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SAZETAK

Razlic¢iti organizmi kao S$to su bakterije, plijesni i ljudi proizvode i oslobadaju relativno
nepoznatu klasu metabolita. Ovi hlapljivi organski metaboliti skra¢eno nazvani VOM
(engl. Volatile organic metabolites) predstavljaju svojevrsni biosignal koji odrazava zbroj
svih utjecaja, ukljucujuci genetiku, ¢imbenike okolisa, stanje prehrane i bolesti. Do sada
su hlapljivi organski metaboliti kod ljudi otkriven u razli¢itim tjelesnim medijima, kao na
primjer u kozi, u izdahnutom zraku, te u tjelesnim teku¢inama kao Sto su slina, majcino
mlijeko, znoj, krv i urin. Primjenom vezanog sustava plinske kromatografije i
spektrometrije masa (GC-MS) uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi odredeni
su hlapljivi metaboliti u uzorku urina trudnih Zena s preeklampsijom. Za identifikaciju
pojedinih metabolita koriSteni su spektri masa i knjiznica spektara masa NIST. Od
identificiranih metabolita naglasak je stavljen na one koji su poviseni kod oboljelih Zena

I potencijalni su biljezi za ovu bolest.

Kljuéne rijedi: hlapljivi organski metaboliti, urin, preeklampsija, GC-MS, HS-SPME

mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi.



SUMMARY

Various organisms such as bacteria, molds and humans produce and release a relatively
unknown class of metabolites. These volatile organic metabolites, abbreviated as VOMs
(Volatile organc metabolites), are a kind of biosignal that reflects the number of all
influences, including genetics, environmental factors, diet and disease. To date, volatile
organic metabolites in humans have been detected in various bodily media, such as skin,

exhaled air, and body fluids such as saliva, breast milk, sweat, blood, and urine.

Using a coupled system of gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS) with
prior solid phase microextraction, volatile metabolites were determined in a urine sample
of pregnant women with preclampsia. The NIST mass spectrum was used to identify
individual metabolites.. Of the identified metabolites, emphasis is placed on those that
are elevated in affected women and are markers for this disease.

Key words: volatile organic metabolites, urine, preeclamsia, GC-MS, HS-SPME
microextraction on solid phase



ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Primjenom vezanog sustava plinske kromatografije i spektrometrije masa uz
prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi odrediti hlapljive organske metabolite
u uzorku urina trudnih Zena s preeklampsijom.

Obrada dobivenih kromatograma kako bi se pronasao metabolomicki profili, te
identifikacija dobivenih hlapljivih organskih metabolita.

Upotrebom baze Iljudskog metaboloma istraziti prisutnost identificiranih
metabolita u ljudskom urinu i usporediti metabolite iz kontrolnih uzoraka sa
metabolitima iz bolesnih uzoraka. Od tih metabolita pronaci one koji Su poviseni

kod oboljelih Zena i potencijalni su biljezi za ovu bolest.
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UvOoD

Razlic¢iti organizmi kao Sto su bakterije, plijesni i ljudi proizvode 1 oslobadaju relativno
nepoznatu klasu metabolita. Ovi hlapljivi organski metaboliti skra¢eno nazvani VOM
(engl. Volatile organic metabolites) predstavljaju svojevrsni bioloski signal koji odrazava
zbroj svih utjecaja, ukljucujuci genetiku, ¢imbenike okoliSa, stanje prehrane i bolesti. Do
sada su hlapljivi organski metaboliti kod ljudi otkriveni u razli¢itim tjelesnim medijima,
kao na primjer u kozi, u izdahnutom zraku te u tjelesnim tekuc¢inama kao $to su slina,
majc¢ino mlijeko, znoj, krv i urin.(Opitz, P. & Herbarth, O. The volatilome — investigation
of volatile organic metabolites (VOM) as potential tumor markers in patients with head
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Journal of Otolaryngology - Head & Neck
Surgery.,47(2018),str.224-227)

Primjenom vezanog sustava plinske kromatografije i spektroskopije masa uz prethodnu
mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi odredeni su hlapljivi metaboliti u uzorku urina. Namjena
ovog rada je obrada dobivenih kromatograma, kako bi se stvorio metabolomicki profil te
identifikacija dobivenih hlapljivih organskih metabolita. Za identifikacije pojedinih

metabolita koriSteni su spektri masa i knjiznica spektara masa NIST.

Hlapljivi metaboliti prvo su se poceli proucavati u izdahnutom zraku ispitanika s rakom
pluca ¢ime je ustvari pokazano da je profil hlapljivih metabolita u tih bolesnika razlicit
u odnosu na profil hlapljivih metabolita zdravih ispitanika. (Di Natale, C., Macagnano,
A., Martinelli, E., Paolesse , R. & Roscioni, C. Lung cancer identification by the analysis
of breath by means of an array of non-selective gas sensors. Biosens Bioelectron,42
(2018), str. 1209-1218)Medutim, kako bi se nadeni metaboliti potvrdili kao bioloski
biljezi, potrebna su daljnja istraZivanja, kako kod navedenih, tako i kod drugih bolesti.
(Babi¢, A. Identifikacija hlapljivih organskih metabolita u urinu bolesnika s rakom
testisa; Diplomski rad. Zagreb.58 (2019)

U ovom radu analiziran je uzorak urina zdravih trudnica i trudnica koje razvijaju
preeklampsiju, u nastojanju da se dobije ve¢ spomenuti profil metabolita. Sada se
rezultati dobiveni analizom metabolita zdravih osoba mogu usporedivati sa onima
dobivenima kod oboljelih osoba, te se tako takoder mogu predvidjeti potencijalni biljezi

u razvoju nekih bolesti.



1 OPCI DIO

1.1 Preeklampsija

Preeklampsija je bolest odnosno poremecéaj kod trudnih Zena koji se manifestira
visokim krvnim tlakom, koji se razvija tijekom trudnoce ili nakon nje. Cesto je povezan
s visokim razinama proteina u mokrac¢i ili smanjenjem crvenih krvnih stanica,
problemima s bubrezima ili jetrom, teku¢inom u plué¢ima ili znakovima problema s
mozgom, kao $to su napadaji i/ili poremecaji vida. Dijagnosticira se povisenjem krvnog
tlaka buduc¢e majke obicno nakon 20. tjedna trudnoce i jedinstvena je za ljudsku trudnocu.

