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SAZETAK

Rak je novotvorina za koju je karakteristi¢na nekontrolirana dioba stanica. Moze biti
zlo¢udni ili dobro¢udni. Zbog brzog Sirenja jako je teSko na vrijeme otkriti i lijeciti
ljude oboljele od ove bolesti. Tijekom povijesti su razvijene razli¢ite klinicke metode za
istrazivanje i detektiranje tumorskih bolesti, no ni jedna od razvijenih metoda se ne
moze iskoristiti za dugorocno lijeCenje i zaustavljanje bolesti. U svrhu ranijeg
otkrivanja i sprje¢avanja bolest razvija se istrazivanje biomarkera. Biomarkeri ili
tumorski biljezi su bioloske molekule koje ukazuju na normalne ili abnormalne procese
u ljudskom tijelu, ili na prisustvo neke bolesti, kao §to je rak. Zbog toga je u istrazivanju
raka sve vise U uporabi GC-MS tehnika. Ova tehnika koristi razli¢ita tkiva i tekucine iz
ljudskog organizma u svrhu otkrivanja biomarkera. GC-MS tehnika sastoji se od
uredaja za plinsku kromatografiju, koji sluzi za razdvajanja komponenti iz uzorka, i
masenog spektrometra, koji sluzi kao detektor za identifikaciju odvojenih komponenti.
Uporabom ove tehnike otkriven je velik broj molekula koje mogu posluziti kao
biomarkeri, tj. koje se mogu iskoristiti za pravovremeno otkrivanje raka i kvalitetno

pracenje razvijanja bolesti.

Kljuéne rijeci: tumor, GC-MS, biomarkeri, rak



Abstract

Cancer is a neoplasm which is classified by abnormal cell growth. Cancer can be malign
or benign. Because it spreads very fast, it is very difficult to discover this disease and
curing people who have cancer. Throughout history variosu clinical methods were
developed for the research and detection of tumor diseases, but none of the methods
can be used for long term treatment and for stopping the disease. In purpose of early
detection and prevention of the disease, the research of biomarkers is developing.
Biomarkers or tumor markers are biomolecules which indicate normal and abnormal
processes in the human body, or a disease, such as cancer. Because of that the GC-MS
tehnique is nowadays more used. This tehnique uses differnt types of tissues and liquids
from the human body for the detection of biomarkers. The GC-MS tehnique is
composed of the device for gas cromatography, which is used for separation of
components from the sample, and the device for mass spectrometry, which is used for
the identification of the separated components. By the use of this tehnique a great amont
of molecules have been discovered, which can be used as biomarkers, in other words,
which can be used in the early detection of cancer and quality tracking of the

developing of the disease.

Keywords:tumor,GC-MS, biomarkers(VOMs),cancer
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UvoD

Rak je bolest karakterizirana abnormalnim rastom stanica, koje prolaze kroz i razaraju
tkiva i organe i na taj na¢in se mogu proSiriti po cijelom organizmu. Jedan od tri smrtnih
slucajeva u svijetu uzrokovan je rakom. Ucestalost raka kod ljudi ovisna je o vise
faktora, kao $to su starost, zivotne navike, hormoni i izlozenost razli¢itim

kancerogenima iz okolisa.(1)

Zbog velikog broja faktora koji uzrokuju rak kao i velike smrtnosti potrebno je sto
zurnije razviti metodu za §to ranije otkrivanje bolesti. U klini¢koj praksi velik broj
testova se temelji na vrsti raka na koju se sumnja, kao na primjer biopsija, citologija i
krvni test. Ovi testovi su ograniCeni i ¢esto koriste bolne i invazivne metode, Stovise
mnoge vrste raka se ne mogu otkriti ovim testovima. Postojece neinvazivne metode kao
Sto su raCunalna tomografija i magnetna rezonancija SU povezane sa visokom stopom
laznih pozitivnih testova i zbog izlaganja radijaciji mogu biti Stetni za ljudski
organizam. S vremenom su stvoreni alternativni pristupi za dijagnozu raka koji
ukljucuju otkrivanje biomarkera kori$tenjem analitickih metoda. Medutim, otkrivanje
biomarkera za uspostavljane klini¢ke dijagnoze raka u ranoj fazi povezana je sa
invazivnim metodama. Zbog toga su mnogi istrazivaci svoju paznju posvetili razvoju
neinvazivne metode za klinicku dijagnozu raka, $to je dovelo do razvoja proucavanja
hlapljivih organskih komponenti(VOMs- eng.volatile organic metabolites), koje se
mogu naci u ljudskoj i zivotinjskoj bio matrici. Hlapljive organske molekule su dio
podrucja metabolizma koji se mogu iskoristiti u dijagnozi razlicitih vrsta bolesti.
Hlapljive organske komponente su termostabilne molekule razli¢itih temperatura
vrelista. Postoje endogene i egzogene hlapljive organske komponente. Endogene su cilj
u istrazivanjima za uspostavu novih dijagnoza, zbog toga §to su proizvedene od strane
reaktivnih oksidacijskih vrsta i slobodnih radikala u mitohondrijima za vrijeme nekog
oksidacijskog procesa. Ove reaktivne oksidacijske vrste razaraju razli¢ite vrste
molekula, pri cemu nastaju hlapljive organske molekule. Nastajanje reaktivnih
oksidacijskih vrsta u stanici je povezano sa razli¢itim klinickim stanjima, primjerice

tumorskim bolestima. Razli¢ite koli¢ine produkata reaktivnih oksidacijskih vrsta su



pronadene u razli¢itim ljudskim bio matricama kao $to su krv, urin, izmet , suze i uSna
smola. Identifikacija hlapljivih organskih molekula kao biomarkera je jako vazna kako
bi se omogucila $to brza i laksa klinicka dijagnoza neke tumorske bolesti. Zbog toga je
potrebno istraziti i razviti metodu koja ¢e napraviti najbolje i najvjerodostojnije
rezultate. Razli¢ite analiticke metode se mogu koristiti u otkrivanju biomarkera. Posto
vec¢ina biomarkera, koji su povezani s tumorskim bolestima, pokazuju hidrofilne
osobine, Koristi se metoda koja moze te hidrofilne molekule najbrze i najsigurnije
identificirati. Plinska ili tekucinska kromatografija u kombinaciji sa masenom

spektrometrijom se pokazala kao najmo¢nija metoda u otkrivanju novih biomarkera.

