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SAZETAK

Kromhidroza je rijedak dermatoloski poremecaj koji se manifestira izluivanjem obojenog
znoja, najcesce iz apokrinih znojnih zlijezda. Ova pojava moze izazvati znoj u nijansama
crvene, plave, zelene, smede ili crne boje, §to moze prouzrociti znatnu psiholosku nelagodu
kod pacijenata zbog neobi¢nog izgleda znoja. Glavni uzrok kromhidroze je nakupljanje
lipofuscina, pigmenta koji se obi¢no javlja kao nusprodukt starenja i oksidacijskog stresa.
Lipofuscin se nakuplja u apokrinim zlijezdama i izluCuje zajedno sa znojem, Sto rezultira
njegovom promjenom boje. U radu su koriStene tehnike poput plinske kromatografije i
masene spektrometrije (GC-MS) za analizu uzorka znoja pacijentice. Cilj je bio
identificirati hlapljive kemijske spojeve prisutne u znoju pacijentice. Rezultati su ukazali
na prisutnost specificnih spojeva koji mogu biti kljuéni u objaSnjavanju fenomena

kromhidroze.

Kljuéne rije¢i: kromhidroza, GC-MS, obojeni znoj, SPME, hlapljivi organski spojevi



ABSTRACT

Chrombhidrosis is a rare dermatological disorder characterized by the secretion of colored
sweat, most commonly from apocrine sweat glands. This phenomenon can result in sweat
in shades of red, blue, green, brown, or black, which may cause significant psychological
discomfort in patients due to the unusual appearance of their sweat. The primary cause of
chromhidrosis is the accumulation of lipofuscin, a pigment typically produced as a
byproduct of aging and oxidative stress. Lipofuscin accumulates in the apocrine glands
and is secreted with the sweat, leading to a change in color. In this study, techniques such
as gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS) were employed to analyze
samples of purple sweat secreted by a patient. The aim was to identify volatile chemical
compounds responsible for this unusual sweat color. The results indicated the presence of

specific compounds that may be key in explaining the phenomenon of chromhidrosis.

Keywords: chromhidrosis, GC-MS, colored sweat, SPME, volatile organic compounds
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UvVOD

Kromhidroza je rijedak dermatoloSki poremecaj koji se manifestira izluc¢ivanjem
obojenog znoja iz znojnih zlijezda. Iako znojenje predstavlja prirodan fizioloSki proces
neophodan za regulaciju tjelesne temperature, kod osoba s kromhidrozom dolazi do
promjene boje znoja, §to izaziva zabrinutost i nelagodu. Uobic¢ajeno, znoj je bezbojan,
sastoji se pretezno od vode, elektrolita, uree, amonijaka, mlijecne kiseline i drugih
otpadnih tvari, a njegov sastav moze varirati ovisno o razli¢itim ¢imbenicima kao $to su
prehrana, zdravstveno stanje, spol i fizioloski uvjeti. Medutim, kod kromhidroze, znoj
moze biti obojen u razli¢ite nijanse, ukljuc¢ujuéi crvenu, plavu, zelenu, smedu i crnu boju,

Sto je najcesce povezano s nakupljanjem pigmenata unutar apokrinih znojnih zlijezda.

Ljudski znoj je kompleksna mjesavina razlicitih organskih i anorganskih spojeva. Muski
znoj, primjerice, bogat je aldehidima, ketonima, masnim kiselinama i steroidnim
spojevima, dok Zenski znoj sadrzi viSe alkohola 1 estera, a tijekom menstrualnog ciklusa
moze sadrzavati povecane koncentracije steroidnih hormona. Kromhidroza se najcesce
povezuje s apokrinim Zzlijezdama, koje se nalaze u podrucjima poput pazuha i prepona,
gdje njihov znoj sadrzi vece koli€ine lipida i proteina, Sto doprinosi specificnom mirisu

tijela.

Glavni uzrok obojenja znoja kod kromhidroze su pigmenti poput lipofuscina, koji se
nakupljaju u apokrinim Zlijezdama. To je pigment poznat po svojoj varijabilnoj boji, koja
moze biti smeda, crvena ili Zuta, ovisno o stupnju oksidacije. Lipofuscin je slozena smjesa
oksidiranih proteina, lipida 1 manjih koli¢ina ugljikohidrata i metala. Ovaj pigment
nastaje kao rezultat oksidacijskog stresa 1 nepotpune lizosomske razgradnje oStecenih
mitohondrija, §to povezuje njegovo nakupljanje s oStecenjem stanica. To moZe doprinijeti
abnormalnoj pigmentaciji koja se primjecuje kod kromhidroze. Nadalje, lipofuscin moze
narusSiti funkciju nepovezanih stani¢nih sustava, poput putanje ubikvitin/proteasom, $to
potencijalno dovodi do stani¢ne disfunkcije i abnormalne aktivnosti zlijezda. Kao poznat
biomarker stani¢nog starenja, nakupljanje lipofuscina u apokrinim Zlijezdama moglo bi
objasniti zasto je kromhidroza ¢eS¢a kod odraslih. Kod ekrine kromhidroze, koja je rjeda,
obojenje znoja nastaje zbog interakcije znoja s vanjskim tvarima poput boja ili kemikalija,
dok se kod pseudo-kromhidroze znoj sam po sebi ne mijenja, ve¢ dolazi do promjene boje

zbog interakcije s mikroorganizmima na povrSini koZze.



Obzirom na rijetkost i sloZenost ovog poremecaja, kromhidroza nije dovoljno istrazena,
Sto otezava razumijevanje njezine etiologije i patofiziologije. Cilj ovog zavr$nog rada je
pruziti detaljan pregled trenutnih spoznaja o kromhidrozi, analizirati kemijski sastav
hlapljive frakcije znoja kod osobe s ovim poremecajem te identificirati potencijalne
spojeve koji bi se mogli povezati s ovim stanjem. Kako bi se identificirali hlapljivi spojevi
iz znoja osobe s kromhidrozom, koristit ¢e se analiticke tehnike plinska kromatografija u

kombinaciji s masenom spektrometrijom (GC-MS).



1. OPCIDIO

1.1 LJUDSKI ZNOJ

Znojenje je prirodni proces kojim se ljudsko tijelo hladi i odrzava unutarnju temperaturu.
Znoj, vodena tekucina izluena znojnim zlijezdama, sastoji se uglavnom od vode, ali
sadrzi i male koli¢ine elektrolita, uree, amonijaka, mlije¢ne kiseline i drugih otpadnih
tvari. Kemijski sastav znoja moze varirati ovisno o razli¢itim ¢imbenicima kao S§to su
prehrana, zdravstveno stanje, razina hidracije i okoli$ni uvjeti. Osim nabrojanog, znoj

sadrzi i glukozu te tragove metala poput bakra, cinka i Zeljeza.[!]

