju koncentracije maslacne kiseline unutar

uzetih uzoraka krvne plazme ispitanika.

Kako nam koncentracija butirata u fecesu ili krvi moze puno toga reci o trenutnom zdravstve-
nom stanju organizma i zbog velikog znacaja butirata za sami organizam ustanovljene su
metode kojima se ona odreduje. Naj¢eSce koriStena metoda za odredivanje koncentracije bu-
tirata, koja bi se takoder primijenila i u nastavku ovog projekta, je kombinacija plinske kroma-

tografije i masene spektrofotometrije (GC/MS metoda).

Ovaj rad fokusirao se na promatranju uspje3nosti i pogodnosti pripreme uzoraka krvne plazme
koji se onda mogu u nastavku Koristiti za odredivanje koncentracije butirata GC/MS metodom.
Uzorak se pripremao prema dva razli€ita protokola koja su nakon provedbe same pripreme

usporedena za uspjesniji nastavak daljnjeg projekta.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Uvod u mikrobiotu

Cesto dolazi do zabune izmedu pojmova ljudska ,mikrobiota“ i ljudski ,mikrobiom*. Razlika je
ta da se mikrobiota definira kao odredena zajednica mikroorganizama koji se nalaze u/na tijelu
Covjeka, a ljudski mikrobiom je ukupni geneticki materijal svih tih mikroorganizama (Ursell i
sur., 2012). Stavimo li u usporedbu broj gena koji ¢ine ljudski genom i broj gena koji €ine
mikrobiom dobijemo omjer 1:150 Sto daje jasan uvid u vaznost istrazivanja mikrobiote. Kada
je u pitanju ljudska mikrobiota radi se o 10 — 100 triliona stanica mikroorganizama, 50 koljena
bakterija te 100 — 1000 bakterijskih vrsta koje Zive ve¢inom u simbiozi s ljudskim organizmom
(Adak i Khan, 2018). Mikroorganizmi humane mikrobiote potje€u iz svake od tri domene Zivota:
Eukariota, Bakterija ili Arheja, a medu njima se znaju nalaziti i virusi, koji €ine tzv. virom, i
mogu varirati izmedu toga da s ljudskim organizmom imaju simbiotski odnos, do toga da se
ponas$aju kao paraziti (Milani i sur., 2017). Antonie van Leewenhoek je 1680. godine bio prvi
koji je zapocCeo istrazivanja o ljudskoj mikrobioti usporedivsi mikroorganizme koji su se nalazili
unutar usne Supljine i one iz fekalija te je shvatio kako je razlika znatna, $to je dalje potaknulo
znanstvenike u istrazivanje ove teme. U to vrijeme bilo je moguée samo utvrditi morfoloSku
razliku izmedu mikroorganizama na razlicitim dijelovima tijela, ali danas se viSe istraZzuje zasto

ta razlika postoji i kako se na nju moze utjecati (Ursell i sur., 2012).

Dosada$nja istrazivanja pokazala su da se mikrobiota istih dijelova tijela kod razli€itih ljudi
znatno ne razlikuje, dok se sastav mikroorganizama na razli€itim dijelovima tijela istog Covjeka
razlikuje poprilicno (slika 1). Isto kao Sto se i sastav mikrobiote na istom dijelu tijela jednog

Covjeka moze razlikovati obzirom na njegovu dob (Davenport i sur., 2017).
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Slika 1. Prikaz glavnih skupina mikroorganizama na razli¢itim dijelovima tijela dojencadi prili-

kom rodenja i u ranoj fazi zivota (Milani i sur., 2017)

Najveca koncentracija mikroorganizama nalazi se unutar ljudskog probavnog trakta, ona se
naziva crijevna mikrobiota te je upravo na njoj naglasak ovog rada (Milani i sur., 2017). Ljudski
organizam sadrzi otprilike 10" stanica, a samo unutar probavnog trakta nalazi se 10" - 10"
bakterijskih stanica bez kojih Covjek ne bi mogao prezZivljavati (Sossai, 2012). Naj¢esca Cetiri
koljena bakterija koja su prisutna u crijevnoj mikrobioti Covjeka su: Bacteroidtes i Firmicutes

kao dva najzastupljenija koljena, a slijede ih Proteobacteria i Actinobacteria (Davenport i sur.,
2017).

Formiranje crijevne mikrobiote zapocinje ve¢ pri rodenju gdje novorodence, ovisno o nacinu
porodaja, nasljeduje mikroorganizme s koZe majke (ako se radi o carskom rezu) ili mikroor-
ganizme sli¢ne onima iz majc¢inog vaginalnog otvora (ako se radi o porodaju prirodnim putem)
(M Chu i sur., 2017). Prije nego $to neka vrsta uop¢e moze kolonizirati u probavnom traktu,
ona mora imati odredene karakteristike da tamo i opstane. Za pocetak, mora imati odgovara-
juci oblik stanice kako bi se uop¢e mogla prihvatiti unutar probavnog trakta ¢ovjeka, zatim, da

bi uspjela prezivjeti vazno je da moZe unutar stanica sintetizirati enzime kojima moze probaviti



dostupne nutrijente, mora imati sposobnost zastite od bakteriofaga i na kraju, mora moci pre-
zivjeti u ,stresnim* uvjetima kada se prebacuje s jednog domacina na drugog (Adak i Khan,
2018). Jos jedan prirodni proces koji usmjerava razvoj crijevne mikrobiote Covjeka naziva se
Jiltar stanista“ u kojemu neke vrste mikroorganizama unutar crijeva prezivljavaju ili izumiru
ovisno o uvjetima unutar, u ovom slucaju, crijeva domacina. Postoje neka pravila po kojima
se moze zakljuciti hoce li odredena vrsta opstati u odredenim uvjetima, ali je moguce da dode
do iznimke. To su slucajevi kada odredena vrsta mutira ili rekombinira s nekom drugom vrstom
(Milani i sur., 2017).

