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SAŽETAK. U izazovnom području nasljednih metaboličkih bolesti težimo preventivnom, prediktivnom, persona-
liziranom i participativnom pristupu bolesniku. Suvremene laboratorijske tehnologije u području „-omika“: geno-
mike, transkriptomike, epigenomike, proteomike, glikomike, metabolomike i lipidomike pružaju velike dijagno-
stičke mogućnosti, omogućuju bolje patofiziološko razumijevanje poremećaja kao i razvoj novih terapijskih pri-
stupa. Jedan od vodećih izazova u ovom području postaje integracija i klinička važnost velikog broja dobivenih 
podataka. Unatoč dostupnosti mnogobrojnih novih tehnologija, biokemijske metode i nadalje zauzimaju važno 
mjesto u dijagnostici i praćenju tijeka liječenja rijetkih bolesti. U kliničkoj praksi, osim ciljane metabolomike, neci-
ljana metabolomika postaje neizostavna tehnologija koja omogućuje pronalazak novih specifičnih biljega, meta-
bolomičko profiliranje te personaliziran pristup liječenju. 
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SUMMARY. In a challenging field of inherited metabolic diseases, the aim is preventive, predictive, personalized 
and participative approach to the patient. Modern laboratory technologies in the following omics fields: genom-
ics, transcriptomics, epigenomics, proteomics, glycomics, metabolomics and lipidomics, provide great diagnostic 
possibilities, allow better pathophysiological understanding of disorders and enable development of novel thera-
peutic approaches. One of the principal challenges in this area turns out to be the integration and clinical signifi-
cance of a large number of obtained data. Despite availability of numerous new technologies, biochemical meth-
ods still have an important place in diagnostics and monitoring of the therapy course of rare diseases. In addition 
to targeted metabolomics, untargeted metabolomics is in clinical practice becoming a dependable technology 
that allows detection of novel specific markers, metabolic profiling and personalized approach to treatment.

Nasljedne metaboličke bolesti (NMB) podskupina 
su rijetkih bolesti s ukupnom pojavnosti od približno 
1 : 1000 novorođenčadi i izrazito heterogene kliničke 
slike. U njihovoj se podlozi nalaze nasljedni genski po­
remećaji koji se očituju promjenama u metabolizmu 
malih molekula (npr. aminokiselina, masnih kiselina, 
jednostavnih šećera i sl.) i/ili velikih molekula (npr. 
glikozaminoglikana, glikogena, sfingolipida i sl.). Iden­
tifikacija i promjene koncentracija ovih molekula u 
različitim biološkim uzorcima pojedinog bolesnika 
izazovi su na koje treba odgovoriti suvremena meta­
bolomika korištenjem spektrometrijskih i spektro­
skopskih tehnika. Dob pojave simptoma i klinički 
izražaj ovise o težini metaboličkog poremećaja, odno­
sno o ostatnoj enzimskoj aktivnosti ili mjestu nastanka 
bloka u metaboličkim procesima. Njihova presimpto­
matska dijagnostika i uvođenje terapije sprječava mo­
guće teške i nepovratne posljedice za zdravlje.1 Za 
jedan dio NMB već je dostupna odgovarajuća terapija 
te je stoga njihovo prepoznavanje u novorođenačkom 
probiru iz uzorka suhe kapi krvi na standardiziranom 
filtarskom papiru (engl. dried blood spot, DBS) u 

prvim danima života optimalan dijagnostički pristup. 
Velik iskorak u ovakvom načinu dijagnostike omogu­
ćilo je uvođenje tehnologije povezanog sustava teku­
ćinske kromatografije visokog učinka – tandemske 
spektrometrije masa (engl. high performance liquid 
chromatography coupled with tandem mass spectro­
metry, HPLC-MS/MS) u metaboličke laboratorije. 
Ova osjetljiva tehnologija omogućuje ranu dijagnozu 
za više od 50 NMB, uključujući aminoacidopatije, or­
ganske acidurije, poremećaje beta-oksidacije masnih 
kiselina i u novije vrijeme lizosomskih bolesti naku­
pljanja.2 Uvrštavanje bolesti u nacionalne programe 
novorođenačkog probira razlikuje se među pojedinim 
zemljama. Ono ovisi, osim o osnovnim prihvaćenim 
kriterijima, i o etičkim, medicinskim i ekonomskim 
aspektima pojedinih zemalja.3 Unatoč velikom napret­
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ku u ovom dijagnostičkom pristupu NMB-ima, on i 
nadalje obuhvaća samo mali dio rijetkih bolesti.4