Postoje dvije glavne vrste znojnih zlijezda: ekrine i apokrine Zlijezde. Ekrine zlijezde su
raSirene po cijelom tijelu 1 najviSe su odgovorne za termoregulaciju. S druge strane,
apokrine Zlijezde nalaze se u podruc¢jima poput pazuha i prepona, a njihov znoj sadrzi

vise lipida i proteina, §to moze biti povezano s mirisom tijela./?!

Ekrine zlijezde proizvode znoj koji se sastoji uglavnom od vode i soli. Ovaj znoj isparava
s povrSine koze, pomazu¢i u hladenju tijela tijekom fizicke aktivnosti ili u toplim
uvjetima.B®l Apokrine Zlijezde izlu¢uju guséi znoj koji sadrzi lipide i proteine. Kada

bakterije na koZzi razgraduju te komponente, nastaje specifican miris tijela.

Ljudski znoj moZe sadrzavati razli€ite spojeve koji imaju ulogu u komunikaciji izmedu
pojedinaca, kao $to su feromoni. Ovi spojevi mogu utjecati na privla¢nost, emocionalno
stanje 1 druge aspekte meduljudskih odnosa. Znoj takoder moze reflektirati unutarnje
stanje organizma, ¢ine¢i ga potencijalnim dijagnostickim alatom za pracenje zdravlja i
metabolickih procesa. Na primjer, poviSena razina laktata u znoju moze ukazivati na
intenzivnu fizicku aktivnost, dok prisutnost glukoze moze biti znak poremecaja poput

dijabetesa.

U posljednje vrijeme, uzorkovanje koze dobiva sve vecu paznju u klini¢koj znanosti zbog
svog potencijala za dobivanje vrijednih fizikalno-kemijskih informacija. Znoj, koji
proizvode ekrine i apokrine zlijezde, te sebum, izluCen iz lojnih Zlijezda, sadrze vazne
komponente nastale razgradnjom proteina i enzima, koje obogacuju povrsinski sloj koze.

Do sada je kod ljudi identificirano vise od 1800 hlapljivih organskih spojeva (engl.



Volatile Organic Compounds, VOCs), od kojih se oko 500 izluéuje kroz povrsinu koze.!
Volatolom je skup svih hlapljivih organskih spojeva koje organizam ili odredeno tkivo,

poput koZe, oslobada u okolis.[®]

Slika 1 prikazuje razli¢ite primjene hlapljivih spojeva koje emitira ljudska koza u
biomedicinskim kontekstima. Hlapljivi organski spojevi iz koze mogu se koristiti za
dijagnostiku bolesti, pracenje zdravstvenog stanja, te u forenzickim i1 kozmetiCkim
istrazivanjima. Centralno mjesto na slici zauzimaju izvori hlapljivih spojeva, koji
ukljucuju Zlijezde znojnice (apokrine i ekrine), lojne Zlijezde te mikrobioloSke procese na

kozi.

Razli¢ite metode prikupljanja uzoraka prikazane su u unutarnjem krugu, ukljucujuci
upotrebu pamucnih jastuci¢a, mikroniti i apsorpcijskih traka. Ove metode omogucéuju
prikupljanje spojeva koji se potom analiziraju razli¢itim analiti¢kim tehnikama, kao §to

su GC-MS i e-nosadi.

Vanjski prsten slike ilustrira razli¢ite primjene analize hlapljivih spojeva. Primjerice, u
dijagnostici bolesti, hlapljivi organski spojevi se koriste za neinvazivno otkrivanje
promjena u zdravlju, dok se u kozmetici koriste za analizu ucinaka razli¢itih proizvoda
na miris tijela. Forenzi¢ka primjena hlapljivih organskih spojeva omogucuje detekciju
bioloskih tragova, a u okupacijskoj terapiji hlapljivi spojevi mogu pruziti uvid u
metaboli¢ke procese tijela. Tu je i istrazivanje uloge hlapljivih organskih spojeva u
privlacenju kemijskih spojeva, S§to je korisno u biomedicinskim i ekoloskim

istrazivanjima.
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Slika 1. Prikaz tehnika uzorkovanja ljudske koze!”/

Znojenje je klju¢no za odrzavanje homeostaze u tijelu, a njegove funkcije i sastav znoja
mogu se znacajno razlikovati medu ljudima, ovisno o razli¢itim ¢imbenicima poput

genetike, prehrane i okoliga. [¢]

1.1.1 ANALIZA LJUDSKOG ZNOJA

Ljudski znoj je kompleksna mjeSavina koja sadrzi razli¢ite organske i anorganske
spojeve. Kemijski sastav znoja moZze znaCajno varirati ovisno o spolu, prehrani,
zdravstvenom stanju, fizioloskim uvjetima poput menstrualnog ciklusa kod Zena te
okolisnim ¢imbenicima. Ovdje ¢emo detaljnije analizirati glavne komponente znoja kod
muskaraca, Zena te Zena tijekom menstruacije, koriste¢i podatke iz nedavnih istrazivanja.

Razli¢iti GC profil ekstrakta ljudskog znoja prikazani su na Slici 2.1!



1.1.1.1 SPOJEVI U ZNOJU MUSKARACA

Kod muskaraca, znoj sadrzi bogatstvo kemijskih spojeva, od kojih su neki specifi¢ni za

muski metabolizam 1 hormonalni status. Glavni spojevi ukljucuju:

e Aldehidi i ketoni: Aldehidi poput heksanala i nonanala ¢esto su prisutni u znoju
muskaraca i doprinose mirisu znoja, koji se ¢esto opisuje kao "masni" ili "uljni".
Ketoni poput acetona takoder su prisutni i nastaju kao rezultat metabolizma masti.

e Masne kiseline: Muski znoj sadrzi vise dugolan¢anih masnih kiselina poput
palmitinske kiseline, koje doprinose specificnom mirisu znoja. Ove kiseline
nastaju u lojnim zlijezdama, a mogu oksidirati na kozi, daju¢i znoju
karakteristi¢an miris.

e Aminokiseline i amini: Prisutnost slobodnih aminokiselina poput leucina i
izoleucina, kao i biogenih amina, povezana je s metabolizmom proteina na
povrsini koZe. Amini poput trimetilamina takoder doprinose mirisu znoja.

e Steroidni spojevi: Steroidni spojevi poput androstenona i androstenola specifi¢ni

su za muski znoj 1 doprinose feromonalnom ucinku.