Tri glavna organa Cine ljudski probavni trakt: Zeludac, tanko i debelo crijevo. Unutar zeludca,
za koji su znanstvenici dugo smatrali da je sterilan zbog kiseline koja se izlu€uje u njemu,
ispostavilo se da vide od pola vrsta mikroorganizama potjece iz usne Supljine i to samo one
koje su rezistentne na kisele uvjete i mogu u njima prezivljavati (Adak i Khan, 2018). Tanko
crijevo se metaforiCki naziva ,mjesto za odrzavanje sastanaka domacina i mikrobiote* jer je
ono glavni organ za apsorpciju i razgradnju nutrijenata unesenih u ljudski organizam i iznimno
utjeCe na zdravlje Eovjeka (Delbaere i sur., 2023). Debelo crijevo je ,nastanjeno” s otprilike
10 stanica mikroorganizama dok je npr. tanko crijevo domacin samo njih 102 i zato je prilikom
istrazivanja crijevne mikrobiote naglasak upravo na debelom crijevu, takoder i uz prednost
lakSega dobivanja uzorka. U njemu se neprobavljena hrana fermentira i apsorbira se voda.
Dva koljena koja prevladavaju unutar debelog crijeva su Firmicutes i Bacteroidetes te je omjer
koncentracije tih dvaju koljena indikator bolesti ili zdravlja Covjekova organizma (Davenport i
sur., 2017).

Za ljudsko tijelo se smatra da je jedna vrsta eko-sustava kojemu je, za opstanak, vazna rav-
noteza svih njegovih ¢lanova pod koje spadaju sve stanice Covjeka i mikrobiota u/na njegovom
tijelu (Milani i sur., 2017). Koliko se za Covjekov probavni trakt moze reci da sluzi kao ,dom*
za mikroorganizme toliko je i njihova uloga za €ovjeka vazna. Oni imaju strukturnu, metaboli-
¢ku i zastitniCku ulogu u organizmu ¢ovjeka (Adak i Khan, 2018). Neke od uloga crijevne mik-
robiote su fiksacija dusika, razgradnja i ponovno iskoritenje minerala, proizvodnja sekundar-
nih metabolita i vitamina te je vazna za imunoloSki odgovor organizma domacina (Bharti i
Grimm, 2021). Poznavanje mikrobiote €ovjeka iznimno je korisno i kada su u pitanju zarazne
i ne zarazne bolesti jer gubitak ravnoteZze unutar mikrobiote moze odrediti ishod oboljenja
organizma takvim bolestima, kao npr. zarazu virusom COVID-19 ili oboljenje od dijabetesa.
UocCavanje promjena unutar mikrobiote moze rano prepoznati razvitak neke bolesti pa ju se
pravovremeno moze i sprijeciti, takoder mikrobiota je velika pomo¢ pri formiranju nemedicin-

skih pristupa lije¢enju odredenih bolesti (EI-Sayes i sur., 2021).



2.2. Metode odredivanja crijevne mikrobiote

Metode odredivanja crijevne mikrobiote mogu se podijeliti na ovisne i neovisne o kultivaciji
mikroorganizama. Metode ovisne o uzgoju mikroorganizama ustanovio je Robert Koch i one
se zasnivaju na metodama kulturomike, uzgoju i identifikaciji mikroorganizama na temelju nji-
hovih fizioloSkih i biokemijskih svojstava. Za uzgoj se koriste razli€ite selektivne hranjive agar
podloge uz dodatak nutrijenata kojima je omogucen uzgoj, do sada, teSko uzgojivih kultura,
makar i uz dodatak odredenih nutrijenata jo$ uvijek dominantne kulture bakterija prikrivaju one
manje dominantne i time otezavaju njihovu izolaciju. Glavni problem identifikacije mikroorga-
nizama metodama ovisnim o uzgoju mikrobnih zajednica je nemoguénost odrzavanja svih mi-
kroorganizama u laboratorijskim uvjetima $to dovodi do smanjene raznovrsnosti odredenih
mikrobnih zajednica. Stoga se koriste drugi oblici poboljSanja hranjive podloge i selektivan
uzgoj kultura od interesa kao Sto su bakteriofazi, antibiotici i filtracija (Adak i Khan, 2018). lako
je doslo do velikog napretka u uzgoju $to veceg broja vrsta iz crijevne mikrobiote, nakon na-
pravljenih prvih sekvenciranja mikrobioma crijeva ispostavilo se da vise od 80% detektiranih
vrsta nije do tada bilo uzgojeno metodama kulturomike (Lagier i sur., 2015). Zato su odlugili
promijeniti uvjete uzgoja i predstavili su tri nova modela uzgoja: dodatak ovcje krvi, dodatak
tekucine iz buraga i pred inkubacija u krvnoj kulturi. Primjenom novih modela uzgoja izolacija
bakterijskih kultura povec¢ana je za 25, 40 i 56% Sto uvelike poboljSava u€inkovitost metoda
identifikacije mikroorganizama ovisnih o kultivaciji (Adak i Khan, 2018). Usporedbom metoda
ovisnih i neovisnih o kulturi znanstvenici su ustanovili da nije mogu¢e samo metodama kultu-
romike dobiti dovoljno dobar uvid u sve vrste mikroorganizama koje se nalaze u ljudskom
probavnom traktu pa su zapoceli provoditi kombinaciju tih dviju metoda uz dodatnu provjeru

masenom spektrometrijom (Lagier i sur., 2015).

