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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

e objasniti metabolomiku i njezin znacaj u dijagnostici bolesti

e objasniti pojavu preeklampsije i predloziti odredivanje biomarkera za

spomenutu bolest

e pomoc¢u vezanih sustava plinske kromatografije i spektrometrije masa uz
prethodnu mikroekstrakciju na C¢vrstoj fazi odrediti hlapljive organske
metabolite u uzorku urina trudnica s preeklampsijom

e obraditi dobivene kromatograme u svrhu utvrdivanja metaboli¢kog profila

e identificirati dobivene hlapljive organske metabolite

e upotrebom baze ljudskog metaboloma istraziti prisutnost identificiranih
metabolita u ljudskom urinu i usporediti metabolite iz kontrolnih uzoraka s
metabolitima iz bolesnih uzoraka

e izdvojiti metabolite koji su poviSeni kod oboljelih Zena tj. koji su potencijalni

biomarkeri za preeklampsiju



SAZETAK

Preeklampsija je bolest koja se javlja kod trudnih Zena povezana s
abnormalnom placentacijom koja se manifestira prvenstveno povisenim krvnim
tlakom, a moze se razuviti ili tjekom trudnoce ili nakon nje. Moze uzrokovati trajno
oStecenje tkiva Sto dovodi do drasticnog opadanja kvalitete Zivota i zdravlja djeteta
ili majke, a u konacnici moze dovesti i do njihove smrti. Nazalost, ova bolest jos je
nedovoljno istraZzena i ponekad se ne stigne primijetiti dovoljno rano da ne ostavi
posljedice. Ideja ovog rada je obradom uzoraka urina zdravih trudnica i trudnica koje
boluju od preeklampsije koriste¢i metodu HS-SPME/GC-MS, detektirati prisutne
hlapljive organske spojeve. KoriStenjem spektara masa i knjiznica spektara masa
NIST, cilj je identificirati pojedini metabolit koji bi potencijalno mogao posluZiti kao

biomarker za preeklampsiju.

Kljucne rijeci: preeklampsija, hlapljivi organski spojevi, urin, HS-SPME, GC-MS



ABSTRACT

Preeclampsia is a disease that occurs in pregnant women and is associated
with abnormal placental development. It primarily manifests as high blood pressure
and can develop during or after pregnancy. It can cause permanent tissue damage,
leading to a decline in the quality of life and health of the child or mother, and
ultimately may even lead to their death. Unfortunately, this disease is still
insufficiently understood and sometimes goes unnoticed until it is too late to prevent
its consequences. The idea of this study is to analyze urine samples from healthy
pregnhant women and pregnant women with preeclampsia using the HS-SPME/GC-
MS method to detect volatile organic compounds. By using mass spectra and NIST-
mass libraries, the goal is to identify specific metabolites that could potentially serve
as biomarkers for preeclampsia.

Keywords: preeclampsia, volatile organic compounds, urine, HS-SPME, GC-MS
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UvoD

Metabolom stanice, tkiva, organa ili organizma predstavlja potpuni skup
metabolita koji su konacni produkti stanicnih procesa. Metaboliti su male organske
molekule s relativnom molekulskom masom manjom od 1000Da. Promjene
metaboloma odraz su promjena na molekulama poput DNA i proteina uslijed

djelovanja ¢imbenika iz okolisa.!

Metabolomika je tehnika visokoprotoCnog analitickog profiliranja koja ukljuCuje
kvantifikaciju i identifikaciju velikog broja metabolita prisutnih u slozenim bioloSkim
uzorcima, s naglaskom na metabolite koji razlikuju patoloSka stanja od zdravih.
Prema opcoj definiciji, metabolomika sveobuhvatno prou¢ava metaboliCke procese
koji se odvijaju u stanicama, tkivima, ili organizmima te pruza pregled metabolic¢kih
mehanizama.?

Svaka vrsta stanica i tkiva ima jedinstveni metaboli¢ki "otisak prsta", figurativho
reCeno, koji moze rasvijetliti informacije specificne za organ ili tkivo. MetaboliCko
profiliranje pruza trenutni snimak fiziologije stanice, odnosno daje kvantitativnu
analizu niza metabolita koji pripadaju nekoj skupini spojeva ili sudjeluju u odredenim
metabolickim putevima. S obzirom na Cinjenicu da je svaka bolest jedinstvena,
spomenute odredene skupine metabolita mogu dovesti do otkri¢a karakteristicnog
potpisa bolesti po kojem se bolest moZe prepoznati i tako pravovremeno prionuti
lije€enju. Taj potpis bolesti mozZe se mijenjati zajedno s promjenama u stanicama
koje izaziva proces u tijeku, te tako odrazavati zdravstveno stanje pacijenta kroz
prikaz fenotipa.?

Kroz prethodno desetljeée, klinicka metabolomika doZivjela je svoj procvat, no razvoj
nije dosao iznenada ni brzo. Kroz povijest, slatko¢a urina koristila se za
dijagnosticiranje dijabetesa. U 1960-im godinama proSlog stolje¢a, plinska
kromatografija spregnuta s masenom spektrometrijom postala je uspjesno koriStena

tehnika za dijagnosticiranje metaboli¢kih poremecaja. Metabolomi¢ko podrucje se



znacajnije razvilo prateci razvoj povecane osjetljivosti instrumenata i alata za
statistiCku analizu pretkraj 20. stoljec¢a i otada se Siroko primjenjuje.?

U ovom radu posebno ce biti istaknuta metabolomika klase metabolita koje
proizvode bakterije, plijesni i ljudi te ih oslobadaju — hlapljive organske metabolite,
Cija je opca kratica VOM (engl. Volatile Organic Metabolites). Oni su zanimljivi jer
predstavljaju svojevrsni bioloSki signal koji reflektira sumu svih utjecaja, od genetike
do prehrane i bolesti.3

Tocni biokemijski mehanizmi nastanka VOM u naSem tijelu joS uvijek nisu potpuno
poznati. Ipak, istraZivanja ukazuju na to da reaktivhe kisikove vrste, nastale kao
nusprodukti stani€nog disanja, mogu reagirati s brojnim strukturama, poput stani¢ne
membrane, proteina, DNA, RNA te proizvesti VOM koje se emitiraju u razli€itim
tjelesnim fluidima.®