1.1.1.2  SPOJEVI U ZNOJU ZENA

Znoj kod Zena sadrzi slicne kemijske komponente kao i kod muSkaraca, ali postoje

odredene razlike zbog hormonalnih razlika i razli¢itih fizioloSkih procesa:

e Karbonilni spojevi: Karbonilni spojevi poput formaldehida i acetaldehida
prisutni su u manjoj koncentraciji u odnosu na muski znoj, §to moze utjecati na
drugaciji miris.

e Alkoholi i esteri: Znoj Zena Cesto sadrzi vise alkohola i estera, koji nastaju kao
rezultat fermentacije bakterija na koZzi. Ovi spojevi mogu dati znoju "voéni" miris.

e Steroidni hormoni: U znoju Zena, posebno tijekom menstrualnog ciklusa, moze
se detektirati prisutnost steroidnih hormona poput progesterona i estrogena. Ovi

hormoni mogu utjecati na sastav znoja i njegov miris.



e Vitamini i metaboliti: U znoju Zena prisutni su i vitamini poput vitamina C te

njihovi metaboliti, koji takoder mogu utjecati na miris znoja.

1.1.1.3 SPOJEVI U ZNOJU ZENA TIJEKOM MENSTRUACIJE

Tijekom menstruacije, kemijski sastav znoja kod Zena moZze se promijeniti, Sto moze

rezultirati drugacijim mirisom ili bojom:

e Feromoni: Povecana proizvodnja feromona tijekom menstruacije moze utjecati
na privlacnost mirisa znoja. To moze biti povezano s bioloskim signalima
vezanim uz plodnost.

e Lipidi i proteini: Sastav lipida u znoju moze varirati tijekom menstrualnog
ciklusa, $to moze dovesti do promjene u mirisu i konzistenciji znoja. Lipidi poput
skvalena i ceramida ¢eS¢e su prisutni tijekom menstruacije.

e Aminokiseline i njihovi derivati: Povecana prisutnost odredenih aminokiselina
1 njihovih derivata moze biti rezultat hormonskih promjena tijekom menstruacije.

e Hlapljivi organski spojevi (VOCSs): Neki hlapljivi organski spojevi, kao $to su
izopren 1 dimetil disulfid, mogu se povecati tijekom menstruacije, $to doprinosi

promjeni mirisa.

Ova detaljna analiza sastava znoja kod muSkaraca, Zena i Zena tijekom menstruacije pruza
uvid u slozenost 1 varijabilnost ovog bioloskog fluida. Spojevi prisutni u znoju ne samo
da reflektiraju individualne fizioloSke karakteristike, ve¢ mogu pruziti korisne
informacije o zdravstvenom stanju 1 metabolickim procesima. Razumijevanje ovih razlika

moZe biti klju¢ u razvijanju personaliziranih pristupa u dijagnostici i njezi koze. 1%
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Slika 2. Razliciti GC profil ekstrakta ljudskog znoja ¥

1.2

Krombhidroza je rijedak dermatoloski poremecaj koji uzrokuje izlu¢ivanje obojenog znoja

iz znojnih zlijezda. Ova rijetka pojava moZze ukljucivati znoj razli¢itih nijansi, ukljucujuéi

crvenu, plavu, zelenu, smedu i crnu boju.

[11]

Kromhidroza je povezana s apokrinim

znojnim zlijezdama, koje su smjesStene u podruc¢jima tijela bogatim dlakama, kao Sto su

pazusi, genitalna podrudja i areole.’? Ove Zlijezde obi¢no proizvode znoj koji je

bezbojan, ali u slu¢aju kromhidroze, dolazi do nakupljanja 1 izlu¢ivanja pigmenata koji



znoju daju specifi¢ne boje, Sto moze izazvati psiholosku nelagodu kod pacijenata zbog
[13]

neobicnog izgleda.
Najcesci oblik kromhidroze je apokrina kromhidroza, gdje pigmenti poput lipofuscina
uzrokuju promjenu boje znoja. Lipofuscin je pigment koji se obi¢no javlja kao nusprodukt
starenja i oksidacijskog stresa. Ovaj pigment moze imati varijabilnu boju, ovisno o stanju
oksidacije, ukljuc¢uju¢i smedu, crvenu ili zutu boju. U kromhidrozi, lipofuscin se nakuplja
u apokrinim zlijezdama, a zatim se izlucuje zajedno sa znojem, Sto rezultira obojenjem

znoja u karakteristiéne boje.*

Ekrina kromhidroza je rjedi oblik ovog poremecaja i povezana je s ekrinim znojnim
zlijezdama, koje se nalaze po cijelom tijelu. Kod ekrine kromhidroze, obojenje znoja
obi¢no nastaje zbog interakcije znoja s vanjskim tvarima, poput boja, kemikalija ili
lijekova koji se izluCuju putem znoja. Ova vrsta kromhidroze obi¢no je privremena i boja

znoja se vra¢a u normalu nakon prestanka izlaganja uzro¢nom faktoru.™*®!

Pseudo-kromhidroza je specifican oblik kromhidroze u kojem znoj sam po sebi nije
obojen, ali dolazi do promjene boje znoja zbog interakcije s mikroorganizmima ili
kemikalijama na povrSini koZe. Ova pojava mozZe biti uzrokovana prisutnos¢u bakterija
ili gljivica koje metaboliziraju komponente znoja, stvarajuc¢i pigmente koji uzrokuju
obojen znoj. Ovaj oblik kromhidroze moze biti izazvan razli¢itim vanjskim ¢imbenicima

i obi¢no nestaje s prestankom izlaganja tim faktorima. !¢l

Etiologija kromhidroze ukljuuje razli¢ite c¢imbenike, ukljuCuju¢i genetske
predispozicije, metabolicke poremecaje, upalne procese 1 vanjske utjecaje, poput
kontaminacije kemikalijama. Glavni mehanizam koji uzrokuje kromhidrozu je
nakupljanje pigmenata unutar znojnih Zlijezda, ali specifi¢ni uzroci razli¢itih boja znoja
jo$ uvijek nisu potpuno razjasnjeni. Zbog svoje rijetkosti, kromhidroza nije opsezno
istrazena, Sto dodatno komplicira razumijevanje ovog poremecaja i otezava postavljanje

dijagnoze i razvoj u¢inkovitih tretmana.l*"]



1.3 KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je analiticka tehnika koja se koristi za razdvajanje komponenata slozenih
smjesa na temelju njihove razli¢ite raspodjele izmedu dviju faza: mobilne i stacionarne
faze. Ova metoda se temelji na razli¢itim afinitetima molekula prema stacionarnoj fazi,
pri cemu komponente s manjim afinitetom prema stacionarnoj fazi putuju brze kroz

sustav, dok se one s ve¢im afinitetom zadrzavaju duze.