Najvaznija metoda neovisna o kultivaciji je sekvenciranje 16S rRNA gena koja je razvijena
nastavno na postoje¢e sekvenciranje koje su postavili Carl Woese i suradnici koriStenjem
Sangerovog sekvenciranja (Adak i Khan, 2018). 16S rRNA sekvenciranje pripada novoj ge-
neraciji sekvenciranja i pripada tzv. amplikon tipu sekvenciranja. Ono se bazira na sekvenci-
ranju ciljane regije DNA molekule koja je umnoZena reakcijom lan¢ane polimeraze. Najveéa
prednost ove metode je moguénost identifikacije vrsta koje nije moguée uzgojiti metodama
kulturomike. 16S rRNA gen jako je pogodan za sekvenciranje jer je regija za sekvenciranje

poprili€éno kratka $to olakS8ava sam postupak, prisutan je u svim vrstama bakterija, visoko je



konzerviran i sadrzi devet regija koje su hipervarijabilne. One su te koje se koriste za odredi-
vanje razlike medu vrstama bakterija i omogucéavaju njihovu identifikaciju (Wensel i sur., 2022).
16S rRNA gen, u veéini arheja i bakterija, kodira za 30S (malu) podjedinicu 70S ribosomalnog
kompleksa (Bharti i Grimm, 2021). Obzirom da obavlja klju¢nu ulogu u organizmu povezanu
sa sintezom proteina mora se nalaziti u svim vrstama bakterija jer bez 30S podjedinice ribo-
soma bakterije ne bi mogle opstati. Ova metoda zapocinje izolacijom DNA iz uzorka mikrobne
zajednice, koju slijedi PCR (Polymerase Chain Reaction, odn. Lanfana Reakcija Polimera-
zom) kojom se umnaza 16S rRNA regija, koristeci poCetnice koje se komplementarno sparuju
na konzervirane regije, a umnazaju odabrane hipervarijabilne regije (V1-V9). Kao standard za
identifikaciju mikroorganizama Projekt Zemljinog mikrobioma (eng. Earth Microbiome project)
definirao je hipervarijabilnu regiju V4, medutim u znanstvenim istraZivanjima moZze se koristiti
svaka od hipervarijabilnih regija ili njihova kombinacija kako bi se povecala specifiCnost i os-
jetljivost metode. Zatim slijedi sekvenciranje umnoZzenih regija kojem prethodi procis¢avanje i
provjera stvorene genomske knjiznice, tj. provjera rezultata PCR reakcije. Nakon sekvencira-
nja slijedi ,CiS¢enje podataka“. Ono se odnosi na uklanjanje sekvencije po€etnica i adaptera,
uklanjanje sekvenci loe kvalitete oCitanja te uklanjanje sekvencija koje se smatraju kontami-
nacijama, npr. kimernih sekvencija. Kada su se uklonile sve moguce smetnje u procesu slijedi
slaganje podataka u operacijske taksonomske jedinice (OTU, Operational Taxonomic Units)
ili sekvenci amplikonskih varijanti (ASV, Amplicon Sequnece Variants) koje se racunalno us-
poreduju s podacima koji se nalaze u taksonomskim bazama, konstruiranim ranije koje pove-
zuju odredeni slijed nukleotida s taksonomijom. Usporedbom sljedova ocitanih nukleotida se-
kvenciranjem amplikona i njihovom usporedbom s taksonomskom bazom identificira se odre-

dena vrsta, rod ili koljeno bakterije (Wensel i sur., 2022).

Druga metoda sekvencioniranja mikrobioma temelji se na metagenomici. U tom slu€aju se
radi tzv. ,shotgun® sekvenciranje svih genoma koji se nalaze na mjestu s kojeg je uzet uzorak,
bez umnazanja dijela genoma kao kod amplikon sekvenciranja. Njome se mogu detektirati svi
prisutni mikroorganizmi unutar crijevne mikrobiote, uklju€ujuéi i viruse koji se inace tesko izo-
liraju (Bharti i Grimm, 2021). Kod metagenomi¢kog sekvenciranja prvi korak je ekstrakcija
DNA ili RNA iz uzorka. Ako se radi o ekstrakciji DNA, ona moze odmah na daljnju analizu dok
ako je u pitanju RNA, ona se prvo mora PCR-om, pomoc¢u enzima reverzne transkriptaze,
prevesti u komplementarnu DNA kako bi bila pogodna za daljnje odvijanje analize. Nakon toga
slijedi nasumiéno cijepanje DNA u fragmente duljine koje koriStena tehnologija sekvenciranja

moze ocitati, te analiza podataka (Wensel i sur., 2022).



2.3. Nastajanje i zna¢aj maslacne kiseline

Crijevna mikrobiota ima klju¢nu ulogu u fermentaciji neprobavljenih ugljikohidrata, pri ¢emu
kao produkti nastaju kratkolan€ane masne kiseline. To su masne kiseline od 2 do 5 C atoma,
a najvaznija karakteristika im je topljivost u vodi, za razliku od dugolané¢anih masnih kiselina
koje su u potpunosti hidrofobne (Sossai, 2012). Predstavnici kratkolan&anih masnih kiselina
su valerinska kis. (5 C), malacna kis. (4 C), propionska kis. (3 C) i acetatna kis. (2 C). U
najvecoj koncentraciji nastaju unutar debelog crijeva i to u sastavu 15 % maslacna kis., 25 %
propionatna i u najvecoj mjeri nastaje acetatna kis. i to oko 60 % (Canani i sur., 2011). Krat-
kolan&ane masne kiseline su slabe kiseline koje imaju negativni logaritam konstantne disoci-
jacije (pK) oko 4,8, sto upucuje na to da se unutar probavnog trakta nalaze veéinom u anion-

skom obliku jer je pH probavnog trakta uglavnom neutralan (pH oko 7) (Guilloteau i sur., 2010).

