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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Predstaviti MS-DIAL kao alat za analizu podataka dobivenih MS tehnikama.

Prikazati mogucnosti primjene softvera MS-DIAL u metabolomici.



SAZETAK

MS-DIAL je softver razvijen 2015. godine za analizu podataka masene spektrometrije,
posebno u identifikaciji 1 kvantifikaciji metabolita i lipida. Koristi se za analizu sloZenih
bioloskih uzoraka poput krvi, urina i tkiva, primjenom GC-MS, LC-MS i MS/MS
tehnika. Kroz dekonvoluciju spektra, softver omogucuje razlikovanje preklapajucih
ionskih signala i to¢nu identifikaciju spojeva. Integrira se s bazama podataka poput
MassBanka, §to olakSava usporedbu i identifikaciju metabolita. Takoder, MS-DIAL
podrzava relativnu i apsolutnu kvantifikaciju spojeva, omogucujuéi tocne mjere
koncentracija. Njegova vizualizacija podataka, automatizacija analiza 1 fleksibilnost
doprinijeli su Sirokoj primjeni u biomedicinskim istrazivanjima, metabolomici i
znanosti o okoliSu. Znacajna nadogradnja softvera kroz godine ukljucuje otvoreni kod i
napredne algoritme, ¢ime su omoguceni daljnji razvoj 1 prilagodbe. MS-DIAL je postao
kljuCan alat u istrazivanjima povezanima s bolestima poput dijabetesa i

kardiovaskularnih bolesti, te je znatno unaprijedio analizu lipidoma i metaboloma.

Kljuéne rije¢i: MS-DIAL, masena spektrometrija, metaboliti, metabolomika



ABSTRACT

MS-DIAL is software developed in 2015 for mass spectrometry data analysis,
specifically for the identification and quantification of metabolites and lipids. It is used
for analyzing complex biological samples like blood, urine, and tissue, employing GC-
MS, LC-MS, and MS/MS techniques. Through spectral deconvolution, the software
enables distinguishing overlapping ion signals and accurate compound identification. It
integrates with databases like MassBank, facilitating comparison and identification of
metabolites. Additionally, MS-DIAL supports both relative and absolute quantification
of compounds, allowing precise concentration measurements. Its data visualization,
automation of analyses, and flexibility have contributed to its widespread use in
biomedical research, metabolomics, and environmental science. Significant software
upgrades over the years include open-source code and advanced algorithms, enabling
further development and customization. MS-DIAL has become a key tool in research
related to diseases like diabetes and cardiovascular conditions, significantly advancing

lipidomics and metabolomics analysis.

Keywords: MS-DIAL, mass spectrometry, metabolites, metabolomics
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UVOD

U ovom radu obradena je tema mogucénosti koriStenja programa MS-DIAL u analiticke
svrhe pri istrazivanju u metabolomici. Metabolomika je znanstvena disciplina koja se
bavi proucavanjem malih molekula, poznatih kao metaboliti, unutar stanica, tkiva ili
organizma. Cilj metabolomike je kvantificirati 1 analizirati sve metabolite kako bi se
dobio uvid u bioloske procese koji se odvijaju u organizmu. Ova grana znanosti
omogucuje bolje razumijevanje fizioloSkih i patoloSkih stanja, te pronalaZenje novih
biomarkera 1 potencijalnih terapijskih ciljeva. Zbog sloZenosti podataka generiranih
masenom spektrometrijom, primjena softvera za obradu podataka igra klju¢nu ulogu.
MS-DIAL, razvijen 2015. godine, postao je vazan alat za neciljanu analizu metabolita 1

lipida.

U uvodnom dijelu rada opisane su osnove metabolomike, njezin domet te mogucnosti
primjene u ciljanoj i neciljanoj analizi. Detaljno su objasnjeni principi rada masene
spektrometrije 1 plinske kromatografije (GC-MS). Takoder je istaknuta vaZnost
softverskih alata za obradu podataka s posebnim naglaskom na primjenu programa MS-

DIAL za neciljanu analizu metabolita.

U eksperimentalnom dijelu rada su opisani koraci pripreme u MS-DIAL softveru
ukljucujuéi metodologiju obrade rezultata dobivenih koristenjem GC-MS 1 LC-MS
tehnika. Prikazana je detaljna metodika koriStenja programa MS-DIAL za preciznu

analizu 1 identifikaciju metabolita.



1 OPCI DIO

1.1 METABOLOMIKA

1.1.1 Definicija metabolomike

“Molekule koje sudjeluju u metaboliCkim procesima nazivaju se metaboliti, svi
metaboliti neke stanice ili organizma nazivaju se metabolom, a disciplina koja ih
proucava je metabolomika. Metabolicki se procesi zbivaju u nizovima pojedinacnih
reakcija, a svaku od njih katalizira 1 regulira specificni enzim.” (Metabolizam -

Hrvatska enciklopedija) [1]

Mogucénost detekcije promjena na genima, proteinima i metabolitima djelovanjem
vanjskih 1 unutarnih faktora dovela je do revolucije na podru¢ju biokemije. Razvoj
tehnika sa nazivljem “omika”, bilo da se radi o proteomici, transkriptomici ili

metabolomici omogucilo je razumijevanje sloZenih bioloskih procesa. (Babi¢, 2019) [2]

Metabolizam se dijeli na dva glavna procesa: katabolizam 1 anabolizam. Katabolizam je
proces razgradnje slozenih molekula poput ugljikohidrata, masti i proteina u
jednostavnije spojeve, pri ¢emu se oslobada energija. Anabolizam, s druge strane,
odnosi se na sintezu slozenih molekula iz jednostavnijih spojeva, $to zahtijeva potro$nju

energije.

Metabolomika, koja proucava cjelokupni skup metabolita unutar stanice ili organizma,
omogucuje detaljno pracenje produkata katabolizma 1 identificiranje specifi¢nih
metabolita koji nastaju tijekom razgradnje. Kroz analizu tih metabolita, metabolomika
pruza uvid u dinamiku katabolickih procesa, te moze otkriti promjene u metabolizmu

koje su povezane s razli€itim fizioloSkim ili patolo§kim stanjima.



