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A comprehensive metabolomic analysis of urine samples was performed in testicular cancer
patients and control subjects. Volatile organic metabolites (VOMs) were analysed by the
headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) coupled with gas chromatography — mass
spectrometry (GC-MS). Identification system AMDIS (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System), retention index and boiling temperature of
unknown compound were used for identification of unknown VOMs. Our results confirmed
the applicability of AMDIS for automated data evaluation as a reliable and powerful tool that
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in further investigation of potential biological tumour marker.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Tumori, kao abnormalne nakupine tkiva, oduzimaju organizmu hranjive tvari, kisik, hormone
i ostale Zivotno bitne sastojke u svrhu vlastitog rasta i razvoja.' Prikupljanjem potrebnih
gradivnih blokova utjecCu na metabolizam stanice i regulaciju njene funkcije. Potvrdeno je da
metaboli¢ko reprogramiranje dovodi do znacajnih promjena u razini glukoze i glutamina kako
bi se osigurala sinteza potrebnih proteina, lipida i nukleinskih kiselina za brzi rast i
proliferaciju stanica tumora.’

Promjene biokemijskih i molekularnih procesa u organizmu moguce je danas pratiti
zahvaljuju¢i brzom razvoju analitickih tehnika i primjenom novih tzv. ,,omik“-tehnologija
koje omogucuju analizu i karakterizaciju pripadnika odredene obitelji molekula u jednom
eksperimentalnom koraku. Metabolomicki pristup omogucava opseznu analizu metabolita 1
uocavanje molekularnih biokemijskih promjena unutar pojedinog stani¢nog sustava.>”

Hlapljivi organski metaboliti u urinu prepoznati su kao mjerljivi pokazatelji patoloskih
promjena u organizmu.’ Njihova identifikacija moZe uvelike pridonijeti boljem razumijevanju
mehanizama bolesti 1 odabiru prikladnog lijecenja.

Primjenom vezanog sustava plinske kromatografije 1 spektrometrije masa uz prethodnu
mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi odredeni su hlapljivi metaboliti u urinu ispitanika s tumorom
testisa te kontrolnih ispitanika. Cilj ovog istraZivanja je obrada dobivenih kromatograma u
cilju stvaranja metabolomickog profila te identifikacija dobivenih hlapljivih organskih
metabolita. U svrhu identifikacije pojedinih metabolita koristit ¢e se spektri masa i
identifikacijski sustav AMDIS (engl. Automated Mass Spectral Deconvolution and
Identification System), knjiznica spektara masa NIST te indeksi zadrzavanja uz primjenu
homologne serije n-alkana.

Tumor zametnih stanica testisa najces¢i je tumor mladih muskaraca u dvadesetim i
tridesetim godinama Zzivota. Porast njegove pojavnosti u mnogim zemljama Sirom svijeta
potiCe znanstvena istrazivanja sa ciljem pronalazenja rizicnih Cimbenika i molekularnih
osnova razvoja tumora. Rezultati ovog istraZivanja mogu pridonijeti razvoju novih

potencijalnih bioloskih biljega i ranom otkrivanju tumora testisa.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Tumori

Tumori ili novotvorine su patoloSke tvorbe koje nastaju kao posljedica prekomjerne
proliferacije abnormalnih stanica. Stvaraju se zbog poremecaja temeljnih regulacijskih
mehanizama svih vrsta stanica i ne slijede osnovna pravila viSestani¢nih organizama. Njihov
rast je progresivan, nekontroliran i nesvrsishodan.' Posjeduju dva bitna obiljezja koja se ne
javljaju u ostalim stanicama, a ¢ine ih opasnima i otezavaju njihovo lijeCenje; imaju
sposobnost neprestane diobe te napadaju 1 koloniziraju teritorije ostalih stanica. Razlikuju se
prema tkivu i tipu stanica iz kojih nastaju, ali i prema prognozi i klinickoj slici razvoja samog
tumora.’

Rak ili karcinom nastaje iz epitelnih stanica i najéeséi je oblik tumora kod ljudi.® Termin
,rak* koristi se i u kontekstu zlo¢udnih, po Zivot opasnih, tumora.' Sarkom se pojavljuje na
vezivnom ili miSi¢énom tkivu,6 a hematoloski tumori zahvacaju krv, limfne ¢vorove i1 koStanu
srz, a ukljuéuju leukemije, limfome i mijelome.” Prema prognozi i klini¢koj slici razvoja
postoje benigni (dobro¢udni) i maligni (zlo¢udni) tumori (slika 1). Benigni tumori rastu sporo
1 njihov stupanj dijeljenja je relativno nizak. Ostaju lokalizirani na mjestu na kojem su nastali
1 ne Sire se na ostale stanice, ali ih s vremenom potiskuju 1 utjeCu na njihove funkcije. Od
susjednih stanica su odvojeni membranom, te se uglavhom mogu potpuno izlijeciti
uniStavanjem nastale mase ili njezinim odstranjivanjem. Kod malignih tumora dolazi do
probijanja membrana, Sirenja kroz krvotok ili limfni sustav, te metastaziranja i1 stvaranja

sekundarnog tumora na novom mjestu u 01rganizmu.1
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2. Literaturni pregled 3
§ preg

Slika 1. Prikaz podjele tumora prema prognozi i klinickoj slici razvoja na benigne (A) 1

maligne tumore (B). (Preuzeto i prilagodeno od Joshua Seong © Verywell, 2007)

Uzroci nastanka tumora mogu biti endogeni (unutarnji) ili egzogeni (vanjski). U endogene
uzro¢nike spadaju nasljedne osobine, poput nasljednog poremecaja u sustavu popravka DNA.
Egzogeni uzrocnici dijele se na bioloske, kemijske i fizicke. To mogu biti razni onkogeni
virusi, bakterije i paraziti, te razli¢ite kemijske karcinogene tvari ili ionizirajuéa zraenja.®

Zajednicka osobina svih uzro¢nika je oSte¢enje DNA i stvaranje mutacija.
2.2. Rak testisa

Rak testisa najces¢i je oblik raka u muskaraca u dobi od 15. do 34. godine Zivota te je njegova
incidencija alarmantno porasla tijekom posljednjih 50 godina. Najvisa incidencija tumora
testisa zabiljeZena je u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) i zemljama sjeverne Europe,
dok najnizu stopu biljezi populacija Afrike i Azije (<1/100 000).”'° Prema podacima Registra
za rak, u Hrvatskoj je u periodu od 1983. do 2007. godine prosjecno godiSnje registrirano 89

novooboljelih i 13 umrlih od tumora testisa, sa stopom incidencije od 7/100 000.""'?
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Slika 2. Incidencija raka testisa na 100 000 osoba u ovisnosti o godinama zivota u SAD u

2017. godini. (Preuzeto i prilagodeno od Baird 2018.)

U velikoj veéini zemalja s mjeSovitim stanovniStvom, incidencija tumora testisa medu
bijelcima je znagajno visa nego medu ljudima drugih rasa i nacionalnosti (slika 2).” Tako je
primjerice u Sjedinjenim Americkim Drzavama, u periodu izmedu 1998. 1 2002., prosjecna
godiSnja stopa incidencije tumora testisa medu bijelcima iznosila 6/100 000, a medu
Afroamerikancima 1,4/100 000."” Rezultati studije Pollan i suradnika'’ pokazali su veéu
pojavnost tumora testisa u urbanim nego u ruralnim podru¢jima. Etnicke i zemljopisne razlike
u stopama oboljelih upucuju na to da kombinacija genetskih 1 okoli$nih ¢imbenika pridonosi
razvoju bolesti 1 njenoj vecoj pojavnosti posljednjih desetljeca.