Osim toga, VOM se mogu prevesti u druge spojeve preko enzimskih reakcija koje
se odvijaju uglavnom u jetri u prisutnosti enzima CYP 450 (engl. Cytochrome 450).
U poglavljima koja slijede raspravljat ¢e se o rezultatima analize urina trudnica i o
identificiranim metabolitima, VOM, medu kojima bi se mogli naci potencijalni

biomarkeri.3



1. OPCI DIO

1.1. Metabolomika

U uvodu je metabolomika vec¢ definirana kao tehnika za identifikaciju metabolita
u svrhu dobivanja informacija o trenutnom stanju fiziologije stanice da bi se
temeljeno na ocitanim promjenama metabolita moglo spoznati postoje li kakvi
znakovi bolesti u stanici. Ako postoje, odmah se pristupa dijagnosticiranju i
pravovremenom lije€enju te bolesti. Tijekom vlastitog razvoja, metabolomika se
razgranala u dva smjera: u neciljanu metabolomiku koja sveobuhvatno analizira sve
mjerljive analite u uzorku pa ¢ak i one koji su nam kemijski nepoznati, i u ciljanu
metabolomiku koja tezi kvantitativno odrediti koncentracije prethodno definiranog

seta metabolita.*

NECILJANA METABOLOMIKA

s Sveobuhvatno metaboli¢ko profiliranje

+ HKlasifikacija/formiranje tipova
metabolita

+ Kvalitativna identifikacija

» Relativna kvantifikacija

+ Ne zahtijeva komercijalne kemijske
standarde

Slika 1.1: Karakteristike neciljane metabolomike



CILJANA METABOLOMIKA

Potvrda valjanosti
+ Apsolutna kvantifikacija specifiénih

Zznacajki

* Potvrda identificiranih metabolita kao
Zznacajki

+ Zahtijeva komercijalne kemijske
standarde

Slika 1.2: Karakteristike ciljane metabolomike

Prilikom istrazivanja, u najve¢em broju slu€aja prvo se provodi neciljano metaboli¢ko
profiliranje ,a potom ciljano. Znacajke obiju vrsta metabolomike prikazane su na
slikama Slika 1.1. i Slika 1.2.

Ovaj rad predstavit ¢e sluCaj istrazivanja uz koriStenje neciljane metabolomike ,
temeljenog na masenoj spektrometriji.



1.1.1. Metaboliti

Metaboliti su mali organski spojevi mase do 1500 Da i krajnji su produkti
metabolizma. U metabolite spadaju razliite skupine spojeva, kao Sto su peptidi,
Seceri, aminokiseline, ketoni, aldehidi, lipidi, itd. Prisutni metaboliti predstavljaju
fenotip stanice, oni su produkti genetskih i okolisnih faktora.

Metaboliti se mogu podijeliti u dvije glavne vrste: primarne metabolite i sekundarne
metabolite.®

Primarni metaboliti su spojevi koji su direktno ukljuCeni u metabolicke puteve
organizma te su neophodni za rast, razvoj i reprodukciju tog organizma. Usko su
povezani s fizioloSkim procesima koji se odvijaju u organizmu. Produkcija primarnih
metabolita poCinje kada se u mediju nadu dostupne hranjive tvari potrebne tijelu.
Esencijalni su za metaboliCke aktivnosti poput stani¢nog disanja. Njihova produkcija
odvija se veoma brzo jer su konstantno potrebni tijelu.®

Primarni metaboliti mogu se razvrstati u dvije skupine: esencijalni primarni
metaboliti, oni ukljuCuju spojeve poput proteina i ugljikohidrata koji su vazni za
strukturnu i fizioloSku organizaciju organizma, te krajnji primarni metabolicki
proizvodi, koji ukljuCuju primjerice mlijecnu kiselinu, i koji su konacni produkti nekog
metabolickog puta.

Sekundarni metaboliti su spojevi koji nisu direktno u vezi s rastom, razvojem i
reprodukcijom organizma, ali su bitni za druge funkcije. Njihova prisutnost nije
potrebna za preZivljavanje organizma, ali je potrebna za za$titu, kompeticiju i
interakciju izmedu razlicitih vrsta.3

S bioloSkog stajalista, metaboliti koji sudjeluju u velikom broju razli€itih metabolickih
puteva zovu se opci metaboliti. S druge strane, ako metaboliti sudjeluju samo u
nekoliko metaboli¢kih puteva, nazivaju se specificnim metabolitima. SpecifiCni su
metaboliti izrazito vazni jer oni viSe govore o tome koja je bolest u pitanju. Takoder,
ako se prilikom identifikacije oslanja na specificne metabolite, metoda ¢e biti

pouzdanija i bit ¢e manje laznih pozitivnih vrijednosti.



1.2. Biomarkeri

Biomarkeri su kemijski spojevi mijerljivi u bioloSkim sustavima koji su
pokazatelji nekih bioloSkih stanja, odnosno koji indiciraju je li proces koji se odvija
normalan bioloski proces, patoloski ili farmakoloski.

Parametri koji su zna€ajni za izvedbu testa biomarkerima su:

e oOsjetljivost,

¢ specifiCnost,

e pozitivnu predvidljivu vrijednost,

e negativnu predvidljivu vrijednost.

Unato€ tome S&to teoretski rezultati govore drukcije, u praksi nijedan test
biomarkerima nema besprijekornu klini¢ku i analiticku osjetljivost i specificnost. Kako
bi se potkrijepila ta tvrdnja, nudi se sljedeci primjer. Uzeto je istrazivanje uzroka krvi
za dijagnozu hepatocelularnog karcinoma. Obiljezje te bolesti je poviSena
koncentracija prisutnog alfa-fetoproteina (AFP) u krvi. Ipak, poviSena koncentracija
ne znaci nuzno da je nastupio hepatocelularni karcinom, jer je to ujedno i fetalni
antigen i postoji i kod ciroze jetre i kod ostalih bolesti jetre, pa prisutnost tog spoja
nije sigurna potvrda klinickog stanja.*

Uzevsi u obzir brojne procese koji mogu izazvati bolesti, za detekciju je bolje koristiti
panele biomarkera koji se sastoje od razliitih komponenti nego pojedinaéne
biomarkere. Paneli su dosad pokazali bolju osjetljivost i selektivnost.

Nazalost, usprkos procvatu metabolomike, javljaju se teSkoce prilikom replikacije
podataka dobivenih mjerenjima biomarkera, a uzroci su sljedeci:

o tesko je obuhvatiti skupine ljudi koje su dovoljno velike i razli€ite po porijeklu,
rodu, geografskom polozaju, itd. Prilikom istrazivanja, valja podijeliti skupinu
na pokusnu i kontrolnu skupinu.

e KkoriStenje razli€itih tehnika i razliCitih metoda obrade podataka dovodi do
razliCitih rezultata.

Potreban je izniman trud pri stvaranju velikih baza podataka i standardizacije tijeka

rada metabolomike.



1.3. Tijek studija metabolomickog profiliranja

Istrazivanje metabolomike odvija se kroz nekolicinu glavnih koraka koji su
navedeni redom i objasnjeni:
1. uzimanje uzoraka
e potrebno je uzeti i kontrolne i pokusne uzroke,
2. priprema uzoraka za analizu
e vecinu uzoraka potrebno je predobraditi prije podvrgavanja samoj
analizi, npr. derivatizacija,
3. identifikacija metabolita
e pomoc¢u jedne ili vise tehnika temeljenih na GC-MS analiza
podataka,
4. interpretacija podataka.