Nastankom ovih organskih kiselina, u debelom crijevu, dolazi do sniZzavanja pH-a okoline, sto
pogoduje bakterijama koje proizvode masla¢nu kiselinu da ,nadjacaju“ Gram-negativne bak-
terije koje probavljaju ugljikohidrate i izbore se za izvor energije i ugljika (Canani i sur., 2011).
Maslagna kiselina jo$ se naziva i butirat, karboksilna ili butanska kiselina. Ima molekulsku
formulu C4HsO>, strukturna formula joj je CH3CH2CH2COOH, a molarna masa joj iznosi 88,11
g mol' (Goldberg i Rokem, 2009). Ona nastaje mikrobnom fermentacijom $kroba, dijetalnih
vlakana, psilijuma, inulina, pSeni¢nog brasna i ostalih ugljikohidrata koji neprobavljeni dospiju
do debelog crijeva, a mozZe se unositi i oralno, kao dodatak prehrani, najées¢e u formi soli (Sta
i sur., 2022). Osim u lumenu debelog crijeva nalazi se jos i u krvi, mlijeku, fecesu i znoju vecine
sisavaca (Guilloteau i sur., 2010). Na proizvodnju maslac¢ne kiseline najvise utjeCe sastav mi-
kroorganizama unutar crijevne mikrobiote. (Blachier i sur., 2018). Dvije najvece skupine bak-
terija koje proizvode maslacnu kiselinu u probavnom traktu Covjeka su Faecalibacterium pra-
usnitzii i Eubacterium rectale/Roseburia spp. (Canani i sur., 2011). Masla¢na kiselina ima pro-
tuupalna svojstva te joj se uloge koje ima za ljudski organizam mogu podijeliti na ekstraintes-

tinalna (van probavnog sustava) i intestinalne (one koje su vazne za probavni sustav).

Vaznost masla¢ne kiseline za probavni sustav bolje je i viSe istrazena, a ukljuCuje: zastitu i
sprjeCavanje karcinoma debelog crijeva, modulaciju visceralne pokretljivosti i osjetljivosti, ja-
Canje sluzniCke barijere, regulaciju transepitelnog transporta, smanjenje upalnih stanja i oksi-
dativnog stresa crijevne sluznice, poboljSana apsorpcija iona, diferencijacija i proliferacija sta-

nica te imunosna regulacija. Uz sve ove, ipak jedna od najvaznijih uloga masla¢ne kiseline za



probavni sustav je Sto sluzi kao izvor energije stanicama koje obavijaju debelo crijevo, kolo-
nocitima (Sossai, 2012; Canani i sur., 2011). Butirat difuzijom prolazi kroz sluznicu i ulazi u
kolonocite pomoc¢u proteina monokarboksilatnog transportera 1. U mitohondrijima kolonocita
dolazi do oksidacije jednog dijela butirata do acetil-CoA uz oslobadanje energije (u obliku ATP-
a) koji se koristi za acetilaciju histona. Drugi dio butirata, koji nije i5ao u proces oksidacije,
inhibira histon deacetilazu. Proces acetilacije ili deacetilacije histona utjee na ekspresiju gena
unutar stanica kolonocita (slika 2) (Blachier i sur., 2018). Kada su histoni acetilirani dolazi do
njihovog slabijeg povezivanja s DNA te je ona dostupnija transkripcijskim faktorima, $to potice

ekspresiju gena (Pavlica, 2024).

Neprobavljeni ugljikohidrati i proteini
I

Mikrobiota
o |
A~ O | Butirat
MCT1
Lumen
Mitohondrij
Kolonocit
-
I Y ..
“T1HDAC-| Acetilacija
histona

Ekspresija gena P

lezora

Slika 2. Shematski prikaz ulaska i metabolizma butirata unutar kolonocita (Blachier i sur.,
2018)

Butirat pomaze u jaCanju sluznicke barijere na nacin da sudjeluje u sintezi mucina, glikopro-
teina velike molekulske mase koji su sastavni dio tjelesne sluznice. Oni su vazni jer sluze kao
supstrat odredenim vrstama bakterija u debelom crijevu te $tite sluznicu od bakterija i toksina.
FiziCka aktivnost jedan je od parametara koji poboljSava rast butirat-proizvodnih mikroorgani-
zama. Njome se simulira proizvodnja proteina toplinskog Soka 70 (Hsp 70) koji, u nepovoljnim

stani¢nim uvjetima, osigurava funkcionalnu i strukturalnu stabilnost epitelnih stanica tkiva



(Blachier i sur., 2018). Nacin na koji proizvodnja butirata sprecava karcinom debelog crijeva
naziva se ,paradoks butirata®. Butirat, u isto vrijeme, poti€e proliferaciju zdravih stanica ente-
rocita i inhibira proliferaciju stanica karcinoma debelog crijeva, pojaanom acetilacijom histona
odnosno inhibicijom enzima histon deacetilaze (Sossai, 2012). U tom slucaju dolazi do pore-
mecaja ravnoteze kod acetilacije histona koja moze dovesti do utiSavanja nekih gena koji su-

djeluju u razvitku karcinoma (Canani i sur., 2011).

Ekstraintestinalne uloge maslacne kiseline manje su istrazivane kod ljudi, one su utjecaj buti-
rata na hiperkolesterolemiju i hemoglobinopatiju, a na zivotinjama istrazene su smanjenje
Sanse ishemijskog mozdanog udara, smanjenje rezistencije na inzulin i tretiranje pretilosti pro-

uzrokovane ishranom (Sossai, 2012).