Kod Zena s preeklampsijom krvni tlak je povisen (visi od 140/90 mmHg).

Prema smjernicama koje je objavio americki insitut ginekologa, dijagnoza preeklampsije
viSe ne zahtijeva otkrivanje visoke razine proteina u mokraci (proteinurija). Dokazi
pokazuju da se problemi s organima poput bubrega i jetre mogu pojaviti bez znakova
proteina, te da koli¢ina proteina u mokra¢i ne predvida koliko ¢e ozbiljno bolest
napredovati. Prije ovih novih smjernica, ve¢ina zdravstvenih djelatnika tradicionalno se
pridrzavala stroge dijagnoze preeklampsije na temelju krvnog tlaka i proteina u mokraci.
Vazni simptomi koji mogu ukazivati na preeklampsiju su glavobolja, bol u trbuhu,
otezano disanje ili peckanje iza prsne kosti, mucnina i povracanje, zbunjenost, pojacano
stanje tjeskobe i/ili poremecaji vida, kao $to su preosjetljivost na svjetlost, zamagljen vid
ili bljeskanje mrlja ili aure. (slika 1.1) Preeklampsija i srodni hipertenzivni poremecaji
trudno¢e utjeCu na 5-8% svih porodaja u Sjedinjenim DrZavama. Vecéina Zena s
preeklampsijom rodit ¢e zdravu bebu 1 potpuno se oporaviti. Medutim, neke ¢e Zene
dozivjeti komplikacije, od kojih neke mogu biti opasne po Zivot majke i/ili bebe.
Zdravstveno stanje moze vrlo brzo napredovati u teSku preeklampsiju. Stopa 0vog
poremecaja U SAD-u porasla je za 25% u posljednja dva desetljeca i vodeci je uzrok
bolesti i smrti majki i dojencadi. (URL: https://www.preeclampsia.org/what-is-

preeclampsia(2.6.2022)
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Slika 1.1 Simptomi kod preeklampsije



1.2 Urin

Urin ili mokraca svijetlozuta je tekuc¢ina putem koje se iz organizma izlucuje vecina
Stetnih tvari uz istovremeno rjeSavanje suvisne tekuéine. Tvari unesene u organizam, a
koje se ne uspiju apsorbirati, izlucuju se van putem urina. Kruti otpad putem crijeva,
teku¢i preko bubrega i mokra¢ovoda, jedan dio tekucéine iz organizma izade putem
perspiracije. Analiza urina je, uz analizu krvi i stolice, pri dijagnostici najées¢a analiza,
jer se na taj na¢in mogu otkriti razni metabolicki i prehrambeni problemi i bolesti. Kod
zdravog Covjeka urin je svijetloZzute boje. Tamna boja ili krv u urinu ve¢ na pogled daje
naslutiti postojanje odredenog poremecaja. Urin igra vaznu ulogu u Zemljinom ciklusu
dusika. U uravnotezenim ekosustavima, urin gnoji tlo i tako pomaze biljkama u rastu.
Zbog toga se urin moze koristiti i kao gnojivo. Neke Zivotinje ga koriste za obiljezavanje
svojih teritorija. Tokom povijesti, ostarjeli ili fermentirani urin (poznat kao lant) koristio
se za proizvodnju baruta, ¢is¢enje kucanstva, stavljanje koze i bojenje tekstila. On se
razlikuje po izgledu, uglavnom ovisno o razini vode prisutne u tijelu, interakcijama s
lijekovima, spojevima i pigmentima ili bolestima. U vecini slucajeva boja mokrenja
dolazi prvenstveno od prisutnosti urobilina. Urobilin je konac¢ni otpadni proizvod koji
nastaje razgradnjom hema iz hemoglobina u procesu starenja krvnih stanica. Mnogi
proteini i druge tvari koje su korisne za medicinsku terapiju, a sastojci su mnogih lijekova
na recept (npr. Ureacin, Urekolin, Urowave), sadrzani su u urinu. Kod Zena u
postmenopauzi bogat je gonadotropinima, spojevima koji mogu proizvesti hormone za
terapiju plodnosti. Jedan od primjera takvih spojeva je komercijalni proizvod Pergonal. (
URL.: https://en.wikipedia.org/wiki/Urine(20.4.2022.))

Urin je dugo bio "omiljeni" biofluid medu istraziva¢ima metabolomike zbog ¢injenice da
je sterilan, lako se dobiva u velikim koli¢inama i uglavnom se sastoji bez interferirajucih
proteina ili lipida, te je kemijski slozen. No kako bilo, ova kemijska sloZenost takoder je
ucinila urin posebno teskim supstratom za potpuno razumijevanje upravo zbog toga sto
kao bioloski otpadni materijal uglavnom sadrzi produkte metabolicke razgradnje iz
velikog spektra hrane, pica, lijekova, zagadivaca okolisa, endogenih otpadnih metabolita
I nusproizvoda bakterija, koji su pak slabo okarakterizirani i slabo shvacéeni. U nastojanju
poboljsanja razumijevanja ovog zanimljivog biofluida, poduzeta je sveobuhvatna,
kvantitativna karakterizacija ljudskog urina u cijelom metabolomu. To je ukljucivalo i

kompjuterski potpomognuto istrazivanje literature i sveobuhvatnu, kvantitativnu



eksperimentalnu procjenu.( Bogumil, R., Bouatra, S., Mandal, R. & Wilson, R. M, The
Human Urine Metabolome. Plos One 52(2013),str. 1)