Testis je parna Zlijezda muskog spolnog sustava i sastoji se od zametnih i potpornih
stanica. Iz zametnih stanica nastaju muSke spolne stanice (spermiji) Cije stvaranje i
sazrijevanje poti¢e muski spolni hormon testosteron, a njega izluuju potporne stanice testisa.

Rak testisa moze nastati iz obje vrste stanica, no oko 95 % slucajeva odnosi se na tumor
zametnih stanica (germinativni tumor testisa prema engl. festicular germ cell tumours,
TGCT). Prema tijeku bolesti i terapiji, tumori zametnih stanica dijele se u dva histoloska tipa:

seminomi 1 neseminomi. Neseminomski tumori dijele se na teratome, embrionalne karcinome,
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§ 2. Literaturni pregled 5

neoplazme endodermalnog sinusa (tumori Zumanjcane vrece) i koriokarcinome, a Ceste su
mijesane histoloske grade.'*

U dijagnozi tumora testisa koriste se u klinickoj praksi tri tumorska biljega: alfa-
fetoprotein (AFP), humani korionski gonadotropin (B-HCG) i laktat dehidrogenaza (LDH) u
serumu. Medutim, oni mogu biti unutar urednih vrijednosti, osobito u pocetnoj fazi bolesti, ali
isto tako se njihove vrijednosti mogu povecati kod drugih tipova tumora ili nemalignih
bolesti.'>'*!" Terapija ovisi o vrsti i stadiju raka i uglavnom ukljuduje kirursko odstranjivanje
testisa (tzv. ingvinalna ili potpuna orhidektomija), potom radioterapiju i/ili kemoterapiju
citostaticima na bazi platine. Ako se rak otkrije u ranoj fazi dok jos nije doslo do metastatskih
promjena, moze se izlijeciti u vise od 95 % posto sluc¢ajeva. Kod znatnog dijela ovih
bolesnika danas se nastoji odrediti terapijski minimum kojim se izbjegava niz nuspojava, a
koji dovodi do jednakog uspjeha kao 1 donedavno agresivniji terapijski pristup.

Unato¢ rastu¢im stopama incidencije tumora testisa, etiologija te bolesti jo§ uvijek nije
dovoljno razjasnjena. Jasna povezanost s povecanjem rizika za nastanak bolesti odnosi se na
svega nekoliko ¢imbenika kao §to su dob, rasna pripadnost i1 kriptorhizam (nespusteni testisi)
za koji se smatra da €ak 2 - 4 puta povecava rizik od nastanka tumora testisa.'™"’

Buduéi da nema sistemski odredenih pregleda aktivnog trazenja raka testisa u osjetljivoj
populaciji, bolest Cesto ostaje neotkrivena u ranoj fazi kada je njeno izljeCenje najuspjesnije.

Ponekad oboljeli nema nikakve simptome i nema opipljive promijenjene tvorbe u testisu.

2.3. Metabolomika

Detektiranje promjena koje se dogadaju u razliitim genima, proteinima 1 metabolitima zbog
djelovanja okoliSa, zdravstvenih poremecaja ili terapije dovelo je do revolucije u
istrazivanjima na podrucju biokemije i1 medicine. Razvojem tehnika poput genomike,
transkriptomike, proteomike 1 metabolomike dolazi do napretka medicinske dijagnostike i
lijecenja. Tzv. ,,omika* se smatra mo¢nim alatom za interpretaciju i razumijevanje sloZzenih
bioloSkih procesa zbog moguénosti istovremenog promatranja promjena na razlicitim
biologkim razinama, osiguravajuéi tako pregled fizioloskog i patoloskog stanja organizma.

Metabolomika je jedna od mladih sastavnica najnovijih ,,omik”-tehnologija koja

omogucava pracenje biokemijskih i molekularnih procesa u organizmu. Ima vaznu ulogu u

dijagnostici 1 pronalaZenju novih lijekova S§to je ¢ini interesantnom u personaliziranoj
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§ 2. Literaturni pregled 6

medicini. Metabolomicke analize se mogu definirati kao opsezne analize (identifikacija 1
kvantifikacija) metabolita nekog izoliranog organizma, stani¢nog sustava, tkiva ili bioloskih
tekuéina.”

Metaboliti su organski spojevi mase do 1500 Da i krajnji su produkti metabolizma. Te
male molekule kao Sto su primjerice peptidi, Seceri, aminokiseline, lipidi, ketoni, aldehidi,
organske kiseline i alkaloidi, predstavljaju funkcionalni fenotip stanice, tkiva ili organizma i
produkti su genetskih i1 okoliSnih ¢imbenika. Cjelokupan set metabolita proizveden od strane
stanice 1 organizma ¢ine metabolom. Njegove karakteristike se mijenjaju ovisno o fiziologiji,
razvoju i patologiji same stanice, tkiva, organa ili organizma, te se takva dinamicnost i
reflektiranje promjena u metobolickim i signalnim putovima moze iskoristiti u dijagnosticke 1
prognosticke svrhe.?!

U metabolomici postoje dva pristupa analizama: ciljane i ne-ciljane analize. Ciljana analiza
ukljucuje identifikaciju 1 kvantifikaciju malog seta poznatih metabolita koriStenjem
najprikladnije analiticke tehnike, dok ne-ciljana analiza ukljucuje identifikaciju i

kvantifikaciju Sto veeg broja nepoznatih metabolita (koliko je moguée s obzirom na

koristenu analiti¢ku tehniku) u cilju kreiranja profila metabolita u biologkom uzorku.*

2.3.1. Analiticke metode u metabolomici

Metaboliti se mogu analizirati u stanicama, tkivima i1 bioloSkim teku¢inama. Nije moguce
provesti analizu svih metabolita odjednom primjenom samo jedne instrumentalne tehnike,
tako da se tehnika bira ovisno o cilju analize, prirodi uzorka i spojevima koji se istrazuju.

NajceS¢e koriStene tehnike koje se primjenjuju u metabolomickim istrazivanjima su
nuklearna magnetska rezonancija (NMR), spektrometrija masa (MS) te vezani sustavi
teku¢inske (LC) odnosno plinske kromatografije (GC) sa spektrometrijom masa.”® Prvi
metabolomicki eksperimenti provodili su se iskljuivo uz pomo¢ tehnike NMR, dok se
danasnje analize zbog znacajno vece osjetljivosti 1 brzog prikupljanja podataka provode
uglavnom pomoc¢u spektrometrije masa.*

Spektroskopija NMR je neinvazivna tehnika koja omogucava identifikaciju i
kvantifikaciju Sirokog raspona organskih spojeva i odredivanje njihove molekularne strukture
u tekucem 1 ¢vrstom stanju bez prethodnog fizickog odjeljivanja i prociS¢avanja uzorka.
Primjenjuje se u istraZivanjima dinamike i mehanizama transformiranja metabolita prisutnih u

bioloskom uzorku. Spektroskopijom NMR proucavaju se jezgre Ciji su spinovi razli¢iti od
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nule, a kako gotovo sve organske molekule sadrze proton, 'H NMR je najéesée koristena
tehnika NMR metabolomi&kog pristupa.?*

Spektrometrija masa mjeri omjer mase i naboja prethodno ioniziranih atoma ili molekula.
Omogucava kvalitativhu 1 kvantitativnu analizu metabolita, visoke je osjetljivosti 1
selektivnosti, Sirokog dinamickog raspona. Omogucéava analizu velikog broja metabolita
unutar vrlo slozene bioloske matrice.” Cesto se povezuje sa separacijskim tehnikama kao §to
su tekucinska i plinska kromatografija.

Dok se GC-MS Kkoristi za analizu hlapljivih spojeva, LC-MS je prikladna tehnika za
analizu termicki nestabilnih spojeva koji se ne mogu prevesti u plinovito stanje, te je pogodna

za analizu biologki aktivnih spojeva poput proteina, lipida ili nukleinskih kiselina.