1.1.2 Katabolizam

Katabolizam odnosno proces dobivanja energije iz hrane, moze se sazeti u tri koraka
koji su prikazani na slici 1. U prvome koraku je to cijepanje velikih molekula na manje
Sto se dogada u procesu probave, tu spadaju proteini, polisaharidi i masti. Hidrolizom
proteina nastaje 20 razliCitih aminokiselina, polisaharidi se razgraduju u jednostavne
Secere, a masti u glicerol 1 masne kiseline. U prvom koraku pripreme ne nastaje korisna
energija. U drugom koraku se iz malih molekula dobivaju jednostavnije koje imaju
srediSnju ulogu u metabolizmu, iz vecine tih molekula nastaje acetilna jedinica
molekule acetil-CoA i neSto ATP-a. U treCem koraku nastaje veca kolicina ATP-a zbog
potpune oksidacije acetilne skupine u acetil-CoA. Treéi korak ¢ine ciklus limunske
kiseline i oksidativna fosforilacija. U ciklusu limunske kiseline se acetilne skupine u
potpunosti oksidiraju u ugljikov dioksid. Za svaku oksidiranu skupinu prenesu se
Cetirl para elektrona pri ¢emu se stvara protonski gradijent pri protoku elektrona s
reduciranih nosac¢a na molekulu kisika. Taj gradijent se koristi za sintezu molekula ATP-

a. (Berg, Tymoczko, Strayer, 2013) [3]
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Slika 1. metabolizam (URL: https://www.enciklopedija.hr/clanak/metabolizam)



1.1.3 Metaboliti

Primarni metaboliti su spojevi vazni za osnovne Zzivotne procese u organizmu,
ukljucujudi rast, razvoj i razmnozavanje. Oni sudjeluju u metabolickim reakcijama koje
omogucuju organizmu odrzavanje vitalnih funkcija, kao Sto su sinteza i razgradnja
hranjivih tvari, stvaranja energije 1 izgradnja stani¢nih struktura. Nastaju tijekom faze
rasta organizma, poznate kao "trofofaza", kada organizam aktivno koristi hranjive tvari
iz okoline kako bi proizvodio esencijalne spojeve. Ovi metaboliti se nalaze u gotovo
svim stanicama organizma i imaju vaznu ulogu u biokemijskim procesima koji
osiguravaju prezivljavanje i1 funkciju organizma. Primarni metaboliti obuhvacaju
spojeve poput proteina, ugljikohidrata, lipida, aminokiselina, nukleinskih kiselina i
drugih spojeva koji su vazni za normalno funkcioniranje organizma. Proteini sudjeluju u
izgradnji stani¢nih struktura, prijenosu molekula i kataliziranju kemijskih reakcija, dok
ugljikohidrati sluze kao primarni izvor energije. Lipidi su neophodni za strukturu
stanicnih membrana 1 pohranu energije, dok nukleinske kiseline (DNA 1 RNA) imaju
ulogu u prijenosu genetske informacije i sintezi proteina. Primarni metaboliti jednako
tako sudjeluju u procesima disanja i fotosinteze kod biljaka i omogucuju proizvodnju
energije potrebne za rast i razvoj. Jedno od glavnih obiljezja primarnih metabolita jest
kontinuirana sinteza u velikim koli¢inama tijekom Zzivota organizma. Njihova
proizvodnja krece kada su hranjive tvari dostupne, a potreba za njima neprestano postoji
jer su kljuéni za odrzavanje metabolizma. Primarni metaboliti se lako ekstrahiraju iz
organizma 1 dijele su u dvije skupine: primarni esencijalni metaboliti te primarni
metaboli¢ki krajnji proizvodi. Primarni esencijalni metaboliti su proteini, ugljikohidrati
1 lipidi, dok primarni metabolicki krajnji proizvodi, poput mlijecne kiseline ili etanola,
nastaju kao rezultat proces u metabolizmu 1 ¢esto se eliminiraju iz organizma. Nasuprot
tome, sekundarni metaboliti nisu direktno ukljuceni u osnovne zivotne funkcije kao Sto
su rast i razmnozavanje, ali imaju bitnu ulogu u prilagodbi organizma na vanjske uvjete.
Sekundarni metaboliti nazivaju se 1 specijaliziranim metabolitima ili prirodnim
produktima jer imaju specifine funkcije u obrani organizma, interakciji s drugim

vrstama, kompeticiji ili komunikaciji s okolinom. Ovi spojevi €esto nastaju procesom



stacionarne faze rasta, poznate kao "idiofaza", kada se rast usporava i organizam se
prilagodava na stabilnije vanjske uvjete. Za razliku od primarnih metabolita, sekundarni
metaboliti se proizvode u manjim postotcima i njihova ekstrakcija je kompliciranija
zbog njihove specificne prirode. Sekundarni metaboliti su alkaloidi, steroidi, pigmenti,
antibiotici, fenoli i etericna ulja. Ovi spojevi mogu posjedovati razli¢ite uloge u
interakcijama organizma. Na primjer, alkaloidi Cesto sluze kao obrambeni spojevi za
zaStitu od biljojeda ili mikroorganizama, dok antibiotici posjeduju antimikrobno
djelovanje i Stite organizam od patogena. Pigmenti, kao §to su karotenoidi i flavonoidi,
mogu imati funkciju u privlacenju oprasivaca ili zastiti od UV zracenja. Sekundarni
metaboliti ¢esto su specifi€ni za odredene zive vrste, a njihova odsutnost Sesto nema
znaCajan utjecaj na osnovne zivotne funkcije organizma. Medutim, kroz evoluciju,
sekundarni metaboliti imali su vaznu ulogu u prilagodbi organizama na promjenjive
uvjete okoline. Ovi spojevi su takoder postali znacajni u biotehnologiji i farmaceutskoj
industriji, gdje se koriste u svrhu razvoja lijekova, antimikrobnih sredstava, pesticida i
drugih korisnih proizvoda. lako su primarni metaboliti neophodni za osnovne Zivotne
funkcije, sekundarni metaboliti omogucéuju organizmu dodatne prednosti u
prezivljavanju i prilagodbi, ¢ine¢i ih vaznim dijelom bioloSke i ekoloSke raznolikosti.

(Microbe Notes) [4]



1.1.4 Svrha metabolomike

Metabolomika se bavi metabolomima iz stanica, tkiva, biofluida i organizama kako bi
identificirali niskomolekularne metabolite koji imaju manje od 1 kDa, a ima primjenu i
u medicini. Metabolomika bazirana na masenoj spektometriji je korisna za identifikaciju
metabolita povezanih s bolestima, opisivanje bolesti i mogucénost odabira lijekova.
(Sinem Nalbantoglu : Metabolomics: basic principles and strategies, 2019. str. 1).
Vecina pristupa dizajnu lijekova je poznavanje strukture i funkcije meta, koje su
ve¢inom proteini. Pronalazenje potencijalnih meta te dostupnost uzoraka oboljelih i
zdravih ispitanika omogucuje identifikaciju potencijalnih meta. Dobiveni kandidati se
klasificiraju raznim bioanalitickim metodama medu kojima su i proteomika kao §to su
dvodimenzionalna elektroforeza na gelu (2DGE), spektrometrija masa (MS) te
aminokiselinsko sekvenciranje. Dvodimenzionalna elektroforeza na gelu (2DGE) je
vrsta elektroforeze na gelu koriStena uglavnom za analizu i izdvajanje iz smjese
proteina temeljem razli¢itih svojstava proteina. Za razliku od MS-a, 2DGE ne
omogucava identifikaciju mete i1 ima jednostavniju obradu podataka od npr. tekuc¢inske
kromatografije spregnute sa spektrom masa (LCMS) €iji su rezultati informativniji. Sve
mete koje imaju znatnu koli¢insku razliku bolesnih 1 zdravih ispitanika nisu i
odgovaraju¢e mete. Veliki dio njih su samo produkti osnovne bolesti kao Sto je npr.
upalni produkt C-reaktivnog proteina (CRP) ¢iji je porast odgovor na patogen pa zbog
toga nije valjana meta kao §to bi to bio npr. Protein bakterijskog ribosoma. Izolacija
bioloskog uzorka takoder je nacin za pronalazenje novih meta i lijekova. (Debeljak et

al., 2020) [5]