Prepoznavanje kliničkih znakova i simptoma bolesti 
za više od 1.500 za sada poznatih NMB ostaje i nadalje 
izazov za kliničare. Na tome se temelji tzv. selektivan 
dijagnostički pristup NMB-ima koji podrazumijeva 
opsežnu specijalističku obradu, uključujući bioke­
mijsku laboratorijsku dijagnostiku. Klinička slika ovih 
bolesti izrazito je raznolika, često nespecifična i više­
sistemska, a simptomi različite jakosti mogu se poja­
viti u bilo kojem životnom razdoblju, od novorođe­
načke do odrasle dobi.5 Poremećaji su podijeljeni u 
skupine prema predloženoj međunarodnoj podjeli 
NMB (engl. International classification of inherited 
metabolic disorders, ICIMD).6

Uloga ciljane metabolomike  
u dijagnostici NMB

Tradicionalan pristup selektivnoj laboratorijskoj di­
jagnostici NMB u metaboličkom laboratoriju uobiča­
jeno se odvija u nekoliko faza: započinje osnovnim i 
specifičnim dijagnostičkim metaboličkim pretragama 
te, ovisno o dobivenim nalazima, slijede mjerenja ak­
tivnosti enzima i/ili koncentracije proteina i kao po­
tvrdni testovi analize gena. Izbor i slijed pretraga po­
najprije ovisi o kliničkoj prezentaciji bolesnika.4,7 
Osnovne i specifične metaboličke pretrage oslanjaju se 
na analizu određenih metabolita, malih organskih 
molekula (≤ 1000 m/z), koji su međuprodukti ili kraj­
nji produkti različitih enzimskih procesa. Identifika­
ciju i mjerenje koncentracija takvih molekula poznate 
kemijske strukture u biološkim uzorcima omogućuju 
metode ciljane metabolomike.8

U dijagnostičkim centrima za analizu takvih mole­
kula koristile su se različite spektrofotometrijske, fluo­
rimetrijske, imunokemijske i jednostavne kromato­
grafske metode. U novije vrijeme potonje se metode 
sve više zamjenjuju specifičnijim i osjetljivijim meto­
dama, kombinacijama kromatografskih metoda s ma­
senom spektrometrijom, koje omogućuju razdvajanje 
različitih molekula u uzorku na temelju odnosa mase 
prema naboju (m/z). Za analize su potrebni mali volu­
meni uzoraka (< 50 µL). Najčešće korištene metode 
ciljane metabolomike u kliničkoj praksi jesu plinska 
kromatografija povezana sa spektrometrijom masa 
(engl. gas chromatography coupled with mass spectro­
metry, GC-MS), ionska izmjena i HPLC-MS/MS. 
GC-MS je jedna od najinformativnijih tehnologija 
koja se koristi za analizu bioloških uzoraka u postav­
ljanju dijagnoze i praćenju tijeka liječenja niza NMB, 
kao npr. organskih acidurija, poremećaja razgradnje 
masnih kiselina, poremećaja ciklusa ureje, aminoaci­
dopatija i drugih. Najčešća primjena GC-MS-a u me­
tabolomici NMB jest u analizi organskih kiselina. Me­
đutim, GC-MS analize imaju i neka ograničenja: ko­
elucija analita može onemogućiti njihovu pravilnu 