2.3.2. Primjena metabolomickih analiza u istrazivanjima raka

Razvojem tumora nastaju promjene u metabolizmu stanica koje se mogu pratiti analizom
metabolita u bioloSkim uzorcima ispitanika. Kod stanica raka dolazi do reprogramiranja
metabolizma, pa se tako, na primjer, glukoza vise ne koristi da bi se povecala ATP produkcija
kao kod normalnih stanica, nego se koristi da bi se maksimizirala proizvodnja makromolekula
potrebnih za replikaciju DNA.?”** Usporedbom metabolickih profila u zdrave i oboljele osobe
moguce je uociti jedinstvene metabolite, potencijalne bioloSke markere/biljege kao indikatore
razvoja i tijeka bolesti ili u¢inka terapije.

Stanice raka stvaraju specificne hlapljive metabolite koje zdrava stanica tijekom
normalnog fizioloSkog procesa nije u mogucnosti proizvesti. Prema podacima iz literature,
pojedini hlapljivi organski metaboliti (VOM) u urinu razlikuju se izmedu zdravih osoba i
pacijenata oboljelih od raka. Stoga odredivanje VOM u urinu i njihova identifikacija moze
biti korisna u dijagnostici pojedinih poremecaja ili bolesti.

Hlapljive metabolite prvo se pocelo proucavati u izdahnutom zraku ispitanika s rakom
pluca 1 pokazano je da je profil hlapljivih metabolita u tih bolesnika razli¢it u odnosu na profil
hlapljivih metabolita zdravih ispitanika.” U istraZivanjima ispitanica s rakom dojke analiza
hlapljivih metabolita u urinu pokazala je da su koncentracije (-)-4-karena, heptan-3-ona,
1,2,4-trimetilbenzena, 2-metoksitiopena i fenola povisene u odnosu na kontrolu.’ Jin i
suradnici su u metabolomickom istrazivanju raka mjehura pokazali da se metabolomicki
profili urina bolesnih i zdravih ispitanika razlikuju.”® Woo i suradnici su metabolomitkom

analizom urina detektirali tri potencijalna biomarkera za karcinom jajnika: 1-metiladenozin,
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3-metiluridin i 4-androsten-3,17-dion.>’ Nam i sur. su detektirali 4 potencijalna biomarkera u
metabolomiCkom istrazivanju urina ispitanika s karcinomom dojke: homovanilat, 4-
hidroksifenilacetat, 5-hidroksiindolacetat 1 ureu.* Medutim, kako bi se nadeni metaboliti
potvrdili kao bioloski biljezi, potrebna su daljnja istrazivanja, kako kod navedenih, tako i kod

drugih bolesti.
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2.4. Plinska kromatografija

Kromatografija je fizikalna metoda razdvajanja u kojoj dolazi do raspodjele sastojaka izmedu
dviju faza, pokretne i nepokretne faze, koje se medusobno ne mijeSaju. Analizirani uzorak
mora biti topljiv u pokretnoj fazi kako bi se nosen njome mogao kretati uzduz nepokretne
kolone (kolonska kromatografija) ili ¢vrste podloge (plosna kromatografija). Pokretna faza
moze biti plin, tekucina ili fluid pri superkriticnim uvjetima, pa se prema fizicCkom stanju
pokretne faze kromatografija dijeli na plinsku, teku¢insku i1 fluidnu kromatografiju pri
superkritiénim uvjetima. Sastojci uzorka se na svome putu konstantno raspodjeljuju izmedu
faza ¢ime se postize dobra djelotvornost razdjeljivanja. Molekule uzorka koje se ¢vrsée vezu
za nepokretnu fazu zaostaju na koloni (ili podlozi) i putuju sporije od slabije vezanih
molekula (ili manje afinitetnih molekula), pa se na temelju razlike u brzini gibanja sastojci
smjese mogu razdijeliti.*®

Plinska kromatografija je vodeca kromatografska tehnika u razdvajanju hlapljivih spojeva.
Spojevi se ulaskom u kromatografski sustav prevode u plinovito stanje, a kolonom se gibaju
noSeni strujom inertne plinske pokretne faze. Ovisno o njihovoj hlapljivosti i afinitetu prema
nepokretnoj fazi, putuju kolonom razli¢itim brzinama i izlaze iz kolone kao razdvojene
komponente. Prema mehanizmu odjeljivanja sastojaka smjese razlikuju se plinska
adsorpcijska kromatografija ¢ija je nepokretna faza kolona ispunjena adsorbensom, te plinska
tekucinsko-razdjelna kromatografija s nepokretnom fazom safinjenom od poroznog ¢vrstog
materijala prekrivenog tankim slojem nehlapljive tekuc¢ine. Kako 1 sami nazivi upucuju,
razdjeljivanje u adsorpcijskoj tehnici se odvija na osnovu razlike u adsorpciji, dok se kod
tekucinsko-razdjelne tehnike sastojci smjese odvajaju na temelju razlike u otapanju ili
razdvajanju sastojaka unutar prisutne nehlapljive tekuéine.*’

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

obradu podataka (slika 3).
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l Septum [ Obrada
Detektor podataka
Regulator tlaka \ = -

Regulator .y
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Izvor plina nosioca
Termostatirani prostor

Slika 3. Dijelovi plinskog kromatografa

Kao plin nosilac koriste se inertni plinovi visoke ¢isto¢e poput helija, dusika, vodika i argona,
smjeSteni u bocama pod tlakom. Plin se odabire prema tipu detektora i vrsti uzorka koji se zeli
analizirati, te mora biti inertan prema uzorku i nepokretnoj fazi.*> PodeSavanjem ventila i
regulatora tlaka osigurava se konstantan protok plina nosioca kroz kolonu. Kromatografska
analiza zapoc€inje unoSenjem uzorka u struju plina nosioca, procesom koji se odvija u dijelu
instrumenta zvanom injektor. Plinoviti uzorci ventilima se unose direktno u struju plina
nosioca, dok se tekuci uzorci prvotno prevode u plinovito stanje zagrijavanjem injektora na
temperaturu vi§u od vrelista najmanje hlapljive komponente uzorka.”® Zagrijavanje injektora
omogucava brzo isparavanje sastojaka, pa se takav potpuni unos uzorka (engl. Splitless
Injection) upotrebljava pri niskim koncentracijama. Kod visokih koncentracija koristi se
djelomican unos uzorka (engl. Split Injection) koji propusSta samo mali dio smjese u kolonu,
dok se veéina otparava kroz ventil u atmosferu.” Time se postiZe veéi protok plina nosioca i
brzi unos sastojaka na kolonu. Injektiranje se provodi ruc¢no ili automatski pomocu robota
(engl. ,,autosampler‘), a najceS¢i nacin injektiranja tekuceg uzorka je ubrizgavanje
mikrolitarskom brizgalicom (Spricom) kroz membranu ili septum od silikonske gume. Na taj

\ . TR e . . , - . 26
nacin se sprijecava Sirenje kromatografske vrpce i povecava razlucivost analize.
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Idealne plinskokromatografske kolone su nehlapljive, toplinski stabilne i kemijski inertne
prema uzorku i otapalu, a mogu se podijeliti na preparativne i analitiCke. Preparativne
kromatografske kolone su dugacke do nekoliko metara i imaju promjer od 10 mm na vise, dok
su analitiCke uglavnom manjih promjera i mogu biti punjene, mikropunjene te kapilarne.
Kapilarne kolone su najdjelotvornije i najces¢e koriStene. Imaju najmanji unutarnji promjer,
od 0,1 do 0,75 mm, a njihova duljina moze dosegnuti i nekoliko desetaka metara.