Biokemijske analize koristimo za procjenu stanja nekih metaboli¢kih procesa ili
procjenu funkcionalnosti stanja nekog organa. Postoje analize u kojima samo jedan
nalaz daje to¢nu dijagnostiku zbog spoja koji je naden ali nema standardnog rjeSenja
koliko ucestalo treba ponavljati neku analizu. Vazna je ¢injenica da neki biokemijski
pokazatelj nije stabilan ve¢ mu se vrijednosti krecu unutar fizioloske vrijednosti. Prema
tome se organizam u bolesti nalazi u novim uvjetima postojanja na koje se prilagodava i

pokrece u tu svrhu odgovaraju¢e mehanizme. (Lutkié, Juri¢, 2008) [6]



1.1.5 Ciljana i neciljana analiza

Da bi mogli identificirati metabolite iz bioloSkih uzoraka koristimo se sa dva moguca
strateSka puta, ciljanom 1 neciljanom analizom. U analizi treba uzeti u obzir i
endometabolome i eksometabolome. Neciljana analiza daje moguénost skeniranja
kompletnog metaboloma i metaboli¢kog otiska prsta te ona postavlja hipotezu. Ciljana
analiza testira hipotezu 1 koristi se za potvrdu neciljane analize te koristi poznati
standard i MS-MS u tandemu. (Wang, Byun, Pennathur, 2010) [7]

Analize na polju metabolomike se provode raznim tehnikama ali ve¢inom pomocu
masenog spektometra (MS) ili nuklearne magnetske rezonance (NMR). Maseni
spektometar (MS) pokazuje odredene prednosti nad nuklearnom magnetskom
rezonancom (NMR) kao $to su veca osjetljivost i selektivnost. Kombinacijom masenog
spektometra (MS) sa ostalim tehnikama se povecava kapacitet same detekcije. Primjer
takve kombinacije je plinska kromatografija-maseni spektometar (GC-MS) ili
visokodjelotvorna tekucinska kromatografija-maseni spektometar (HPLC-MS), dok se
nuklearna magnetska rezonanca (NMR) viSe koristi za strukturnu identifikaciju. Ovakva
metodika nam omogucava analizu raznih bioloSkih uzoraka kao $to su krv, plazma,
serum, urin, fekalije, znoj, izdahnuti zrak, maj¢ino mlijeko ili pak placenta. Upravo
zbog toga su istrazivanja na ovom polju dovela do znacajnih biomedicinskih
postignu¢a. Na taj na¢in uzorku za koji nemamo standard pristupamo s untargeted
analizom zbog Siroke slike metabolita koju dobijemo, a tek nakon toga pomocu targeted
analize potvrdujemo nove metabolite da bi bili od koristi u klinicke svrhe. (Instituto de

Investigacion e Innovacion Biomédica de Cadiz, 2020) [8]



1.1.6 Masena spektrometrija

Prvi maseni spektroskop, koji je razvijen 1912. godine, je koriSten pri analizi atomske
mase elemenata 1 prouCavanju izotopa. Razvojem tehnika za isparavanje organskih
spojeva 1950-ih godina, maseni spektroskop je postao neophodan alat pri analizi
bioaktivnih spojeva. Osnovni dijelovi masenog spektrometra su izvor ionizacije,
analizator, detektor 1 procesor podataka. Analizator i detektor se nalaze u vakuum da bi
se sprijecili sudari medu molekulama zraka i iona, a Cestice iona se usmjeravaju na
kontroliran nacin. Nakon ionizacije uzorka u ionizacijskoj komori, analizator odvaja
ione prema omjeru mase i naboja (m/z), dok detektor biljezi intenzitet i raspored danih

iona u masenom spektru.

Maseni spektrometar ima primjenu u raznim podrucjima kao Sto je farmaceutska i
prehrambena industrija. Moze se koristiti pri identifikaciji nepoznatih spojeva kroz
odredivanje njihove molekularne mase te usporedbom s podacima iz baza podataka
poput “Chemical Abstract Service” (CAS), koja ima na milione unosa. Osim toga, MS
je koristan za odredivanje strukture proteina, pri ¢emu su metode ionizacije poput ESI i
MALDI veoma korisne. MS je u proteomici nasao primjenu u analizi proteina koji se
povezane s bolestima mogu se pratiti analizom tjelesnih izlucevina koriste¢i GC-MS.
Takoder, trenutna praksa ukljucuje direktnu analizu farmaceutskih spojeva u tkivima
pomocu MALDI-MS-a. MS se takoder koristi u forenzici pri analizi uzoraka poput
urina, kose 1 krvi u slu¢ajevima kao §to su trovanje, zlouporaba droga i drugih kaznenih

djela. (Nollet, Winkler, 2022) [9]



Slika 2. Uredaj GC-MS
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Slika 3. Prikazivanje masenog spektra (Izv.prof.dr.sc. Irena Skori¢: Masena (MS)

spektrometrija — predavanje)

Maseni spektrometar daje spektar masa prikazan na slici 3, koji prikazuje ionske vrste
analiziranog spoja, pri ¢emu je X-os predstavlja mase iona, a Y-os predstavlja njihov
relativni intenzitet. Podaci dobiveni na taj nacin su specificni za strukturu analizirane
molekule. Molekule bivaju bombardirane elektronima velike energije, pri cemu se iz
njih odbacuje jedan elektron, stvaraju¢i molekulski ion, odnosno radikal-kation (M+).
Fragmentacija molekule nastaje zbog vibracijske energije koju molekulski ion dobije, a
koja je specificna za odredenu strukturu spoja. loni se potom rasporeduju prema omjeru
mase i naboja (m/z) i analizator ih na temelju toga rasporeduje. Podatci se tada
prikazuju kao graf ili tablica, pri ¢emu najintenzivniji pik predstavlja osnovni pik s

normaliziranim intenzitetom od 100%. (Skorié¢, predavanje) [10]



1.1.7 Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (GC) je analiticka tehnika koriStena za razdvajanje 1 analizu
hlapivih tvari, $to je ¢ini neophodnim alatom u laboratorijima zbog svoje visoke
ucinkovitosti. Primjenjiva je na razne materijale, ukljucujuéi plinovite, tekuce i ¢vrste
uzorke. GC karakterizira visoka razlucivost, §to daje moguénost razdvajanja velikog
broja spojeva u slozenim uzorcima, poput mirisa kave ili esencijalnih ulja. Zbog
naprednih detektora, poput plamenog-ionizacijskog detektora, moguca je kvantifikacija
organske tvari vrlo niskih koncentracija, ¢ak do 50 ppb, s relativnom standardnom
devijacijom od priblizno 5%. Razvitak kromatografije je bio po€etkom 20. stoljeca kada
je Ramsey razdvojio plinove i pare koristec¢i adsorbente, dok je Michael Tswett zasluzan
za napredak tekucinske kromatografije razdvajajuci biljne pigmente. Tswett je tada uveo
pojam "kromatografija", Sto znaci "pisanje bojama". Moderna plinska kromatografija je
prvi put predstavljena 1952. godine kada su Martin 1 James primijenili svoja saznanja na
hlapive spojeve, Sto je ubrzo dovelo do evolucije u znanosti i pojave sofisticiranih

instrumenata. (McNair, Miller, 2009) [11]