1.4. Platforme za metabolicko profiliranje temeljeno na masenoj
spektrometriji

U ovom paragrafu prikazana je usporedba prednosti i nedostataka glavnih
MS platformi za neciljanu metabolomiku.

e TekucCinska kromatografija s masenom spektrometrijom je najSire koriStena
tehnika, zahvaljujuci brojnim faktorima, medu kojima je €injenica da se radi o
ionizacijskoj tehnici pri ¢emu se mogu varirati i stacionarna i mobilna faza.
Sve CeSCe se Kkoristi spregnuta tehnika reverzno-fazna tekucinska
kromatografija ultravisoke djelotvornosti — UPLC-MS ( engl. Ultra-
Performance Liquid Chromatography), zbog robusne stacionarne faze i
sposobnosti otapanja nepolarnih metabolita. Kao prednosti ove tehnike
navode se izvrsna rezolucija i preciznost mase. Ipak, tehnika ima i neke
mane: podlijeZe fluktuaciji retencijskog vremena, pati od nedostatka opseznih
spektralnih baza podataka za identifikaciju metabolita.*

e Plinska kromatografija s masenom spektrometrijom — GC-MS, (engl. Gas
Chromatography - Mass Spectrometry) je najstarija tehnika spregnuta s MS i



ima dosta prednosti pred LC-MS (engl. Liquid Chromatography), a neke od
tih prednosti su: reproducibilnija retencijska vremena, veci spektar masa,
preciznije i u€inkovitije identifikacije metabolita postignute podudaranjem s
podacima iz spektralne baze podataka. Kao nedostatak tehnike navodi se:

nemogucnost odredivanja nehlapljivih spojeva.*

1.4.1. Plinska kromatografija s masenim spektrometrom (GC-MS)

Kromatografija je fizikalna metoda razdvajanja koja se temelji na raspodijeli
sastojaka izmedu dviju faza — mobilne i fiksne, koje se medusobno ne mijeSaju.
Uzorak koji se analizira mora biti topljiv u mobilnoj fazi da bi se mogao protjecuéi s
njom kretati duz fiksne kolone (ako je u pitanju kolonska kromatografija) ili duz Cvrste
podloge (ako je rije€ o ploSnoj kromatografiji).Mobilna faza moze biti u teku¢em ili
plinovitom stanju. Agregatno stanje mobilne faze jedna je od osnova za klasificiranje
kromatografskih tehnika, a na temelju agregatnog stanja kromatografske tehnike
mogu se razvrstati na:

e plinsku kromatografiju — mobilna faza je inertni plin,
e tekucinsku kromatografiju — mobilna faza je tekucina niske viskoznosti,
o fluidna kromatografija pri superkriticnim uvjetima — mobilna faza je fluid koji
se nalazi iznad svoje kriticne temperature i tlaka.
Osim prema agregatnom stanju mobilne faze, kromatografske tehnike mogu se
razvrstati i na osnovu prirode ravnoteze izmedu mobilne i fiksne faze:

e adsorpcijska kromatografija,

razdjelna kromatografija,

afinitetna kromatografija,

kromatografija isklju€ivanjem,

kromatografija ionskom izmjenom.>

U eksperimentu koji je tema ovog rada koristila se tehnika plinske kromatografije

(spregnuta s masenim spektrometrom). Plinska kromatografija se koristi obi¢no za



analizu smjese hlapljivih i poluhlapljivih spojeva. Snaga ove tehnike je u kombinaciji
iznimne sposobnosti razlu€ivanja s brzinom i osjetljivoScu.
Osnovni dijelovi plinskog kromatografa (Slika 1.3) su:

e izvor stalne struje plina nosioca,

e injektor,

e termostatirana kolona,

e detektor,

e uredaj za obradu podataka.

injektor
ventil za protok / “ A
—

detektor

otpad

plin nosioc pec

Slika 1.3: Shema plinskog kromatografa s njegovim osnovnim dijelovima

Kao plin nosioc obi¢no se koriste inertni plinovi velike Cisto¢e kao Sto su helij, dusik,
argon ili vodik, koji se nalaze pod velikim tlakom u boci. Prilikom odabira plina
nosioca, gleda se tip detektora i vrsta uzorka koji se analizira, te je vazno da je plin
nosioc inertan prema uzorku i prema fiksnoj fazi.

Sami proces ove analize odvija se tako da se uzorak unese u struju plina nosioca tj.

injektira se u instrument. Injektiranje se moze vrsiti ru¢no ili automatski pomocu
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instrumenta (engl. Autosampler) Jednom injektiran u instrument, uzorak ulazi u
struju plina nosioca koji ga prenosi do kolone. Kapilarne kolone su najdjelotvornije.
Na koloni se vrSi razdvajanje razliCitih komponenti koje se potom ispiru s kolone i
daju odziv na detektoru. Detektor ispisuje zapise iz kojih je moguce kvalitativno i
kvantitativno odredivanje eluiranih sastojaka uzorka.3

Usporedbom retencijskih vremena analita i standarda te usporedbom pikova priistim
retencijskim vremenima, dobije se identitet spoja odnosno kvalitativni signal.

Povrsina ispod krivulje daje kvantitativni signal.

1.4.2. Maseni spektrometar

Masena spektrometrija (MS) je analitiCka tehnika koja sluzi za kvalitativnu i
kvantitativnu identifikaciju spojeva iz uzorka mjerenjem omjera mase i naboja plinske
faze. Temelji se na fragmentaciji molekula pod djelovanjem snopa elektrona. Princip
rada (Slika 1.4) svodi se na to da se uzorak uvodi u instrument u ionizator. U
ionizatoru se nalaze po dvije elektrode - anoda i katoda, a izmedu njih protjece
elektronska struja visokog napona i energije. Ti elektroni bombardiraju molekulu
analita i izbijaju elektron iz njih, tako da nastane pozitivho nabijeni ion. Poslije
ionizacije, kationi odlaze kroz akcelerator iona te se fokusiraju u uski snop i
ubrzavaju do magnetskog analizatora. Tu upotrebom elektri€nih i magnetskih polja
dolazi do razlikovanja iona prema omjeru mase i naboja. Propustaju se ioni to¢no
odredenih m/z i odlaze na detektor. Dobije se odziv u obliku spektra masa —
grafickog prikaza ovisnosti intenziteta iona o omjeru m/z. Spektar masa

karakteristiCan je za svaki pojedini uzorak pa se zato zove "molekulski otisak prsta".

Glavni dijelovi spektrometra masa su:
e ionski izvor,
e analizator masa,
e detektor.
Nuzno je osigurati da je sustav u vakuumu kako ne bi dosSlo do reakcije izmedu

molekula uzorka i zraka, odnosno da ne bi do$lo do nastajanja nezZeljenih produkata.
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preteski ioni imaju
premalo svinutu putanju
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elektronski / .\ mogu dosegnuti detektor
snop d prelagani ioni imaju
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ploéa — — .
unos uzorak J
\ |pisac

Slika 1.4: Shematski prikaz masenog spektrometra

NajCeSce se koristi ionizacija elektronima, posebice za ionizaciju hlapljivih, termicki

stabilnih molekula u plinskoj fazi. lonski izvor je zapravo volframova Zica koja, kad

se zagrije, emitira elektrone. Elektroni koji nastaju zapravo se proizvode akcelerirani

razlikom potencijala izmedu katode i anode 70 eV. Dolazi do sudara s molekulama

analita, nastaju ioni i oni se dalje usmjeravaju prema detektoru.