Hemoglobinopatije su nasljedne bolesti nastale zbog promijene u gradi molekule hemoglobina
ili promjenom brzine sinteze polipeptidnih lanaca globina (Hrvatska enciklopedija, 2013 —
2024). Maslac¢na kiselina je pokazala da potice hiperacetilaciju histona Sto rezultira sintezom
fetalnog hemoglobina (HbF) i tako poveéava ucinkovitost nastanka crvenih krvnih stanica te
smanjuje ucinak bolesti (Canani i sur., 2011). Kod hiperkolesterolemije dolazi do poviSene
koncentracije LDL kolesterola u krvi zbog kojega je oboljela osoba u velikom riziku od kardio-
vaskularnih bolesti i ateroskleroze (Herceg-Cavrak, 2016). Butirat ovdje ima veliku ulogu jer
mozZze inhibirati ekspresiju devet klju¢nih gena koji poti€u biosintezu kolesterola te sprijeciti i
samo daljnje nastajanje i nakupljanje kolesterola u krvi. Uz ove navedene bolesti €ijim obolje-
lima butirat ima vaznu ulogu, on pomaze i u ostalim genetskim bolestima metabolizma. Paci-
jentima kod kojih ne dolazi do sinteze dovoljne kolic¢ine enzima uklju¢enih u urea ciklus butirat
takoder moze imati vazno znacenje. Naime, sol butirata pod imenom natrijev fenilbutirat 4 (4-
PBA), u organizmu pacijenta oksidira se do fenilacetata te se u ovom obliku veze na aminoki-
selinu glutamin. Ona je uklju¢ena u urea ciklus i moze ga ubrzati te upravljati izluCivanjem
mokrace. 4-PBA moze imati ulogu i u poboljSanju kontrole metabolizma i povecanju unosa
prirodnih proteina kod pacijenata kojima nedostaje dovoljna koli¢ina ornitin transkarbamilaza,

Ciji nedostatak rezultira nenormalnim nakupljanjem ornitina u organizmu (Canani i sur., 2011).

Utjecaj butirata kod lijeCenja pretilosti i rezistencije na inzulin istrazivali li su Gao i sur. (2009),
kod inducirano pretilih miSeva. Istrazivanje je pokazalo da su nakon petotjednog unosenja
butirata kao dodatak uz visoko — masnu dijetu pretili miSevi izgubili 10,2 % svoje tjelesne
mase, a rezistencija stanica na inzulinski signal je smanjena u pola, sto je automatski rezulti-
ralo smanjenjem koncentracije inzulina u krvi. Dokazali su takoder da je i na nivou stanica

butirat pojacao stani¢no disanje u mitohondrijima.



Takoder, potaknuti trenutnim statistikama, da su kardiovaskularne bolesti jedan od naj¢es¢ih
uzroka smrti danasnjice, znanstvenici su u novijim istrazivanjima poceli dokazivati i u¢inkovi-
tost butirata direktno na kardiovaskularne bolesti. Postoje dva glavna nacina na koja normalna
razina butirata moze sprijeciti razvitak bolesti kardiovaskularnog sustava. Prvi je taj da, kao i
kod hemoglobinopatije poti¢e acetilaciju histona, inhibicijom histon deacetilaze. U tom slu¢aju
dolazi do povecane acetilacije transkripcijskih faktora koji su odgovorni za ekspresiju gena i
regulaciju transkripcije. Drugi pozitivan ucinak butirata je taj da se moze vezati i posljedi¢no
tome aktivirati specificne receptore FFAR2 i FFAR3, koji su receptori za slobodne masne ki-
seline (Amiri i sur., 2022). Dok FFARZ2 ima nesto vedi afinitet za vezanje propionske kiseline
nego za ostale kratkolan€ane masne kiseline nastale u probanom traktu, FFAR3 ima jednaki
afinitet za butirat, propionat i acetat. Ova dva receptora eksprimirana su unutar masnog tkiva
gdje se izlu€uje hormon pod imenom leptin (Skoglund, 2016). Leptin je hormon koji ima vaznu
ulogu u regulaciji razine energije. Pri njegovom izlu€ivanju suprimira se glad pri Eemu poslje-
di¢no dolazi do smanjenja masti unutar adipoznog tkiva (Al-hussaniy i sur., 2021). Stoddart i
sur. (2008) provedenim istrazivanjima uvidjeli su znatnu korelaciju izmedu koncentracije lep-
tina unutar adipoznog tkiva i koli¢ine nastalih masnih kiselina u crijevima, ukljuujuci butirat.
Rezultati do kojih su do8li pokazali su da $to je koncentracija nastalih masnih kiselina veéa to
je i koncentracija hormona leptina veca, $to znaci da se pove¢anom sintezom leptina smanijio
apetit organizma i automatski dolazi do manjeg rizika od nastanka bolesti kardiovaskularnog
sustava. Stoga, ukoliko dode do disbalansa unutar crijevne mikrobiote dolazi do premalene
koli€ine sintetiziranih produkata, u ovom slu¢aju naglasak je na maslacnoj kiselini, sto moze

dovesti do razvitka upravo bolesti kardiovaskularnog sustava.

2.4. Odredivanje butirata u bioloSkim uzorcima

Maslacna kiselina, uz ostale kratkolan€ane masne kiseline koje nastaju u probavnom traktu
Covjeka, nakon nastanka ne ostaje samo u crijevima. Dapace, oko 90 % nastalih kratkolan&a-
nih masnih kiselina se apsorbiraju preko debelog crijeva i putem jetrene vene odlaze do jetre.
Ostatak koji ostane unutar debelog crijeva (oko 10%) uklanja se iz organizma putem fecesa.
Dok je koncentracija acetata apsorbirana u krv ve¢a nego ostalih masnih kiselina jer on moze
sluziti kao izvor energije ljudskom organizmu, butirata u krvi nema toliko. Njegova primarna
uloga je lokalna opskrba stanica crijeva (enterocita i kolonocita) energijom. Ne postoji fiksna

koncentracija butirata koja se mozZe apsorbirati u krv ili ukloniti u obliku fecesa jer to ovisi o
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nacinu prehrane, vrsti mikroorganizama koji se nalaze u crijevima, koli€ini neprobavljenih ug-
liikohidrata koji dospiju do crijeva i dr. |z ovog razloga, $to se dio nastalog butirata iz crijeva
nalazi u krvi, a dio u fecesu, postoje dvije vrste uzoraka iz kojih se moze mijeriti njegova kon-
centracija. Kao naj¢e$¢a metoda analize uzoraka koristi se GC/MS analiza, analiza koja kom-

binira plinsku kromatografiju i detekciju na masenom spektrofotometru.