Kromatografija je tehnika kojom se komponente uzorka odvajaju medudjelovanjem
dvije faze: stacionarne faze, koju karakterizira velika povrSinu, 1 pokretne faze
(plinovite), koja prolazi kroz stacionarnu fazu. Uzorak se prvo pretvara u hlapivi oblik,
a zatim plinovitom fazom prenosi kroz kolonu, pri ¢emu se odredeni spojevi razdvajaju
prema topljivosti u stacionarnoj fazi. Eluacija, tj. odvajanje komponenata, odvija se
temeljem razlika u parnim tlakovima i afinitetu prema stacionarnoj fazi. Plinska
kromatografija ima mnoge prednosti, kao $to je brzina, visoka ucinkovitost i osjetljivost
na niske koncentracije spojeva. Metoda takoder daje opciju analize uzoraka kojeg ima
jako malo. Uz sve prednosti, GC dolazi s odredenim izazovima, kao $to je potreba za

specifi¢nim uvjetima kako bi analiza bila to¢na i precizna. (McNair, Miller, 2009) [11]
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Slika 4. Dijelovi plinskog kromatografa (URL: https://seipub.org/ijics/)

Plinski kromatograf ima nekoliko osnovnih komponenti koje su prikazane na slici 4.
Uzorak se uvodi u sustav pomocu mikroigle, koja ga prenosi kroz gumeni ¢ep do
komore za isparavanje. Koristi se samo manji volumen uzorka, dok se preostali dio
uzorka uklanja pomocu sustava za odvajanje. Komora za isparavanje se zagrijava na
temperaturu priblizno 50 °C vecu od tocke kljuc¢anja uzorka. Nakon toga, uzorak i plin

nosac se sjedinjuju te ga plin prenosi kroz kolonu.

Plin nosa¢ je od iznimne vaznosti za pravilno funkcioniranje plinskog kromatografa.
Zahtjev je da bude inertan, suh i bez kisika kako bi osigurao stabilnu i to¢nu analizu.
Najces¢e koriSteni plinovi su helij, duSik, argon i vodik, ovisno o zahtjevima
istrazivanja i vrsti detektora. Plin se dovodi pod visokim tlakom, a njegov tok u

instrumentu je kontroliran u svrhu osiguranja preciznosti mjerenja.
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Kolone za odvajanje koje se koriste u plinskoj kromatografiji mogu biti kapilarne ili
pakirane. Kapilarne kolone postoje u dva oblika: WCOT (kolone sa stacionarnom fazom
premazanom na unutarnju povrSinu) i SCOT (kolone s adsorbensom prekrivenim
stacionarnom fazom). SCOT kolone posjeduju veci kapacitet stacionarne faze, dok
WCOT kolone omogucavaju bolju separaciju. Silika gel je Cesto koriSten materijal za

izradu kapilarnih kolona.

Pecnica kontrolira temperaturu unutar kolone i omogucava preciznu kontrolu u procesu
analize. Temperatura moze biti konstantna (izotermalno programiranje) ili se moze
postupno povecavati (temperaturno programiranje), ovisno o zahtjevima, S§to

omogucava kvalitetnije odvajanje spojeva.

Na kraju kolone se koriste razli¢ite vrste detektora da bi se analizirale komponente
uzorka. Neki od cesto koriStenih detektora ukljucuju masenu spektrometriju, plameni-
ionski detektor (FID), detektor za hvatanje elektrona (ECD) ili detektor toplinske
vodljivosti (TCD). Detektori kvantitativno mjere komponente koje su zajedno s plinom

nosacem prosle kroz kolonu.

Zadnji dio plinskog kromatografa je sustav za pojacavanje i biljezenje signala koji
dolaze iz detektora. Signali se interpretiraju 1 prikazuju u obliku grafova ili
kromatograma, $to omogucuje vizualno zapazanje rezultata analize. (International

Journal of Information and Computing Science, 2018) [12]

12



2 EKSPERIMENTALNI DIO

2.1 MS-DIAL

2.1.1 Povijesni razvoj MS-DIAL-a

MS-DIAL je napravljen kao odgovor na potrebu za konkretnim alatom za analizu
slozenih podataka prikupljenih pomo¢u masene spektrometrije. Softver je prvi put
predstavljen 2015. godine od grupe istrazivaca s Nacionalnog instituta za naprednu
industrijsku znanost 1 tehnologiju u Japanu. U poetnim verzijama, cilj je bio razraditi
osnovne funkcije kao §to su dekonvolucija spektra i identifikacija metabolita, a zbog
svoje jednostavnosti i mogucnosti analize razli¢itih skupina podataka, brzo je stekao

popularnost. (Tsugawa et al., 2015) [13]

Kroz godine, MS-DIAL je dozivio mnoge nadogradnje, ukljucuju¢i unapredenja u
algoritmima za identifikaciju i1 kvantifikaciju metabolita, podrSku za novije tehnike
ionizacije, te integraciju s bazama podataka poput MassBank. MS-DIAL je postao
kljuéni alat u mnogim istrazivackim laboratorijima diljem svijeta, a njegova primjena se
proSirila na razliCite sektore kao S§to su biomedicinska istrazivanja, prehrambena

industrija te znanosti o okoliSu. (Tsugawa et al., 2016) [14]

U najnovijim verzijama softvera MS-DIAL ukljuceni su napredni alati za vizualizaciju
podataka, automatizaciju analize i podrsku za razli¢ite tehnike masene spektrometrije.
Takoder, softver je postao otvorenog koda, Sto omoguéava znanstvenoj zajednici da
doprinosi njegovom daljnjem razvitku. MS-DIAL je primjer kako se softverski alati
mogu razvijati i prilagodavati potrebama znanstvene zajednice, pruzajuci korisne alate

za analizu slozenih podataka. (Tsugawa et al., 2021) [15]
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2.1.2 Primjena MS-DIAL-a

MS-DIAL omogucuje to¢nu identifikaciju 1 kvantifikaciju velikog spektra metabolita u
bioloSkim uzorcima koriste¢i napredne algoritme za dekonvoluciju spektra. Ovi
algoritmi usporeduju podatke iz razli¢itih baza podataka u svrhu to¢nosti identifikacije i
kvantifikacije. MS-DIAL je koriSten u razli¢itim istraZivanjima za analizu metaboloma

iz bioloskih uzoraka, ukljucujuéi krv, urin i tkiva. (Tsugawa et al., 2015) [13]