identifikaciju i mjerenje, a izrazito polarni, termolabil­
ni spojevi ili spojevi velike molekularne mase teško se 
razdvajaju.9 Zbog toga se u ciljanoj metabolomici sve 
češće koristi srodna tehnologija HPLC-MS/MS. Pred­
nost je ove tehnologije u odnosu na GC-MS moguć­
nost analiza i mjerenja koncentracija nehlapljivih spo­
jeva, kao i spojeva velikih molekularnih masa. Zbog 
visoke osjetljivosti, selektivnosti i ponovljivosti tehno­
logija HPLC-MS/MS postala je jednom od najkori­
snijih tehnologija u suvremenoj ciljanoj metabolomici. 
Nezaobilazna klinička primjena ove tehnologije jest u 
novorođenačkom probiru na NMB iz uzoraka DBS-a 
analizom aminokiselina i acil-karnitina te njihovih 
omjera. Osim toga, ova tehnologija je neophodna za 
provođenje potvrdnih testova iz plazme i urina nakon 
nalaza pozitivnoga novorođenačkog probira.10 

HPLC-MS/MS metode sve više zamjenjuju i spek­
trofluorimetrijske metode za mjerenje aktivnosti lizo­
somskih enzima iz različitih vrsta uzoraka. Na taj je 
način moguće iz istog uzorka DBS-a u jednoj analizi 
odrediti aktivnosti i više od desetak lizosomskih enzi­
ma (tzv. multipleks-analize). Ovakav pristup omogu­
ćuje njihovu primjenu i u novorođenačkom probiru.11 
Navedena je tehnologija osjetljivija od dosadašnjih 
kromatografskih tehnika i u analizi metabolita iz urina 
karakterističnih za pojedine skupine lizosomskih bo­
lesti nakupljanja (npr. glikozaminoglikani, oligosaha­
ridi).12 Osim toga, HPLC-MS/MS analize nužne su za 
određivanje specifičnih biljega koji povećavaju speci­
fičnost laboratorijske dijagnostike i doprinose pra­
ćenju tijeka liječenja pojedinih lizosomskih bolesti na­
kupljanja.13,14,15

Potrebno je napomenuti da pri tumačenju izmjere­
nih vrijednosti metabolita bilo kojom metodom cilja­
ne metabolomike treba imati na umu da promjene u 
koncentracijama ne moraju uvijek upućivati na NMB. 
Naime, one mogu biti posljedica nepravilnog uzima­
nja uzoraka i/ili pripreme bolesnika prije uzorkovanja, 
a mogu se i sekundarno javljati kao posljedica osnov­
noga nemetaboličkog poremećaja. Njihovo tumačenje 
ovisi i o vremenu uzimanja uzorka te je u laboratoriju 
moguće jedino uz dostavljene osnovne kliničke podat­
ke o bolesniku.

U provođenju selektivne dijagnostike NMB meto­
dama ciljane metabolomike koristi se raznolik spektar 
biokemijskih testova za analizu ograničene količine 
metabolita. Takav pristup zahtijeva i veći broj analitič­
ke opreme u metaboličkom laboratoriju, a vremenski 
je zahtjevan zbog ručne pripreme uzoraka i tumačenja 
dobivenih nalaza.

Mogućnosti i ograničenja neciljane  
metabolomike u dijagnostici NMB

Metabolom podrazumijeva zbir svih malih mole­
kula koji se nalaze u biološkom uzorku u vrijeme nje­
gova uzorkovanja (molekule veličine 50 – 15 00 Da). 
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To je trenutačna biokemijska slika stanja organizma 
koja uključuje informacije o interakcijama između or­
ganizma i njegove okoline te mikrobioma.16 Za razliku 
od ciljane metabolomike, koja omogućuje mjerenje 
samo određenog broja poznatih metabolita, neciljana 
metabolomika pruža mogućnost detekcije i mjerenja 
svih analita i njima srodnih tvari u biološkim uzorci­
ma (metabolite, produkte razgradnje molekula, sastoj­
ke matriksa, spojeve nepoznatih struktura).17