Kada je u pitanju odabir vrste uzorka, sami postupak uzimanja uzorka od ispitanika laksi je
kada se butirat mjeri iz fecesa, a kada je rije€ o krvi moze se koristiti krvna plazma ili krvni
serum. U vecini slu€ajeva znanstvenici biraju mjerenje butirata iz krvnog seruma jer je sama
injekcija uzorka na GC kolonu lakSa i preciznija zbog manje koli¢ine proteina u serumu nego
u plazmi (Skoglund, 2016). Isto tako, posto je koli€ina butirata koja nastaje unutar probavnog
trakta znatno veéa u fecesu nego u krvi, primarni izbor vrste uzorka bio bi feces zbog toc¢nije

analize i pouzdanijih podataka (Stg i sur., 2022).

Ostale metode koje se mogu koristiti za odredivanje butirata u uzorcima nisu tako ¢esto kori-
Stene. Jedna od metoda kojom se moze mijeriti koncentracija butirata iz fecesa je GC-FID
metoda. U njoj se koristi prvo plinska kromatografija (GC) i zatim detekcija ioniziraju¢im pla-
menom (FID). Uz GC mogu se Kkoristiti i visokou€inkovita tekuéinska kromatografija (HPLC),
kapilarna elektroforeza (CE) ili nuklearna magnetna rezonancija (NMR), ali niti jedna se ne
koristi tako ¢esto jer GC ima najbolje uvjete provedbe metode. Ima izvrsnu osjetljivost na kra-
tkolan¢ane masne kiseline, dobru razlucivost, cijena postupka i same pripreme uzoraka za
nano$enje na kolonu je puno niZza od ostalih metoda te je zbog hlapljivosti masnih kiselina
pogodna za odredivanje njihove koncentracije. Za njeno poboljSanje GC se naj¢eSc¢e uparuje

s masenom spektrofotometrijom (Scortichini i sur., 2020).

2.4.1. GC/MS analiza (GC - plinska kromatografija, MS — masena spektrometrija)

GC/MS analiza je vrlo Cesto koriStena tehnika koja kombinira plinsku kromatografiju i masenu
spektrometriju (slika 3) za identifikaciju i kvantifikaciju metabolita s molarnom masom manjom
od 650 Da, a u to spadaju: toksini, lijekovi, steroli, masne kiseline, Seceri, aminokiseline, hid-
roksilne kiseline, alkoholi, manje kiseline i dr. Ovom metodom moze se prepoznati i kvantifici-

rati viSe od 200 komponenti tekucina iz ljudskog tijela (Fiehn, 2016).
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Slika 3. Uredaj za GC/MS analizu (vlastita fotografija)

MS spada u analiticke metode jer se njome moze odrediti koli¢ina neke komponente u uzorku
dok samo s GC to nije moguce. Plinskom kromatografijom moze se dobiti samo informacija o
prisutnosti neke komponente u uzorku. Kombinacijom ovih dvaju tehnika dobije se trodimen-
zionalni uvid u koncentraciju komponente u mjerenom uzorku (Turner, 2024). Kod plinske kro-
matografije uzorak mora biti hlapljiv kako bi ga inertni plin mogao provoditi kroz kapilarnu ko-
lonu obavijenu staklom, to se naziva mobilna faza, a stacionarna faza se nalazi na unutarnjoj
povrsini kolone (Eurofins Scientific, 2015 — 2024). Uzorak se na kolonu moze nanositi auto-
matski ili ruéno. U koloni za GC komponente uzorka se, prema razlici u podjeli izmedu mobilne
i stacionarne faze, razdvajaju i posljedi¢no toj razlici imaju razli¢ito vrijeme eluacije (Turner,
2024). Nakon $to uzorak napusta kolonu za GC, prelazi na uredaj za masenu spektrometriju
gdje je fragmentiran na pozitivno nabijene radikale, djelovanjem elektrona (elektronska ioni-
zacija). Kationski radikali poCetne molekule su ti koji se razdvajaju prema omjeru mase i na-
boja, na analizatoru mase. Nakon razdvajanja i prolaska kroz analizator mase idu na ionski
detektor koji Salje signal na raCunalo i dobije se kromatogram i maseni spektar. Spektar i kro-
matogram koji se dobije usporeduje se s referentnim spektrom iz literature i identificira se
komponenta od interesa (Turner, 2024; Eurofins Scientific, 2015 — 2024).