Softver je iznimno koristan za analizu lipida, jer daje mogucénost detaljne identifikacije i
kvantifikacije razli¢itih klasa lipida, a primjenjuje se i u analizi lipidoma u
istrazivanjima vezanim uz bolesti kao §to je dijabetes i kardiovaskularna oboljenja. MS-
DIAL podrzava podatke dobivene razli¢itim tehnikama ionizacije, S$to olakSava
profiliranje lipida. Takoder podrzava analizu podataka dobivenih raznim tehnikama
masene spektrometrije, kao npr. plinska kromatografija u tandemu s masenom
spektrometrijom (GC-MS), tekucinsku kromatografiju u tandemu s masenom
spektrometrijom (LC-MS), te MS/MS. Ovi parametri omogucuju znanstvenicima da

koriste isti alat za razliCite tipove spektrometrijskih analiza. (Tsugawa et al., 2016) [14]

Integracija softvera s razli¢itim bankama podataka pomaze u identifikaciji spojeva i
usporedbi rezultata s postoje¢im podacima, ¢ime se poboljSava ucinkovitost analize.
MS-DIAL nudi napredne mogucnosti 1 Sirok izbor za vizualizaciju podataka,
ukljucujuéi prikaz u razlic¢itih grafovima i tablicama. Ovi alati pomazu u tumacenju
rezultata, omogucujuéi jasnije prikazivanje sloZenih podataka. Softver omogucava
automatizaciju velikog broja koraka u analizi podataka, ¢ime doprinosi puno brzoj

analizi i minimiziranju mogucnosti ljudske pogreske. (Tsugawa et al., 2021) [15]
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2.1.3 Koristene metode u MS-DIAL-u

Dekonvolucije spektra u MS-DIAL-u sluzi u svrhu razlikovanje preklapajucih ionskih
signala, §to omogucuje prepoznavanje pojedinacnih spojeva. Metoda koristi napredne
algoritme kako bi to¢no odredila razli¢ite metabolite i lipide, a klju¢na je pri analizi
slozenih uzoraka u kojima se signali razliitih spojeva preklapaju dajuéi jasnije
rezultate. Softver usporeduje spektralne podatke s referentnim spektrima iz tih baza

kako bi to¢no identificirao analizirane spojeve (Tsugawa et al., 2015) [13].

Kvantifikacija spojeva u MS-DIAL-u se temelji na integraciji ionskih signala. Softver
omogucuje 1 relativnu i apsolutnu kvantifikaciju koriste¢i unutarnje standarde za
osiguranje toc¢nosti, a kvantifikacija je neophodna za precizno odredivanje koncentracija
spojeva, Sto je vazno u bioloskim i kemijskim analizama (Tsugawa et al., 2016) [14].
Ova metoda omogucava znanstvenicima da koriste MS-DIAL pri analizu podataka iz

razlicitih eksperimentalnih izvora, ¢ime se povecava njegova primjenjivost.

MS-DIAL pruza napredne alate za vizualizaciju podataka, ukljucuju¢i moguénosti za
generiranje razliCitih grafickih prikaza 1 tablica. Ovi alati pomaZu u interpretaciji
rezultata 1 predstavljanju podataka (Tsugawa et al., 2021) [15]. Vizualizacija podataka je
za razumijevanje slozenih rezultata i njihovo jasnije prikazivanje istrazivackoj
zajednici. Ove metode ¢ine MS-DIAL snaZnim alatom za analizu podataka dobivenih
masenom spektrometrijom, omogucujuéi istrazivaCima da ucinkovito identificiraju,

kvantificiraju i interpretiraju spojeve u bioloskim uzorcima.
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2.1.4 Postupak analize podataka u MS-DIAL-u

U radu je koristen softver MS-DIAL verzija 4.9. i demo sirovi podatci GC-MS-a (URL :

https://systemsomicslab.github.io/compms/msdial/main.html). U prvom koraku su

ucitani sirovi podatci u MS-DIAL pokretanjem programa te izborom “file”,

13

new

project” nakon ¢ega se otvara izborni prozor sa opcijama za unoSenje sirovih podataka.

Sirovi podatci u ovom radu sadrzavaju rezultate demo verzije od GC-MS-a koji su

prebaceni u ABF format pomoc¢u ABF konvertera (URL softvera ABF konverter: https://

www.reifycs.com/abfconverter/)

% MS-DIAL ver. 49.221218

= [m] X

File navigator Peak spot navigator EIC of focused spot | Bar chart of aligned spot | EIC of aligned spot Basic peak property | Compound detail | Structure
Label: | None Annotation:
Peak spots: 100% 1007 RT [min]:
§1
< 807 ccs:
s
Display filter § 0] m/z:
v 1 .
[] Ref. matched [ Suggested £ 407 Peak heightlarea:
[] CCS matched [] Unknown € 20 Formula[Ontology:
MS2 acquired [] Molecul 04 T r - T InChiKey:
O acquired [] Molecular ion . % - 5 - o
[ Blank filter (] Unique ions Retention time [min] Comment:
Survey scan (MS1) spectrum | Peak spot viewer  Alignment spot viewer =] Show ion table | Exp.vs. Ref. | MS2 Chrom. ' Rawvs. Purified ' Rep. vs. Ref.
g E’F”E name 'A A l.I.I? |Q r‘ Q
Measurement vs. Reference Measurement
[ 1 100+
e ol
8 8 |
| 504
g gl
2 8 .
g |
- - N $
Alignment navigator g S |
| 2ol
2| e y |
{ = {
3
= {
1 1 50+
o ol |
] ]
1004
< © T T T T T T T T
80 40 o 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Relative abundance Retention time [min] m/z Reference

Slika 5. Pocetni prozor softvera MS-DIAL verzije 4.9.
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% Start up a project = O X

Project file path:

lonization type
(O Soft ionization (LC/MS, LC/MS/MS, or precursor-oriented GC/MS/MS)
® Hard ionization (GC/MS)
Separation type
@ Chromatography (GC, LC, CE, or SFC)
O lon mobility (now coupled with liquid chromatography)

MS method type
® Conventional LC/MS or data dependent MS/MS

SWATH-MS or conventional All-ions method All-ions with multiple CEs (cycled like OV-10V-40V)

Experiment file B e
Data type (MS1) Data type (MS/MS)

O Profile data ® Profile data

® Centroid data Centroid data
lon mode Target omics

(®) Positive ion mode ® Metabolomics

) Negative ion mode Lipidomics

@ Advanced: add further meta data

Slika 6. Izborni prozor sa opcijama za unosenje sirovih podataka

Nakon umetanja sirovih podataka formata ABF pod “project new file” izabrana je
opcija “hard ionization” koja omogucava rad sa podatcima dobivenima putem GC-MS-

a.

