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1 Organska onesnazila in izpostavljenost

* VIiri: Hrana in voda (pesticidi, herbicidi), gospodinjski pripomocki, izdelki za osebno nego,
oblacdila in tekstil, zrak...
* Poti izpostavljenosti pri ljudeh:
« Vdihovanje, zauzitje, stik s kozo
« Bioakumulacija preko prehranjevalnih verig (ribe, mleCni izdelki)

* Vpliv na zdravje:

» Motnje endokrinega sistema, rakava obolenja, nevroloSke motnje
* Vpliv na okolje:

« Onesnazevanje tal in vode, zraka

« Vpliv na ekosisteme, zmanjSanje biodiverzitete




2 Humani biomonitoring (HBM)

Biomonitoring v praksi: Zbiranje in analiza biolo$kih vzorcev za oceno izpostavljenosti kontaminantom

\VZORCH urin, kri, lasje,...(izbor glede na vrsto kontaminanta)
ANALIZA LC-MS in GC-MS (organski kontaminanti)
WNTERPRETACIJAL Povezovanje rezultatov s potencialnimi uéinki na zdravje in ocena tveganj
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Uporaba rezultatov biomonitoringa:
Kratkoro€éno: Ugotovljene ravni izpostavljenosti prebivalstva (osnovne vrednosti in razlike glede na geografsko lego)
Dolgoroéno: Casovni-trendi, ocene tveganja za zdravje ljudi; ukrepi za zmanjSanje tveganja



3 Biomarkerji (Bioloski oznacevalci)

Kaj so? Kazalniki, ki razkrivajo bioloske odzive telesa na izpostavljenost
doloCenim snovem.

BIOMARKERJI DOVZETNOSTI (biomarkers of susceptibility):
Kazalniki posebne dovzetnosti posameznega organizma za
izpostavljenost ksenobiotiku (npr. mutacija/varianta doloCenega gena)
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4 Nacionalni HBM program

« Podlaga za izvajanje: Zakon o kemikalijah (Uradni list RS, 51.a €len L T
(biomonitoring Kemikalij)) e ——

* NarocCnik: Urad RS za kemikalije, Ministrstvo za zdravje
» lzvajalec: Institut Jozef Stefan, Nacionalni Institut za javno zdravje

. ﬁﬁczliévHajalci: UKC Ljubljana, Regionalne bolniSnice in zdravstveni domovi,

g REPUBUKA SLOVENIA
MINISTRSTVO ZA Z0RAVIE
URAD REPUBLIKE SLOVEMIE 24 KEHIALLE

NIJZ 52 iomostoring

« 1. nacionalni HBM program: 2007-2014 (odrasli)
« 2. nacionalni HBM program: 2018-2025 (otroci in mladostniki iz potencialno W :
onesnazenih obmocij) . *" BIOMONITORINGA ¢ ¥
» Razliéna obmocja po Sloveniji, 200 otrok/obmocje RN g S
* Vzorci: urin, kri, lasje T isw lemiasamvoiohs &

* Izbrane kemikalije (elementi v sledovih, ftalati, fenoli, pesticidi...) in
markerji obCutljivosti (genotipizacija)

 Pilotna Studija: 2018, Prekmurje: PFAS v serumu
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5 Mednarodni HBM programi (EU)

 COPHES (Consortium to Perform Human Biomonitoring on a European Scale)

« DEMOCOPHES (Demonstration of a Study to Coordinate and Perform Human Biomonitoring on

a European Scale)

/

« HBM4EU (Human Biomonitoring for Europe), 2017-2022; 26 drzav HBM4EU

Prioritetne skupine kemikalij (per- in polifluoroalkilne (PFAS), ftalati in DINCH, fenoli, ° o 0
zaviralci gorenja, pesticidi, policiklicni aromatski ogljikovodiki (PAH), kovine, UV filtri, °
akrilamidi, zmesi kemikalij)

Inkorporacija netarcnih analiz (NTS)

, 2022-2029
Gradi na dosezkih HBM4EU
Poenotenje metodologij med drzavami, kontrola, zagotavljanje kakovosti analiz
Razsiritev NTS za bolj celovito oceno prisotnosti kemikalij in potencialnih tveganj za zdravje
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6 LC-MS In GC-MS analize biomarkerjev izpostavljenosti:
arcni in netarcni (NTS) pristop

r D r N

Tar€ni pristop Netarcni pristop

- Y

kvantitativne ® Nne omejujemo se ha vhaprej
dolocen set analitov: vecja pokritost

enostavnejSa obdelava podatkov 1 alito J
dobro uveljavljen pristop, zato: 0 e omogoca odkrivanje novih

o Sprejeti QAQC kriteriji kontaminantov in nastajajocih
o Interlaboratorijske primerjave biomarkerjev
o Mozna harmonizacija

o J

~

~
¢ niso kvantitatine (lahko semikvantitativne)
e manj uveljavljen pristop, zato:
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visoka cena standardov
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7 Tarche HBM analize na I1JS

« Analize bisfenolov, parabenov in triklosana v urinu (GC-MS)
» Analize ftalatov v urinu (LC-MS)