Osim ionizacije elektronima, moze se koristiti jos i kemijska ionizacija, ona se koristi

u slucajevima ionizacije manje polarnih, hlapljivih molekula stabilnih pri visokoj

temperaturi. U ovoj vrsti kromatografije, kao plinovi nosioci najéeS¢e se koriste

metan, izobutan i amonijak.3

Vrste analizatora masa koriStenih u masenoj spektroskopiji su sljedece:

kvadrupolni,

sektorski,

ionska stupica,

Fourier-transformirana spektrometrija masa,
Orbitrap,

analizator mase vremena leta.
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Ipak najCesce se koristi kvadrupolni maseni analizator koji je baziran na principu

stabilne putanje iona odredenog omjera mase i naboja.

1.4.3. Headspace mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (HS-SPME)

Mikroekstrakcija na Cvrstoj fazi ili SPME (engl. Solid phase microextraction)
je osjetljiva i inovativna tehnologija pripreme uzorka bez otapala. SPME je uveo J.
Pawliszyn 1987.godine, Sto se moze smatrati poCetkom novog pristupa u pripremi
bioanalitickin uzoraka buduci da se uzorkovanje, ekstrakcija i ukoncentriravanje
analita provode u jednom koraku.” Na temelju principa adsorpcije/apsorpcije i
desorpcije, ova tehnika koristi vlakno obloZzeno adsorbensom, najéeSce silikagelom
ili polimerom, za koncentriranje hlapljivih i poluhlapljivih spojeva iz promatranog
uzorka. Koncentriranje se provodi na nacin da se vlakno uvodi u uzorak te se u
njemu zadrzi neko vrijeme dok se ne zasiti hlapljivim analitima. Svako vlakno ima
vlastiti kapacitet apsorpcije koji, meduostalim, ovisi i 0 vrsti sorbensa koji oblaze
vlakno i o vremenu kontakta izmedu vlakna i uzorka. Jedan od klju¢nih ¢imbenika
zbog kojih je tehnika na$la tako Siroku primjenu u ispitivanjima je njezina
kompatibilnost s naprednim instrumentalnim tehnikama poput GC-MS.” SPME je
koriSten za razne svrhe, meduostalim i za uzorke iz okoliSa, uzorke iz medicine,
hranu i pi¢e. JoS jedna od prednosti ove tehnike je Sto nije potrebno otapalo, ¢ime
je automatski smanjeno oneciScenje okoliSa, a i gubitak metabolita.
Tehnika HS-SPME (engl. Headspace solid phase microextraction) je osjetljivija nego
klasi€na ekstrakcija zbog velikog kapaciteta vlakna preko kojeg se provodi
ekstrakcija. Za razliku od SPME, kod HS-SPME nije u direktnom kontaktu s uzrokom
vec je u doticaju s plinovitim analitima iz uzorka koji, uslijed zagrijavanja bocice u
kojoj se nalazi uzorak, ishlape u prostor iznad uzorka koji se zove headspace. Da bi
se ispravno provodila HS-SPME, potrebno je imati zatvoren sustav s odredenom
temperaturom i vremenom trajanja ekstrakcije. Vlakno je napravljeno uglavhom od
silikagela i oblozeno adsorbensom. Vlakno se izlozi uzorku u headspace prostoru

odredeno to€no poznato vrijeme i kad se lako hlapljivi spojevi adsorbiraju na vlakno,
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ono se izvuce iz otopine s uzorkom i njegov sadrzaj se injektira u plinski kromatograf

i ide na analizu.®

Slika 1.5 prikazuje shemu HS-SPME sustava.

POSTUPAK EKSTRAKCIJE/ADSORPCUE POSTUPAK DESORPCIJE
- Probijanje .. Uvlacenje vlakna
Probijanje Izlaganje SPME Uvlacenje viakna s membrane u Des?’PCUa
membrane na vlakna adsorbiranim analitom injektoru GC uredaja analita
spremniku s
uzorkom

analitu/ekstrakcija I
z I I I i

Slika 1.5: Shema HS-SPME sustava

Tehnika SPME moze se klasificirati na temelju mehanizma difuzije na:

Tehnike SPME posredovane mijeSanjem = stati¢ke tehnike (Slika 1.6):

Fiber SPME — ¢vrsti nosac u obliku viakna

Bio SPME — modifikacija fiber-SPME prilagodena za in vivo monitoriranje
koncentracije lijekova

SBSE( engl.. Stir bar sorptive microextraction) — ¢vrsti nosa€ smjesten je
na magnetu u obliku tankog filma

TFME (engl.. Thin-film SPME) — &vrsti nosac u obliku tankog filma
dSPME (engl.. Dispersive solid-phase microextraction) — ¢vrsti nosac je u

obliku prasgka.®
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A) fiber SPME B) BioSPME C) SBSE
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Slika 1.6:Kl/asifikacija tehnika SPME posredovane mijeSanjem

Tehnike SPME posredovane protokom (Slika 1.7):

- in-tube SPME — ¢vrsta faza je u kapilari
- in -needle SPME - ¢vrsta faza smjestena u igli; moze biti SPDE (engl..
Solid-phase dynamic microextraction) - unutrasnja stijenka igle oblozena

je C¢vrstom tvari- i MPSE (engl.. Microextraction by packed sorbent) -

Cvrsta tvar smjesStena je unutar spremnika igle

- in-tip SPME - ¢vrsta faza je u nastavku za automatske pipete
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A) in-tube SPME B) in-needle SPME C) in-tip SPME
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Slika 1.7: Klasifikacija tehnika SPME posredovane protokom

U eksperimentu ovog diplomskog rada koristen je tip tehnike fiber-SPME tj.
ekstrakcija ¢vrstom fazom s nosacem nanesenim na vilakno.

Glavni dio je igla brizgalica unutar koje se nalazi vlakno obloZeno sorbensom.
Ekstrakcijski postupak pocinje postavljanjem vlakna u uzorak te raspodjelom analita
izmedu uzorka i sorbensa. Bududi da je vlakno izlozeno direktno teku¢em uzorku i
to iznad poviSene temperature, rijeC je o headspace-SPME (HS-SPME) tehnici
Nakon postizanja ravnotezne raspodjele analita, vlakno se uklanja iz uzorka i
zapocinje s desorpcijom analita sa sorbensa koja se provodi termalno.

Kljuni faktori zbog kojih je fiber-SPME uSla u Siroku primjenu u bioanalitici su
sljedeci: jednostavnost, brzina izvodenja, mogucnost automatizacije te dostupnost
raznovrsnih sorbensa — naj¢es¢i sorbensi su modificirani silikagel, polimeri,
materijali na bazi ugljika itd.