Nakon izlaska iz kolone, razdvojene komponente dolaze do detektora, uredaja koji na
temelju nekog fizikalnog ili kemijskog svojstva mjeri promjenu stanja plina nosioca.
Detekcija se moze temeljiti na razli¢itim svojstvima poput toplinske ili elektri¢ne vodljivosti,
plamene ionizacije, fotoionizacije, IR 1 UV spektrofotometrije ili spektrometrije masa. Dobri
detektori su brzi uredaji osjetljivi na veliki broj odjeljivanih sastojaka, Sirokog linearnog

. Ry . . o 26
odziva s mogu¢noscu upotrebljavanja unutar Sirokog temperaturnog raspona.

2.5. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa se temelji na ionizaciji 1 fragmentaciji molekula, nakon ¢ega se nastali
ioni razdvajaju u plinskoj fazi, te detektiraju na osnovu njihovog omjera mase i naboja (m/z).
Spektar masa je graficki prikaz ovisnosti relativnog intenziteta iona o omjeru m/z i predstavlja
karakteristiku analiziranog uzorka. Cesto se naziva i molekulski otisak jer je jedinstven za
svaku molekulu.”® Glavni dijelovi spektrometra masa su ionski izvor, analizator masa i

detektor, kako prikazuje slika 4.

SVI ODABRANI
IONI IONI
Sustav za ) H )
Analizator
uvodenje I;T_s:: S masa — Detektor Sile::;u
uzoraka —_—

Slika 4. Glavni dijelovi spektrometra masa
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Molekule analita se ioniziraju unutar ionskog izvora, a nastali ionski snop se usmjerava prema
analizatoru masa gdje se ioni odjeljuju u vremenu ili prostoru na temelju njihovog omjera
mase 1 naboja, te nakon toga detektiraju. Sustav za uvodenje uzoraka omogucéava uvodenje
uzoraka u ionski izvor uz minimalno naruSavanje vakuuma. Vakuum je potreban kako bi se
sprijecila kolizija iona 1 molekula, te gubitak iona analita ili nastajanje nezeljenih produkata.
Nacin na koji se uzorci uvode u spektrometar masa ovisi o samim karakteristikama uzoraka i
nadinu ionizacije koja se upotrebljava.”> Ionizacijske tehnike se razlikuju prema koli¢ini
unutarnje energije koju predaju molekulama. Pojedine tehnike prenose veliku koli¢inu
energije Sto uzrokuje jaku ili djelomi¢nu fragmentaciju molekula. Kao takve, mogu se
spomenuti ionizacija elektronima, kemijska ionizacija i ionizacija brzim atomima, tehnike
pogodne za analizu molekula koje daju stabilne molekulske i produktne ione. Manja koli¢ina
prenesene energije dovodi do blage fragmentacije ili njezina izostanka pri ¢emu nastaje samo
molekulski ion. U takve tehnike se ubrajaju ionizacije elektrorasprSenjem, termorasprsenje,
matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zra¢enjem i ionsko rasprsenje.
One omogucavaju analizu nestabilnih spojeva velike molekulske mase koji se lako
fragmentiraju (proteini, nukleinske kiseline).”* Najéedé¢e koristene ionizacije su ionizacija
elektronima i kemijska ionizacija.>®

Ionizacija elektronima se koristi za ionizaciju hlapljivih, termicki stabilnih molekula u
plinskoj fazi.”” Tonski izvor se sastoji od volframove ili renijeve Zice &ijim se zagrijavanjem
emitiraju elektroni. Nastali elektroni, ubrzani razlikom potencijala katode i anode od 70 eV,
sudaraju se s molekulama analita pritom stvaraju¢i ione, prema jednadzbi u nastavku

odlomka, koji se usmjeravaju prema analizatoru masa i detektoru.*

M+e™ - M* + 2e”

Kako je za ionizaciju veéine organskih molekula dovoljno 10 eV, suvisak prenesene energije
uzrokuje fragmentaciju molekule,” stoga signal molekulskog iona &esto izostaje.>* Dobiveni
spektri masa su ponovljivi i pohranjeni u spektralnim bazama podataka §to omogucava lakSu
identifikaciju molekula.

Kemijska ionizacija se koristi za analizu manje polarnih, hlapljivih molekula, stabilnih pri
poviSenim temperaturama. Ona omogucava posrednu ionizaciju molekula pomocu plina

reagensa prisutnog u ionskom izvoru. NajceS¢e koriSteni plinovi su metan, izobutan i
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amonijak.34’35 Plin reagens se prvo ionizira elektronima, te nakon toga nastali ioni plina
reagensa ioniziraju molekule analita stvaraju¢i katione ili anione reakcijama poput prijenosa
protona ili zahvata elektrona. Fragmentacija je znatno slabija u odnosu na ionizaciju
elektronima jer nastali elektroni posjeduju manju energiju.**

Ostale tehnike ionizacije omogucavaju ionizaciju termicki nestabilnih, nehlapljivih spojeva
u kojima nastaju ioni u plinskoj fazi direktno iz kondenzirane faze. Na taj se nacin mogu
analizirati veliki bioloski spojevi 1 sintetski polimeri. Njihovi spektri su uglavnom jednostavni
1 sastoje se od molekulskog ili protoniranog molekulskog iona.

Nakon provedene ionizacije, ioni putuju prema analizatoru masa kako bi se odijelili prema
omjeru mase i naboja. Analizatori masa mogu biti kvadrupolni, sektorski, ionska stupica,
Fourier-transformirana spektrometrija masa ionsko-ciklotronske rezonancije, orbitrap i
analizator mase vremena leta. Odabir analizatora ovisi o njihovim karakteristikama poput
osjetljivosti, gornje granice mase, brzine analize, razlu¢ivanja, propusnosti i tocnosti mjerenja.
Osjetljivost analizatora mase je najmanja koli¢ina iona koja se moze detektirati, dok je gornja
granica mase najveca vrijednost m/z koju je moguce izmjeriti. Razlu¢ivanje je sposobnost
razdvajanja signala iona s malom razlikom u masama i ono utjeCe na izgled spektra masa.
Propusnost je omjer broja iona koji stizu do detektora i broja iona koji su nastali u ionskom
izvoru, dok je tocnost mjerenja definirana razlikom izmedu izmjerene 1 prave vrijednosti
/73435
Sektorski 1 kvadrupolni analizatori masa sukcesivno propustaju ione tijekom vremena. Na
taj nacin samo ioni odredene vrijednosti m/z prolaze kroz instrument u odredeno vrijeme.
Ostali analizatori masa simultano analiziraju sve prisutne ione. Analizatori masa se temelje na
razli¢itim principima, pa se tako kvadrupol temelji na stabilnoj putanji iona odredenog omjera
mase 1 naboja, dok je ionska stupica bazirana na stabilnoj rezonantnoj frekvenciji iona. Kako
bi se postigli §to bolji uvjeti 1 ujedinile najbolje karakteristike analizatora, moguce je njihovo
povezivanje. Hibridni instrumenti sastoje se od niza medusobno povezanih razli¢itih tipova
analizatora masa.>

Ionska stupica, analizator masa koriSten pri izradi diplomskog rada, sastoji se od tri
elektrode: gornje elektrode s otvorom za ulaz iona, srediSnje prstenaste elektrode na koju se
primjenjuje kombinacija istosmjernog i izmjeni¢nog napona, te donje elektrode s otvorom za
izlaz iona (slika 5). Pod utjecajem polja ioni se sudaraju unutar stupice, rotiraju unutar

zatvorene putanje radijusa ry 1 osciliraju oko osi zy. Promjenom kombinacije primijenjenog
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napona, putanja iona odredenog omjera mase i naboja postaje nestabilna, te on izlazi iz
stupice.” Ukoliko je ionska stupica detektor u plinskoj kromatografiji, unutar same stupice

odvija se i ionizacija analita elektronima.”