Slika 1.2 Urin



1.3 Metabolomika

saznanja, koja ukljucuju detektiranje promjena koje se dogadaju u i na razlic¢itim genima,
proteinima i metabolitima, kako zbog djelovanja okolisa, tako i zbog zdravstvenih
poremecaja ili terapije. Usporedbom metabolickih profila u zdrave i oboljele osobe
moguce je uociti jedinstvene metabolite, potencijalne bioloske biljege kao indikatore
razvoja i tijeka drugih bolesti ili ucinka terapije. Razvoj tehnika poput genomike,
transkriptomike, proteomike i metabolomike omogucio je veliki napredak medicinske
dijagnostike i lijeCenja. ( Babié, A. ldentifikacija hlapljivih organskih metabolita u urinu

bolesnika s rakom testisa; Diplomski rad. Zagreb.58 (2019)

Bas kao Sto genomika proucava DNA 1 genetske informacije unutar stanice,
transkriptomika RNA i razlike u ekspresiji mMRNA, proteomika ekspresiju proteina i
njihovu funkciju u organizmu tako i metabolomika proucava supstrate i produkte
metabolizma na koje utjeCu i genetski i okolisni ¢imbenici. (Slika 1.3) (URL:
https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/metabolomics-introduction/the-

metabolome-and-metabolic-reactions/(26.5.2022.) Tzv.,,omika‘“se smatra mo¢nim alatom
za interpretaciju i razumijevanje sloZenih bioloskih procesa zbog svoje mogucénosti
istovremenog promatranja promjena koje se dogadaju na razli¢itim bioloskim razinama,

osiguravajuci tako uvid u fiziolosko 1 patolosko stanje organizma.

Jezgra

DNA (Genom)

mRNA

\

mRNA (Transkriptom)

v

proteini (Proteom)

metaboliti (Metabolom)

Stanica

Slika 1.3 Prijenos informacije u stanici



Opc¢a definicija metabolomike je sveobuhvatno prouc¢avanje metabolickih procesa koji
se javljaju u stanicama, biotekuéinama, tkivima ili organizmima. Metabolomika je
znanstvena studija kemijskih procesa koji uklju¢uju metabolite, supstrate malih molekula,
meduprodukte i produkte stani¢nog metabolizma. Predstavlja sustavno proucavanje
jedinstvenih kemijskih ,,otisaka“ prstiju koje specifi¢ni stani¢ni procesi ostavljaju za
sobom. Metabolom predstavlja kompletan skup metabolita u bioloskoj stanici, tkivu,
organu ili organizmu, koji su krajnji produkti stani¢nih procesa. Metabolom takoder
predstavlja i fenotip organizma jer sadrzi informacije o krajnjem produktu stani¢nih
procesa. Predstavlja jedan cijeli skup malih molekula koje se nazivaju metaboliti, a
prisutni su u stanici. Glasnicka RNA (mRNA), podaci o ekspresiji gena i proteomske
analize otkrivaju skup genskih proizvoda koji se proizvode u stanici. Suprotno tome,
stvaranjem metabolic¢kih profila moZemo dobiti trenutnu sliku fiziologije stanice, pa
stoga metabolomika pruza izravno informacije o fizioloskom stanju organizma. Jedan od
krajnjih izazova sistemske biologije je integracija metabolomike sa svim ostalim
informacijama kako bi se omogucéilo bolje razumijevanje stani¢ne biologije. Metaboliti
mogu biti analizirani u stanicama, tkivima i bioloskim teku¢inama, a zbog njihove velike
kemijske raznolikosti u ovom trenutku nije moguce analizirati cijeli metabolom koristeéi
samo jednu analiticku tehniku. Medutim, analiza jednog odredenog dijela metaboloma
moze se smatrati kao najbolje polaziste. U rutinskim klinickim istraZivanjima najcesce se
koriste urin ili krv. U urinu su sadrzani brojni metaboliti odnosno skupine spojeva od
kojih su najces¢i alifatski spojevi, alkaloidi, aminokiseline, aromatski spojevi,
ugljikohidrati, metali i nemetali (elementi), lipidi, organske kiseline i drugi, od kojih su
mnogi od njih prisutni u relativno visokim i lako mjerljivim koncentracijama.( Mochalski,
P. & Unterkofler, K. Quantification of selected volatile organic compounds in human
urine by gas chromatography selective reagent ionization time of flight mass
spectrometry (GC-SRI-TOF-MS) coupled with head-space solid-phase microextraction
(HS-SPME). Analyst,141 (2016), str. 4796-4803) (Zivkovi¢- Sermen , T. Hlapljivi spojevi

i aminokiseline u urinu oboljelih od raka testisa. 58 (2019) Doktorska disertacija.)



1.4 Metaboliti

Metaboliti su organski spojevi mase do 1500 Da i krajnji su produkti metabolizma. Te
male molekule kao §to su primjerice peptidi, Seceri, aminokiseline, lipidi, ketoni, aldehidi,
organske kiseline i alkaloidi, predstavljaju funkcionalni fenotip stanice, tkiva ili
organizma i produkti su genetickih i okolis$nih ¢imbenika. Kako je ve¢ kazano, cijeli paket
metabolita proizveden u stanici i organizmu ¢ini metabolom. Njegove karakteristike se
mijenjaju ovisno o fiziologiji, razvoju i patologiji same stanice, tkiva, organa ili

organizma. Metaboliti se mogu grupirati u dvije glavne vrste: primarni i sekundarni.

Primarni metaboliti su spojevi koji su izravno ukljuceni u metaboli¢ke putove organizma
nuzni za njegov rast, razvoj i reprodukciju. Ti su metaboliti povezani s fizioloskim
procesima koji se odvijaju u organizmu. Nastaju u organizmu tijekom faze rasta, kao
rezultat mehanizma rasta. Proizvodnja primarnih metabolita zapocinje kada su hranjive
tvari potrebne tijelu dostupne u mediju. Nalaze se u veéini stanica u cijelom tijelu i
takoder se nazivaju srediSnjim metabolitima. Kljuéni su za razli¢ite metabolicke
aktivnosti, kao §to su na primjer fotosinteza ili stani¢no disanje. Neki djeluju kao supstrat
zate procese, dok drugi djeluju kao katalizatori. Proizvodnja primarnih metabolita obi¢no
se dogada velikom brzinom, jer su oni stalno potrebni tijelu. Oni se takoder mogu lako
ekstrahirati jednostavnim postupcima ekstrakcije. Primarni metaboliti podijeljeni su u
dvije skupine: primarni esencijalni metaboliti i primarni metabolicki krajnji proizvodi.
Primarni esencijalni metaboliti ukljucuju spojeve poput proteina i ugljikohidrata koji ¢ine
strukturnu 1 fizioloSku organizaciju organizma. Nasuprot tome, primarni metabolicki
krajnji proizvodi ukljucuju proizvode poput mlijecne kiseline 1 etanola koji su krajnji
proizvodi razli¢itih metabolickih putova. Primjeri primarnih metabolita ukljucuju
proteine, enzime, ugljikohidrate, lipide, vitamine, etanol, mlije¢nu kiselinu, butanol itd.(
URL.:https://hr.strephonsays.com/primary-and-vs-secondary-metabolites-14300(
27.5.2022)