Zbog ograni¢enja u upotrebi, poput fiziCke i kemijske nestabilnosti pri visokim pH,
niskog kapaciteta i ograniCene ponovne upotrebe tih konvencionalnih sorbensa,
posljednjih godina provode se brojna istrazivanja ne bi li se razvila inovativna vlakna,
ponajprije s ciliem povecanja selektivnosti ekstrakcijske u€inkovitosti postupka fiber-
SPME.101!
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1.4. Identifikacija metabolita

Identifikacija spojeva s GC-MS je jednostavnija i preciznija u odnosu ha druge
MS-metode, Sto je rezultat dobre reproducibilnosti masenog spektra elektronske
ionizacije i vremena zadrzavanja GC-MS.

Ipak, identifikacija spojeva s GC-MS nije lagan zadatak. Cesto su pikovi identificirani
samo preko podudarnosti sa spektralnom knjiznicom. To moze navesti na krivi trag,
posebno kad su u pitanju izomeri.

Kako bi se Sto vise smanjila mogucnost takve pogreske, preporucuje se uvijek vrsiti
duplu provjeru: osim samih pikova, treba usporediti i retencijska vremena pikova za

spojeve koje se promatra. 13

1.5. Preeklampsija

Normalna trudnoca je niz privremenih precizno upravljanih i slozenih tjelesnih
dogadaja, koji uklju€uju decidualizaciju (proces transformacije stanica fibroblasta
endometrija u decidualne stanice pod utjecajem implantirane blastocite),
placentaciju (formiranje posteljice) te partum (porod).4
Kronolos$ki prijelazi su klju€ni za normalnu trudnocu te svaka promjena moze ostaviti
posljedice na zdravlje majke i fetusa.

Dobro je poznato da trudno¢a povecava oksidacijski stres, fenomen upravljan
normalnim upalnim odgovorom sustava, $to rezultira velikim koli¢inama cirkulirajucih
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS). Glavni izvor reaktivnih kisikovih vrsta tijekom
trudnoce je posteljica. S obzirom na to, povecani oksidacijski stres u trudnoc¢i mogao
bi dovesti do oSteCenja tkiva. No, taj povecCani oksidacijski stres uravnotezen je
povec¢anom sintezom antioksidansa. Ali ako oksidacijski stres nadmasuje/nadjaCava
antioksidacijsku obranu u posteljici, oksidativno oste¢enje moglo bi se proSiriti na
udaljenija tkiva.t®

U tim uvjetima se moze javiti preeklampsija, bolest, odnosno poremecaj, kod trudnih
Zena povezan s abnormalnom placentacijom koji se manifestira prvenstveno

povidenim krvnim tlakom, a moze se razviti ili tijekom trudnoée ili nakon nje. Cesto
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je povezan i s proteinurijom (medicinsko stanje karakterizirano prisutno$¢u neobi¢no
visoke koli€ine proteina u urinu), smanjenjem crvenih krvnih stanica, problemima s
bubrezima i jetrom, teku¢inom u plu¢ima, zamagljenim vidom, problemima s
mozgom i napadajima. NajCeSce se dijagnosticira otkrivanjem visokog krvnog tlaka
trudnice oko 20.tjedna trudnoée, koji doseze i preko 140/90 mmHg. Preeklampsija
je bolest specifi¢na za ljudsku vrstu tijekom trudnoce.1®

Dolazi do suzavanja krvnih zila Sto otezava normalan protok krvi i zato dolazi do
poviSenog krvnog tlaka. Slijedno tome, smanjuje se i protok krvi kroz posteljicu Sto
moze uzrokovati nedostatak kisika i hranjivih tvari za nerodeno dijete.

Opisani procesi prikazani su na fotografiji Slika 1.7.

Normalna trudnoéa Preeklampsija Placentalni vili
r Dobar protok krvi ~ 0 Slabi protok krvi oo
. ot ’, e "
- . T o ., o 3
o -
) A | @\ .
- - / HLA-C
- - - .
. o @ :1% Decidua
© NSO o 0E
- :
A Al /
. y N
Miometrij
' Spiraine ' Spiralne
arterije arterije
/

Slika 1.7: Objasnjenje preeklampsije

Americki institut ginekologa (engl. ACOG — American College of Obstetricians and
Gynecologists) objavio je istrazivanje prema kojem dijagnoza preeklampsije vise ne
ovisi nuzno o otkrivanju visoke razine proteina u mokraci, dokazali su da se problemi

s drugim organima vezano za preeklampsiju, npr. s bubrezima i jetrom, mogu javiti
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bez pojave znakova proteinurije. Buduci da se vise ne treba drzati strogo naputaka
za dijagnosticiranje na temelju krvnog tlaka i proteina u mokraci, nametnulo se
pitanje na koji nacin pouzdanije i Sto ranije dijagnosticirati preeklampsiju. Upravo je
ta ideja bila polazna misao vodilja za ovaj diplomski rad.

Takoder postoje istraZivanja o tome da preeklampsija utjeCe na tek 5-8 % svih
porodaja u Sjedinjenim Americ¢kim Drzavama, vecina Zena rodi zdravu bebu i uspije
se oporaviti, ali ipak tu je ostatak koji nema toliko srece. Neke od tih Zena doZive

komplikacije, pa ¢ak opasne po zZivot trudnice ili djeteta.®

1.6. Urin

Urin ili mokraca je naziv za svjetlozutu tekucinu koja sluzi za izlu€ivanje
Stetnih tvari iz organizma, uz istovremeno rjeSavanje viSka tekucine. U principu,
preko urina se izluCuju sve tvari koje Covjek unese u organizam, a ne uspiju se
apsorbirati.

Stolje¢ima je veC organolepticka analiza urina olakSavala dijagnosticiranje bolesti, a
najkarakteristicniji primjeri su specifiCan miris urina prisutan kod dijabetesa i infekcija
mokracnog sustava. Analiza urina je danas, uz analizu krvi, naj¢eSc¢a vrsta analize
pri dijagnostici jer se njom lako otkriju razni metaboli¢ki problemi i bolesti.

Kod zdravog Covjeka urin je svjetlozute boje. Tamna boja ili krv veé na prvi pogled
pokazuje da postoji odredeni poremecaj. Urin igra i vaznu ulogu u Zemljinom ciklusu
kruZenja duSika, buduci da su vecina sastojaka urina upravo dusSikovi spojevi. U
uravnotezenim ekosustavima urin gnoji tlo i tako pomaze biljkama rast, zato se i
moze koristiti kao gnajivo.