Povijest kromatografije zapoCinje s ruskim botani¢arom i biokemi¢arom Mihailom
Semjonovicem Cvetom, koji je prvi izveo eksperimente u ovom podrucju. U svojim ranim
radovima, razdvajao je biljne pigmente koristeéi staklenu kolonu napunjenu kalcijevim
karbonatom kao stacionarnom fazom, dok je eter sluzio kao mobilna faza. Tijekom tih
eksperimenata, razli€iti pigmenti formirali su obojene vrpce unutar kolone, ovisno o
njihovoj interakciji sa stacionarnom fazom, §to je bio temelj za razvoj kromatografske

metode.

Kromatografija se dijeli prema nacinu ostvarivanja kontakta izmedu mobilne i
stacionarne faze, pa tako razlikujemo plosnu i kolonsku kromatografiju. PloSna
kromatografija, poput papirne kromatografije, koristi plohe kao stacionarnu fazu, dok se
u kolonskoj kromatografiji Kkoristi kolona ispunjena stacionarnom fazom. Kolonska
kromatografija se dalje dijeli na plinsku i1 tekuc¢insku, ovisno o agregatnom stanju mobilne

faze.

U plinskoj kromatografiji, mobilna faza je inertni plin, poput helija, argona ili dusika, dok
je stacionarna faza obi¢no nehlapljiva tekuéina nanesena na kruti nosac. S druge strane,
u tekucinskoj kromatografiji mobilna faza je tekucina niske viskoznosti, koja prolazi kroz

kolonu ispunjenu stacionarnom fazom.

Kromatografske tehnike se takoder mogu klasificirati prema prirodi interakcije izmedu
stacionarne 1 mobilne faze. Ova klasifikacija ukljucuje razdjelnu kromatografiju, gdje se
komponente razdvajaju na temelju razlike u topljivosti izmedu faza; adsorpcijsku
kromatografiju, koja se temelji na razli¢itim afinitetima komponenata prema povrSini

stacionarne faze; afinitetnu kromatografiju, koja koristi specificne bioloske interakcije;
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kromatografiju iskljucenjem, koja razdvaja molekule prema njihovoj veli€ini te ionsko-

izmjenjivacku kromatografiju, koja razdvaja molekule na temelju njihovog naboja.

Ova svestranost ¢ini kromatografiju kljunom metodom u analitickoj kemiji,
omogucujuéi preciznu analizu 1 karakterizaciju slozenih smjesa, ukljucujuéi bioloske

uzorke kao $to su znoj, krv i drugi tjelesni izluCevine.

1.3.1 PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinska kromatografija (engl. Gas chromatography, GC) je analiticka tehnika koja se
koristi za razdvajanje i analizu smjesa hlapljivih spojeva, ukljucujuéi 1 one s nizom
hlapljivoséu, poput alkohola i ugljikovodika. Ova metoda nalazi Siroku primjenu u
organskoj kemiji zbog svoje sposobnosti da precizno identificira i kvantificira
komponente sloZenih smjesa. U plinskoj kromatografiji, uzorci moraju biti hlapljivi kako
bi mogli ispariti prilikom injektiranja u sustav. Mobilna faza je inertni plin, dok je

stacionarna faza nehlapljiva teku¢ina nanesena na kruti nosa¢ unutar kolone.

Uzorak se ubrizgava kroz gumenu membranu u kolonu u plinskom stanju. Da bi se
osiguralo brzo isparavanje uzorka, injektor, kolona i detektor zagrijani su na temperaturu
neSto viSu od temperature kolone. Ovaj pristup sprjecava kondenzaciju uzorka i
omogucuje optimalne uvjete za odvajanje komponenata u koloni. Tipi¢no, volumeni
injektiranih uzoraka u plinovitom stanju krec¢u se od 1 do 10 pL, dok tekuéi uzorci obi¢no

imaju volumen od 0,1 do 1 pL.

Plinski kromatograf (Slika 3)!!81, uredaj koji omoguéuje provodenje plinske
kromatografije, sastoji se od nekoliko klju¢nih komponenti: plina nositelja s regulatorom
tlaka 1 mjeratem protoka, injektora, kolone smjeStene u termostatiranom prostoru,
detektora i racunala za analizu podataka. Kada se uzorak ubrizga u sustav, on se brzo
isparava, a njegove komponente se razdvajaju unutar kolone na temelju njihove
interakcije sa stacionarnom fazom. Eluirane komponente potom detektira detektor, ¢iji

zapis omogucuje kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje prisutnih spojeva.
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Detektori u plinskoj kromatografiji igraju klju¢nu ulogu u prepoznavanju eluiranih

komponenti. Iako detektori sami po sebi ne identificiraju specificne spojeve, oni

signaliziraju prisutnost molekula koje napustaju kolonu. Postoji nekoliko vrsta detektora

koji se koriste u GC:

Detektor toplinske vodljivosti (engl. Thermal conductivity detector, TCD):
Funkcionira na principu promjene toplinske vodljivosti plina nositelja uslijed
prisutnosti analita.

Plamenoionizacijski detektor (engl. Flame lonization Detector, FID): Odlikuje
se visokom osjetljivos¢u i Sirokim linearnim rasponom, te je jedan od najcesce
koriStenih detektora u organskoj kemiji.

Detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron Capture Detector, ECD):
Posebno je osjetljiv na spojeve s elektronegativnim skupinama, kao S§to su
halogeni i peroksidi, ali je manje osjetljiv na amine i alkohole.

Selektivni detektori: Ovi detektori kombiniraju kromatografiju s tehnikama
spektroskopije, omogucuju¢i precizniju analizu specificnih funkcionalnih

skupina.

Ratunalna obrada podataka
/ Injektor Detektor Pojacalo

.............. §

ermostatirani prostor

Plinski kromatograf

. 4

Slika 3. Shematski prikaz plinskog kromatografa

Pored ovih detektora, postoje i detektori za kvalitativnu identifikaciju analita, kao §to su:

Maseni spektrometar (MS): Maseni spektrometar (Slika 4) se sastoji od

-----

MS sustavu je kvadrupolni analizator, koji koristi etiri elektrode s promjenjivim

polaritetom za odvajanje iona na temelju omjera mase i naboja. Kvadrupol je
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posebno pogodan za upotrebu u kromatografiji zbog svoje sposobnosti brzog

snimanja iona, §to omogucuje detaljnu analizu sastava smjese.

| MAGNET
GRIAC e
UZORAK v lm i @ MAGNETSKO
I o POLJE
—> -, e, :

UBRIZGAVANJE

UZORKA = ! , D
UBRZANI [ONI | DETEKTOR

ELEKTRONSKI SNOP R

Slika 4. Shematski prikaz rada masene spektrometrije

o Infracrveni spektrometar s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier
transform infrared spectroscopy, FTIR): Ovaj instrument se Kkoristi za
identifikaciju molekula na temelju njihove apsorpcije infracrvenog zracenja, $to

pruza informacije o molekularnoj strukturi.