Pri kvantifikaciji masnih kiselina, u vecini slu€ajeva, one se prvo prevode u svoje metil-ester ili

trimetil-ester derivate jer je u ovoj vrsti analize bitno da su spojevi koji se odreduju prilagodeni
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metodi i hlapljivi. Naime, agensi koji se najceSce koriste za derivatizaciju nisu pogodni za pre-
vodenje masnih kiselina u njihove derivate jer masne kiseline imaju nisku to¢ku unutrasnjeg
vrelista koja je sli€na tocci vrelista koristenih agensa. U tom slu€aju moze doci do preklapanja
signala prilikom analize i neto¢nih rezultata pa je odabir odgovarajuceg agensa za derivatiza-
ciju iznimno bitan. Novije GC/MS metode rade na tome da se izbjegne derivatizacija pa je
jedan nacin za to, koristenje mikroekstrakcije u ¢vrstoj fazi za €iS¢enje uzorka, a drugi princip
je zakiseljavanije vode tj. ekstrakta pomocu kolorovodi¢ne ili fosforne kiselina i direktna analiza
uzorka (Rohde, 2022).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.  Protokol 1: priprema uzoraka za kvantitativnu analizu kratkolan€anih masnih kiselina

(SCFA) iz ljudske plazme GC/MS-om, analitickom i bioanalitickom kemijom

3.1.1. Materijali

e Uzorci plazme €uvani na -80 °C (slika 4)

Slika 4. Uzorci plazme netom nakon vadenja iz hladnjaka (vlastita fotografija)

e Hladna otopina unutarnjeg standarda (4 — metilvalerinska kiselina, 50 uyg mL* u2 M
HCI)

e Hladan metil tert-butil eter (MTBE)

o Klorovodi¢na kiselina

o Eppendorfove mikroepruvete ili staklene vijale (ako se odreduje acetat)

¢ Pipete i nastavci za pipete

e Automatske vijale sa staklenim umetkom

3.1.2. Oprema
¢ Hladnjak namjesten na4 °C

e Zamrziva€ namjesten na -80 °C
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Vorteks mikser

Centrifugator s kapacitetom 3,000 g

Metode

Odmrzavanje uzoraka plazme

Premjestanje uzoraka plazme s -80 °C u hladnjak na 4 °C

Uzorke plazme homogenizirati povremenim mijeSanjem (periodi€éno micanje uzoraka
iz hladnjaka i njezno mije$anje okretanjem ili laganim vorteksiranjem do stanja homo-

genosti)

Dodatak unutarnjeg standarda

U 200 uL otopljene plazme dodati 24 uL hladne otopine unutarnjeg standarda (koja
sadrzi 50 yg mL*? unutarnjeg standarda u 2 M HCI)

Lagano vorteksirati napravljenu smjesu pet sekundi da se osigura pravilno mije$anje

unutarnjeg standarda s plazmom

Ekstrakcija s MTBE
Dodati 360 yL hladnog MTBE u smjesu plazma — unutarnji standard

Snazno vorteksirati 15 sekundi za olakSavanje procesa ekstrakcije

Centrifugiranje
Centrifugirati smjesu na 3,000 g 10 minuta na 4 °C

Nakon centrifugiranja pri¢ekati separaciju faza

Skupljanje gornjeg sloja
Pazljivo odvojiti oko 60 uL gornjeg MTBE sloja (u njemu se nalaze ekstrahirane SCFA-
e)

Spremiti skupljeni MTBE sloj na — 20 °C do daljnje analize
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3.2.  Protokol 2: PoboljSana metoda za pripremu uzoraka koristenih za kvantifikaciju

kratkolan&anih masnih kiselina u bioloSkim uzorcima koriste¢i GC/MS analizu

3.2.1. Bioloski uzorci

e Uzorci ljudske plazme uzeti iz zdravih dobrovoljaca nataste

3.2.2. Materijali
e Uzorci plazme na -80 °C
e Otopina unutarnjeg standarda (4 — metilvalerinska kiselina, u vodi, 10 uyg mi?) 4 °C
e 37 % HCI, pripremiti 1 M HCI
e Metil tert-butil eter (MTBE)
¢ 1,5 ml plasti€ne mikroepruvete
¢ Pipete i nastavci za pipete

e Automatske vijale sa staklenim umetkom

3.2.3. Oprema
¢ Hladnjak namjesten na4 °C
e Zamrziva¢ namjeSten na -80 °C
e Vorteks mikser

o Centrifugator s kapacitetom 18,341 g i namjeSten na 4 °C

3.2.4. Metode
1. Odmrzavanje uzoraka plazme
o Premjestanje uzoraka plazme s -80 °C u hladnjak na 4 °C
o Uzorke plazme homogenizirati povremenim mijeSanjem (periodi€éno micanje uzoraka
iz hladnjaka i njezno mijeSanje okretanjem ili laganim vorteksiranjem do stanja homo-
genosti)

e Premijestiti 100 yL plazme u odvojene plasticne mikropipete od 1,5 mL

2. Dodatak kiseline

e Dodati 10 pL 1,0 M HCL u uzorak plazme za zakiseljavanje smjese
3. Dodatak unutarnjeg standarda (IS)

o Dodati 10 uL pripremljene otopine unutarnjeg standarda u uzorak

o Vorteksirati jednu minutu kako bi se osiguralo temeljito mijeSanje
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4. Prvo centrifugiranje

e Centrifugirati uzorke na 18,341 g pet minuta na 4 °C

5. Ekstrakcija s MTBE

e Pazljivo prebaciti 100 uL supernatanta iz uzorka u novu plasti€nu mikropipetu od 1,5
mL

o Dodati 200 yL MTBE u uzorak sa supernatantom

o Vorteksirati smjesu snazno 20 minuta da se osigura uspjeSna ekstrakcija SCFA u
MTBE fazu