Za analize neciljane metabolomike najčešće se koriste 
povezani sustavi kvadrupol – analizator vremena leta 
(engl. quadrupole time-of-flight, QTOF) ili kvadrupol­
na linearna stupica za ione – Orbitrap (engl. hybrid line-
ar ion trap [LTQ] – Orbitrap). Ovakvi sustavi imaju mo­
gućnost dodatne fragmentacije iona i različite načine 
njihova skeniranja, što rezultira širokim prikazom ana­
lita u biološkim uzorcima, tzv. metaboličkim profilira-
njem.18 U metaboličkim dijagnostičkim centrima u 
upotrebi su i različite kombinacije uređaja zasnovanih 
na visoko osjetljivoj masenoj spektrometriji (engl. high-
resolution mass spectrometry, HRMS) koji omogućuju 
metabolomičko profiliranje iz malog volumena biološ­
kih uzoraka, odnosno metabolički probir sljedeće genera-
cije (engl. next-generation metabolic screening, NGMS). 
Takav analitički pristup daje bolju mogućnost uvida u 
složene metaboličke putove kao i u metabolički fenotip 
bolesti, doprinosi razumijevanju patofiziološke podloge 
rijetkih bolesti te otkrivanju novih specifičnih bilje­
ga.19–23 Sve navedeno može u velikoj mjeri doprinijeti i 
razvoju novih terapijskih pristupa za NMB.24,25 Nadalje, 
jedna od kliničkih primjena neciljane metabolomike 
jest analiza uzorka plazme pacijenta nakon pronalaska 
varijanti nepoznate važnosti (engl. variants of uncertain 
diagnostic significance, VUS) pri sekvenciranju cijelog 
egzoma i/ili genoma. Nalaz specifičnoga biokemijskog 
profila metabolita za određenu bolest može dati uvid u 
patogenost nađenog VUS-a.26

U novije se vrijeme metode sekvenciranja sljedeće 
generacije (engl. next generation sequencing, NGS) sve 
učestalije koriste već u početnoj fazi selektivnog pro­
bira na NMB. Dijagnostička učinkovitost cjeloegzom­
skog sekvenciranja za ovu skupinu rijetkih bolesti pro­
cjenjuje se na oko 40 – 70%.27 Metode su postale cje­
novno prihvatljive, a primjena bioinformatike pobolj­
šala je brzinu obrade podataka te stoga možemo 
očekivati njihovu još učestaliju primjenu u svim kora­
cima selektivnog probira na NMB. Dosadašnji radovi 
pokazali su da neciljana metabolomika ima oko šest 
puta veću dijagnostičku učinkovitost od primjene cilja­
ne metabolomike u dijagnostici NMB.28 Međutim, 
identifikacija i mjerenje više od 10.000 molekula u jed­
noj analizi velik je dijagnostički izazov. Odgovarajuće 
tumačenje dobivenih podataka za pojedinog pacijenta 
dodatno komplicira mogući utjecaj prehrane, terapije i 
drugih vanjskih čimbenika.29,30 Treba uzeti u obzir i či­
njenicu da metodama neciljane metabolomike nije 

moguće analizirati velike molekule kao što su komplek­
sni oligosaharidi i lipidi, što je dodatni ograničavajući 
čimbenik njihove primjene u dijagnostici lizosomskih 
bolesti nakupljanja kao i kongenitalnih poremećaja 
glikozilacije. Osim toga, metode nisu odgovarajuće za 
analizu molekula koje zahtijevaju posebnu obradu prije 
analize (npr. homocistein). Jedno od glavnih ograniče­
nja za širu primjenu neciljane metabolomike u klinič­
koj praksi jest činjenica da za obradu tako velikog broja 
složenih podataka nemamo standardiziran pristup koji 
bi bio primjenjiv u rutinskoj dijagnostici NMB. Danas 
je razvijen velik broj softverskih alata za obradu i ana­
lizu metabolomičkih podataka koji uz ostale alate 
umjetne inteligencije pomažu u tumačenju dobivenih 
vrijednosti. Takav pristup zahtijeva usku suradnju mul­
tidisciplinarnog tima stručnjaka, uključujući medicin­
ske djelatnike, analitičare i bioinformatičare koji još 
uvijek nisu dio tima u većini metaboličkih dijagnostič­
kih centara.28,30 Nadalje, klinička značajnost analiza 
ovisi i o usporedbi s kontrolnim referentnim uzorcima 
koji bi trebali biti iz iste populacije. Zbog potonjih broj­
nih čimbenika koji utječu na tumačenje rezultata anali­
za neciljane metabolomike, oni se smatraju probirnim 
biokemijskim analizama koje treba potvrditi drugim 
potvrdnim testovima (mjerenjem aktivnosti enzima  
i/ili genskim analizama).