Plinska kromatografija u kombinaciji s ovim detektorima predstavlja izuzetno moénu
tehniku za analizu slozenih organskih smjesa, omogucéujuci detaljno razumijevanje

njihovog sastava. 1924

1.3.2 PLINSKA KROMATOGRAFIJA SPREGNUTA SA
SPEKTROMETRIJOM MASA (GC-MS)

GC-MS (Slika 5) (plinska kromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom) je
napredna analiticka tehnika koja kombinira dva mo¢na instrumenta kako bi se omogucila
detaljna analiza tvari prisutnih u uzorku. Ova kombinacija metoda pruza visoku

specificnost 1 osjetljivost, §to omogucuje analiticarima da istodobno identificiraju

13



(kvalitativno) i kvantificiraju spojeve unutar slozenih smjesa. Zbog svoje preciznosti i
pouzdanosti, GC-MS se Cesto smatra zlatnim standardom u analizi bioloskih uzoraka,

identificiranju droga, otrova, te drugih kemijskih supstanci.

Slika 5. Uredaj za GC-MS analizu

Plinska kromatografija omogucuje razdvajanje komponenti smjese na temelju njihovih
razlicitih interakcija sa stacionarnom fazom unutar kolone. Svaka komponenta smjese,
ovisno o svom afinitetu prema stacionarnoj fazi, eluirat ¢e iz kolone u razli¢itim
vremenskim intervalima. Nakon razdvajanja, komponente se prenose u maseni

spektrometar, gdje se analiziraju na temelju omjera njihove mase i naboja.

Sinergijsko djelovanje plinske kromatografije i masene spektrometrije klju¢no je za
postizanje visoke razlucivosti i to¢nosti u identifikaciji spojeva. GC-MS je posebno
ucinkovit u analizi sloZzenih smjesa gdje je potrebno identificirati i kvantificirati spojeve
u prisutnosti brojnih drugih tvari. Bez kombinacije ovih dviju tehnika, bilo bi izuzetno

tesko ili nemoguce precizno odrediti specificne molekule unutar uzorka.

Instrumentacija za GC-MS analizu sastoji se od dva glavna dijela: plinskog kromatografa
1 masenog spektrometra. Ova dva sustava mogu biti povezana na vise nacina, ukljuc¢ujuci
otvoreni i direktni spoj. Kada se uzorak ubrizga u plinski kromatograf, on se pretvara u
plinovito stanje i transportira kroz kolonu uz pomo¢ inertnog plina koji sluzi kao mobilna
faza. Komponente uzorka razli¢ito se vezu za stacionarnu fazu, $to rezultira njihovim

postupnim eluiranjem iz kolone prema detektoru. Nakon §to komponente napuste kolonu,
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ulaze u maseni spektrometar, gdje se ioniziraju i analiziraju prema omjeru mase i naboja,

generirajuci elektronski signal koji se zatim interpretira.

GC-MS metoda se koristi u Sirokom spektru primjena, od forenzickih analiza i
toksikologije, do istrazivanja u farmaciji i biokemiji, zbog svoje sposobnosti da pruzi

detaljne informacije o sastavu uzoraka na molekularnoj razini. 2%

1.4 PRETRAZIVANJE BAZE LJUDSKOG METABOLOMA (HMDB)

U okviru ovog istrazivanja, izvrSena je detaljna analiza hlapljivih metabolita prisutnih u
uzorcima znoja. Za svaki identificirani metabolit, provedeno je pretrazivanje u bazi
podataka ljudskog metaboloma (engl. Human Metabolome Database, HMDB). HMDB
predstavlja sveobuhvatnu i1 besplatno dostupnu bazu podataka koja sadrzi opsezne

informacije o malim molekulama metabolita prisutnim u ljudskom tijelu.

Baza HMDB omogucuje korisnicima pristup Sirokom spektru podataka koji ukljucuju
kemijske karakteristike, biomolekulske informacije, kao 1 klinicke podatke povezane s
pojedinim metabolitima. Svaki metabolit u bazi poprac¢en je detaljnim opisom koji
obuhvaca njegovu strukturu, bioloSku ulogu, podrijetlo u organizmu, te potencijalne veze
s razlicitim fizioloSkim 1 patoloskim stanjima. KoriStenjem ove baze podataka, dobiveni

metabolomicki profili znoja mogu se preciznije analizirati i interpretirati.[?6]

1.5 UZORKOVANIJE

Uzorak za analizu prikupljen je od pacijentice koja je imala simptome kromhidroze, §to
se oCitovalo ljubic¢astim znojem u stanju stresa. Koristili smo sterilnu tkaninu koja je bila
u dodiru s preponama pacijentice, gdje su ostali tragovi ljubicastog znoja (Slika 6). Dio
te tkanine paZzljivo smo izrezali 1 spremili u zatvorenu posudu kako bismo sprijecili
kontaminaciju i sacuvali uzorak za analizu. Uzorak je zatim ¢uvan u hladnjaku na +4 °C

jedan dan do same analize.
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Slika 6. Uzorak tkanine sa znojem

1.6 PRIPREMA UZORKA

1.6.1 OTAPANIJE U PENTANU

Za potrebe analize, uzorak tkanine na kojoj su bili prisutni tragovi ljubi¢astog znoja
stavljen je u posudu, a zatim je dodan pentan kako bi se omogucio kontakt izmedu otapala
i tkanine. Pentan, kao nepolarno otapalo, omoguéava ekstrakciju lipofilnih komponenti
iz uzorka, ¢ime se olakSava daljnja analiza prisutnih spojeva. Ovaj postupak osigurava da

svi spojevi koji su topivi u pentanu budu ucinkovito ekstrahirani iz tkanine.

1.6.2 MIKROEKSTRAKCIJA KRUTE FAZE (SPME)

Mikroekstrakcija krute faze (SPME) predstavlja suvremenu analiticku tehniku koja
omogucava jednostavnu i brzu ekstrakciju, koncentraciju i1 analizu hlapljivih te
poluhlapljivih spojeva. Ovaj postupak izvodi se bez koristenja otapala, ¢ime se izbjegava

potencijalna kontaminacija uzoraka, a vrijeme pripreme znacajno se smanjuje. SPME
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koristi vlakna obloZena adsorpcijskim materijalom koja se uranjaju u ili postavljaju iznad

uzorka (eng. headspace metoda), gdje dolazi do adsorpcije analita.?”]