Dugo vremena, istrazivaci su smatrali urin omiljenim biofluidom zbog €injenice da je
sterilan i lako se dobiva u velikim koli€¢inama. VOM mogu biti detektirani u visim
koncentracijama buduéi da je urin relativno manje slozen, pa je prisutho manje
ometajucih spojeva tj. interferencija u odnosu na npr. krv. No, bilo kako bilo,
specifiéni kemizam urina u kojem su sabrane sve otpadne tvari tijela, i to razgradni
metaboliti iz velikog spektra hrane, pica, lijekova, produkata bakterija itd., ucinio ga

je teskim supstratom za potpuno razumijevanje.
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U svrhu poboljSanog razumijevanja urina, poduzeta je sveobuhvatna kvantitativha
karakterizacija cijelog ljudskog metaboloma u urinu. Takoder je bila uklju¢ena i
iscrpna  kompjuterski  potpomognuta pretraga literature i sveobuhvatna

eksperimentalna procjena.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Prikupljanje uzoraka urina

Uzorci urina za analizu prikupljeni su od 8 zdravih trudnica te 19 trudnica koje
su tijekom trudnoce razvile preeklampsiju. Ispitanice su prethodno bile pravovaljano
informirane o namjeni istraZivanja te su dale svoj pismeni pristanak za provodenje
samog istrazivanja.

Prilikom provodenja istrazivanja postupalo se u skladu s uobi¢ajenim standardnim
etiCkim nacelima u biomedicinskim istrazivanjima.

U plasticne posude bez ftalata (Slika 2.1) prikupljen je jutarnji urin srednjeg mlaza.
Kako bi sprijecili gubitak hlapljivih metabolita i zastitili uzorak, boCice su napunjene

Sto viSe i dobro zacepljene. Uzorci su pohranjeni na -80 °C do koristenja.

Slika 2.1: Prikupljanje uzorka urina

20



2.2. Mikroekstrakcija hlapljivih metabolita iz para iznad uzorka
urina ( provodenje HS-SPME)

U postupku mikroekstrakcije dodano je 0,2 mL 25 M sumporne kiseline u 1
mL urina u headspace bocCice od 10 mL. Bocice su zatvorene septumom i
aluminijskim ¢epom.
Nakon mucékanja (rué¢no ili vortexom kroz 10 sekundi otprilike) uzorak urina stavi se
na inkubaciju na termoblok pri 60 °C u trajanju od 30 minuta.
Kad se uspostavi ravnoteza izmedu tekuce i plinovite faze, septum se probusi
SPME-iglom (Slika 2.2) kako bi se moglo izvuéi vlakno i izloziti ga plinovitoj fazi iznad
uzorka.
Ostavi se 20 minuta da se hlapljivi spojevi adsorbiraju na SPME vlakno.
Potom se vlakno uvuce natrag u iglu dok se prenese u injektor plinskog kromatografa
gdje se vrsi desorpcija s vlakna na 220 °C tijekom 5 minuta.
Prilikom zavrSetka rada sa SPME vlaknom, obavezno ostaviti vlakno da se ohladi

prije spremanja.

Slika 2.2: Aparatura za adsorpciju uzorka na sivo SPME vlakno

21



2.3. Analiza hlapljivih metabolita vezanim sustavom plinske
kromatografije sa spektrometrijom masa

Analiza hlapljivih metabolita provodila se na plinskom kromatografu (Slika
2.3) modela 8890 GC i trostrukom kvadrupolnom spektrometru masa 7000 D
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, SAD). Za odjeljivanje spojeva koriStena
je nepolarna kolona HP5MS (30m x 0,25 mm, 0,25 um debljina fiksne faze, Agilent,
CA, SAD) sa stacionarnom fazom.3
Za mobilnu fazu koristen je helij protoka 1 mL po minuti. Temperatura injektora bila
je 280 °C. U pecnici se temperatura na poCetku odrzavala na 40 °C tijekom 2 minute,
a zatim se povisila na 180 °C postupnim zagrijavanjem po 5 °C u minuti. Nakon toga
temperatura se povisila na konacnih 220 °C.
Analiza je trajala 42 minute.
Radni uvjeti za spektrometar masa obuhvacaju ionizaciju elektronima pri energiji od
70 eV i temperaturu meduspoja od 260 °C te ionskog izvora od 200 °C. Maseni

spektri su biljeZeni u rasponu m/z od 30 do 400 .

Slika 2.3: GC-MS uredaj
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2.3. Pretrazivanje baze ljudskog metaboza (HMDB)

Napravljen je metabolomicki profil hlapljivih metabolita u urinu te je svaki
pojedini metabolit pretrazen u bazi ljudskog metaboloma HMDB (engl. Human
metabolome database) .HMDB je besplatna, dostupna baza podataka (Slika 2.4)
koja sadrzi detaljne informacije o identificiranim metabolitima malih molekula koje se
nalaze u ljudskom tijelu.

Osim navedenog, HMDB omogucéava uvid u dostupne kemijske, biomolekulske,
klinicke podatke o svakom identificiranom metabolitu, Sto zapravo ukljuCuje

podrijetlo i ulogu metabolita i organizma.

Browse v  Search +  Downloads  About ~  Contact Us

Quantitative metabolomics services for
biomarker discovery and validation

AN\ LY

Browse Metabolites $ »

Learn More »
hmdb

The Human Metabolome Database

Slika 2.4: Sucelje HMDB baze podataka
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3. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom opisanom istrazivanju provedena je identifikacija hlapljivih organskih
metabolita u urinu kontrolne skupine trudnih Zzena koje boluju od preeklampsije i u
urinu skupine zdravih zena s ciliem metaboli¢kog profiliranja.

Analiza urina pomoéu HS-SPME GC-MS rezultirala je detekcijom 925 metabolita u

svim uzorcima i dala je kromatograme prikazane na slikama Slika 3.1 i Slika 3.2.
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Slika 3.1: Primjer kromatograma analiziranog uzorka urina zdrave trudnice
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Slika 3.2: Primjer kromatograma analiziranog uzorka urina trudnice s
preeklampsijom

Nepoznati metaboliti u uzorku identificirani su uz pomo¢ pripadajuc¢e knijiznice
spektara masa NIST (engl. National Institute of Standards and Technology, USA).
Za vec¢inu metabolita koji su uspjesSno identificirani, nije poznato porijeklo i njihova
fizioloSka funkcija, Sto je nerijetka pojava kad se uzme u obzir da je rije€ o urinu Ciji

je sastav kompleksan, kao $to je prethodno navedeno u radu. Pretragom literature,
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posebice HMDB, otkriveno je 27 prisutnih i zastupljenih metabolita u urinu. lzvr§ena
je deskriptivna statistika te su podaci podvrgnuti ANOVA metodi. ANOVA metoda
(engl. Analysis of Variance) koristi se za usporedbu nekoliko grupa istovremeno
upotrebom varijance te sluzi za usporedbu nekoliko kohorta istovremeno na temelju
jedne varijable, Cime se svrstava u metode univarijatne analize.
Od ukupno 27 izabranih identificiranih metabolita dva su ketona (7,4%), jedan je
aldehid (3,7%), tri su alkohola (11,1 %), tri su organosilikona (11,1%), dva su terpena
(7,4%), tri su benzena (11,1%), dva su stirena (7,4%), tri su policiklicka aromatska
ugljikovodika (11,1%), te preostalih osam spojeva zajedno €ini 29,7 %.
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Slika 3.3: Grafi¢ki prikaz svih metabolita identificiranih u uzorcima urina trudnica.
Potpuni nazivi pojedinih metabolita Ciji su nazivi zbog jednostavnosti prikazivanja
navedeni kraticom mogu se naci na str.35 u poglavlju 5. Popis kratica i simbola