1. TUMORI ILI NOVOTVORINE

Tumori su patoloske tvorbe koje nastaju kao posljedica prekomjerne proliferacije
izmijenjenih stanica. Javljaju se zbog djelovanja vanjskih i unutrasnjih faktora, a nastaju
zbog gubitka regulacije kontrolnih mehanizama rasta stanice. Proces tijekom koga dolazi
do prelaska normalne stanice u tumorsku stanicu naziva se neoplasti¢na pretvorba. Dolazi
do kromosomskih promjena koje se nalaze u svim tumorskim stanicama pa se
pretpostavlja da su se razvile iz jedne mati¢ne tumorske stanice koja se razlikuje od
normalne stance. Pojava raka u odredenoj populaciji varira s vremenskim razdobljem,
geografskim polozajem, spolom i dobi. Prema klinickoj klasifikaciji dijele se na benigne
i maligne, odnosno prema agresivnosti rasta. Benigni ili dobro¢udni tumor raste polagano
u organu u kojem je nastao i ne ugrozava bitno zdravlje Covjeka. Gradeni su od
diferenciranih stanica koje nalikuju na stanice organa u kojem je tumor nastao. Maligni
ili zlo¢udni tumori rastu mnogo brze od benignih i pri tom razaraju okolno tkivo. Za
zlo¢udne tumore koji su opasni za Zivot rabi se naziv rak. Zlo¢udni tumori se limfom i

krvlju moze prenositi u ostala tkiva. Taj nacin $irenja se naziva metastaziranje.(2)

OBILJEZJA DOBROCUDNI ZLOCUDNI
Makroskopska

cahura prava ¢ahura pseudocahura
rekroza rijetko cesto



ulceracija
Mikroskopska
atipija
piemorfizam
mitoze

omjer jezgra/citoplazma
jezgrice

Rast

nacin rasta
brzina rasta
lokalna invazija

Metastaze

Tablical. Razlike izmedu benignog i malignog tumora. (1)

rijetko

oskudna
oskudan
rijetke
normalan

neuocljive

ekspanzivan
polagano
ne

ne

Osim klinicke klasifikacije postoji jos:

e Morfoloska Kklasifikacija- na osnovu makroskopskog pregleda vizualni
pregled bez posebnih pomagala) tumori se dijele na makroskopski vidljive i
makroskopski neuocljive tvorbe. Primjerice, vecina se tumora moze uociti

takvim pregledom, dok se leukemija moze utvrditi tek nakon mikroskopskog

pregleda krvi.

e Histogenetska Kklasifikacija- na osnovu tkivnog podrijetla tumora. Prema toj

kvalifikaciji tumori se dijele na epitelne, mezenhimalne, tumore ziv¢anih

stanica, spolnih stanica i dr.

e Etioloska klasifikacija tumora- prema ovoj podjeli tumori mogu biti genetski
uvjetovani, uzrokovani kemijskim ili fizikalnim kancerogenima ( tvar ili

smjesa tvari koja uzrokuje rak ili povec¢ava Sansu za pojavu raka) i, tumori

uzrokovani virusima.(1)

cesto

izrazita

izrazit

brojne, ¢esto patoloske
povecan

uocljiv

infilterativan
polagano ili izrazito brzo
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¢esto prisutne



1.1 Osnovne karakteristike tumora

Rast tumora nema nikakve bioloske svrhe. Tumorske stanice nisu korisne organizmu i u
vec¢ini sluCajeva mogu biti Stetne. Njihov rast je neovisan o fizioloSkim kontrolnim
mehanizmima organizma. Abnormalno reagiraju na stimulaciju hormonima, ¢imbenike
rasta i druge bioloske tvari iz krvi. Jedna od glavnih osobina tumorskih stanica je

poremecaj u putevima stani¢ne smrti. (1)

Mnoge tumorske stanice su otporne na apoptozu ( programirana smrt stanice uzrokovana
razli¢itim fizioloSkim proceima ili zbog nekog patoloskog osteéenja pri ¢emu tkiva i

organi odrzavaju svoj normalan obujam).(3)

Novotvorine se ponasaju poput parazita. 1z krvotoka uzimaju hranjive tvari, hormone,
Kisik i druge tvari koje su potrebne za zivot. Rastu nepravilno i neorganizirano, zbog ¢ega
ne stvaraju tkiva i organe. Vrlo ¢esto ne diferenciraju u zrele stanice zbog ¢ega se nazivaju
i nediferenciranim ili atipicnim stanicama. Dijele se brze od normalnih stanica i zbog toga
imaju brzi metabolizam. Rast kod normalnih stanica ovisi o pristupnosti odgovarajucih
faktora rasta koji dolaze najéesce iz seruma i kad oni nisu raspolozivi stanica ulazi u fazu
mirovanja Go. Za razliku od njih tumorske stanice nastavljaju proliferaciju i ne ulaze u
Go fazu, a u nekim sluc¢ajevima tumorske stanice same sebi proizvode faktore rasta.
Tumorske stanice takoder slabije adheriraju s drugim stanicama ili s matriksom. Cesto je
uzrok tome smanjena ekspresija adhezijskih molekula na povr$ini tumorske stanice $to
omogucava lakse Sirenje tumorskih stanica. Tumorske stanice proizvode liticke enzime
koji razaraju kolagen i bazalnu membranu matriksa $to omogucuje prolazak tumorskih
stanica kroz matriks. Razaranjem i prolaskom kroz matriks tumorske stanice mogu uéi u
krvozilni ili limfni sustav i proSiriti se u ostala tkiva i organe ( tj. Metastazirati )
.Moguénost metastaziranja imaju samo zlo¢udni tumori koji mogu prezivjeti u
nepovoljnim uvjetima uz pomo¢ anaerobne glikolize i tako sebi osigurati dovoljno
energije za daljnji rast i razvoj. Tumorske stanice takoder proizvode vise proteina za rast
nego za izvanstaniéni transport. Sva ova svojstva i karakteristike tumorskih stanica
uvjetuju ucinkovito Sirenje , tesko lijeenje i1 sprjecavanje smrti osoba oboljelih od raka.