Problem ABF datoteka je samostalno odredivanje vrste podataka, tj. je li rije¢ o
centroidnom ili profilnom tipu. Ako su podaci centroidni, program ne mora izvrSavati
proces centroidiranja spektra. S druge strane, MS-DIAL treba izvrSiti proces
centroidiranja za podatke u profilnom obliku. Definirane su vrste za ove instrumente :
SCIEX QTOF: Profilno Thermo Q-Exactive: Profilno, Thermo LTQ-Orbitrap: Profilno
za MS1 i centroidno za MS/MS, “All nominal” GC/MS: Centroidno. Agilent: Konverter
ABF-a ¢e prepoznati vrstu podataka kao ‘centroidnu’ ako u vaSem MassHunter softveru
postavljena vrsta ispisa kao dentroidna ili oboje. U suprotnom, pretpostavlja se da je

rije¢ o ‘profilnom’ tipu (MS-DIAL Tutorial) [16].
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% New project window - (] X

Analysis file paths

File path File name Type Class ID Batch Analytical order Inject. volume (uL) Included
C\Users\john3\OneDrive\Radna povriina\A|| Cont14_1 Sample Cont 1 1 1
CiUsers\john3\OneDrive\Radna povrsina\A|| Cont16_1 Sample Cont 1 2 1
Ci\Users\john3\OneDrive\Radna povrsina\Al| MeKO_01_01_1 Sample MeKO 1 3 1
C:\Users\john3\OneDrive\Radna povrsina\Al| MeKO_01_02_1 Sample MeKO 1 4 1

Slika 7. Tablica unesenih sirovih podataka koja pruza mogucnost oznacavanja kontrole i

uzorka
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Pri postavljanju parametara za analizu odabrani su pragovi za detekciju pikova, pocetak
1 kraj vremena retencije te broj niti (“threads”). Retencijsko vrijeme je sukladno
instrumentu GC-MS, a broj niti pokazuje kolika je efikasnost procesuiranja podataka,
Sto je on veci veca je efikasnost procesuiranja i karakteristicna je za racunalo na kojem

se radi.

% Analysis parameter setting = O X

Data collection | Peak detection | MS1Dec | Identification | Alignment | Filtering

Mass scan range

Mass range begin: 0 pa
Mass range end: 1000 pa
@ Advanced
Retention time begin: 4| min
Retention time end: 44 min
Multithreading
Number of threads: 4

Slika 8. Postavljanje parametara za analizu
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% Analysis parameter setting = O X
Data collection | Peak detection | MS1Dec | Identification | Alignment | Filtering

Peak detection parameters

Minimum peak height: ’ 1000 amplitude

Peak spotting parameters

Accurate MS:
Mass slice width: 0.1 Da
Mass accuracy for centroiding: 0.025| Da

@ Advanced

Slika 9. Postavljanje parametara za detekciju pikova

Minimalna visina pika je parametar koji se koristi pri detekciji pikova kako bi se nasla
minimalna granica intenziteta za otkrivanje pikova u ucitanim podatcima. Postavljanje
minimalne visine pika moze pomo¢i pri filtriranju mnostva pikova te osigurava da se u
analizi koriste samo znaajni pikovi. Sirina masenog segmenta se odnosi na m/z
vrijednosti koje softver obraduje, manja Sirina masenog segmenta daje vecu razlucivost
pri detekciji pikova Sto olakSava razlikovanje pikova koji su smjeSteni blizu jedan
drugome. Vecée vrijednosti ovog parametra daju brzu analizu ali mogu dati manju
preciznost ako je rije¢ o slozenim spektrima. Masena preciznost pri centroidingu se
odnosi na preciznost mjerenja mase iona pri postupku centroidinga. Centroiding je

proces u kojem se neprekinuti profil spektra pretvara u tocke ili centroide koje
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predstavljaju ion u danim m/z vrijednostima. Bolja masena preciznost daje tocnije
centroide u stvarnoj vrijednosti m/z od danog iona (MS-DIAL Tutorial) [16]. Prema
tome, potrebno je izabrati parametre koji odgovaraju zahtjevima analize kako bi se

izbjeglo mnostvo pikova koji se preklapaju i omogucio laksi rad s rezultatima.

% Analysis parameter setting = O X
Data collection | Peak detection | MS1Dec | Identification | Alignment | Filtering
Deconvolution parameters
Sigma window value: 05/ 0.1-1

10

El spectra cut off: amplitude

Slika 10. Dekonvulacija spektra

Dekonvulacija spektra oznaCava proces rjesavanja problema pri preklapanju signala
masenog spektra da bi se to¢no mogle odrediti pojedine komponente. Ova operacija je
vazna u slucajevima kada metaboliti daju signale koji se preklapaju ¢ime je otezano

njihovo razlikovanje. Softver koristi napredne algoritme za tu operaciju kako bi mogao
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dodijeliti odredeni signal odredenom spoju (MS-DIAL Tutorial) [16]. Visoka sigma
vrijednost daje moguénost analiziranja mnostva spojeva ali 1 vec¢a preklapanja, a niza

sigma vrijednost moZze dati to¢nije rezultate ali uzima u obzir manje pikova.

% Analysis parameter setting = O X
Data collection | Peak detection | MS1Dec | Identification | Alignment | Filtering

Retention time setting

RlorRT: (@ Use retention index (RI) () Use retention time (min)
Index file: Set Status: imported
Index type: @ Alkanes () FAMEs

MSP file and identification setting

MSP file:  |C:\Users\john3\OneDrive\Radna povrsina\GCMS-DemoFiles\20160817-MSDIA

Retention index tolerance: 20
Retention time tolerance: 05/ min
m/z tolerance: 05| pa
El similarity cut off: 70 %
Identification score cut off: 70| %
Use retention information for scoring:

Use retention information for filtering:

Use quant masses defined in MSP format file: ]

Only report the top hit:

Slika 11. Identifikacija

Pri identifikaciji je odabran retencijski indeks iz Cega slijedi da softver logiCkim
slijedom zahtjeva unos serije alkana koji koristi kao referencu. Banke podataka koje se
unose su oznacene pod “MSP file” i1 temeljem njih se vrsi identifikacija spojeva.
Kori$tena je javna banka podataka sa sluZzbene stranice MS-DIALA (URL banke

podataka:https://systemsomicslab.github.io/compms/msdial/main.html#Demonstration)
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% Import  library file for Rl calculation X
&« » v A _ « Alkanes Kovats deom by Arabidopsis > ABF v C Pretrazi: ABF )l
Organiziraj v Nova mapa =+ O 0

A~
> @ b-osobno Naziv Stanje Datum izmjene Vrsta Velicina
| D Alkane-Dictionary © 9.9.2024. 2:49 Tekstni dokument 1 KB|
W Radna povrii #
=] Dokumenti #
i Preuzimanja #
PN Slike »
() Glazba »
i3 Videozapisi #
urind »
~ urin2 »
Metahnanlhvst
Naziv datoteke: | Alkane-Dictionary v Textfile(*.txt) v
—
Slika 12. Serija (niz) alkana

- = X
B AlignmentResult. GCini RT_0.202449235¢ KONTROLA (4)tc Height 2 202441! PeakiD_2_202441! Alkane-Dictionan Alkanes Dictiona area-0-202 ®  Alkane-Dictionar Alkane-Dir X +