Sekundarni metaboliti su organski spojevi koje proizvode razli€iti organizmi koji nisu
izravno ukljuceni u rast, razvoj ili reprodukciju organizma, ali su bitni u ekoloSkim i
drugim aktivnostima. Sekundarni metaboliti se takoder nazivaju specijalizirani metaboliti
ili prirodni proizvodi. Buduc¢i da ovi metaboliti nisu uklju¢eni u rast i razvoj organizma,
odsutnost ovih spojeva uzrokuje mali ili nikakav u¢inak na preZivljavanje organizma.

Iako nisu vazni za prezivljavanje, mogu biti vazni za druge aktivnosti kao §to su zastita,
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natjecanje i interakcija izmedu razli¢itih vrsta. Oni se takoder formiraju tijekom
stacionarne faze rasta u vecini organizama. Ova faza rasta naziva se "idiofaza". Proizvode
se u prilicno manjim koli¢inama 1 teSko ih je izdvojiti. Veéina sekundarnih metabolita
imaju sklonost djelovanju kao obrambeni mehanizam protiv raznih stranih napadaca.
Neki primjeri sekundarnih metabolita ukljucuju steroide, etericna ulja, fenole, alkaloide,
pigmente, antibiotike itd.( URL:https://hr.strephonsays.com/primary-and-vs-secondary-
metabolites-14300(27.5.2022)(URL:https://microbenotes.com/primary-vs-secondary-
metabolites/.(27.5.2022)

Katabolizam metabolita u organizmu odvija se u vise koraka. U prvom se koraku velike
molekule iz hrane cijepaju na manje molekule. U drugom se koraku te brojne male
molekule razgraduju do nekoliko jednostavnih jedinica koje imaju srediSnju ulogu u
metabolizmu. Iz veéine metabolita (SeCera, masnih kiselina i glicerola i aminokiselina)
nastaje acetilna jedinica molekule acetil-CoA. U tre¢em koraku nastaje ATP pri potpunoj
oksidaciji acetilne jedinice. ( Berg, J., Tymoczko, J. L. & Stryer, L. Biokemija.Skolska
knjiga, Zagreb,(2013), str. 419-420)



1.4.1 Analiticke tehnike u metabolomici

Najcesc¢e koristene tehnike koje se primjenjuju u metabolitiCkim istrazivanjima su
nuklearna magnetska rezonancija (NMR), spektrometrija masa (MS) te vezani sustavi
tekucinske, (LC) odnosno plinske kromatografije (GC) sa spektrometrijom masa. Prvi
metabolomicki eksperimenti provodili su se iskljucivo uz pomo¢ tehnike NMR, dok se
danasnje analize zbog Svoje vecée osjetljivosti i brzeg prikupljanja podataka provode
uglavnom pomocu spektrometrije masa. GC-MS Koristi se za analizu hlapljivih spojeva,
LC-MS je prikladna tehnika za analizu termicki nestabilnih spojeva koji se ne mogu
prevesti u plinovito stanje, te je pogodna za analizu bioloski aktivnih spojeva poput
proteina, lipida ili nukleinskih kiselina. (Gowda, G. & Djukovic, D. Overview of Mass
Spectrometry-Based Metabolomics:  Opportunities and Challenges. Methods
Mol.Biol,1198 (2014), str. 3-12.) (Babi¢, A. Identifikacija hlapljivih organskih metabolita
u urinu bolesnika s rakom testisa; Diplomski rad. Zagreb.58 (2019)
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1.5 Plinska kromatografija

Kromatografija je fizikalna metoda razdvajanja u kojoj dolazi do raspodjele sastojaka
izmedu dviju faza, pokretne i nepokretne faze, koje se medusobno ne mijesaju.
Analizirani uzorak mora biti topljiv u pokretnoj fazi kako bi se noSen njome mogao kretati
uzduz nepokretne kolone (kolonska kromatografija) ili ¢vrste podloge (plos$na
kromatografija). Pokretna faza moze biti plin ili tekuéina. Cesta je i podjela
kromatografskih tehnika s obzirom na agregacijsko stanje pokretne faze. Kod plinske
kromatografije pokretna je faza inertan plin, a kod tekucinske je to tekucina male
viskoznosti. Razlikujemo jos i fluidnu kromatografiju pri superkriti¢cnim uvjetima gdje je
pokretna faza fluid iznad svoje kriticne temperature i tlaka. Prema prirodi ravnoteze
izmedu pokretne i nepokretne faze kromatografske se tehnike mogu podijeliti na:
razdjelnu kromatografiju, adsorpcijsku kromatografiju, afinitetnu kromatografiju,
kromatografiju isklju¢ivanjem te ionskom izmjenom.(Kukoc-Modun, L. & Radi¢, N.

Uvod u analiti¢ku kemiju. Skolska knjiga, Split, (2016), str. 630-632)

Plinska kromatografija (GC) uobicajena je analiti¢ka tehnika koja se koristi za odvajanje
1 analizu hlapljivih 1 poluhlapljivih spojeva u smjesi. GC je popularna analiticka tehnika
jer kombinira iznimnu mo¢ razlu¢ivanja s brzinom i osjetljivoséu. Siroko se primjenjuje
u mnogim industrijama, ukljucujuéi okolis, naftnu i kemijsku industriju, industriju hrane

i pica te farmaceutsku industriju.