1)



1.2. Dijagnoza i istraZivanje tumora

Tumorske bolesti su drugi uzrok smrtnosti u svijetu odmabh iza kardiovaskularnih bolesti.
Za njihovo lijeenje je najvaznije Sto ranije otkrivanje. Danas jo§ ne postoji neka
laboratorijska ili druga dijagnosticka metoda koja bi na vrijeme i jasno pokazala boluje li
odredena osoba od neke tumorske bolesti. U dijagnozi raka sudjeluje velik broj
medicinskih struénjaka od kirurga, interventnih kardiologa i radiologa koji izvode
biopsiju, do patologa koji proucavaju uzorak pod mikroskopom ili nekim drugim
kemijskim nac¢inom ( PCR metodom) .(1)

Biopsija je medicinska metoda uzimanja uzorka tkiva ili stanica u svrhu otkrivanja
istrazivanja i odredivanja razli¢itih bolesti. Najéesce se koristi na osobama kod kojih se
sumnja na tumorsku bolest. Patolosko ispitivanje uzorka tkiva uzetog biopsijom
obuhvaca mikroskopsku procjenu da li se radi o benignom ili malignom tumoru. Zatim
da li se prosirio ili postoji daljnja mogucnost Sirenja. Uzorak mora biti postavljen u
alkohol kako nebi doslo do raspada uslijed djelovanja bakterija. Zbog razlicitih
nedostataka mikroskopska dijagnoza ¢esto nije dovoljna te se pristupa drugim
dijagnostickim metodama , poput biokemijskih, imunohistokemijskih, molekularnih
tehnika i sl.(4)

1.2.1. Osnovne metode i tehnike u istrazivanju raka

Rutinske imunohistokemijske metode rabe se za:

e Klasifikaciju zlo¢udnih tumora

e Odredivanja molekula vaznih za prognozu i terapiju
e Potvrdu mikroskopske dijagnoze

e Kilasifikaciju leukemija

e QOdredivanje primarnog tumora

Danas se sve vise primjenjuju i molekularne tehnike. One sluZe za odredivanje dijagnoze

zlocudnih tumora i za odredivanje genetske predispozicije za odredeni tumor. Od



biokemijskih metoda najvaznije je prac¢enje tumorskih biljega (biomarkera) . Biomarkere
proizvode sami tumori ili organizam kao odgovor na tumor. Koriste se za potvrdu bolesti
I za pracenje oporavka bolesnika. Ako je biomarker joS§ uvijek prisutan nakon operacije
uklanjanja tumora poveca koncentracija tumorskih biljega to je znak da tumor nije

kirurski u potpunosti uklonjen ili postoje metastaze.(1)

Konvencionalnom radiologija- prave se snimke za utvrdivanje to¢nog polozaja tumora.
(%)

Ultrazvuéna dijagnostika (ehosonografija) - temelji se na tome da odredeni materijali
unutar elektricnog polja emitiraju ultrazvuéne valove. Koristi se za analizu stijenke

cjevastih organa i biopsije vodene ultrazvukom. (5)

Scintigrafija ( nuklearno medicinska dijagnostika) - temelji se na tome da odredeni organi
mogu apsorbirati radiofarmak. Radiofarmak je spoj nekog radioizotopa i njime

obiljeZzenog nosaca. Koristi se u otkrivanju tumora jetre , limfoma, tumora Stitnjace i dr.
(%)

Magnetna rezonancija (MRI) - noviji je dijagnosti¢ki postupak. Organ se postavi u
magnetno polje i primjenom radio valova dolazi do pojave signala koji se pomocu
racunalnih programa pretvara u sliku. Sluzi pri odredivanju polozaja tumora, rasirenosti,
granice zdravog i bolesnog tkiva i naravi tumora. Najces¢e se koristi u dijagnozi tumora
mozga i tumora kostiju. Negativna strana je nemogucnost KoriStenja pri postojanju

metalnih materijala u organizmu . (5)

Racunalna tomografija (CT) - prikazuje presjek tijela pomoc¢u rac¢unalne obrade. Koristi
rotiraju¢i rendgenski snop za stvaranje slike i prema tome daje informacije o polozaju,

veli¢ini i odnosu tumora s okolnim strukturama.(5)

2. METABOLIZAM STANICA RAKA

U normalnim stanicama kisik inhibira glikolizu, iz jedne molekule glukoze nastaju dvije
molekule piruvata uz nastanak 2 ATP-a. Zatim molekula piruvata prelazi u molekulu
acetil-koenzim A, koja ulazi u ciklus limunske kiseline pri ¢emu ukupno nastaje 38

molekula ATP-a. Stanice raka ne koriste glukozu tako efikasno. Umjesto piruvata



stvaraju laktat. Ovaj alternativni metabolicki put koristi se kao primarna meta pri
tretiranju kemoterapijom. U stanicama raka glavni izvor energije, odnosno ATP-a su kao
i u normalnim stanicama mitohondriji, dok glikoliza proizvodi 17% od ukupnog ATP-a.
Jedna od glavnih funkcija mitohondrija je ciklus limunske kiseline. Za razliku od
normalnih stanica gdje je ciklus limunske kiseline povezan sa glikolitickim putem, u

stanicama raka nema povezanosti.(1)

Piruvat dehidrogenaza (PDH) je enzim koji omogucuje nastavak razgradnje glukoze u
mitohondrije , a on je iskljucen u stanicama raka. Kako bi zaobisli inhibiciju PDH-a ,
mitohondriji se koriste alternativnim izvorom ugljika. Taj alternativni izvor je
aminokiselina glutamin koja se nalazi u krvi i oni se mogu koristiti kao izvor energije u
stanicama raka. Glukoza i glutamin sluZze normalnim stanicama i Stanicama raka za
energiju i proizvodnju aminokiselina, nukleinskih kiselina i lipida potrebnih za
proliferaciju. Neke druge molekule, koje se pojavljuju u metabolizmu raka, se mogu
koristiti kao biomarkeri. Na primjer, aminokiselina alanin ,koja nastaje transaminacijom
piruvata, pronadena je U stanicama raka jetre i mozga. Povecana koncentracija
nukleotida u urinu sluzi kao biomarker raka dojke, jetre i crijeva, jer se nukleotidi koji

su nastali oksidacijskim raspadom DNA ne upotrebljavaju ponovo, ve¢ izlucuju.(6)