Sve učestalije korištenje tehnologija metabolomike 
pretraživanja dovodi do identifikacije promjena meta-
bolita nepoznate važnosti (engl. features of unknown si­
gnificance, FUS). U plazmi svakog pacijenta prisutni su 
brojni FUS-evi. Oni mogu biti rezultat specifičnih pro­
mjena metabolita u endogenom metabolizmu, no isto 
tako mogu biti posljedica prehrane, lijekova ili crijev­
nog mikrobioma. Pomoć u njihovu tumačenju pružaju 
dostupne komercijalne knjižnice, bioanalitički alati i/ili 
web-sučelja (npr. Human Metabolome Database, Me­
tlin, http//mcid.chem.ualberta.ca, www.vmh.life i dr.).

Uzimajući u obzir sve navedeno, još uvijek samo 
mali broj dijagnostičkih centara može odgovoriti iza­
zovima tumačenja NGMS-a bioloških uzoraka u po­
dručju NMB. Velik iskorak u dijagnostici očekuje se 
od buduće integracije podataka dobivenih cjeloeg­
zomskim sekvenciranjem s podacima dobivenim me­
tabolomikom pretraživanja. Unatoč tomu, niti takav 
pristup neće moći odgovoriti na sve složene promjene 
pojedinoga patološkog stanja u plazmi/serumu. Jedino 
dodatno korištenje metoda lipidomike omogućuje uvid 
u unutarstanični metabolom s obzirom na to da svi 
metaboliti lipidnih struktura ne prolaze kroz membra­
ne organela i stanica.31

Dodatnu mogućnost boljeg razumijevanja patofi­
ziološke podloge NMB kod kojih dolazi do nakup­
ljanja metabolita unutar stanica i tkiva može donijeti 
matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpci-
jom s analizatorom vremena leta (engl. matrix-associa­
ted laser desorption ionization time-of-flight, MALDI 
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TOF MS). Ova tehnologija ima mogućnost in situ pri­
kaza raspodjele pojedinih molekularnih sastavnica u 
stanicama i tkivima s visokom prostornom razlučivo­
sti i s visokom razlučivosti molarnih masa.32,33

Osim masene spektrometrije, u neciljanoj metabo­
lomici može se koristiti i visokospecifična spektrosko-
pija nuklearne magnetske rezonancije jezgri vodika (1H 
NMR) tjelesnih tekućina. Ova se tehnologija donedav­
no koristila uglavnom u istraživačke svrhe u većim 
znanstvenim centrima. Tijekom vremena postala je 
sve dostupnija u kliničkoj praksi za ranu i brzu dija­
gnostiku nakon osnovane sumnje na metabolički po­
remećaj i nejasnih nalaza specijalističke obrade.34,35 
Metoda omogućuje detekciju gotovo svih metabolita u 
uzorku koji sadržavaju proton jer molekule ovisno o 
njihovoj strukturi stvaraju različite signale u NMR 
spektru. Sadržaj biblioteke metabolita ima ključnu 
ulogu u kliničkoj primjenjivosti NMR tehnologije. 
NMR tjelesnih tekućina dovela je do otkrića i niza 
novih metaboličkih poremećaja.36,37 Ova tehnologija 
ima neke prednosti u odnosu na spektrometriju masa: 
jednostavna priprema uzoraka za analizu, precizno 
određivanje strukture pojedinih analita te mogućnost 
analize teško ionizirajućih spojeva.

Moguća primjena ove tehnologije jest i u novorođe­
načkom probiru iz uzorka suhe kapi urina. Takvim se 
neinvazivnim pristupom može iz kapljice urina na fil­
tarskom papiru novorođenčadi posumnjati na više od 
sedamdeset NMB.38 Ograničavajući čimbenik za ma­
sovniju primjenu NMR spektroskopije u metabolič­
kim dijagnostičkim centrima još uvijek je skupa te ve­
ćini dijagnostičkih centara nedostupna oprema.