e Centrifugirati uzorak ponovno na 18,341 g pet minuta na 4 °C

¢ Nakon centrifuge priCekati odvajanje faza

6. Premjestanje MTBE faze
e Pazljivo prebaciti 100 pyL gornje MTBE faze iz uzorka u automatske vijale sa stakle-

nim umetkom

3.3. Objasnjenje iza nekih koraka protokola

Dodatak klorovodi¢ne kiseline vazan nam je zbog prevodenja butirata iz oblika soli u oblik
kiseline. MTBE kao otapalo za esktrakciju odabrali smo nakon usporedbe s jo§ nekoliko ne
polarnih otapala. Druge opcija izbora otapala bili su N-heksan, diklor metan, etil acetat i dietil
eter koji ima takoder dobru perspektivu ali je vrlo lako hlapljiv. Ekstrakcija se morala provoditi
s ne polarnim otapalom, a mi smo izabrali MTBE i provjeravali smo uspjeSnost ekstrakcije s
njim. Dodani interni standard i nije nam pretjerano vazan za ovaj pripremni dio projekta, ali je
za kasniju GC/MS analizu koja ¢e se provoditi iznimno vazan. Naime, to je spoj, u nasem
slu¢aju 4 — metilvalerinska kiselina, koji po svojstvima mora biti sli¢an spoju koji se odreduje.
Vazno je da se prilikom ekstrakcije pona3a isto kao masla¢na kiselina i da se ekstrahira skupa
s njom. On je indikator uspjesnosti provedbe cijelog eksperimenta jer kada se nakon analize
radi grafikon ovisnosti intenziteta vrha pika na spektru o koncentraciji masla¢ne kiseline, na'y
— os stavlja se omjer intenziteta pika butirata i intenziteta pika internog standarda. Posto inter-
nom standardu znamo pocetnu koncentraciju onda znamo, prema grafikonu, kolika je bila po-

greska instrumenta, ako je do nje doslo.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Reazultati pripreme uzorka prema Protokolu 1

U Protokolu 1 koristili smo 200 pL uzorka plazme koji smo izvadili iz zamrzivaca. Uzorak se
lako homogenizirao te je nakon dodatka internog standarda i ekstrakcije s MTBE izgledao

kako je prikazano na slici 5:

Slika 5. Uzorak nakon provedbe prva tri koraka Protokola 1 (vlastita fotografija)

Nakon dodatka MTBE-a doSlo je do odvajanja faza koje je bilo vidljivo golim okom, $to znaci
da je ekstrakcija uspjeSno provedena. Iduéi korak bio je centrifugiranje kako bi se u potpuno-
sti odvojila faza u kojoj se nalaze kratkolan€ane masne kiseline i interni standard u smjesi s
MTBE od ostatka otopine plazme. Centrifugiranje se provodilo i kako bi se ekstrahirao §to
veci postotak maslaCne kiseline zbog preciznijeg kasnijeg mjerenja na GC/MS-u i da bi se
lakSe mogao uzeti supernatant, koji sadrzi zeljeni spoj. Nakon centrifuge uzorak je izgledao

kako je prikazano na slici 6:

Slika 6. Uzorak nakon odvajanja faza pomocu centrifuge (vlastita fotografija)
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Daljnja analiza koja bi bila provedena nakon pripreme uzorka bila bi GC/MS analiza. Za ana-
lizu je potrebno 60 uL uzorka injektirati na polarnu DB WAX Ultranert (30m x 0,25 mm x 0,25
pMm) kolonu za GC/MS.

4.2. Reazultati pripreme uzorka prema Protokolu 2

Za razliku od Protokola 1 u ovom slu€aju uzeli smo u pola manje krvne plazme, 100 uL. Ra-
zlika je i ta Sto smo interni standard pripremali u vodi, a ne u kiselom mediju pa smo prije do-
datka internog standarda medij zakiselili dodatkom 1 M klorovodic¢ne kiseline. Nakon doda-
tka kiseline i standarda uslijedila je prva centrifuga uzorka nakon koje je uzorak izgledao o-

vako kako je prikazano na slici 7:

Slika 7. Uzorak nakon prvog centrifugiranja prema Protokolu 2 (vlastita fotografija)

Ve¢ nakon prvog centrifugiranja vidljivo je odvajanje faza supernatanta i donjeg sloja. Daljniji
korak bio je ekstrakcija s MTBE nakon ¢ega je uslijedilo vorteksiranje i ponovno centrifugira-
nje. Nakon provedene ekstrakcije i drugog centrifugiranja uzorak je izgledao kako je prika-

zano na slici 8:

e

Slika 8. Uzorak na kraju pripreme prema Protokolu 2 (vlastita fotografija)
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Sljedeci korak ovog protokola bio bi uzimanje 100 uL supernatanta i analiza na GC/MS-u, na

polarnoj koloni DB FFAP (kolona slobodnih masnih kiselina, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

4.3. Usporedba izgleda uzoraka na kraju oba protokola

Na kraju provedbe oba protokola uvidjeli smo razliku izmedu odvajanja faza kod uzoraka. U
prvom uzorku vidi se jasna granica izmedu gornjeg i donjeg sloja, dok se kod drugog uzorka
sloj s talogom odrzavao priblizno na sredini faze unutar koje se nalazi maslacna kiselina
(slika 9):

Slika 9. Usporedba uzoraka na kraju pripreme (vlastita fotografija)
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5. ZAKLJUCCI

1. Prilikom usporedbe dva protokola za pripremu uzorka krvne plazme za odredivanje
koncentracije butirata koristenjem GC/MS metode, oba protokola su dala zadovolja-
vajuce rezultate i prinos supernatanta, u kojem se nalazi butirat, veci od koli€ine pot-

rebne za daljnju analizu na GC/MS uredaju.

2. Metil tert-butil eter pogodno je otapalo za ekstrakciju kratkolan€anih masnih kiselina.

3. Zapripremu ostalih uzoraka za GC/MS analizu butirata izabrali bismo Protokol 1 zbog

jasnijeg razdvajanja faza i manje mogucnosti kontaminacije uzorka za analizu talogom.
4. Protokol za pripremu uzoraka krvne plazme za odredivanje koncentracije butirata ko-

ristenjem GC/MS metode izabrati ce se nakon GC/MS analize ovih uzoraka na osnovu

odredene koncentracije internog standarda.
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