2.1. Biomarkeri ili tumorski biljezi

Biomarkeri su bioloske molekule koje se mogu prona¢i u krvi, drugim tjelesnim
tekuc¢inama i tkivima, a koje ukazuju na normalne ili abnormalne procese u tijelu, ili na
prisustvo neke bolesti, kao na primjer raka. Postoji ogroman broj biomarkera, kao $to su
proteini, nukleinske Kiseline, antitijela i dr. . Biomarkeri mogu biti i kolekcija promjena
razlic¢itih ekspresija gena i metabolickih potpisa. Biomarkeri se mogu pronaci u cijeloj
krvi, serumu i u plazmi, sekretu, urinu i u tkivu. Prisutni su kao antigeni na povr$ini
stanica koje proizvodi tumorska stanica, a zatim se otpustaju u krv. Koriste se kod
dijagnoze zlo¢udnih tumora, procjene rizika oboljenja, razlikovanja zlo¢udnih od
dobrocudnih oboljenja, procjene razvoja bolesti kod osoba kod kojih je dijagnosticiran
rak i za pracenje tijeka bolesti. Transformacija obi¢ne stanice u stanicu raka je pracena
razli¢itim metabolickim reakcijama. Identifikacija tih produkata na pocetku bolesti

povecava Sansu da ¢e oboljeli prezivjeti. Takve metabolicke promjene u stanici uzrokuju
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lu¢enje molekula koje sluze kao biomarkeri. Neki biomarkeri su specifi¢ni za samo jednu
upotrebu, a drugi se mogu koristiti za vise od jedne. Pomoc¢u biomarkera se moze odrediti
koliki je rizik od oboljenja za odredenu osobu. Kao na primjer, kod Zene koja u obitelji
ima povijest oboljenja od raka dojke ili maternice postoji mogucénost genetske pretrage U
svrhu otkrivanja nosaéa BRCAI1, koji povecava rizik za oboljenje od raka dojke ili
maternice.Kod pacijenata koji imaju rak, biomarkeri mogu posluziti za procjenu bolesti i
procjenu vjerojatnoc¢e vrac¢anja bolesti. Takoder mogu posluziti za odabir terapije koja ¢e
najbolje suzbijati bolest, ali ta svrha je tek u razvoju. Razli¢iti znanstveni radovi govore i
o mogucnosti upotrebe biomarkera u procjeni reakcije tumora na kemoterapiju, no takva

upotreba nije jo§ dopustena u klinickoj analizi. Danas su u upotrebi razni biomarkeri.(6)

Naziv / Name Benigna stanja / Benign conditions Tumorska sijela / Tumour locations
Karcinoembrionalni Do 34 gL Pusaci, ciroza jetre. polipi. hepatitis. bolesti pluca. Dojka. pluca, kolon. jajnik.
antigen CEA /Upto34ug/L ulcerozni kolitis grlo maternice
Carcinoembrional / Smokers, liver cirrhosis, polyps. hepatitis. lung diseases, / Breast, lung. colon, ovaries,

antigen CEA ulcerous colitis uterine cervix
Ugljikohidratni Do 25 kIU/L Upalne bolesti jetre, tbe. reumatske bolesti. mastopatija. Dojka. jajnik, endometrij, Zeludac,
antigen CA 15-3 / Up to 25 kIU/L fibroadenom, benigne bolesti pluca jetra, gusteraca
/ Carbohydrate / Inflammatory liver diseases. tuberculosis, rheumatic diseases. / Breast, ovaries, endometrium,
antigen CA 15-3 mastopathia, fibroadenoma, benign lung diseases gastric, liver. pancreas
Ugljikohidratni Do 35kIU/L Folikularna faza ciklusa, ciroza. hepatitis, endometrioza, Jajnik. dojka. maternica. endometrij.
antigen CA 125 / Up to 35 kIU/L ciste jajnika kolon, rekfum. pluca
/ Carbohydrate / Follicular phase of menstrual cycle. liver cirrhosis, / Ovaries, breast, uterus.
antigen CA 125 hepatitis. endometriosis. ovarial cysts endometrium, colon, rectum, lungs
Ugljikohidratni Do 39 kKIU/L Pankreatitis. kolecistitis. kolangitis. ciroza. hepatitis, Gusteraca i svi gastrointestinalni
antigen CA 19-9 / Up to 39 kKIU/L cisti¢na fibroza. neregulirani diabetes mellitus. plucne bolesti. fumori s jetrenim metastazama
/ Carbohydrate hemodijaliza. pseudociste i ciste gusterace i drugih lokacija / Pancreatic tumours
antigen CA 19-9 / Pancreatitis, cholecystitis. cholangitis, cirrhosis. and gastrointestinal fumours

cystic fibrosis, unregulated diabetes mellitus. lung diseases, with liver metastases

haemodialysis. pancreatic cysts and pseudocysts
Korionski gonadotropin Trudnoca, hidatiformna mola Koriokarcinom
HCG-beta-podjedinica / Pregnancy. hydatiform mole / Choriocarcinoma

/ Chorionic gonadotropin
HCG beta subunit

Alfa-fetoprotein oFP Do 13.6 ug/L Trudnoca, ciroza. hepatitis, fetus. novorodence, dojence Testis, jetra
/ Alpha-foetoprotein aFP /Upto 13.6 ug/L Pregnancy, cirrhosis. hepatitis, foetus, newborns. babies / Testis, liver

Tablica 2. Lista osnovnih klini¢kih biomarkera (1)

Jedan od vaznijih biomarkera je karcinoembrijski antigen (CEA) koji nastaje u
normalnim embrionalnim tkivima, ali se njegovo prisustvo ne moze dokazati kod zdravih
osoba. Stiti stani¢ne membrane malignih stanica. Njegova poveéana vrijednost se
pojavljuje kod osoba sa cirozom, Crohnovom bole$¢u, hepatitisom i pusaca. Kod
zlo¢udnih bolesti vazan je u dijagnostici i pra¢enju ljudi s kolo rektalnim, karcinomom
gusterace, dojke, zeludca i drugih karcinoma. Drugi vazan biomarker je a-fetoprotein
(aFP) koji se stvara u fetalnoj dobi u jetri i probavnom sustavu, a nakon rodenja njegova
koncentracija se smanjuje. Njegova povecana koncentracija se koristi kod pracenja ciroze
jetre i hepatitisa. Kad je koncentracija oFP izrazito poviSena, taj biomarker moze posluziti

kao znak karcinoma zametnih stanica jajnika i karcinoma jetre.(7)