Dobiveni podaci prikazani su u skupnom grafikonu (Slika 3.3) te u sljedeéim
grafikonima u kojima su zbog jednostavnosti prikaza spojevi Kklasificirani po
funkcijskim skupinama. Kratice naziva spojeva objasnjene u opisu slike Slika 3.3

koristit ¢e se i u sljede¢im grafikonima.
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Slika 3.4: Graficki prikaz identificiranih metabolita iz skupine alkohola

aldehidi i ketoni
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Slika 3.5: GrafiCki prikaz identificiranih metabolita iz skupine aldehida i ketona.
Potpuni nazivi pojedinih metabolita Ciji su nazivi zbog jednostavnosti prikazivanja
navedeni kraticom mogu se naci na str.35 u poglavlju 5. Popis kratica i simbola

26



TERPENI
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Slika 3.6: Graficki prikaz identificiranih metabolita iz skupine terpena
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Slika 3.7: Graficki prikaz identificiranih metabolita iz skupine organosilikona.
Potpuni nazivi pojedinih metabolita Ciji su nazivi zbog jednostavnosti prikazivanja
navedeni kraticom mogu se naci na str.35 u poglavlju 5. Popis kratica i simbola
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POLICIKLICKI AROMATSKI

UGLJIKOVODICI

5 4,65
45 3,45 387

4 3,07
3,5

3
2,5 H Kontrola

2 117 m Preeklampsija
1,5 1,06 /

1
0,5

0

a-IONEN TDN TTHN

Slika 3.8: Graficki prikaz identificiranih metabolita iz skupine policiklickih
aromatskih ugljikovodika. Potpuni nazivi pojedinih metabolita Ciji su nazivi zbog
jednostavnosti prikazivanja navedeni kraticom mogu se naci na str.35 u poglavlju
5. Popis kratica i simbola
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Slika 3.9: Grafi¢ki prikaz identificiranih metabolita iz skupine aromatskih
ugljikovodika
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Slika 3.10: GrafiCki prikaz preostalih identificiranih metabolita. Potpuni nazivi
pojedinih metabolita Ciji su nazivi zbog jednostavnosti prikazivanja navedeni
kraticom mogu se naci na str.35 u poglavlju 5. Popis kratica i simbola

Deskriptivna statistika pokazala je da su osobe s preeklampsijom imale poviSenu,
odnosno snizenu razinu nekoliko desetaka spojeva razli€itog porijekla u odnosu na
osobe iz kontrolne skupine, a za pojedine metabolite uoeno je znacajnije
odstupanje. Ti metaboliti su heptan-4-on, fenol, dimetilstiren, p-cimen, p-etilstiren, p-

cimenen te trans-linalool oksid i oni su prikazani u sljedec¢oj tablici (Tablica 1).
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Tablica 1: Prikaz razlikovnih metabolita izmedu zdravih Zzena i Zena s
preeklampsijom

%, SREDNJA VRIJEDNOST
KONTROLA PREEKLAMPSIJA

HEPTAN-4-ON 4,83 7,91
FENOL 0,98 2,13
DIMETILSTIREN 5,08 1,68
p-CIMEN 11,01 4,54
B-ETILSTIREN 1,55 3,73
p-CIMENEN 25,48 12,57
trans-LINALOOL OKSID 1,72 0

Sadrzaj ketona gotovo je uvijek poveéan u urinu tijekom trudnoée. U nekim
istrazivanjima, navodi se da je uzrok tome Sto tijekom trudnoce kod vecine zZena kao
simptom javlja povracanje i jutarnja muénina $to rezultira u tijelu dehidracijom i gladi.
Tijekom gladi u organizmu se masti razgraduju i nastaju ketoni. Cesto se jave i
poremecaji u prehrani u tom periodu, Sto takoder vjerojatno ima utjecaja, buduci da
ketoni u urinu uglavnom potjeCu od crijevnih bakterija koje dekarboksiliraju okso-
kiseline.13

Iz tablice vidimo da je kod Zena s preeklampsijom prosje¢ni sadrzaj ketona, heptan-
4-ona, vec€i nego u kontrolnoj skupini Zena. Uzrok tome moZze biti i sadrzaj hrane
koju zene unose. Heptan-4-on se koristi kao prezervativ za hranu i nalazi se u
brojnim namirnicama, ali u kozmetickim proizvodima tako da se ne moze sa
sigurnoSéu reci je li poviSeni sadrzaj rezultat unosa prehranom ili je rezultat
metaboli¢kih procesa samog organizma.??

Uz navedeno, heptan-4-on Cesto potjeCe i iz in vivo oksidacije plastifikatora 2-
etilheksanske kiseline. Plastifikator je tvar koja se dodaje materijalima kako bi ih

ucinila meksim, fleksibilnijim te im povecala plasti¢nost, a smanjila viskoznost i trenje
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pri rukovanju. Dakle, postoji sumnja da se u urbanom okoliSu izlozenom zagadenju
i raznim ispusnim plinovima nalazi izvjesna koli¢ina navedenog plastifikatora koju su
trudnice imale priliku udahnuti.*3

Fenoli u urinu su najveéim dijelom rezultat zagadenog zraka u gradskim sredinama,
posebice se javlja kao sastav ispusnih plinova motornih vozila. Osim toga, fenol se
koristi u proizvodnji lijekova kao pocetni materijal, npr. za proizvodnju Aspirina,
potom u kozmetici u sredstvima za zastitu od sunca, bojama za kosu, eksfolijantima
i slicno. Neke bakterije, poput E. Coli, mogu sintetizirati fenol iz tirozina direktno
pomocu enzima tirozin-fenolijaza. Stoga je moguée da je koncentracija fenola
poviSena i zbog povecanog unosa proteina kroz prehranu. Imajuci to na umu, ne
treba se Cuditi povecanoj koncentraciji fenola kod trudnica s preeklampsijom buduci
da je jedno od osnovnih znacCajki preeklampsije proteinurija tj. povecana
koncentracija proteina u organizmu. Kako koli€ina proteina raste, tijelo dobiva signal
da razgradi viSak proteina, a upravo je fenol produkt razgradnje proteina.??