SPME tehnika je uvedena od strane J. Pawliszyna krajem 1980-ih godina i ubrzo je stekla
popularnost zbog svoje jednostavnosti i efikasnosti. Klju¢na prednost ove metode je u

kombiniranju tri procesa (uzorkovanje, ekstrakcija i koncentracija) u jednom koraku.

SPME metoda omogucuje uzorkovanje razli¢itih vrsta analita iz razli¢itih matrica,
ukljucujuéi bioloske uzorke, okoliSne uzorke, tekucine iz hrane i pica, te industrijske
materijale. Metoda je takoder kompatibilna s naprednim analitickim tehnikama poput
plinske kromatografije (GC) i masene spektrometrije (MS), Sto omogucuje to¢nu

identifikaciju i kvantifikaciju spojeva.*®

U ovom istrazivanju koristena je vlakno-SPME tehnika. U vlakno-SPME tehnici,
vlakno je oblozeno sorbensom i uronjeno u uzorak, pri ¢emu se analiti adsorbiraju na
povrSinu vlakna. Nakon postizanja ravnoteze, vlakno se uklanja iz uzorka 1 analiti se

termicki desorbiraju u plinski kromatograf, gdje se dalje analiziraju (Slika 7)1,

POSTUPAK EKSTRAKCIJE/ADSORPCIE POSTUPAK DESORPCIE
lacenie viak Probijanje .. Uvlaéenje vlakna
Probijanje Izlaganje SPME St gcenie viakha S membrane u Desc"’PC'Ja
membranena  ylakna adsorbiranim analitom injektoru GC uredaja analita
spremniku s analitu/ekstrakcija
uzorkom I H

O S

Slika 7. Prikaz postupka ekstrakcije i desorpcije analita koriste¢i SPME tehniku

i

SPME tehnika je Siroko primjenjiva jer omogucuje ekstrakciju i koncentraciju spojeva
bez dodatnih kemijskih reagensa, ¢ime se minimizira utjecaj na okoli§, a gubitak analita

svodi na minimum. Zbog njezine osjetljivosti, metoda je posebno pogodna za analizu
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kompleksnih bioloskih uzoraka kao §to su znoj, krv i urin, gdje su prisutne niske

koncentracije hlapljivih spojeva. (%

1.6.3 MIKROEKSTRAKCIJA HLAPLJIVIH METABOLITA 1Z PLINOVITE
FAZE 1ZNAD UZORKA ZNOJA (PROVODENIJE HS-SPME)

Ekstrakcija znoja provedena je koriStenjem pamucnih krpica koje su bile postavljene na
kozu pacijenata kako bi apsorbirale izluceni znoj. Nakon toga, krpice su bile stavljene u
bocice od 10 mL za daljnju ekstrakciju, a VOC spojevi izolirani su i analizirani pomoc¢u
SPME ekstrakcije 1 plinske kromatografije-masene spektrometrije (GC-MS). Bocice su
bile hermeticki zatvorene pomocu septuma i aluminijskog poklopca, nakon ¢ega je uzorak
znoja stavljen na termoblok na temperaturu od 60°C tijekom 30 minuta.

Kada je postignuta ravnoteza izmedu tekuée i plinovite faze, vlakno je bilo izlozeno
plinovitoj fazi, omogucujuci hlapljivim spojevima da se vezu na SPME vlakno tijekom
20 minuta.

Nakon toga, vlakno se uvuklo natrag u iglu i1 prenijelo u injektor plinskog kromatografa.
Nakon injektiranja izvrSena je termicka desorpcija spojeva pri 220°C u trajanju od 5
minuta.

Po zavrSetku rada sa SPME vlaknom, vazno je omoguciti vlaknu da se ohladi prije

pohrane.

1.6.4 ANALIZA  HLAPLJIVIH METABOLITA PUTEM  PLINSKE
KROMATOGRAFIJE SPREGNUTE SA SPEKTROMETRIJOM MASA

Za analizu hlapljivih metabolita koristen je plinski kromatograf model 8890 GC zajedno
s trostrukim kvadrupolnim spektrometrom masa 7000 D (Agilent Technologies Inc.,
Santa Clara, CA, SAD). Spojevi su se odvajali putem nepolarne kolone HPSMS (30 m x
0,25 mm, 0,25 pm debljina stacionarne faze, Agilent, CA, SAD).*’!

Helij je koriSten kao mobilna faza s protokom od 1 mL po minuti. Injektor je radio na
temperaturi od 280 °C. Temperatura pec¢nice bila je na pocetnih 40 °C tijekom prve dvije
minute, a zatim se povecavala 5 °C u minuti do postizanja 180 °C. Nakon toga,

temperatura je dodatno poviSena do kona¢nih 220 °C.
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Cjelokupna analiza trajala je 42 minute.
Sto se ti¢e radnih uvjeta za spektrometar masa, elektronska ionizacija provodila se s
energijom od 70 eV, dok je temperatura meduspoja bila postavljena na 260 °C, a izvora

iona na 200 °C. Maseni spektri su snimani u rasponu m/z od 30 do 400.
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2. KEMIJSKI SASTAV I RASPRAVA

2.1 GC-MS ANALIZA DOBIVENA EKSTRAKCIJOM PENTANOM

Koristili smo pentan, nepolarno otapalo, za ekstrakciju lipofilnih spojeva iz uzorka znoja.
Ova metoda je pogodna za izolaciju hidrofobnih spojeva koji se lako otapaju u organskim
otapalima poput pentana. Tablica (tablica 1) sadrzi spojeve koji su identificirani u uzorku

ljubicastog znoja nakon ekstrakcije pentanom. Kljuéni spojevi ukljuc¢uju:

o Skvalen (13,28%): Ovaj spoj je glavni lipid u kozi i ¢esto se nalazi u sebumu, $to
sugerira da znoj iz apokrinih Zlijezda moze sadrzavati visoke razine lipida.
Skvalen je nepolarni spoj koji pridonosi hidrataciji koZe, a njegova prisutnost
moze ukazivati na lipofilne komponente apokrinih Zlijezda.>!]

o Kolesterol (3,34%): Ovaj spoj je klju¢na komponenta stani¢énih membrana, a
njegova prisutnost u znoju ukazuje na izluCivanje iz lipida u apokrinskim
7lijezdama. (%]

o Benzojeva kiselina, eikozil ester (1,58%): Ovaj ester Cesto je prisutan u
kozmeti¢kim proizvodima, Sto moZe ukazivati na vanjsku kontaminaciju ili
izlozenost kozmetici. !

o Dietil ftalat (1,02%) i Benzil benzoat (4,04%): Prisutnost tih spojeva moze
ukazivati na izlaganje zagadivacima ili kozmeti¢kim proizvodima, budu¢i da se
ovi spojevi ¢esto koriste u parfemima i plasti¢nim materijalima. >4

e n-Heksil salicilat (0,60%): Koristi se kao miris u kozmetici, $to dodatno

potvrduje moguénost vanjske kontaminacije znoja.”!