2.1.1 Detektiranje novih biomarkera

Postoji odreden broj prepreka koje potencijalni biomarker mora pro¢i da bi se mogao
koristiti u medicini. Mora biti analiticki ispravan , to jest mora proci testove specifi¢nosti,
senzitivnosti i robusnosti. Biomarker mora biti visoko specifican. Mora biti prisutan u
oboljelih osoba, a ne smije se pojavljivati kod zdravih osoba. Takoder mora pokazivati
visoku osjetljivost u ranoj fazi bolesti kad je u organizmu prisutan manji broj malignih
stanica. Koncentracija biomarkera mora biti proporcionalna sa aktivno$éu tumora.
Takoder, mora biti specifican za odredeni organ. Tek tada se odredeni biomarker moze

koristiti u medicinskoj dijagnostici.(6)

3. GC-MS METODA

3.1 Plinska kromatografija

U plinskoj kromatografiji nositelj ili pokretna faza je inertni plin, koji eluira sastojke iz
smjese koji se nalaze u koloni napunjena stacionarnom fazom. Helij se najéeSce
upotrebljava kao mobilna faza u plinskoj kromatografiji. Postoje dvije vrste plinske
kromatografije. Adsorpcijska kod koje je pokretna faza plin, a nepokretna Cvrsta tvar
velike specificne povrSine, na kojoj se adsorbiraju analizirani uzorci. Ona omogucuje
razlu¢ivanje plinovitih smjesa niske molekularne mase, a sastojci se odjeljuju na osnovu
ravnoteze koja se uspostavlja izmedu sastojka uzorka iz mobilne faze i ¢vrste stacionarne
faze. Razdjelna kromatografija kod koje je pokretna faza takoder plin, a nepokretna faza
je nehalapljiva tekuc¢ina koja je adsorpcijom ili kemijskim vezanjem vezana na ¢vrstom
nosacu. Dvije osnovne uloge plinske kromatografije su odjeljivanje i analiza uzorka.
Koristi se za kvalitativnu analizu, to jest za odredivanje prisutnosti i odsutnosti sastojaka

u nekoj smjesi i kvantitativnu, kojom se odreduje koli¢ina odredenog sastojka u smjesi.(8)



3.1.1. Uredaj za plinsku kromatografiju
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SLIKA 1. Shematski prikaz plinske kromatografije(8)

Pocetni dio uredaja za plinsku kromatografiju je injektor inertnog plina. Izbor inertnog
plina nositelja ovisi 0 odabiru detektora. Injektor plina Cesto sadrzi razliCite mjerne
uredaje, zatim regulatore tlaka te ponekad molekularna sita koja sluze za uklanjanje vode
i ostalih necistoca. Injektor je zagrijan na viSoj temperaturi od kromatografske kolone
kako bi se omogucilo brzo uplinjavanje uzorka u injektoru 1 sprijecila kondenzacija
uzorka u detektoru. Sljedeci dio uredaja je sustav za uStrcavanje uzorka. U kolonu treba
unijeti malu koli¢inu uzorka, i to brzo. Za to se najces¢e koristi mikrolitarska Strcaljka,
koja je zagrijana 50 °C iznad temperature vreliSta najmanje hlapljiva sastojka, jer u
suprothnom uzorak za vrijeme unoSenja nebi ispario trenutno. Zatim slijedi
kromatografska kolona koja moze biti punjena ili kapilarna. Punjena kolona se sastoji od
staklenih ili metalnih cijevi unutarnjeg promjera 2-4 mm u koje je postavljena stacionarna
faza. Dok su kod kapilarnih kolona cijevi izradene od razli¢itih materijala, promjera <
30pum ispunjene tankim slojem stacionarne faze. Za pravilan rad kolona mora biti
termostatirana, to jest njena temperatura se mora odrzavati u odredenoj uskoj granici.
Kolone sluze za odjeljivanje sastojaka smjese. Kapilarne kolone su zbog svog manjeg
promijera djelotvornije, ali su se zbog problema smanjenog kapaciteta uzorka, lomljivosti,
1 mogucnosti zaCepljenja masovno pocele primjenjivati tek nekoliko zadnjih godina kad

su ti problemi rijeseni. (8)
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Detektori koji se upotrebljavaju u plinskoj kromatografiji mogu biti:

e Detektori toplinske vodljivosti ili katarometri
e Plamenoionizacijski detektori
e Detektori apsorpcije elektrona

e Razliciti spektroskopski ili elektroanaliti¢ki detektori

Analizom s detektorom komponente uzorka se mog kvalitativno i kvantitativno odrediti.
Mjerenjem vremena zadrzavanja ( vrijeme koje je proSlo od injektiranja uzorka do
vremena maksimalnog odziva za razmatranu kolonu) moguce je kvalitativno odrediti koji
je spoj u pitanju, a povrSina ispod pika je kvantitativni signal jer je proporcionalna

koncentraciji uzorka u smjesi.(9)
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3.2. Masena spektrometrija
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SLIKA 3. Shematski prikaz masenog spektrometra(10)

Masena spektrometrija je jedna od najznacajnijih analitickih metoda u svijetu. Za njenu
uporabu potrebno je jako malo uzorka ( 107%g), a u kombinaciji sa plinskom
kromatografijom jo§ manje (10°g). Osnovni princip masenog spektrometra pri analizi

nekog uzorka je stvaranje plinovitih iona tog uzorka, elektricnom ionizacijom.
M+e — Me" + 2¢

Nastali pozitivni ioni dalje fragmentiraju u pozitivno nabijen kation i radikal.
Me* —myt + mpe

Ovi pozitivni ioni nastaju u ionizacijskoj koloni ,pri tlaku od 10°mm Hg,
bombardiranjem snopom elektrona visoke energije sto dovodi do izbacivanja elektrona
iz molekule i nastajanja molekulskog iona.. Nastali pozitivni ioni ubrzavaju se pomoc¢u
negativno nabijenih plo¢a. Ubrzani pozitivni ioni ulaze u promjenjivo magnetno polje
koje se nalazi u polukruznoj cijevi. Ovisno 0 svojoj masi i naboju fragmenti imaju

razli¢itu putanju. Veli¢ina skretanja je obrnuto proporcionalna masi iona. Laksi
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fragmenti skrecu vise. Fragmenti se skupljaju na kolektoru.Podaci odlaze u racunalo, a
rezultati se biljeze kao funkcija omjera mase i naboja iona i nastaje zapis. Zapis se

naziva spektrogramom masa. (11)
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SLIKA 4. Primjer spektra masa (10)