Osnovni dijelovi plinskog kromatografa su: izvor stalne struje plina nosioca, injektor ili
uredaj za unoSenje uzoraka, kromatografska termostatirana kolona, detektor, te uredaj za

obradu podataka. Prikazani su naslici 1.5.
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Slika 1.5 Djelovi plinskog kromatografa

Kao plin nosilac koriste se inertni plinovi visoke ¢istoc¢e poput helija, dusika, vodika
1 argona, smjeSteni u bocama pod tlakom. Plin se odabire prema tipu detektora i vrsti
uzorka koji se Zeli analizirati, te mora biti inertan prema uzorku 1 nepokretnoj fazi.
Kromatografska analiza zapoc€inje unoSenjem uzorka u struju plina nosioca, procesom
koji se odvija u dijelu instrumenta zvanom injektor. Uzorak injektiran u instrument ulazi
u plinski tok koji ga prenosi do kolone. ( Babi¢, A. ldentifikacija hlapljivih organskih
metabolita u urinu bolesnika s rakom testisa; Diplomski rad. Zagreb.58(2019) Na koloni
plinskog kromatografa vr$i se odjeljivanje razli¢itih komponenti. Te se komponente
eluiraju s kolone i odreduju na detektoru. Na temelju zapisa detektora moguce je
kvalitativno i kvantitativno odredivanje eluiranih komponenti uzorka. Mjerenjem
vremena zadrZzavanja te usporedbom s vremenima zadrZzavanja standarda Cistih tvari,
moze se odrediti o kojem je spoju rijec. To nam predstavlja kvalitativan signal (¢ega ima),
dok nam povrsina ispod krivulje daje kvantitativan signal (koliko ima). (Kukoc-Modun,
L. & Radi¢, N. Uvod u analiticku kemiju. Skolska knjiga, Split, (2016), str. 630-632.)
Zagrijavanje injektora kolone i detektora omogucava brzo uplinjavanje uzorka,

Injektiranje se provodi ruc¢no ili automatski pomocu robota (engl. , autosampler*), a
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naj¢es¢i nacin injektiranja tekucéeg uzorka je ubrizgavanje Spricom, ¢ime se povecava
razluivost analize. Sto se ti¢e samih kolona za plinsku kromatografiju, kapilarne kolone
su najdjelotvornije 1 naj¢esce koriStene. Imaju najmanji unutarnji promjer, od 0,1 do 0,75
mm, a njihova duljina moZe dosegnuti i nekoliko desetaka metara.( Kukoc-Modun, L. &

Radié, N. Uvod u analiti¢ku kemiju. Skolska knjiga, Split, (2016), str. 630-632.)

1.6 Spektroskopija masa

Masena spektrometrija (MS) je tehnika analiticke kemije koja pomaze identificirati
koli¢inu i vrstu kemikalija prisutnih u uzorku mjerenjem omjera mase i naboja i obilja
iona plinske faze. To je tehnika koja se temelji na ionizaciji i fragmentaciji molekula.
Uzorak se uvodi u instrument u ionizator u kojem su smjestene dvije elektrode anoda i
katoda izmedu kojih struji elektronski snop visokog potencijala i energije. Ti elektroni
bombardiranjem molekula analita izbijaju elektron iz njih pri ¢emu nastaju pozitivno
nabijeni ioni. Nakon provedbe ionizacije kationi odnosno pozitivno nabijeni ioni prolaze
kroz dio koji se zove ubrzavatelj iona, fokusiraju se u ionski snop i akceleriraju se do
magnetskog analizatora, gdje upotrebom elektriénih i magnetskih polja dolazi do
razlikovanja tih iona natemelju omjera mase i naboja, njihovog propustanja i u konac¢nici
njihove detekcije na detektoru.( URL.: https://microbenotes.com/mass-spectrometry-ms-
principle-working-instrumentation-steps-applications/(1.6.2022.)(Burcul F. Istrumentne
metode analize(dio predavanja)(2021),str. 48) Magnetski analizator se moZze podesiti tako
da propusta tocno odredene omjere m/z. Graficki prikaz koji prikazuje ovisnosti
intenziteta iona 0 omjeru m/z naziva se spektar masa i karakteristi¢an je za pojedini
uzorak pa se upravo zbog toga Cesto naziva molekulski otisak. (Juri¢, A. (n.d.). Koristenje
plinske kromatografije sa spektroskopijom masa u analizi meda obic¢ne planike,
Seminarski rad, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu. (2016).
Glavni dijelovi spektrometra masa su ionski izvor, analizator masa i detektor, koji su
prikazani na slici 1.6. U sustavu je potreban vakum kako bi se sprijecila interakcija iona
i molekula zraka, te gubitak iona analita ili nastajanje neZeljenih produkata. (Babié, A.
Identifikacija hlapljivih organskih metabolita u urinu bolesnika s rakom testisa;
Diplomski rad. Zagreb.58 (2019)
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Slika 1.4 Shematski prikaz komponenti masenog spektrometra

Najcesce koristene ionizacije su ionizacija elektronima i kemijska ionizacija.( Novak, P.
& Jednacak, T. Strukturna analiza spojeva spektroskopskim metodama. TIVA, 52 (2013),
str. 78-89.)

Za ionizaciju hlapljivih, termicki stabilnih molekula u plinskoj fazi koristi se ionizacija
elektronima. lonski izvor se sastoji od volframove ili renijeve zice ¢ijim se zagrijavanjem
emitiraju elektroni. Elektroni koji pri tome nastaju, akcelerirani razlikom potencijala
izmedu katode i anode od 70 eV, sudaraju se s molekulama analita, pritom stvarajuéi ione,

koji se usmjeravaju prema analizatoru masa i detektoru.

lonizacija koja se koristi za analizu manje polarnih, hlapljivih molekula, stabilnih pri
povisenim temperaturama naziva se kemijska ionizacija. Njome se omogucava posredna
ionizacija molekula pomocu plina reagensa prisutnog u ionskom izvoru. Plinovi koji se
naj¢eScée koriste su metan, izobutan i amonijak.( Novak, P. & Jednacak, T. Strukturna

analiza spojeva spektroskopskim metodama. TIVA, 52 (2013), str. 78-89.)