Datoteka  Uredivanje  Prikazi ol
Num RT(min)

10 4.030
11 4.694
12 5.284
13 5.814
14 6.292
15 6.733
16 7.143
17 7.530
18 7.895
19 8.242
20 8.573
21 8.887
22 9.188
23 9.476
24 9.752
25 10.017
26 10.281
27 10.554
28 10.842
29 11.156
30 11.563
31 11.894
32 12.342
33 12.862
34 13.468
n1,Col1 248 znakova 100% Windows (CRLF) UTF-8

Slika 13. Niz alkana
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% Analysis parameter setting = O X

Data collection | Peak detection | MS1Dec | Identification | Alignment | Filtering

Parameter setting

Result name: alignmentResult_2024_9 9 3 5_40
Reference file: Cont13_1 v
RlorRT: (@ Use retentionindex (Rl) () Use retention time (min)
Retention index tolerance: 10
Retention time tolerance: 2075 min
El similarity tolerance: 70| o

@ Advanced
Retention time factor: 05 (0-1)
El similarity factor: 05 (0-1)
Identification after alignment:
Gap filling by compulsion:
Choose base peak's m/z for rep. quant mass: ]

Slika 14. Poravnanje

Poravnanje oznafava proces uskladivanja parametara izmedu unesenih uzoraka. U
metabolomici razliciti uzorci kao $to su metaboliti, lipidi i proteini mogu imati razlike u
vremenu zadrzavanja i signalima koje daju zbog raznih faktora. Odabirom tolerancije
retencijskog indeksa se postavlja granica moguce varijabilnosti izmedu uzorka ili
standarda, a oznacava mjeru vremenskog zadrzavanja u koloni i u softveru se
usporeduje s vremenom zadrZavanja referentnih spojeva.El tolerancija sli¢nosti
oznacava stavku u softveru ¢ije je znacenje kontrola bliskosti masenih spektara i treba
odgovarati referentnom spektru u procesu identifikacije (MS-DIAL Tutorial) [16]. U

ovom radu je koriStena serija alkana ili niz alkana kao referenca vremena zadrzavanja.
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Odabiranjem visoke tolerancije EI sli¢nosti softver prihvaca spojeve koji ne odgovaraju
u potpunosti podatcima koji su uneseni kao referenca, dok odabir niske tolerancije EI
daje softveru uputu da uzima u obzir samo spojeve koji se vrlo dobro poklapaju sa

referentnim unosom.

% Analysis parameter setting = O X

Data collection | Peak detection | MS1Dec | Identification | Alignment | Filtering

Filtering option for alignment result

Peak count filter: 0 %
N% detected in at least one group: ’ 0| %
Remove features based on blank information: ]
Sample max / blank average: v 3 fold change
Keep ‘reference matched’ metabolite features: v
Keep removable features and assign the tag: v

Slika 15. Filtriranje

Filter broja pikova oznacava najmanji broj pikova koje bi spoj trebao imati da bi bio

koriSten pri analizi u softveru jer spojevi s malim brojem pikova nisu pouzdani.
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N postotak detekcije u barem jednoj grupi oznacava postotak uzoraka u barem jednoj
grupi npr. kontrolnoj u kojoj se mora nalaziti neki spoj da bi bio zadrzan u analizi (MS-

DIAL Tutorial) [16].

Ovi parametri pomazu pri filtriranju podataka i1 poboljSavaju kvalitetu analize
uklanjanjem signala koji nisu od vaznosti. Odabiranjem visoke vrijednosti filtera broja
pikova daje se naredba softveru da ne uzima u obzir spojeve s malim brojem pikova
¢ime se poboljsava kvaliteta analize. Odabirom visokog N postotka detekcije se
smanjuje broj spojeva koje softver obraduje, dok odabir niskog N postotka detekcije

daje moguénost pronalaska viSe spojeva ali i viSe pikova koji ne moraju biti znacajni.

L Progress of each step: peak detection, identification, and alignment X

All Process
File progress: 0/4

Each process

Cont14_1 ]
Cont16_1

MeKO_01_01_1

MeKO_01_02_1

Slika 16. Proces detekcije, identifikacije i poravnanja

Ovisno o brzini racunala, koli¢ini unesenih podataka te postavljenom broju niti
(threads), napredovanje svakog koraka varira (detekcije pikova, identifikacije i
poravnanja). Softver moze paralelno obradivati onoliko datoteka koliki je broj niti

(“threads”) postavljen.
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3 REZULTATI I RASPRAVA

File navigator Peak spot navigator EIC of focused spot | Bar chart of aligned spot (OH) | EIC of aligned spot Basic peak property | Compound detail ' Structure

Cont14.1 Label: | None Extracted lon chromatogram of 155 Tolerance [Da]: 0,5 Max intensity: 42470 Annotation: Unknown
Cont16_1
A | ) ;
Meko_01.01.1 Peak spots: 100% Num. 498 ¢ 18] RT [min]: 403
MeKO_01.02.1 E }g: Retention index -238
Display filter 'é %S‘ Quant mass 219
v 1
[ Ref. matched | | Suggested £ g J Peak heightlarea:  2728)3597
CCS matched [ Unknown € g Aol A | FormulalOntology:  NAINA
MS2 acquired || Molecular ion 0° T T T T T InChiKey: NA
4 6 8 10 12 14
(] Blank filter Unique ions Retention time [min] Comment: no available
Survey scan (MS1) spectrum Peak spot viewer | Alignment spot viewer Eshowiontable Exp.vs. Ref. | El Chrom.  Raw vs. Purified | Rep. vs. Ref.
R
Cont14_1 ID: 1917 Scan: 5235 RT: 6,897 min Mass: m/z 155 alw Ellz]:gygzuzuomnsom ssetiasosn
2 1 YWYY VY _ splash10-004i- a55cc:
1 w7
2 21 i 167
2 B T 149
- 1 f 1y
2 §| ¢ § 0]
E 1 508;
£ ° o1 S 067
) a a7 § 04
2 = {
5 1 024
S ] ot 560
2 8 81 00—
o2 @ @4 0 100 200 300 400 500 600 700 800
28 {
83 o & ol m/z
Alignment navigator aw L& | & 24
$8 1 Deconvoluted El spectrum
alignmentResult 2024 9.6 = e 8 81 splash10-00di-9772300000-9b71722a9f15974fadce
< m 1 =
g8 ~ &1 R 73
£ 1 3.1
N N - 2 o < 7,04
sa B - 1 ¢ 6,01
Saq - 1 ] g
a8 E ) £ 501
£8 38| & 5 401
3 S|m i 350 219
&I~ 1 s ol
-8 2 24 s 204
23 -9 o1 1,04
25 i A : - ! ! 0,04 Ly , r T .
80 4 0 4 6 8 10 12 1 100 200 300 400 500
Relative abundance Retention time [min] m/z

Slika 17. Rezultat analize softvera MS-DIAL

Na grafickim rezultatima analize prikazanim na slici 17. na grafu pregleda pozicija
to¢aka mogu se vidjeti podatci o izabranom piku kao Sto su retencijsko vrijeme, kvantna
masa, retencijski indeks te formula spoja. Medutim rezultati za izabranu tocku
pokazuju da banka podataka nije prepoznala naziv spoja. Prikaz rezultata takoder sadrzi
ekstrahirani ionski kromatogram (EIC), koji je iz podataka izvukao kromatogram za

odredeni spoj ili m/z vrijednost, $to je omogucilo fokusiranje na pojedinacni spoj.