Ordinata oznacuje relativnu zastupljenost, a apscisa omjer mase i naboja iona m/Z. Mnogi
postojeci izdavacki Casopisi ordinatu masenog spektrometra oznacuju kao broj iona.
Rezultati su prikazani u obliku vertikalnih linija gdje svaka linija oznafava ion s
odredenim omjerom mase i naboja, a visina linije oznacCuje relativnu zastupljenost
odredenog iona u uzorku izraZzenu u postocima. NajviSa linija na grafu ima vrijednost 100
I naziva se osnovnim signalom i prema njoj se mijere ostali signali. Podatci iz
spektrograma masa se mogu koristiti za odredivanje relativne molekulske mase
nepoznatog spoja, postavljanje molekularne formule i odredivanje odredenih strukturnih

elemenata nekog nepoznatog spoja.(10)

3.3. GC-MS

GC-MS je analiticka metoda koja kombinira obiljeZja plinske kromatografije i masene
spektrometrije za odredivanje razli¢itih tvari unutar nekog uzorka. Primjenu GC-MS
metode ukljucuje otkrivanje droge, kriminalisticka forenzika, istrazivanja pozara,

istrazivanja vezana za okoli§, medicinskoj dijagnostici. MoZe se iskoristiti za
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identifikaciju tragova elemenata u materijalima za koje se smatra da su uniSteni do
neprepoznatljivosti. GC-MS se smatra “ zlatnim standardom* za forenzi¢nu identifikaciju
tvari jer pravi 100% specificne testove, koji pozitivno identificira da je trazena tvar
sadrzana u uzorku. Kada su spojene ove dvije komponente omoguéuju mnogo finiju
identifikaciju, nego kad su odvojene. Nemoguce je u potpunosti identificirat neku
molekulu iz uzorka kada se ove dvije metode koriste zasebno. Masena spektrometrija
zahtjeva jako Cist uzorak, dok plinska kromatografija u sastavu sa nekim drugim
detektorom ne moze razlikovati dvije molekule koje imaju isto retencijsko vrijeme. Prvi
GC-MS spoj nacinjen je 1959. godine. S vremenom zbog razvoja sve manjih i brzih

racunala, doslo je do skracivanja vremena koje je bilo potrebno analizu nekog uzorka.

Injektor
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SLIKA 5. Shematski prikaz GC-MS(12)

GC-MS je sa¢injen od dva osnovna dijela: uredaja za plinsku kromatografiju i masenog
spektrometra. U dijelu kromatografije na osnovu razli¢itog afiniteta sastojaka iz uzorka,
koji su noSeni nekim inertnim plinom nosac¢em, dolazi do njihovog razdvajanja. Koriste
se kapilarne kolone jer protok plina nosioca u njima (1cm®min™) odgovora protoku kojeg
moze podnijeti maseni spektrometar. Punjene kolone imaju protok plina nosioca od
20cm®min?, $to ne odgovara dopustenim vrijednostima. Molekule se razdvajaju u koloni
1 izlaze iz nje u razli¢itim vremenskim razmacima, $to omogucuje odvojenu ionizaciju,

ubrzanje i detekciju molekula iz uzorka.(13)

Uredaj za plinsku kromatografiju i masenu spektrometriju mogu biti povezana na dva
nacina i to: otvorenim spojem i direktnim spojem. Kod otvorenog spoja kromatografska
kolona je spojena na cijev koja je u obliku slova T, koja sadrzi manju cijev u sebi. Kroz

unutarnju cijev prolazi kapilara od platine koja odvodi uzorak do spektrometra. Kapilara
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se nalazi u vakuumu i zagrijava se kako nebi doslo do kondenzacije. Cijev T-oblika je
zatvorena s obje strane, ali ne i zapeCacena kako bi se u njoj odrzavao tlak slican
atmosferskom. U istu cijev se uvodi helij kako bi se sprijecila oksidacija sastojaka uzorka
sa kisikom iz zraka. Ovakva vrsta spoja ne zahtijeva posebne uvjete, koristi se u

normalnim uvjetima za plinsku kromatografiju i jednostavna je zamjena kolone.(11)

---------
---------
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SLIKA 6. Shematski prikaz otvorenog spoja (11)

Kod direktnog spoja kapilara je direktno spojena s masenim spekrometrom preko seta
vakuumski zatvorenih spojki. Zbog teskoc¢a u zamjeni i potrebe za puno duzom kapilarom
direktni spoj je manje Koristen od otvorenog. GC-MS je postala snazna platforma za
detekciju i istrazivanje metabolita. Da bi se neki analit istrazivao GC-MS metodom on
mora biti hlapljiv i termostabilan pri temperaturi od 300 ‘CZbog razli¢itosti biomarkera,
najlaksi na¢in za njihovo istrazivanje je podjela biomarkera u kategorije ovisno o tkivu

ili organu gdje su detektirani.(11)

4. ISTRAZIVANJA RAKA PROVEDENA GC-MS TEHNIKOM

Kao sto je ve¢ spomenuto, odredivanje biomarkera komplicirana je dijelom sto je rak jako
heterogena bolest i ovisna je o tipu stanica u kojem se nalazi i proizvodi metabolite koji
su sliéni metabolitim koje proizvode stanice iz drugih tkiva. Zbog toga je potrebno stroze
klinicko potvrdivanje markera. Napredak analitiCkih metoda i u hardveru i softveru,
stvorilo je oruzje za istrazivate pomocu kojeg mogu razlikovati metabolite proizvedene
od strane normalnih stanica i od metabolita koje proizvode stanice raka. Jedna od takvih
analitickih metoda koja se moze koristiti za analizu hlapljivin metabolita je plinska

kromatografija spojena sa masenom spektrometrijom. Karakterizacija metabolita

15



povezanih s rakom postala je esencijalna za postavljana kljuénih aspekata metabolizma

tumorskih stanica.(14)

4.1. Metaboliti otkriveni u ljudskom dahu

Najopseznija istrazivanja U potrazi za hlapljivim organskim spojevima ucinjena su na
izdahnutom dahu, koji je povezan sa bolestima plu¢a. Rak pluca je ja jako agresivan i
jedan je od glavnih uzro¢nika smrti u svijetu. Glavni razlog tolikoj smrtnosti je manjak
kvalitetne metode za ranu detekciju bolesti. Vise od 1000ppm (eng. parts per milion )

hlapljivih organskih spojeva pronadeno je u ljudskom dahu.(14)