Slika 5. Prikaz ionske stupice™*

Ioni razdvojeni analizatorima masa detektiraju se i prevode u mjerljivi signal detektorima

poput elektronskih multiplikatora i fotomultiplikatora.>

2.5.1. Vezani sustav plinske kromatografije sa spektrometrijom masa

U analizama sloZenih smjesa, spektrometar masa je ¢esto spojen u vezani sustav s plinskim ili
tekucinskim kromatografom. Tada on sam ima funkciju detektora, dok se kromatografi
promatraju kao sustav za uvodenje uzoraka. Upotrebom kapilarnih kolona plinske
kromatografije omoguceno je direktno uvodenje plina nosioca u ionski izvor. Plinska
kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (GC-MC) omogucava bolje razdvajanje i
33,35

detekciju razlicitih spojeva u svrhu njihove identifikacije na temelju molekulske strukture.

Osnovne komponente GC-MS sustava prikazuje slika 6.
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Slika 6. Prikaz glavnih dijelova GC-MS instrumenta

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

Analiza hlapljivih organskih spojeva u urinu zahtjeva sustave visoke osjetljivosti bez gubitaka
i kontaminacije uzorka kao Sto je HS-SPME tehnika. HS-SPME tehnika ne koristi otapala
¢ime je smanjena moguénost oneciS¢enja sustava odnosno gubitak pojedinih metabolita
uslijed njihove interakcije s molekulama otapala ili kakvog drugog oneci$¢ivala. Naime,
interakcije s prvotnim metabolitima mogu dovesti do nastajanja i nakupljanja novih
metabolita, koji inace ne postoje u promatranom sustavu, te samim time do neto¢nih rezultata
i stvaranja pogre$nog zakljutka o stanju promatranog sustava.’’ Ekstrakcija i
ukoncentriravanje odvijaju se u jednom koraku $to pridonosi njenoj brzini. Osjetljivija je od
klasicne ekstrakcije jer se ekstrakcija provodi pomocu vlakna koje ima veliki kapacitet i
uzorak se moze ukoncentrirati, te se uklanja efekt matrice. HS-SPME tehnika moze biti 10 do
100 puta osjetljivija od klasicne ekstrakcije. Kako bi se poboljSala ekstrakcija dodaju se soli
(npr. NaCl) u suviSsku u uzorak. Dodatak soli pomice ravnotezu izmedu tekuce i plinovite
faze, te veéi broj hlapljivih spojeva prelazi u plinovitu fazu.’® Da bi se provela priprema
uzorka, potreban je zatvoreni sustav s to¢no definiranom temperaturom i vremenom trajanja
ekstrakcije. Tu se uspostavlja ravnoteza izmedu tekuce i plinovite faze. Lako hlapljivi spojevi
se izdvajaju iz sloZzene matrice i adsorbiraju na karakteristicno vlakno napravljeno od
silikagela 1 prekriveno adsorbensom. Nakon toga se vlakno injektira u plinski kromatograf

gdje se provodi analiza (slika 7).
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vlakno % ;

a) b l

adsorpcija desorpcija

GC injektor

Slika 7. Prikaz HS-SPME sustava: a) adsorpcija analita na vlakno; b) desorpcija analita s
vlakna u GC injektoru

2.7. Identifikacija

AMDIS (engl. Automated Mass spectral Deconvolution and Identification System) se koristi
kao besplatno dostupan napredni alat kako bi olakSao identifikaciju hlapljivih spojeva
analiziranih GC-MS sustavom. Proces identifikacije sustavom AMDIS sastoji se od sljedecih

koraka:

—

. uklanjanja pozadinskog Suma (AMDIS moze detektirati spojeve prisutne u niskim
koncentracijama u sloZzenoj matrici)

2. spektralne dekonvolucije

3. detektiranja pojedinog spoja

4. krajnje identifikacije ovisno o postavljenom tipu analize tako da automatski usporeduje

spektar masa nepoznatog spoja s knjiznicom spektara masa NIST 1 indeksima

zadrzavanja.

2.7.1. Indeks zadrzavanja
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Indekse zadrzavanja (RI) definirao je E. Kovats 1958. godine. Odredivanje indeksa
zadrzavanja provodi se analiziranjem smjesa homolognog niza alkana, te se vremenu
zadrzavanja (RT) na kojem pojedini alkan izlazi s kromatografske kolone dodjeljuje indeks
ovisno o broju C atoma u alkanu (npr. oktan s 8 C atoma ima RI 800). Potom se racuna RI
nepoznatog spoja uzimajuéi u obzir izmedu koja dva alkana spoj izlazi s kromatografske

kolone po formuli:

t -t
RI = 100 x <M+Z>
trz+1 — trz
gdje je trx retencijsko vrijeme nepoznatog spoja, frz retencijsko vrijeme alkana koji s
kromatografske kolone izlazi prije nepoznatog spoja, ¢ z+;) retencijsko vrijeme alkana koji s
kromatografske kolone izlazi nakon nepoznatog spoja, a Z je broj ugljikovih atoma u alkanu

koji s kromatografske kolone izlazi prije nepoznatog spoja.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.1. Kemikalije i pribor

e klorovodi¢na kiselina (HCI), VWR International (West Chester, PA, SAD)

¢ natrijev klorid (NaCl), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

o suprapur dusi¢na Kiselina (65 % -tna HNO3), Merck (Darmstadt, Njemacka)

o smjesa standarda Cs-C, alkana koncentracije 40 mg L' u heksanu, Fluka (Buchs,
Svicarska)

e analiticka vaga Mettler Toledo AG, Svicarska

e komercijalni drza¢ vlakna za mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME) za ru¢nu
upotrebu i karboksen/polidimetilsiloksansko (PDMS) vlakno za SPME, 75 pm,
Supelco, Bellefonte, SAD

e SPME staklene bo¢ice volumena 5 mL (20,5 mm % 38 mm) s aluminijskim ¢epom
Macherey-Nagel GmbH & Co. (Diiren, Njemacka) i septum promjera 20 mm Supelco
(Bellefonte, SAD)

e termoblok Barnstead/Lab Line (Melrose Park, IL, SAD)

e Vibromix mijesalica, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

3.2. Uzorci urina

Uzorci urina prikupljeni su od 67 zdravih muskih ispitanika starosti od 18 do 57 godina 1 99
muskaraca oboljelih od tumora testisa starosti od 20 do 53 godine. Ispitanici su prethodno bili
informirani o cilju istrazivanja te je njihov pisani pristanak dobiven prije ukljucivanja u
istrazivanje. Istrazivanje je provedeno u skladu s uobicajenim standardnim etickim nacelima u
biomedicinskim istrazivanjima, ukljucuju¢i osnove dobre klini¢ke prakse. Sve postupke
istrazivanja odobrila su Eticka povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Zagreb i Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu.

U plasticne bocice (bez ftalata) prikupljen je jutarnji urin srednjeg mlaza. Kako bi se

sprijeCio gubitak hlapljivih metabolita, bocice su napunjene do vrha. KoriStenjem dusSicne
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kiseline podeSena je pH-vrijednost urina na 2 do 3. Uzorci su pohranjeni na —20 °C do

analize.

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

Postupak mikroekstrakcije uklju¢ivao je dodavanje 2 mL urina u staklene bocice volumena 5
mL u koje je prethodno odvagano 1 g natrijevog klorida. Bocice su zatvorene septumom i
aluminijskim ¢epom i, nakon mijesanja od 60 sekundi na mijesalici, uzorci su inkubirani 15
minuta na 60 °C na termobloku. Nakon uspostavljanja ravnoteze izmedu tekuce i plinovite
faze, septum je probuSen SPME iglom i vlakno je izloZeno plinovitoj fazi iznad uzorka.
Nakon 45 minuta na 60 °C, vlakno je uvuceno u SPME iglu i uneseno u injektor plinskog
kromatografa gdje je izloZzeno temperaturi od 280 °C u trajanju od 10 minuta i uz uvjete

analize opisane u poglavlju 3.4.