Na slici 18. se nalazi maseni spektar prvog reda (MS1), koji prikazuje profil iona
prisutnih u uzorku prema njihovoj m/z vrijednosti. MS1 je zabiljezio sve ionizirane
vrste koje nisu prosle fragmentaciju, te prikazuje intenzitet iona pri odredenim m/z
vrijednostima. Ve¢i intenzitet oznacava veci broj iona pronadenih pri toj m/z vrijednosti.
Softver je omogucio vizualizaciju MS1 spektra pruzajuci pregled pika izabranog spoja
na grafu. Takoder, ponudena je opcija navigatora poravnanja (aligment navigator) koja

omogucuje uskladenje izmedu Cetiri koriStena uzorka.

27



Grafovi sirovog EI spektra i dekonvolucije EI spektra omogucéuju usporedbu izmedu

sirovih ucitanih podataka i podataka koje je softver dekonvulirao.

4. The result of compound identification of an alignment spot is described here.

File navigator Peak spot navigator EIC of focused spot | Bar chart of aligned spot (OH) |EIC of aligned spot sic peak property ' Compound detail
Cont13.1 bet o 3-Indoleacetonitrile; GC-EI-TOF; MS; 1 TMS; BP RT(min}=8.228 RI=1895.91 m/2=117 3-indolescetontrie; GC-E1-TOF: MS; 1 TMS: £
Cont14.1 "
ot 1 Peokspots: 100%  Num.106 | 35 RT (min}} 8.228)ref=7.648/diff=0.58
Meko_01,01.1 o Retention ind_ 1895.9)ef=1888.11if1=78
Mek0_01.02.1 Display fiter $20 Quant mass Rl
MeK0_01.03.1 ) Ref. matched ] Suggested | §1° Peak heightjarea (average height)
10
CCS matched [ ] Unknown 05 FormulalOntology:  C10HYY2INA
MS2 acquired |1 Molecular ion | 04 InChiKey: LSTLNDISINKOFNM-UHFFFAOYSA-N
Cont MekO
["] Blank filter Unique ions Class Comment:
Survey scan (MS1) spectrum Peak spotviewer Alignment spot viewer “J_lshowmntabfe Ref. ElChrom. Raw vs. Purified \‘v.vx-ﬂe‘-
: . ol | [e7e=s]
2. Check this allgnmenmesult_ml;_\S\Q_Mj i fl m G5
2 ; R El spectra quant mass: 117 Measurement
g
5 . 3. Go to alignment spot viewer wl 7
g
g gre| ®
° L 80
= 2
2 2 60
2
& 8 . 407
3 T g £
T 28 - E g S0
| Aignmentnavigator | X 2 gls" 3 bl et a28
58 & S0 Lot AeAR |
alignmentResult 202035 2 & o M i I
] -
€q o “w0
§ ] Sq2 [0} 28
. 2 2 604
1. Double click | ¢ & g| & 129
g3la - ¢ 80
ggR e @ @
w8 ] ] 100
g3 ’ "
- . .
80 4 0 1000 1500 2000 2500 3500 100 200 300 400 500
Relative abundance Retention index m/z Reference
Region focus by ID: 388 |>| Rivalue: 18959 M m% 17> tion box: Ct abolite name to ‘Unknown

5. The result can be changed by the compound search window.

Slika 18. Graficki prikaz softvera MS-DIAL (URL: https://systemsomicslab.github.io/

msdialStutorial/)

Na slici 18. broj 2 oznacava filter za referentno preklapanje (“reference matched”) koji
je omogucio graficki prikaz samo onih spojeva koji su identificirani. U sekciji Pregled
tocaka preklapanja (“Aligment spot viewer”) vidljiv je prikaz isklju€ivo identificiranih
toCaka, dok se omjer spoja u uzorcima prikazuje u sekcijom StupiCasti prikaz toc¢aka
preklapanja (“Bar chart of aligment spots(OH)”). Prikaz omjera spoja doprinosi kvaliteti

analize pogotovo ako analiza nije izvedena uz koriStenje standarda.
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4 ZAKLJUCAK

MS-DIAL se pokazao korisnim softverom pri obradi podataka masene spektrometrije te
moguénoscu identifikacije metabolita i lipida. Softver primjenjuje napredne algoritme
za dekonvoluciju spektra i omogucava kompatibilnost s raznim bazama podataka poput

Mass Bank §to znacajno olakSava proces identifikacije metabolita i drugih tvari.

Jedna od glavnih prednosti MS-DIAL-a je njegova sposobnost obrade podataka
dobivenih razli¢itim tehnikama ionizacije kao §to su GC/MS, LC/MS 1 MS/MS, ¢ime je

pozicioniran kao iznimno koristan alat u znanstvenim istrazivanjima.

Softver takoder omogucuje automatsku analizu i1 vizualizaciju podataka, §to doprinosi

toc¢nosti 1 brzini analize, smanjujuéi pritom vjerojatnost ljudske pogreske.
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5 POPIS KRATICA I SIMBOLA

GC-MS -vezni sustav plinske kromatografije i1 spektromerije masa (engl. gas

chromatography—mass spectrometry)

HPLC-MS - vezni sustav visokoucinkovite teku¢inske kromatografije i spektrometrije

masa (engl. high-performance liquid chromatography—mass spectrometry)

ATP - adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

kDa -kilodalton

2DGE -Vezni sustav dvodimenzionalne gel elektroforeze (engl. 2D gel electrophoresis)

MS - spektrometrija masa (engl. mass spectrometry)

LCMS - Vezni sustav tekuc¢inske kromatografije sa spektrometrijom masa (engl. liquid

chromatography—mass spectrometry)

CRP -C-reaktivnoi protein (engl. C-reactive protein)

NMR -Nuklearna magnetska rezonancija (engl. nuclear magnetic resonance)

CAS -Kemijski apstraktni servis (engl. Chemical Abstracts Service)

MALDI-MS - Matricom potpomognuta laserskom desorpcijom/ionizacijom-
spektrometrija masa (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass

Spectrometry)

Ppb —dio na milion (engl. perc per billion)

WCOT - kolona sa Sirokim kapilarama (engl. Wide-Bore Capillary Column)

SCOTT —kolona s kalibriranim kapilarama za plinsku kromatografiju (engl. SCOTT —
Standard Capillary Column for Gas Chromatography)

FID —plameno ionizacijski detektor (engl. Flame Ionization Detector)

ECD -detektor za hvatanje elektrona (engl. Electron Capture Detector)
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TCD —detektor toplinske vodljivosti (engl. Thermal Conductivity Detector)
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