Istrazivanjem 12 uzoraka uzetih od ljudi koji su bolovali od raka pluca te analizom
nastalih GC-MS profila, detektirana su tri pika ( aceton, metiletil keton, n-propanol ).Svi
metaboliti koji su pronadeni u izdahnutom zraku se mogu podijeliti u razrede i
podrazrede. Na primjer, ugljikohidrati koji nastaju uglavnom peroksidacijom
polinezasi¢enih masnih kiselina mogu se podijeliti u tri razreda: razgranate alkane,
ravnolancane alkane i alkene. Alkoholi uglavnom nastaju uzimanjem hrane i pice te
razgradnjom ugljikohidrata. 1z grupe alkohola, n-propanol i n-butanol su pronadeni u
ve¢im koncentracijama kod osoba oboljelih od raka plu¢a, nasuprot zdravim osobama.
Aldehidi su najvaznija skupina metabolita pronadenih u dahu zbog svoje slabe topljivosti
u krvi. Izbacuju se u samo nekoliko minuta nakon njihovog nastanka u tkivu. Glavni
izvor aldehida u ljudskom tijelu je je redukcija hiperperoksida citokromom P450, a koji
su nastali oksidacijom @e I 3 masnih Kiselina. Ostali izvori aldehida su iz metabolizma
alkohola te unos dimom cigareta. Aldehidi nastali u organizmu se oksidiraju u
karboksilne kiseline pomocu enzima aldehid dehidrogenaze(ALDH). Analizom aldehida
uzoraka osoba oboljelih od raka pluca te uzoraka zdravih osoba pomoc¢u GC-MS tehnike,
utvrdeno je da su koncentracije aldehida povisene kod oboljelih osoba. Ovo istrazivanje
je pokazalo povezanost izdahnutih aldehida s rakom pluca, ukljuujuci i prvi i drugi stadij
bolesti. Za razliku od aldehida, ketoni se ne proizvode razli¢itim mehanizmima. Njihov
nastanak je usko vezan s oksidacijom masnih kiselina. Prema istrazivanjima GC-MS
metodom koncentracija ketona je bila vec¢a kod osoba oboljelih od raka pluca, nego kod
zdravih osoba. Od ostalih metabolita, s rakom plu¢a se mogu povezati aromatski spojevi

te esteri. Esteri su uglavnom nastali raspadom lipida. Samo su butil acetat i etil acetat
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uspjeSno povezani s rakom pluéa, ali njihov odnos s boles¢u jo$ nije razjasnjen.
Aromatske tvari,, kao $to su toluen ili benzen, povezani su sa vanjskim izvorima, kao $to
su duhanski dim i zagadenost okolisa. Velika je povezanost raka plu¢a sa pusenjem .
Razina aromatskih spojeva u dahu je povisena kod puSaca i osoba oboljelih od raka
pluca.(15)

4.2. Metaboliti otkriveni u tkivu

Provedeno je nekoliko istrazivanja koja bi metabolite pronadene u tkivu povezalo s
tumorskim bolestima. U slucaju, trbusnih i kolorektalnih tkiva problem c¢ine
mikroorganizmi koji takoder proizvode razli¢ite metabolite. Istrazivanjem uzoraka tkiva
debelog crijeva GC-MS metodom otkriveno je ukupno 18 metabolita. Sedam metabolita
je pronadeno u uzorcima tkiva ljudi koji imaju rak debelog crijeva i u uzorcima zdravih
ljudi. N-propanol i ugljikov disulfid su pronadeni u ve¢im koncentracijama kod ljudi koji
su oboljeli od raka debelog crijeva, a njihova prisutnost se pripisuje djelovanju bakterija
iz crijeva. Takoder, pomo¢u GC-MS tehnike analizirano je tkivo iz predjela usta.
Otkriveno je da su razine beta-alanina, triptofana i 3- hidroksiglutarata povecane kod
osoba kod kojih su postojale kancerogene stanice u predjelu glave i vrata.( Jo$ jedno tkivo
koje stvara probleme pri ranoj dijagnozi bolesti je tkivo prostate. Rak prostate je drugi
najces¢i tip raka u svijetu i tre¢i najce$¢i uzrok smrti kod muskaraca. Uzrok velike
smrtnosti je nemoguénost ranog otkrivanja i nepostojanje kvalitetne metode za dijagnozu.
Biomarker koji se koristi za detekciju ove vrste raka je prostatin specifi¢ni antigen, no on
zbog svoje niske specifi¢nosti stvara velik broj lazno pozitivnih testova. Kroz proslost
provedena su mnoga istrazivanja U sklopu potrage za biomarkerima koji bi omoguéili
rano otkrivanje raka prostate. Otkriveni su mnogi metaboliti koji bi se mogli koristiti i
pomocu kojih bi se normalne stanice mogle razlikovati od stanica raka kao na primjer:

sarkozin, kolin, glutamat, glicerol i dr..(14)

S druge strane rak dojke je glavni uzrok smrti kod osoba zenskog spola. Rano otkrivanje
bi dovelo do velikog smanjenja smrtnosti. Od dijagnostickih metoda danas se najvise rabi
mamografija ( rendgenska metoda pregleda krvi), ali pomocu nje se ne mogu otkriti sve
vrste raka dojke. Studija koja je koristila NMR u kombinaciji sa GC-MS otkrila je 11

potencijalnih biomarkera u tkivu dojke za rano otkrivanje raka dojke.(16)
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Drugo istrazivanje sa GC-MS tehnikom je pokazalo moguénost razlikovanja pacijenata
sa benignim tumorom dojke od onih sa malignim tumorom. Otkriveno je da dolazi do
metabolickih promjena prilikom prijelaza iz benignog u maligno stanje. D-laktoza
monohidrat je potencijalni biomarker za pracenje prijelaza iz benignog u maligno
stanje.(17)

4.3. Metaboliti otkriveni u tjelesnim teku¢inama

Analiza tjelesnih tekucina (krv, znoj, urin), u odnosu na ostale analize, sadrzava mnoge
prednosti. Uzimanje i pripremanje uzorka za analizu je mnogo lakse. Razli¢iti uvjeti se
mogu uzeti u obzir prilikom analize, kao §to su temperatura uzorka, pH, ionski sastav itd.,
koji svi imaju utjecaj na rezultate analize. Jos jedna prednost je ta da se hlapljivi organski
spojevi prije otpuste u krv nego $to se izdahnu. Prema tome, smatra se da ¢e analize Krvi

GC-MS tehnikom predstavljati osnovni nacin za dijagnozu tumorskih bolesti.