Analizatori masa koji se koriste u masenoj spektroskopiji mogu biti kvadrupolni,
sektorski, ionska stupica, Fourier-transformirana spektrometrija masa, orbitrap i
analizator mase vremena leta. Od svih nabrojanih, najéesce se koristi kvadripolarni
maseni analizator. Analizatori masa se temelje na razli¢itim principima, pa se tako
kvadrupol temelji na stabilnoj putanji iona odredenog omjera mase i naboja.( Gali¢, N.
Spektroskopija masa, Interna skripta- Zavod za analiti¢ku kemiju. Sveuciliste u Zgrebu,
Zagreb(2016)
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1.7 Headspace mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (HP- SPME)

Mikroekstrakcija na ¢vstoj fazi (SPME) je inovativna i osjetljiva tehnologija pripreme
uzoraka bez otapala. Na temelju principa adsorpcije/apsorpcije i desorpcije, SPME koristi

oblozeno vlakno za koncentriranje hlapljivih i poluhlapljivih spojeva iz uzorka.

SPME se siroko koristi za razne primjene ukljucuju¢i uzorke iz okolisa, bioloske i
farmaceutske uzorke, hranu i pice, forenziku i toksikologiju. Jedna od prednosti ove
tehnike je ta sto ne Koristi otapala, pa je na taj nacin Smanjena moguénost onec¢isenja
sustava odnosno gubitak pojedinih metabolita, do kojeg dolazi zbog njihove interakcije s
molekulama otapala ili nekog drugog onecis¢ivala. Osim $to ne koristi otapala tehnika
posjeduje vecu osjetljivost od klasi¢ne ekstrakcije buduci da se ekstrakcija provodi
pomocu vlakna koje ima veliki kapacitet i uzorak se moze ukoncentrirati. U cilju da se
poboljsa ekstrakcija, dodaju se soli (npr. NaCl) u suvisku u uzorak. Za ovu tehniku
potrebno je osigurati zatvoreni sustav s to¢no odredenom temperaturom i vremenom
trajanja ekstrakcije. Princip rada je prikazan naslici 1.7. Vlakno napravljeno od silikagela
te oblozeno adsorbensom izlozi se u otopinu analita nakon Cega dolazi dolazi do
uspostavljanja ravnoteze izmedu tekuce i plinovite faze. VIakno je potrebno ostaviti u
uzorku odredeno vrijeme. Lako hlapljivi spojevi se izdvajaju iz slozene matrice i
adsorbiraju na karakteristicno vlakno. Nakon toga se vlakno pazljivo izvuce iz otopine, a
zatim se sadrzaj injektira u plinski kromatograf gdje se provodi analiza. (Zivkovic-
Sermen, T., Brci¢-Karaconji, 1., Safner, T., & Pizent, A. Gas chromatographic-mass
spectrometric analysis of urinary volatile organic metabolites: Optimization of the HS-
SPME procedure and sample storage conditions, Talanta, 57 (2018),str. 537-543.) (Babic,
A. ldentifikacija hlapljivih organskih metabolita u urinu bolesnika s rakom testisa;
Diplomski rad. Zagreb.58 (2019) Jos jedna od prednosti ove tehnike je ta sto SPME
kombinira uzorkovanje analita i izolaciju u jedan jednostavan korak. Kontrolira polaritet
1 debljinu vlaknastog premaza, odrzavaju¢i dosljedno vrijeme uzorkovanja 1
kontroliraju¢i nekoliko drugih parametara ekstrakcije, pa na taj nac¢in omogucuje
analitiCaru da osigura vrlo dosljedne rezultate iz uzoraka, ¢ak i onda kada su analiti u

niskim koncentracijama.
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Slika 1.5 Prikaz HS-SPME sustava: a)adsorpcija analita na vlakno; b)desorpcija analita s
vlakna u GC injektoru
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2 EKSPERIMENTALNI DIO

2.1 Prikupljanje uzoraka urina

Uzorci urina za analizu prikupljeni su od 2 zdrave trudnice i 3 trudnice koje tijekom
trudnoce razvijaju ili su razvile preeklampsiju. Ispitanici su prethodno bili informirani o
namjeni ovog istrazivanja, te je njihov pisani pristanak dobiven prije provodenja samog
istrazivanja. Istrazivanje je provedeno u skladu s uobiCajenim standardnim etickim
nacelima u biomedicinskim istrazivanjima. U plasti¢ne posudice (bez ftalata) prikupljen
je jutarnji urin srednjeg mlaza. Kako bi se sprijecio gubitak hlapljivih metabolita, bocice

su napunjene do vrha. Uzorci su pohranjeni na + 4 °C do analize.
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2.2 Mikroekstrakcija hlapljivih metabolita iz para iznad uzorka urina (HS-
SPME)

Kod postupka mikroekstrakcije dodano je 2 mL urina u staklene SPME bocice
volumena 5 mL u koje je prije toga odvagan 1 g natrijevog klorida. Bo¢ice su zatvorene
septumom 1 aluminijskim ¢epom i, nakon mijeSanja od 60 sekundi na mijesalici, uzorci
su inkubirani 15 minuta na 60 °C na termobloku. Nakon §to se je uspostavila ravnoteza
izmedu tekuce i plinovite faze, septum je probusen SPME iglom, a vlakno je zatim
izloZeno plinovitoj fazi iznad uzorka. Nakon 45 minuta na 60 °C, vlakno je uvuceno u
SPME iglu i uneseno u injektor plinskog kromatografa, gdje je izloZzeno temperaturi od

280 °C u trajanju od 10 minuta i to uz uvjete analize koji su opisani u poglavlju 2.4.