Pentanska ekstrakcija bila je izuzetno uc¢inkovita u izoliranju lipofilnih spojeva, §to je
potvrdeno prisutno$¢u dugolancanih masnih kiselina 1 estera poput 2-heksadecen-1-ola
1 propil-14-metil-pentadekanoata. Ti spojevi su karakteristi¢ni za apokrine Zlijezde,
koje izluCuju znoj bogat lipidima. Spojevi poput palmitinske kiseline i dugolanc¢anih
estera ukazuju na prisutnost lojnog sekreta, $to je karakteristicno za apokrine znojne
zlijezde. Ovi spojevi mogu takoder doprinijeti karakteristicnom mirisu znoja. Prisutnost

spojeva poput dietil ftalata i benzil benzoata moze sugerirati kontaminaciju iz vanjskih
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izvora, ukljucuju¢i kozmeticke proizvode ili zagadenje iz okoliSa. To je Cesta pojava u

znoju, posebno u uzorcima prikupljenim iz podrugja izlozenih kozmetici.*®

2.2 GC-MS ANALIZA DOBIVENA SPME EKSTRAKCIJOM

Mikroekstrakcija krute faze je neinvazivna tehnika koja omoguéuje ekstrakciju i
koncentraciju hlapljivih i poluhlapljivih spojeva iz uzorka bez upotrebe otapala. Ova
metoda je idealna za analizu hlapljivih organskih spojeva koji su prisutni u znoju, a zbog
visoke osjetljivosti SPME metode moguce je detektirati niske koncentracije spojeva. U
tablici (tablica 1) se nalazi niz spojeva identificiranih metodom SPME, dok su na Slikama
8 1 9 prikazani GC profili ekstrakta znoja dobiveni ekstrakcijama. Kljucni spojevi

ukljucuju:

e Limonen (9,06%): Ovaj spoj je jedan od naj¢e$¢ih monoterpena i prisutan je u
mnogim kozmetickim proizvodima i prirodnim izvorima poput agruma. Njegova
prisutnost moze ukazivati na vanjsku kontaminaciju ili unos putem prehrane. [*”]

o Nonanal (2,82%): Aldehid koji se prirodno nalazi u ljudskom znoju i doprinosi
karakteristicnom mirisu znoja, a &esto je povezan s oksidacijom lipida. ¥

e Benzenacetonitril (2,79%): Industrijski spoj koji moze biti prisutan kao
zagadivag, ali se takoder moze nalaziti u kozmetici i parfemima. %

o 1-Dodecen (5,38%): Hlapljivi organski spoj koji moze biti prisutan kao rezultat

oksidacije masnih kiselina ili vanjske kontaminacije. 1°]

SPME metoda je izuzetno ucinkovita za izolaciju hlapljivih spojeva poput monoterpena,
aldehida 1 ketona. Prisustvo spojeva poput Limonena i nonanala ukazuje na bogatstvo
hlapljivih organskih spojeva u znoju, koji mogu igrati ulogu u stvaranju mirisa i drugih
karakteristika znoja. Prisustvo nonanala, koji je poznat po svojoj ulozi u stvaranju mirisa
znoja, te drugih aldehida i ketona, ukazuje na kljucne spojeve koji doprinose mirisu znoja.
Ovi spojevi Cesto su produkt oksidacije lipida na kozi i igraju vaznu ulogu u

prepoznavanju mirisnih komponenti ljudskog znoja. 4]
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Tablica 1. Kemijski sastav znoja dobiven ekstrakcijom pentanom i mikroekstrakcijom

krute faze (SPME)
Rbr Naziv spoja RT Ekstrakcija | SPME % | HMDB
pentanom
%
1 Izopulegol 3,19 1,21 Nije pronaden
2 Limonen 3,41 9,06 Krv, zadah, fekalije, slina,
urin
3 y-Terpinen 3,60 0,68 Fekalije, slina, urin
4 Nonanal 3,88 2,82 Krv, zadah, fekalije, slina
5 Dekanal 4,69 1,25 Krv, zadah, fekalije, slina,
urin
6 a-Fenchyl acetat | 4,90 0,13 Nije pronaden
7 Metil-10,11- 5,59 0,15 Urin
tetradekadienoat
8 Tetradekanal 6,67 0,54 Slina, fekalije, urin
9 1-Dodecen 7,34 5,38 Zadah, slina
10 2,4-bis-(1,1- 7,78 0,24 0,35 Fekalije, urin
dimetiletil) fenol
11 Amil salicilat 8,55 1,00 Slina
12 2-metildekan 8,69 0,26 Zadah
13 Dietil ftalat 8,74 1,02 1,77 Fekalije, urin
14 Dihidro metil | 9,36 1,40 0,19 Krv, slina, urin
jasmonat
15 1-(4- 9,60 0,37 3,55 Nije pronaden
izopropilfenil)-2-
metilpropil acetat
16 n-heksil salicilat 9,68 0,60 Slina
17 (cis)-2-nonadekan | 10,06 0,52 Slina, fekalije
18 S-fenilldodekan 10,18 0,30 Nije pronaden
19 cis-3-Heksenil 10,34 0,31 Slina
salicilat
20 2-(fenilmetilen)- 10,40 2,13 1,25 Slina
oktanal
21 Benzil benzoat 10,63 4,04 Krv, urin
22 Nonadekan 10,80 0,44 Slina, fekalije
23 7-Heksadecenal 10,91 0,26 Nije pronaden
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24 2-Etilheksil 10,99 6,94 Slina
salicilat
25 5-a-kolestanol 11,35 0,20 Krv, fekalije
26 7-acetil-6-etil- 12,15 1,17 Krv
1,1,4,4-
tetrametiltetralin
27 1,2- 12,52 4,74 1,11 Krv
benzendikarboksil
na kiselina dibutil
ester
28 Izopropil- 13,03 1,27 Urin, slina
heksadekanoat
29 Etilen brasilat 13,16 1,11 Nije pronaden
30 11,13-Dimetil-12- | 15,34 0,44 Nije pronaden
tetradecen-1-ol
acetat
31 eikozil benzoat 15,61 1,58 Nije pronaden
32 2-Etilheksil trans- | 15,75 1,71 Slina
4-metoksicinamat
33 (2)-9- 16,13 5,09 Krv
oktandeceamid
34 Butil- 9- 116,33 1,09 Urin, krv, slina, fekalije
tetradecenoat
35 Monoetilheksil 17,55 2,63 Znoj, krv, urin
ftalna kiselina
36 Skvalen 19,93 13,28 Znoj, krv, fekalije
37 Kolesterol 24,18 3,34 Zué, krv, fekalije, urin,
slina, cerebrospinalna
tekucéina