Mikrouzorkovanje novije generacije  
u dijagnostici NMB

Jedna od prednosti novijih metoda ciljane i neci­
ljane metabolomike jest i mogućnost analiza iz vrlo 
malog volumena uzorka (< 50 µL, mikrouzorkovanje). 
Za provođenje novorođenačkog probira već se godina­
ma koriste uzorci DBS-a. Ova vrsta uzorka koristi se i 
za mjerenja aktivnosti niza lizosomskih enzima kao i 
njihovih specifičnih biljega.39 Na ovaj se način znatno 
pojednostavnila dostava uzoraka do dijagnostičkih 
centara i ubrzao put do dijagnoze. Međutim, najvažniji 
ograničavajući čimbenici takvog uzorkovanja jesu 
promjenljiva količina nakapane krvi na filtarskom pa­
piru te utjecaj kromatografskog efekta i hematokrita 
na rezultate analize. Zbog potonjih ograničavajućih 
čimbenika, svi rezultati dobiveni iz uzoraka DBS-a 
bilo kojom tehnologijom smatraju se probirnim testo­
vima. Za postavljanje dijagnoze nužna je njihova pro­
vjera, odnosno korištenje dijagnostičkih metoda iz 
drugoga, odgovarajućega biološkog uzorka.

DBS ima veliki potencijal za široku primjenu u bio­
medicini. Međutim, prije navedena ograničenja one­

mogućuju standardiziraciju metoda koje se provode iz 
takvih uzoraka. Zbog toga su razvijeni različiti sustavi 
za mikrouzorkovanje kod kojih je utjecaj hematokrita 
zanemariv, a osim toga omogućuju kontrolu volumena 
uzorkovane krvi: Mitra (Neoteryx, Torrance, Kanada), 
Capitainer qDBS (Capitainer AB, Stockholm, Šved­
ska), HemaPEN® (Trajan Scientific and Medical, Vic­
toria, Australija), HemaXis DB 10 (DBS System SA, 
Gland, Švicarska) i dr.40

Danas su dostupni i razni sustavi za tzv. pasivno od­
vajanje stanica iz kapljica pune krvi na suhu kap plaz­
me (npr. Tellimmune Plasma Separation Cards, No­
vilytic; West Lafayette, SAD) ili suhu kap seruma (npr. 
HemaSpot SE, Spot on Sciences, San Francisco, CA, 
SAD). Ovakvi sustavi za mikrouzorkovanje prilagođa­
vaju se samouzorkovanju pacijenta i slanju uzoraka na 
sobnoj temperaturi u dijagnostičke centre.

Zaključak
Tradicionalan pristup laboratorijskoj dijagnostici 

NMB sve više ustupa mjesto novijim tehnologijama i 
vrstama uzoraka za analizu. Uz metode sekvenciranja 
sljedeće generacije, ciljana i neciljana metabolomika, 
već i u početnoj dijagnostičkoj fazi, čine sastavni dio 
suvremenog pristupa dijagnostici ove skupine rijetkih 
bolesti. Integracija rezultata mjerenja ovim tehnolo­
gijama omogućuje brži put do dijagnoze, kvalitetnije 
praćenje tijeka bolesti i odgovora na terapije, kao i 
bolje razumijevanje patofiziološke podloge poreme­
ćaja. Korištenje alata umjetne inteligencije otvara nove 
mogućnosti za analizu velikog broja podataka dobive­
nih različitim tehnologijama, kao i identifikaciju paci­
jenata s visokim rizikom za pojedine NMB u bolnič­
kim sustavima. U budućnosti bi u dijagnostičke postu­
pnike trebalo uključiti i analize drugih „-omika“. Jedi­
no će takav pristup omogućiti potpuniji uvid u svojstva 
i funkcije različitih biomolekula u organizmu te obja­
sniti njihove promjene u patološkim stanjima. Sve na­
vedeno zahtijeva i organizacijske promjene u metabo­
ličkim dijagnostičkim centrima s obzirom na dostup­
nost niza suvremenih tehnologija kao i potrebu multi­
disciplinarnog tumačenja dobivenih rezultata.
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