Slika 2.1 Aparatura za adsorpciju uzorka na sivo vlakno

18



2.3 Analiza hlapljivih metabolita vezanim sustavom plinske kromatografije sa
spektrometrijom masa (GC-MS)

Analiza hlapljivih  metabolita je provedena na plinskom kromatografu. GC-MS
instrument koristen pri ovoj analizi sastoji se od plinskog kromatografa model 8890 GC
I trostrukog kvadropolnog spektrometra masa 7000D (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, CA, SAD). Za odjeljivanje spojeva koristena je nepolarna kolona HP5SMS (30m x
0,25mm, 0,25um debljina nepokretne faze, Agilent, CA, SAD) sa stacionarnom fazom
(5%-fenil)-metilpolisiloksan. Za mobilnu fazu koriSten je helij protoka 1 mL min-1.
Temperatura injektora bila je 280 °C. U pec¢nici Se temperatura na pocetku odrzavala na
40 °C tijekom 2 minute, a zatim se povisila na 150 °C postupnim zagrijavanjem brzinom
0d 5 °C u minuti. Nakon 2 minute na 150 °C, temperatura se povisila na kona¢nih 280 °C
brzinom od 7 °C u minuti. Analiza je trajala 38 minuta. Radni uvjeti za spektrometar masa
ukljucuje ionizaciju elektronima pri energiji od 70 eV 1 temperaturu meduspoja od 260

°C, te ionskog izvora od 200 °C. Maseni spektri su biljeZeni u rasponu m/z od 30 do 400.

Slika 2.2 GC-MS uredaj
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2.4 Pretrazivanje baze ljudskog metaboloma (engl.Human metabolome
database (HMDB)

Nakon Sto je napravljen metabolomicki profil hlapljivih metabolita u urinu, svaki je
pojedini metabolit pretrazen u bazi ljudskog metaboloma (engl. Human Metabolome
Database). HMDB slobodno je dostupna baza podataka koja sadrzi detaljne informacije
o identificiranim metabolitima malih molekula koje se nalaze u ljudskom tijelu. Takoder
omogucava uvid u dostupne kemijske, biokemijske i klini¢ke podatke o svakom

identificiranom metabolitu, sto ukljucuje podrijetlo i ulogu metabolita u organizmu.
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3 REZULTATI | RASPRAVA

U sklopu ovoga zavrSnog rada provedena je identifikacija hlapljivih organskih metabolita
u urinu trudnih Zena koje imaju preeklampsiju i kontrolnih Zena u cilju stvaranja
metabolomi¢kog profila. Analiza urina pomo¢u HS-SPME GC-MS rezultirala je pojavom
134 pika u svim uzorcima. Slika 3.1 prikazuje kromatogram za kontrolnu (zdravu) osobu
(@) i osobu koja ima preeklampsiju (b). Metoda mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi se do
sada pokazala uspje$nom i ¢esto koristenom metodom za pripravu uzoraka urina iz kojeg
se pomoc¢u GC-MS-a analiziraju hlapljivi metaboliti. Nepoznati metaboliti u uzorku

identificirani su pomoc¢u pripadajuce knjiznice spektara masa NIST.
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Slika 3.1 Prikaz kromatoghrama anlizoiranog uzorka urina: a) kontrolne osobe i b)
bolesne osobe

U ovom istrazivanju analizom uzoraka urina detektirano je oko 134 metabolita, a njih
60 je identificirano. Za vecinu onih metabolita koji su identificirani, nepoznato je njihovo
porijeklo i fizioloska funkcija. Pretrazujuéi literaturu (HMDB), za 25 identificiranih
metabolita je pronadena njihova prisutnost u metabolizmu ¢ovjeka, a oni su prikazani u

tablici 1.
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Tablica 1. Prikaz identificiranih metabolita koji su pronadeni u metabolizmu covjeka

razvrstanih ovisno o funkcionalnim skupinama

Metabolit RT % kontrola % PE
(min)
KETONI
Heksan-2-on 13,01 0,47 0,30
Heksan-3-on 12.80 0,9 0,80
Heptan-2-on 15.46 0,24 0,18
aceton 4,05 0,13 0.12
Heptan-4-on 3,22 1.10 0,93
Pentan-2-on 1.32 1,10 4,61
6-metil-heptan-2-on 5,53 1,90 2,40
KARBOKSILNE KISELINE
Etanska kiselina 9,10 0,35 0,28
Ftalna kiselina 10,25 0,11 0,09
Mravlja kiselina 11,72 0,55 0.31
3-hidroksivalerijanska kiselina 23,14 0,43 1,23
Benzenkarboksilna kiselina 4,46 1,12 3.23
ALDEHIDI
heksanal 6.82 0,10 0,15
4-izopropilbenzaldehid 15,01 0,25 0,14
Oktanal 16,39 0,80 1,15
acetaldehid 2,46 1,50 4,61
ALHOHOLI
3,7-dimetiloktan-3-ol 24,54 0,38 0,27
mentol 14,12 0,13 0,11
Etanol 12,40 0,12 0,18
FENOLI
2,4-bis(1,1-dimetiletil)fenol 25,18 0,34 0,31

HETEROCIKLI
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2,3-dihidro-1-benzofuran 6,07 0,08 0,072
MONOCIKLICKI

1,2,3,4-tetrametilbenzen 17,52 0,07 0,06

OSTALI

dodekan 19,58 0,24 0,19

Uricna kiselina 7,26 0,70 1,97

Heksametil ciklotrisiloksan* 31,90 0,25 0,20

Oktametil ciklotetrasiloxane * 32.50 0,46 0,39

*nisu jo§ do sada identificirani i potvrdeni u ljudskom urinu; RT-retencijsko vrijeme;

PE-preeklampsija; nacin identifikacije: identifikacija je izvrSena na osnovu MS-a

Analizom uzoraka urina detektirano je oko 134 metabolita te ih je 60 identificirano. Za
veéinu metabolita nepoznato je njihovo porijeklo i fizioloSka funkcija. Pretragom baze
metabolita (HMDB), za 25 identificiranih metabolita je pronadena njihova prisutnost u
metabolizmu ¢ovjeka i njihove karakteristike su prikazane u tablici 1. Od 25 izabranih
metabolita, sedam (28 %) je ketona, Sest (24%) karboksilnih (14 %), cetiri aldehida (16
%), tri su alkohola (12 %), jedan fenol (4 %), jedan heterociklicki spoj (4%), jedan
monocikli¢ki (4%), jedan kondenzirani policiklicki spoj (4%) te jedan ugljikovodik

(4%).Uz njih su jo$ uvrStena u tablicu i dva ciklosiloksana.