Stireni su prisutni kao posljedica oneciS¢enja zraka karakteristiCni za Zivot u gradu
te dima duhana. Osim toga, moZe dospjeti u organizam i udisanjem eteri¢nog ulja
ruzmarina. Dimetilstiren i B-etilstiren su izomeri. JoS nije razjasnjeno u kojim to¢no
uvjetima dolazi do pretvorbe jednog u drugi, ali je iz tablice vidljivo da je kod zdravih
trudnica zastupljeniji oblik dimetilstiren, dok je kod Zena oboljelih od preeklampsije
zastupljeniji p-etilstiren.??

p-cimen je metabolit iz ulja eukaliptusa i timijana. Nalazi se u brojnim osvjezivadima
zraka, sredstvima za CiS€enje, dezinficijensima, antisepticima, lubrikantima.
Takoder, p-cimen je ishodiSni spoj iz kojeg crijevna mikroflora proizvodi p-krezol.
Pronadena koncentracija p-cimena u kontrolnoj skupini je vise nego dvostruko veca
od njegove koncentracije u skupini s preeklampsijom. Nije rasvijetljeno Sto je uzrok
tako velikoj razlici. p-cimen je terpen koji se nalazi u za¢inskom bilju i citrusima.
Isto vrijedi i za sljedeci metabolit, p-cimenen, koji je kod oboljelih od preeklampsije
u dvostruko manjoj koncentraciji nego kod zdravih Zena. Poznato je da se spomenuti
spoj koristi u aromaterapiji te je sastav namirnica poput zacinskog bilja.*3

Ono $to je najzanimiljivije u cijeloj tablici jest razlika u koncentraciji t-linalool oksida.

Kod zdravih trudnica njegova koncentracija je prilicno niska, ali s druge strane to je
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jedini metabolit koji se kod trudnica s preeklampsijom uopc¢e ne pojavljuje. Smatra
se da je najpoznatiji kao sastojak mirisne lavande, odnosno njezinog eteri¢nog ulja.
Nalazi se i u ¢ajevima, parfemima, losionima.!3

Kod osoba koje boluju od preeklampsije, gotovo je uvijek povecan sadrzaj ketona.
Iz toga se moze prepoznati da je proizvodnja takvih i slicnih organskih metabolita
svojstvena patolosSkim procesima koji su vezani s preeklampsijom, ali i opcenito
procesima upale prilikom kojih dolazi do porasta koncentracije reaktivnih kisikovih

spojeva. Ovaj rad je potvrdio njihovu nazo¢nost u urinu trudnica s preeklampsijom.
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4. ZAKLJUCCI

Ovaj rad bio je usmjeren na pronalazak biomarkera koji bi omogucili
razlikovanje osoba oboljelih od preeklampsije i zdravih osoba. Metabolicka analiza
usmjerena prema potrazi za biomarkerima bazirana je upravo na hipotezi da neki
fizioloSki podrazaj, ovdje konkretno u vidu pojave preeklampsije, mijenja kemijski
sastav stanica i tako dovede automatski do znacajne promjene u metabolickim
putevima. Pod pojmom promjena misli se na promjenu u obliku izmijenjene
koncentracije odredenog metabolita, potencijalnog biomakera, koji bi sa sigurnosc¢u
mogao biti potvrda tog stanja svaki sljedeci put kad ono nastupi.

Da je takav biomarker uspjesno identificiran i proglasen u ovom radu, to bi omogucilo
da se pravovremeno pristupi medicinskom tretmanu trudnica kod kojih se pojave
simptomi preeklampsije i tako se sprijeCi oStecenje tkiva, u konacnici i ugroza Zivota,
majke i fetusa.

Ipak, istrazivanje nije polucilo dovoljno sigurnim rezultatom ni za jedan metabolit na
temelju kojeg bi ga se moglo proglasiti biomarkerom. Postoji nekoliko mogucih
razloga zasto je oCekivani rezultat izostao. Kao prvi od tih razloga valja istaknuti
nedovoljan broj uzoraka koji su u vremenu izrade ovog rada bili dostupni za
koriStenje u eksperimentu. Pri sliedecoj analizi ovakvog tipa valjalo bi prikupiti veci
broj uzoraka. Uz to, bilo bi optimalno iste uzorke obraditi viSe puta, najmanje tri puta,
i izvrsiti statistiCku analizu i testove kako bi se dobili relevantniji rezultati. To takoder
nije moguce u okviru fakulteta zbog velikog broja ljudi koji koriste laboratorij u kojem
se izvodio sam eksperiment te nemogucénosti okupiranja laboratorija na toliko dugo
vrijeme.

Nadalje, bitno je naglasiti i da je upustanje u metaboliCke analize vrlo kompleksno
zbog velike koliCine spojeva koji se na kromatogramu mogu nalaziti vrlo blizu jedan
drugome te postoji Sansa da je preklapanje samo sa spektralnih knjiznica dovelo do
krivog traga, dajuéi rezultate za izomer koji zapravo nije prisutan.

Ipak, unatoC tome Sto glavni cilj nije uspjesno ispunjen, podaci dobiveni tijekom ovog
istraZivanja otvaraju nove mogucnosti i ostavljaju prostora kako za daljnje

prou¢avanje razlika izmedu dviju skupina trudnica, zdravih i oboljelih od
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preeklampsije, tako i za prou€avanje razlika, koje su u odredenim slu€ajevima zaista
velike, izmedu koncentracija istih spojeva u nizu uzoraka samo kontrolne ili samo
uzoraka oboljelih trudnica. Kod nekih zdravih trudnica neki spojevi su tek u manjim
kolicinama, dok su kod nekih ti isti spojevi u prili€cno visokim koncentracijama.
Pomoglo bi i dodatno istrazivanje sastava urina opcenito u svrhu pronalaska
odredenog standarda po sastavu. Prema tome, moze se optimisticno zakljuciti kako
za buduénost ima puno materijala koje treba obrazloZiti i koji ¢e potencijalno takoder

doprinijeti dobivanju medicinski korisnih Cinjenica.
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. POPIS KRATICA | SIMBOLA

e HS-SPME — Headspace solidphase microextraction

e GC-MS - gas chromatography — mass spectrometry

e VOM - volatile organic metabolites

e VOC - volatile organic compounds

e CYP 450 — cytochrome 450

e TDN - 1,2-dihidro-1,1,6-trimetilnaftalen

e HMCTS — heksametilciklotrisiloksan

e OMCTS - oktametilciklotetrasiloksan

e FMDT — 3-formil-N-metil-9-(feniletinil)dibenzo[2,3-a:5,6-a'](1,4)tiazin

e P-TSFBE - p-trimetilsililoksifenil-bis(trimetilsililoksi)etan

e THDF - tetrahidro-2,2-dimetil-5-(1-metil-1-propenil)furan

e EHM - etil — hidroksimandelat

e ATKK - 2-amino-4-izopropil-5-okso-5,6,7,8-tetrahidro-4H-kromen-3-
karbonitril

e CA — ciklopropilen adamantan

e NPS-1,1,1,3,5,7,9,9,9-nonametilpentasiloksan

e TTHN - trimetiltetrahidronaftalen

e BTSOB - 2,5-bis[(trimetilsilil)oksilbenzaldehid

e ANOVA - Analysis of variance

e NIST — National Institute of Standards and Technology

¢ HMDB — Human Metabolome Database
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