RT — retencijsko vrijeme, % - udio pojedinih spojeva u znoju
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Slika 8. GC profil ekstrakta znoja dobiven ekstrakcijom pomocu pentana
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Slika 9. GC profil ekstrakta znoja dobiven SPME ekstrakcijom

2.3 USPOREDBA ANALIZA

Kromhidroza, stanje pri kojem znoj poprima obojenost, uglavhom se povezuje s
oksidacijskim stresom i lipidnom peroksidacijom, §to dovodi do stvaranja pigmenata

poput lipofuscina, koji je kljudan za karakteristi¢no obojenje znoja. (4?1

Analiza uzoraka znoja provedena je pomo¢u SPME i ekstrakcije pentanom. Obje metode
koriStene su za identifikaciju razli¢itih hlapljivih organskih spojeva, a GC-MS omogucila
je precizno otkrivanje spojeva. KoriStenjem baze podataka ljudskog metaboloma,

identificirani su kljucni spojevi i njihov bioloski izvor. Vazno je napomenuti da su neke

24




supstance, kao $to su neki kozmeticki proizvodi i lijekovi, iskljucene iz analize kako bi
se izbjegla kontaminacija podataka. Tablica 1 sazima rezultate, isticu¢i 37 spojeva
kategoriziranih prema kemijskim klasama, ukljuc¢ujuci aldehide, estere masnih kiselina,

derivate benzojeve kiseline i druge.[*!

U analizi pomo¢u SPME metode, identificirani su aldehidi kao §to su nonanal i dekanal,
spojevi povezani s lipidnom peroksidacijom stani¢nih membrana. Lipidna oksidacija je
vazna jer dovodi do stvaranja lipofuscina, $to predstavlja klju¢nu komponentu patogeneze
kromhidroze. Naglasena je uloga oksidacijskog stresa u degradaciji lipida, $to doprinosi
boji znoja kod pacijenata s kromhidrozom. 3 31 Prisutnost ovih aldehida takoder ukazuje
na kontinuirani oksidacijski stres, ¢ime se povezuju specificne kemijske reakcije sa

simptomima bolesti. [*4]

S druge strane, ekstrakcija pentanom pokazala se uéinkovitom u detekciji lipofilnijih
spojeva poput skvalena, kolesterola, te zasiCenih masnih kiselina, ukljuéujuci
palmitinsku, stearinsku i laurinsku kiselinu. Ovi lipidi igraju klju¢nu ulogu u odrzavanju
hidrolipidne barijere koze, ali takoder mogu oksidirati, §to doprinosi stvaranju pigmenata
karakteristi¢nih za kromhidrozu. 3 Prisutnost ovih spojeva podrzava teoriju da lipidna
peroksidacija doprinosi stvaranju lipofuscina. Potvrdena je uloga oksidacije lipida u
patologiji lojnih Zlijezda. 52 1%

Esterski spojevi poput metil-10,11-tetradekadienoata i izopropil-heksadekanoata
potvrduju vaznost masnih kiselina u normalnoj funkciji koZe i njenom mikrobiomu.
Njihova prisutnost u ekstraktima pentana podrzava hipotezu da lipidna peroksidacija igra
kljuénu ulogu u nastanku kromhidroze. Nadalje, spojevi kao Sto su derivati benzojeve
Kiseline mogu imati prooksidativni uc¢inak u prisutnosti metalnih iona poput Zeljeza i

bakra, §to dodatno poja¢ava oksidacijski stres u stanicama koze. 16!

Zanimljivo je da je kromhidroza povezana s prisutno$¢u lipofuscina, pigmenta koji se

......

sekretima lojnih Zlijezda, mogu oksidirati i time doprinijeti razvoju ovog pigmenta.[*]

Prisutnost ovih spojeva u pentanskim uzorcima potvrduje njihovu vaznost u patogenezi
bolesti. Nadalje, detekcija 9-oktadecenamida, amidne kiseline, ukazuje na poremecaje u
metabolizmu lipida u apokrinim Zzlijjezdama, $to dodatno potvrduje povezanost

oksidacijskog stresa s razvojem kromhidroze.[*®!
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Zakljucno, ovaj rad daje znacajan doprinos razumijevanju biokemijskih mehanizama koji
dovode do kromhidroze. Usporedba dviju metoda ekstrakcije pokazuje da ekstrakcija
pentanom bolje detektira lipofilnije spojeve, dok SPME metoda bolje identificira
hlapljivije spojeve. Kombinirajué¢i obje metode, dobiven je detaljan uvid u kemijski
sastav znoja, Sto omogucava bolje razumijevanje patogeneze kromhidroze. Ovi rezultati
podrzavaju teoriju da lipidna peroksidacija i oksidacijski stres igraju klju¢nu ulogu u

stvaranju lipofuscina, koji je odgovoran za karakteristicno obojenje znoja kod ove rijetke
bolesti. (4651
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3. ZAKLJUCAK

Ovaj rad pruza uvid u profil volatoloma kod kromhidroze, koriste¢i SPME i ekstrakciju
pentanom za identifikaciju kljucnih hlapljivih organskih spojeva. Detekcija aldehida,
estera masnih kiselina, derivata benzojeve kiseline 1 lipofilnih spojeva potvrduje ulogu

lipidne peroksidacije i metabolicke disregulacije u ovom stanju.

Aldehidi poput nonanala i dekanala ukazuju na razgradnju lipida, dok esteri masnih
kiselina 1 skvalen naglaSavaju vaznost sastava lipida koze u formiranju lipofuscina.
Prisutnost derivata benzojeve kiseline sugerira ukljucenost u oksidacijske procese i
detoksikacijske puteve. Takoder, spojevi poput 9-oktadecenamida odrazavaju

poremecaje u metabolizmu lipida unutar apokrinih Zlijezda.

U konacnici, ovaj rad pokazuje vaznost profiliranja volatoloma u kromhidrozi, pruzajuéi
uvid u biokemijske procese koji stoje iza ovog stanja i1 otvaraju¢i moguénosti za

identifikaciju biomarkera i razvoj buduc¢ih dijagnostickih alata.
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