Ketoni su se uz karboksilne kiseline pokazali kao najzastupljenija skupina spojeva u
urinu. Neki od navedenih metabolita su navedeni kao razlikovni metaboliti izmedu
zdravih ispitanika i zena koje su razvile preeklampsiju. Takvi metaboliti su u tablici
oznac¢eni crvenom bojom. To su oktanal, uri¢na kiselina, benzenkarboksilna kiselina i 3-
hidroksivalerijanska kiselina. Na povecéanje navedenih spojeva u uzorcima bolesnih Zena
ukazuju i postotci koji odgovaraju povrsini ispod krivulje. Za 3-hidroksivalerijansku
kiselinu 1,23%, oktanal 1,15%, benzenkarboksilnu kiselinu 3,23% i uri¢nu kiselinu
1,97%. Ti spojevi su potvrdeni i u istrazivanjima drugih autora kao potencijalni biljezi.
Skupina znanstevnika je uocila znacajno povecanje uri¢ne kiseline u urinu Zena s
preeklampsijom u odnosu na kontrolne uzorke.( Muller-Deile, J., & Schiffer, M.
Preeclampsia from a renal point of view: Insides into disease models, biomarkers and
therapy.World Journal of Nephrology,53(2014),str. 169-181)Skupina kineskih
znanstvenika je takoder otkrila da 3-hidroksivalerijanska kiselina predstavlja biljeg za
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ovaj poremecaj.( Mengxin,Y.,Yue, X., Fei, L., Zuogiao, Y., & Wenxin, G. ldentification
of Biomarkers for Preeclampsia Based on Metabolomics.Clinical epidemiology,60
(2021), str. 337-360) Takoder je istrazeno kako je u urinu trudnica s preeklampsijom

povisena i benzenkarboksilna kiselina u odnosu na kontrolne uzorke.

Kod uzoraka oboljelih osoba ekspresija aldehida je gotovo uvijek znacajno povecana, Sto
ukazuje na povecanu proizvodnju takvih i sliénih organskih metabolita patoloskim
procesima povezanim s preeklampsijom. Njihova prisutnost u urinu oboljelih osoba
dokazana je ovim istrazivanjem. Njihovo se pojavljivanje povezuje s brojnim oboljenjima
I upalnim procesima ¢iji su uzrok povecana produkcija reaktivnih kisikovih spojeva. lako
je uvrsten u tablicu 1 kao metabolit koji je pronaden u metabolizmu covjeka i kojeg je
sustav identificirao, oktanal do sada nije identificiran kao metabolit prisutan u urinu.
Medutim pronaden je u slini i fecesu zdravih osoba, kao i slini i u izdahu Zena s
preeklampsijom i povisen je u odnosu na zdrave ispitanike.( Morad, N., Shira, B. &
Rannen, J. Artificially Intelligent Nanoarray for the Detection of Preeclampsia under
Real-World Clinical Conditions, Advanced Materials Technologies,54 (2015), str. 4)

Pristup u metabolomic¢kim istrazivanjima bioloskih biljega upravo se temelji na se na
pretpostavci da jedan stimulans, poput preeklampsije ili bilo koji drugi poremecaj ili
bolest organizma, mijenja biokemiju sustava, i tako dovodi do promjena u biokemijskim
sintetskim ili razgradnim putovima i tako direktno utjece na promjene u metabolomu.(
Babié, A. Identifikacija hlapljivih organskih metabolita u urinu bolesnika s rakom testisa;
Diplomski rad. Zagreb.58(2019). Zbog svoje moguénosti pokrivanja cijelog metaboloma,
metabolomika nam omogucava puno bolju procjenu bioloskog i fizioloskog stanja
pacijenta. Istrazivanja hlapljivih metabolita u urinu u zadnjih nekoliko godina
zaokupljaju paznju sve veceg broja znanstvenika. I rezultati ovog rada sugeriraju da su
hlapljivi metaboliti iz urina bolesnih osoba potencijalni bioloski biljezi za razlicite

zdravstvene poremecaje i oboljenja.
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4 ZAKLJUCAK

e Analizom hlapljivih metabolita u urinu ispitanika s preeklampsijom i kontrolnih
Ispitanika, primjenom vezanog sustava plinske kromatografije i spektrometrije

masa nakon mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi, detektirana su 134 metabolita.

e Metaboliti su identificirani pomocu knjiznice spektara NIST. Na taj je nacin

identificirano 60 metabolita.

e Pretrazivanjem baze podataka ljudskog metaboloma, za 25 metabolita potvrdena

je prisutnost u ljudskom metabolomu .

e Stvaranjem metaboli¢kog profila analizom urina, izdvojeni su neki metaboliti koji
se pojavljuju i kod zdravih i kod bolesnih osoba. Od tih metabolita istaknuti su
oni koji su poviseni kod zena oboljelih od preeklampsije. Ti spojevi su u tablici
oznaceni crvenom bojom. To su oktanal (1,15%), uricna kiselina, (1,97%)
benzenkarboksilna kiselina (3,23). Oni predstavljaju potencijalni biljeg za
preeklampsiju, pa se mogu dalje razmotriti u drugim analizama za otkrivanje

ovog poremecaja.
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5.2 Kratice i simboli

GC -plinska kromatografija (engl. gas chromatography)

GC-MS -vezni sustav plinske kromatografije i spektromerije masa (engl. gas
chromatography—mass spectrometry)

HMDB -Baza podataka ljudskih metaboloma (engl. Human Metabolome Database)

HS-SPME -Miroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Headspace—Solid Phase
Microextraction)

MS -spektrometrija masa (engl. mass spectrometry)

NIST- Nacionalni institut za standarde i tehnologiju (engl. National Institute of
Standards and Technology)

RI -indeks zadrzavanja (engl. retention indeks)

RT -vrijeme zadrzavanja (engl. retention time)

VOM- hlapljivi organski metaboliti (engl. volatile organic metabolites)
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