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

Analiza hlapljivih metabolita je provedena na plinskom kromatografu Trace 1300 (Thermo
Scientific, Milan, Italija) spregnutim sa spektrometrom masa ITQ 700 (Thermo Scientific,
Austin, TX, SAD), s ionskom stupicom kao detektorom. Za kromatografsko razdjeljivanje
koristila se kapilarna kolona TG-5MS duljine 30 m 1 unutarnjeg promjera 0,25 mm, sa
stacionarnom fazom 5 % difenil- 1 95 % dimetilpolisiloksana debljine filma 0,25 pm (Thermo
Scientific, Runcorn, UK). Kao mobilna faza koristen je helij protoka 1 mL min™'. Temperatura
injektora bila je 280 °C. U plinskokromatografskoj peénici temperatura se na pocetku
odrZavala na 40 °C tijekom 2 minute, a zatim se povisila na 150 °C postupnim zagrijavanjem
brzinom od 5 °C u minuti. Nakon 2 minute na 150 °C, temperatura se povisila na 280 °C
brzinom od 7 °C u minuti, nakon ¢ega slijedi rast brzinom od 50 °C u minuti do konac¢ne
temperature pecnice od 310 °C. Pri toj temperaturi eluiraju se svi ekstrahirani metaboliti iz
kolone, $to je potvrdeno analizom vlakna nakon uzorka urina. Analiza je trajala 42 minute.
Radni uvjeti za sustav spektrometrije masa ukljucuju ionizaciju elektronima pri energiji od 70

eV 1 temperaturu meduspoja od 260 °C, te ionskog izvora od 200 °C. Za prikupljanje
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podataka koristen je nadin snimanja ukupne struje iona, a spektri masa biljezeni su u rasponu
m/z od 30 do 400.

Kako bi se kontrolirao analiticki sustav koriSteni su Cg-Cyo alkani, kao referentni
standardi. Oni su analizirani kako bi se potvrdila stabilnost uvjeta instrumenta tijekom cijelog

provodenja eksperimenta.

3.5. Identifikacija hlapljivih metabolita u urinu

Za identifikaciju hlapljivih metabolita u urinu koristili smo spektre masa hlapljivih spojeva iz
uzorka, identifikacijski sustav AMDIS, bazu masenih spektara NIST (verzija 2.2. kreirana 10.
06.2014.), te indekse zadrzavanja (retencijski indeks RI) uz primjenu homologne serije n-
alkana.

Nakon provedene analize 166 uzoraka urina, dobivene kromatograme smo ucitali u sustav

AMDIS 1 proveli postupak identifikacije koji se sastoji od sljedecih koraka:

1. Obrada i dekonvolucija pikova u kromatogramu analiziranog uzorka provodi se u cilju
razdvajanja metabolita. Slijedi usporedba spektra masa nepoznatog metabolita s
knjiznicom spektara masa NIST.

2. Ucitavaju se kromatogrami periodicki analizirane homologne serije n-alkana (Cg-Cyo)
1 definiraju vrijeme zadrzavanja (RT) 1 RI svakog pojedinog alkana u svrhu ra¢unanja
RI nepoznatog metabolita.

3. Usporedi se RI nepoznatog metabolita s RI pretpostavljene identifikacije. Ako se RI
podudaraju, pretpostavljena identifikacija se smatra konacnom.

4. Ako je moguce, identifikacija se dodatno potvrduje standardom.

3.6. Ponovljivost analize identificiranih hlapljivih metabolita

Kako bi se procijenilo koji se metaboliti mogu uzeti u obzir pri daljnjem trazenju
potencijalnih bioloskih biljega, odredena je ponovljivost analize hlapljivih metabolita.
Ponovljivost je podudaranje rezultata mjerenja. Dobiva se na nacin da se standardna
devijacija (engl. Standard Deviation, SD) izmjerenih povrSina ispod pika promatranog

metabolita dobivena viSekratnom analizom istog uzorka podijeli s artimetiCkom sredinom
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(engl. Average, AVG) povrsina ispod pika promatranog metabolita dobivena visekratnom

analizom istog uzorka i pomnozi sa 100 % prema formuli

SD
1 = — 0,
Ponovljivost e~ 100 %

Ponovljivost u naSem istrazivanju odredena je na temelju osam mjerenja istog uzorka urina.

3.7. Pretrazivanje Human metabolome database (HMDB)

Nakon kreiranja metabolomickog profila hlapljivih metabolita u urinu, svaki pojedini
metabolit je pretrazen u Human Metabolome Database, HMDB. HMDB (dostupan na web-
stranici: http://www.hmdb.ca/) slobodno je dostupna baza podataka koja sadrzi detaljne
informacije o detektiranim metabolitima malih molekula koje se nalaze u ljudskom tijelu.
Omogucava uvid u dostupne kemijske, biokemijske i klinicke podatke o svakom detektiranom

metabolitu ukljucujuéi podrijetlo i ulogu metabolita u organizmu.
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. Identifikacija

U okviru ovog rada provedena je identifikacija hlapljivih organskih metabolita u urinu
ispitanika s rakom testisa 1 kontrolnih ispitanika u cilju stvaranja metabolomickog profila.
Analiza urina pomocu HS-SPME GC-MS rezultirala je pojavom oko 200 pikova u
kromatogramu (slika 8). HS-SPME se do sada pokazala uspjeSnom i Cesto koriStenom

337,38 p:
= 57" Pripremu

metodom za pripravu uzoraka urina za GC-MS analizu hlapljivih metabolita.
uzoraka urina moguce je provesti upotrebom derivatizacijskih reagensa, npr. BSTFA (I, 0-
bis(trimetilsilil)trifluoracetamid) prije GC-MS analize,”® medutim ta metoda se ne koristi tako

¢esto, a i manipulacija uzorkom je velika te moze doc¢i do gubitka metabolita.

Time: (min}

Slika 8. Prikaz kromatograma (eng. fotal ion chromatogram) analiziranog uzorka urina

Nepoznati metaboliti u uzorku identificirani su pomocu slobodno dostupnog sustava AMDIS
s pripadaju¢éom knjiznicom spektara masa NIST (slika 9). Kod procesa identifikacije
sustavom AMDIS, faktor poklapanja pri usporedbi spektra masa nepoznatog metabolita s
podacima u knjiznici spektara masa NIST je postavljen na 70 %. Potom su usporedivani RI
nepoznatih metabolita s podacima iz baze i literature. Ako se vrijednost RI nepoznatog i

predlozenog metabolita nije razlikovala za viSe od =+ 10, nepoznati metabolit se smatrao
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identificiranim. Za potvrdu identifikacije nepoznatog metabolita provjeravala se takoder

temperatura vrelista.

321 418 516 6.13 7.10 8.07 9.05 10.29 11.53

a

Componen:

Rl = 755.5
idth = 11.0 scans
Pusily = 76%

120 130 140 150

120 130 140 150 160 170 180 190 I

Slika 9. Prikaz obrade kromatograma sustavom AMDIS

Nije preporucljivo oslanjati se isklju¢ivo na slicnost spektara masa te se preporucuje u
identifikaciji kao dodatnu potvrdu koristiti RT ili RI koje je mogucée izracunati pomocu
homologne serije alkana (Cs - Cy). Kako homologni niz alkana Cg-Cyy koji se standardno
koristi kao pomo¢ u identifikaciji nepoznatih spojeva zapocinje oktanom c¢iji RI je 800, za

metabolite koji su s kromatografske kolone izlazili prije oktana propustili smo heksan i
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odredili mu RI kako bi nam pomogao u identifikaciji. Svim metabolitima koji su izasli s
kolone prije oktana odreden je okvirni RI, a pri njihovoj identifikaciji uzeta je u obzir i
njihova temperatura vrelista. Buduc¢i da za njih nije bilo moguce izracunati to¢an RI, faktor
preklapanja postavljen je na 90 %.