GC-MS tehnikom usporedeni su uzorci zdravih osoba s uzorcima osoba oboljelih raka.
Primije¢eno je da osobe oboljele od raka imaju specifican metabolicki profil. Tri
metabolita su pronadena u nizim koncentracijama kod osoba oboljelih od raka ( fenil-
metilkarbamat, etilheksanol, 6-butil-2,2,9,9-tetrametil-3,5-dekadien-7-in). Kod osoba
oboljelih od raka plu¢a pronadene su povecane koncentracije maltoze, aldoze te
glutamata. Pomoc¢u uzoraka krvi GC-MS metodom otkriveno je da se razina mnogih
metabolita razlikuje kod osoba koji su imali rak jetre, od osoba sa cirozom jetre.
Od ostalih tjelesnih tekucina valja napomenuti slinu i urin. Njihova prednost u odnosu
na krv je ta da se lako sakupljaju i skladiste. Istrazivanjima uzoraka sline pusaca i
nepusaca otkriveno je 13 metabolita(tiramin, adenozin, glukoza-6-fosfat) koji se mogu
povezati sa smetnjama i bolestima koje su povezane s puSenjem. Vise paznje od strane
znanstvenika dato je analizama urina. Analizom urina napravljeno je vise od 2000
masenih spektrograma koji su sadrZavali metabolite pomocu kojih bi se moglo prepoznati
da je osoba oboljela od raka jetre. Novija studija urina pokazala je da dolazi do promjena

u metabolickom mehanizmu raka prije i nakon operacije.(14)
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4.4.Cerumenogram

Cerumen je ve¢ bio koristen za odredivanja tipa dijabetesa,za informacije o rasi,
genetskom podrijetlu te za informacije 0 zivotinjskom metabolizmu. Tek su nedavno
pocela istrazivanja GC-MS tehnikom uzoraka usne smole u svrhu pronalaska metabolita

koji bi omogucili pravovremenu dijagnozu bolesti. Metoda je nazvana cerumenogramom.

Uzorci su uzimani od osoba oboljelih od raka sa razli¢itim vremenom bolovanja i zdravih
osoba. Uzorci oboljelih osoba su podijeljeni u skupine. Oboljele osobe su imale ili
limfom ili karcinom ili leukemiju. Dio uzoraka je uzeto od osoba koji su lijeCeni nekom
vrstom terapije, a drugi dio nije lije¢en nikakvom vrstom terapije. Analizom pomocu GC-
MS tehnike detektirano je 158 hlapljivih organskih spojeva, u donosu na urin gdje je
detektirano 130 metabolita i slinu sa 120 detektiranih metabolita , koriste¢i istu GC-MS
tehniku. Prema tome cerumen se moze koristiti kao glavni izvor metabolita. Nastali
metabolicki profil se nije razlikovao ovisno o rasi. Od 158 detektiranih hlapljivih
organskih spojeva najviSe je bilo ketona, zatim ugljkikohidrata, amina, amida, estera,
karboksilnih kiselina, aldehida i alkohola. Statistickom analizom utvrdeno je da se 27
metabolita mogu Koristiti kao potencijalni biomarkeri jer su se u 100% slucajeva
razlikovali izmedu bolesne i zdrave osobe bez obzira na rasu i spol. Najbrojnija
detektirana skupina organskih spojeva su ketoni. Njihovo prisustvo se moze povezati sa
razli¢itim metabolickim procesima kao S§to je beta oksidacija masnih kiselina,
dekarboksilacija acetil-CoA. Otkriveno je da se tri ketona mogu povezati s rastom stanica
raka, a to su 2-butanon, 2-pentanon i 5-oktadekanon. Od aldehida kao biomarker je
odabran n-oktadekanal. Ovaj aldehid se takoder moze pronaéi kod osoba koji boluju od
Sjorgen-Larsson sindroma. Pojedini cikli¢ki spojevi, kao $to su na primjer furani , Su
odabrani kao biomarkeri kod raka pluca i raka dojke. Cerumen u svom sastavnom dijelu
sadrzi mnoge estere i etere kao i kolesterol, a tri su odabrana kao biomarkeri. Detektirani
su jo$ jedan alkohol, tri amina i tri ugljikohidrata su prvi put detektirani kao biomarkeri.
Cerumen sluzi kao otisak prsta mnogih organskih spojeva koji nastaju u biokemijskim
reakcijama u tijelu, a pritom postoje razlike izmedu onih $to ih stvaraju stanice raka i onih
Sto proizvode zdrave stanice. Ove razlike se mogu pratiti, kako bi se  omogucilo rano
otkrivanje raka , jer se uSna smola stalno izlucuje. Testiranje je dosta brze i jeftinije u

odnosu na ostala. Test se moze provesti u vremenu od 3 sata, a analiza jednog uzorka
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iznosi 50 €. Ovaj test takoder omogucuje pracenje 27 biomarkera rutinskim ili hitim

testovima i smanjujuci pri tom smrtnost od raka.(18)

ZAKLJUCAK

U ovom radu razradena je tema o vaZnosti plinske kromatografije u kombinaciji s drugim
analitiCkim tehnikama u svrhu otkrivanja isparljivih ili djelomic¢no isparljivim molekula,
pomocu kojih bi doSlo do moguénosti razlikovanja normalnih stanica od tumorskih
stanica. Razli¢ita istraZivanja su pokazala moguénost koristenja ove neinvazivne tehnike
za rano otkrivanje raka. Do ovog trenutka, jos je prerano za koristenje GC-MS tehnike
kao samostalne klini¢ke procedure, no moze se koristiti kao dodatna analiticka tehniku
uz postojece klinicke tehnike i metode za otkrivanje i istrazivanje raka. Buduénost razvoja
upotrebe ove tehnike ¢e biti usredotoceno na poznavanje biokemijskih puteva, koji
dovode do stvaranja razli¢itih vrsta molekula za osjetljiviju i specificniju detekciju
tumorskih stanica. StoviSe, buduca istrazivanja bi morala dovesti do standardnije i
vrijednije metode istraZzivanja raka. lako je ovo podruéje u istrazivanju raka jako mlado
I nerazvijeno, ono je i obecavajuée te moze dovesti do razvitka personaliziranih terapija

za oboljele osobe.
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