U tablici 1 su prikazani RI nepoznatog metabolita izracunatog pomocu homologne
serije n-alkana i1 predlozene identifikacije iz literature. Pri usporedbi izraCunatog RI
nepoznatog metabolita s RI iz literature treba obratiti pozornost na koristenu kolonu pri
kromatografskom razdjeljivanju jer se RI mijenjaju ovisno o vrsti kolone. Potom su navedene
1 temperature vrelista pojedinih metabolita, za koju se o¢ekuje da analogno rastu ovisno o RL

Nakon provedenih analiza, u uzorcima urina identificirano je 128 nepoznatih hlapljivih
organskih metabolita. U istraZivanjima drugih autora, bez koriStenja RI identificirano je 66
nepoznatih metabolita,” dok je primjenom podataka o RI identificirano 79 odnosno 181

nepoznati metabolit u urinu ispitanika.’®

4.2. Ponovljivost analiza

U ne-ciljanim metabolomickim analizama nije moguce izracunati parametre validacije osim
ponovljivosti analize.® Ponovljivost se izra¢unava kao mijera varijacije povriine ispod pika
identificiranog spoja viSekratnim mjerenjem istog uzorka. To je mjera koja nam daje 1
informaciju o stabilnosti identificiranih spojeva §to je kod analize hlapljivih metabolita jako
bitno, jer pojedini metaboliti upravo zbog temperature vreliSta mogu nestati iz uzorka. Zato
smo te rezultate u tablici 1 prikazali kao stabilnost.

Od 49 identificiranih metabolita, za 33 je izraCunata stabilnost nakon osam analiza istog
uzorka urina. Naz i sur. navode da se pri ne-ciljanim metabolomic¢kim analizama prihvaca
varijacija stabilnosti do 30 %.*° Naime, metoda pripreme uzoraka i optimiziranje postupaka
mjerenja prilagodava se analizi velikog broja nepoznatih uzoraka te nije moguce prilagoditi
uvjete koji najviSe odgovaraju svakom pojedinom metabolitu. U naSim je rezultatima, devet
od 33 identificiranih metabolita pokazalo varijaciju ispod 10 %, 18 izmedu 10 1 20 %, a Sest
ih je pokazalo varijaciju iznad 20 %. Niti jedan identificirani metabolit nije pokazao varijaciju
vecu od 30 % te su sva 33 metabolita ukljucena u daljnje analize trazenja bioloskog biljega za

tumor testisa.
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Za 16 identificiranih metabolita nije bilo moguce izracunati ponovljivost odnosno odrediti
stabilnost nakon osam analiza istog uzorka zbog nedostatka uzorka. Medutim, njihova
stabilnost se pratila Cetiri sata nakon odmrzavanja na 4 °C. Za tu svrhu je deset uzoraka
razli¢itih urina analizirano odmah nakon odmrzavanja i1 Cetiri sata poslije te su dobivene
povrsine ispod pikova usporedene i odredena je stabilnost. Pod tim uvjetima dvanaest
metabolita pokazalo je zadovoljavajucu stabilnost. Medutim, Cetiri identificirana metabolita,
etanol, nonanal, 1,4,5-trimetilnaftalen i1 3-izotiocijanatoprop-1-en nisu se pokazala stabilnima

te ih se iskljucilo iz daljnjih analiza.

Tablica 1. Prikaz identificiranih metabolita koji su potencijalno vazni za razlikovanje

oboljelih od zdravih ispitanika razvrstanih ovisno o funkcionalnim skupinama.

Pretpostavljeni a RI . o o . c
dentitet RI NIST® Stabilnost / % t/°C Literatura
KETONI
propanon std? 10.7 56 3 41;‘@27;‘23’ *,
pent-3-en-2-on 716° +f 41,44
heksan-3-on 786° 784 6.8 123 3,41,42,44,46
heksan-2-on std* + 41,43, 46
heptan-4-on 870 869 8.1 147 | 22 S
heptan-2-on std? 6.6 151 342, 45643’ .
2-metilciklopent-2-en-1-on 905 - 44
hept-3-en-2-on 937 12.1 41,44
3-metilheptan-2-on 943 937 8.2 158 41
2,2,6-trimetilcikloheksan-1-on 1026 1023 15.8 177 3,41,42
5-metil-5-vinildihidro-2(3H)- 1040 1041 133 4l
furanon
3-metilcikloheks-2-en-1-on 1060 12 199 41
1-(4-meF11c1k10heks-3- 1133 1131 12.4 4144
enil)etanon
1-(2,6,6-trimetilcikloheksa-1,3-
dien-1-il)-2-buten-1-on 1391 1388 12 >4l 424
2,6-di(tert-butil)cikloheksa-
2,5-dien-1,4-dion 1476 1485 16.7 ?
5-izopropenil-2-
metilcikloheks-2-en-1-on 1246 1243 8.1 Salaad
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Pre;ﬁgiﬁ[\]@lﬂ eni RI* NEIT" Stabiol/?OSt / t/°C Literatura®
HETEROCIKLI
2,4-dimetilfuran 736° 735 17 94 47
2-etil-5-metilfuran 803 800 10.2 117 47
2,3,5-trimetilfuran 815 815 8.7 122 44
2-metil-5-(metilsulfanil)furan 974 25 3,41,42
" openiljenahidroun | 106 | 166 | 148 o
2,3-dihidro-1-benzofuran 1221 1219 12.4 25
indol 1296 1290 8.6 254 3,41,42,48
ALDEHIDI
2-oksopropanal 663° +f 38
heksanal 800 800 8 130 3,41,42,44,49
fenilmetanal 959 960 11.3 179 41,44
nonanal 1103 - 3.41,42,49
4-izopropilbenzaldehid 1242 1242 22.3 3,41,42
3-fenil-2-metilprop-2-enal 1292 +f 3,42
KARBOKSILNE KISELINE
etanska kiselina std? +f 3,41, 42, 44,50
2-metilbutanska kiselina 866 +f 3,42
benzenkarboksilna kiselina 1182 1178 29.1 47
oktanska kiselina 1189 1191 10.7 3,42,43,44
feniletanska kiselina 1253 + 50
ALKOHOLI
etanol std” = 47
3,7-dimetiloktan-3-ol 1099 1097 13.5 195 41
(4-izopropilfenil) 1292 1291 20.4 4
metanol
MONOCIKLICKI UGLJIKOVODICI
1,2,3,4-tetrametilbenzen 1152 1147 26.9 205 3,42
izopropenilbenzen 982 +f 38
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Pretpostavljeni

A RI* | RINIST® | Stabilnost/% | ¢/°C Literatura®
identitet
FENOLI
2-metoksifenol 1091 + 3,41, 42
4-etenil-2-metoksifenol 1315 1315 20.4 3,42
SULFIDI
(metildisulfanil)metan 758°¢ 755 6.9 109 41
3-(metildisulfanil) 915 o
prop-1-en
(metiltrisulfanil)metan 967 963 11.5 41
OSTALI
metantiol 665° 464 18.3 6 3,41, 42,43, 44
3-izotiocijanatoprop-1-en 884 = 41,45
1-izopropil-4-metil-7-
oksabiciklo [2.2.1]heptan 1016 1016 133 Y
dodekan 1199 + 41,49
1,4,5-trimetilnaftalen 1571 S 3,42

a - indeks zadrZavanja izraCunat sustavom AMDIS

b - indeks zadrZavanja u knjiznici NIST

¢ - literaturni izvori u kojima su detektirani identificirani metaboliti

d - identitet metabolita potvrden standardom

e - indeks zadrZavanja izraunat okvirno uz pomo¢ indeksa zadrZavanja heksana

f - stabilnost kroz Cetiri sata nakon odledivanja na 4 °C. Metaboliti koji se nisu pokazali

stabilnima pri navedenim uvjetima iskljuceni su iz daljnjih analiza i ozna¢eni su sa ,-".

4.3. Hlapljivi organski metaboliti u uzorcima urina kao moguéi bioloski
biljezi

Metabolomicki pristup u istraZivanjima bioloSkih biljega temelji se na pretpostavci da jedan

stimulans, poput raka ili bilo koje bolesti organizma, mijenja biokemiju sustava, dovodi do

promjena u biokemijskim putovima i direktno utjee na promjene u metabolomu.”’ Zbog

mogucénosti prekrivanja cijelog metaboloma, metabolomika omogucava puno bolju

sveobuhvatnu procjenu bioloSkog i fizioloSkog stanja pacijenta, u odnosu na konvencionalne

metode temeljene na mjerenju pojedinog metabolita. Istrazivanja hlapljivih urinarnih
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metabolita metabolomic¢kim pristupom zadnjih godina okuplja sve veéi broj znanstvenika.
Rezultati iz literature sugeriraju da su hlapljivi metaboliti iz urina moguéi bioloski biljezi za
razliGite zdravstvene poremecaje i oboljenja.”

Idealni bioloski biljeg treba biti prisutan u lako dostupnim i minimalno invazivnim
izvorima uzorkovanja, poput urina i krvi. Njegova visoka osjetljivost je izuzetno bitna za
postavljanje rane dijagnoze, a velika vaznost se posvecuje i visokoj selektivnosti. Bitno je da
brzo reagira na promjenu tretmana i razvoj bolesti, ali ipak ostaje nepromijenjen u prisutnosti
raznih interferencija. Njegova prisutnost ili odsutnost treba omogucavati dublje razumijevanje
mehanizma bolesti, te davati korisne informacije o potrebnim metodama lije¢enja.”!

U naSem istrazivanju analizom uzoraka urina detektirano je oko 200 metabolita te ih je
128 identificirano. Za vecinu metabolita nepoznato je njihovo porijeklo i fizioloska funkcija.
Pretrazujuéi literaturu (HMDB), za 49 identificiranih metabolita smo pretpostavili da su
prisutni u metabolizmu ¢ovjeka i njihove karakteristike su prikazane u tablici 1. Od 49
izabranih metabolita, 16 (33 %) je ketona, sedam heterociklickih spojeva (14 %), Sest
aldehida (12 %), pet karboksilnih kiselina (11 %), tri su alkohola (6 %), tri sulfida (6 %), dva
fenola (4 %), dva monociklicka ugljikovodika (4 %), jedan biciklicki eter (2 %), jedan
izotiocijanat (2%), jedan kondezirani policikli¢ki ugljikovodik (2 %), jedan tiol (2 %) te jedan
ugljikovodik (2 9%). Ketoni su se pokazali kao najzastupljenija skupina u urinu §to je
potvrdeno i rezultatima drugih autora.™ 48 metabolita koji su identificirani u ovom
istrazivanju nadeno je i identificirano takoder u istraZzivanjima drugih autora $to je i navedeno
u tablici 1. Neki od navedenih metabolita su u dosada$njim istraZivanjima navedeni kao
potencijalni razlikovni metaboliti izmedu zdravih ispitanika 1 ispitanika s tumorskim
oboljenjem. Monteiro 1 sur. su uocili znacajno povecanje 2-oksopropanala u urinu ispitanika s
rakom bubreznih stanica u odnosu na zdrave ispitanike.’® Silva i sur. su uogili znadajno
povecanje 3-fenil-2-metilprop-2-enala u grupi ispitanika s tumorskim oboljenjem u odnosu na
zdrave ispitanike.** 2-Oksopropanal i 3-fenil-2-metilprop-2-enal se s obzirom na funkcionalnu
skupinu ubrajaju u aldehide. Oba metabolita su poznatog porijekla i fizioloske funkcije,
prisutni su u metabolizmu covjeka. U uzorcima oboljelih osoba, produkcija aldehida je uvijek
znacajno povecana, stoga se njihovo pojavljivanje povezuje s brojnim tumorskim oboljenjima
i upalnim procesima, uzrokovanim pove¢anom produkcijom reaktivnih kisikovih spojeva.*!
Reaktivni kisikovi spojevi poznati su prema svom Stetnom djelovanju na lipide, sastavne

dijelove membrana, uzrokuju¢i lipidnu peroksidaciju, odnosno degradaciju viSestruko
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nezasi¢enih masnih kiselina. Navedeni procesi mogu se pripisati rastu i Sirenju tumorskih
stanica, te njihovom karakteristicnom svojstvu da razaranjem membrana koloniziraju ostale
stanice. Ostali identificirani metaboliti uglavnom se mogu pripisati spojevima koji su potrebni
za normalnu funkciju organizma.

Pregledom dostupne literature ustanovili smo da spoj metil-prop-2-enil-disulfid do sada
nije identificiran u urinu, medutim detektiran je u fecesu zdravih ispitanika i ispitanika

oboljelih od ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti.”*”’
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§ 5.

ZAKLJUCAK

Analiza hlapljivih metabolita u urinu 99 ispitanika s tumorom testisa i 67 kontrolnih
ispitanika, primjenom vezanog sustava plinske kromatografije i spektrometrije masa
nakon mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi, rezultirala je detekcijom oko 200 metabolita.
Metaboliti su identificirani pomocu identifikacijskog sustava AMDIS, knjiznice
spektara NIST, indeksa zadrzavanja 1 temperature vreliSta. Na taj je nacin
identificirano 128 metabolita. Identifikacija dijela metabolita potvrdena je primjenom
raspolozivih standarda.

Uz koriStenje vremena zadrzavanja 1 temperature vreliSta, sustav AMDIS se pokazao
kao pouzdan automatski sustav koji ubrzava proces identifikacije.

Pretragom baze HMDB, za 49 identificiranih metabolita nadeni su podaci o njihovoj
pretpostavljenoj prisutnosti u metabolizmu covjeka.

Za 45 metabolita utvrdena je zadovoljavaju¢a ponovljivost. To ih ¢ini dobrim
kandidatima za pracenje promjena uzrokovanih tumorskim oboljenjem pa ¢e biti
ukljuceni u daljnje analize trazenja novog potencijalnog bioloskog biljega tumora

testisa.

Ana Babié Diplomski rad



§ 6. Popis oznaka, kratica i simbola 31

§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AFP alfa-fetoprotein (engl. alpha-fetoprotein)
AMDIS Automatizirani sustav za dekonvoluciju 1 identifikaciju spektara masa (engl.

Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System)

AVG aritmeticka sredina (engl. Average)

BSTFA N,O-bis(trimetilsilil)trifluoracetamid (engl. N, O-
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide)

B-HCG humani korionski gonadotropin (engl. Auman chorionic gonadotropin)

GC plinska kromatografija (engl. gas chromatography)

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

chromatography—mass spectrometry)

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

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

IR infracrveno (engl. infrared)

LC tekucinska kromatografija (engl. liquid chromatography)

LC-MS vezni sustav tekucinske kromatografije 1 spektrometrije masa (engl. liquid

chromatography—mass spectrometry)

LDH laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase)
MS spektrometrija masa (engl. mass spectrometry)
NIST Nacionalni institut za standarde i tehnologiju (engl. National Institute of

Standards and Technology)

NMR nuklearna magnetska rezonancija (engl. nuclear magnetic resonance)
RI indeks zadrzavanja (engl. retention indeks)

RT vrijeme zadrzavanja (engl. retention time)

SD standardna devijacija (engl. standard deviation)

uv ultraljubiCasto zracenje (engl. ultraviolet)

VOM hlapljivi organski metaboliti (engl. volatile organic metabolites)

Z broj ugljikovih atoma u alkanu
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