* |zpostavljenost otrok iz razlicnih lokacij po Sloveniji omenjenim endokrinim motilcem

triclosan: Urinary levels, exposure patterns, determinants of exposure
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8 Netarcna analiza v HBM: postopek

|
Vzorcenje Obdelava podatkov
(pre-processing):

-detekcija vrhov
-substrakcija blankov
-grupiranje
-izotopska korekcija

Priprava vzorca

Prioritizacija

Anotacija: MoNA - MassBank of North America
-MS/MS knjiznice
-in-silico fragmentacija sl |MQSSBan

High Quality Mass Spectral Databa

Instrumentalna analiza
LC (GC)-HRMS
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8 NetarCna analiza v HBM: Vzorci In priprava

* Tipi humanih vzorcev:

TekodCi vzorci Plinasti vzorci

Ze v uporabi

Inovativni matriksi
(v razvoju)

* Priprava vzorcev:
* Vzorci dovolj oCisceni (interference), a hkrati ¢im bolj nespecificna (Cim manj izgub): KOMPROMIS!

‘Predpriprava’

-liofilizacija
-mletje, homogenizacija

-dekonjugacija (urin)

> Dilute-and-shoot pristop (zgolj redéenje vzorca) >




8 Netarcna analiza v HBM: Instrumentalna analiza
( 0z. LC-HRMS)

« Kromatografija: loCevanje
» Praksa so RP (C18) kolone (primerne za organske kontaminante; pokrivajo relativno Sirok spekter
polarnosti)

» Implementacija HILIC (oz. druge ANP) za doloCanje zelo polarnih BoE s slabo retencijo na RP
kolonah

100

« Masna spektrometrija: identifikacija MS

« Za identifikacijo potrebni to€na masa in fragmenti oz. MS2 masni
spekter

* Nujna visoka resolucija (HRMS) za doloCitev toCnih mas
« MS2 spektri pridobljeni s fragmentacijo starsevskih ionov na nacin:
« DDA (data-dependent acquisition): fragmentacija majhnega stevila m/z '
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8 Netarcna analiza v HBM: Obdelava podatkov

* Predpriprava podatkov (preprocessing): z m I ne

» |dentifikacija in poravnava vrhov

* |zloCanje Suma in normalizacija
MS-DIAL N ML%@MS

 Prioritizacija:

* Pridobljen seznam spojin je zelo obsezen, kar zahteva sistematicno selekcijo
« Suspect list/seznam ciljnih spojin (pri suspect screening)

* lzberemo spojine, ki najbolj izstopajo med skupinami (npr. primerjava zdravih in bolnih)

| |



8 Netarcna analiza v HBM: Obdelava podatkov

« Anotacije:

« Spektralne knjiznice: lastne in spletne (prosto dostopne: MoNA, MassBank...)

* Primerjava pridobljenih MS2 spektrov (to€ne mase, intenzitete fragmentov) in retencijskih casov
(lastne knjiznice)

#26565 m/z 338.1501 (4.92 min)

Zolpidem Carboxylic Acid 22 0.9406

1062 | Compound information Instrument information

= Y MName: Zolpidem Carboxylic Acid Instrument type: Orbitrap
S Formula: C19H19N303 Ms level: MS2

& TOE1{

= Exact mass: 0.0

F B.0E1
= lon type: M+H
2 5.0E14 typ

g | Precursor m/z: 338.1502 Database Iinks

2 Polarity: Positive
£ a0E1 ¥

T 2081
1.0E1 ‘ | |
0.0E0 -

el ] . | P ” | =N

? 2.0E1

E 1061 N /
= 40E1 HOQC \\
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= 50e1 O
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Other information

Spectral library: null
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B fitered W unsligned W aligned



8 NetarCna analiza v HBM: Obdelava podatkov

« Anotacije:
* In-silico fragmentacija

| [ LGMST Formulas T Spectra T Trees T Predicted Fingerprint T Structures T Substructure Annotation T Compound Classes ]
1 C19H19N303 + H*

2 CI15H22N403P + Ht
ZODIAC 0,000%

3 C17H24N04P + Ht
ZODIAC 0,000%

4 C13H20N702P + Ht
ZODIAC 0,000%

v
D500 0 100 |§| ; @ @ SMARTS Filter

[_] additional [_| Bio Database [_| Biocyc [_| CHEBI [_] COCONUT [_] EcoCycMine || GNPS [_] HMDB | HSDB || KEGG [_] KEGG Mine [_] KNApSAcK (| Lipid [ | Maconda [_| MeSH ] Natural Products [_| NORMAN [ Plantcyc
[_] PubChem [_J PubMed [_] Training Set [_| YMDB [_| YMDB Mine [_] ZINC bio

5 C15H26NO4P + Nat
ZODIAC 0,000%

6 C17H17N602 + H
ZODIAC 0,000%

ZODIAC 0,000% C51 -47.391

XLogP: [1,00 O

Similarity: 0 O

: Filter | Type to search...

Zolpidem Carboxylic Acid FELZONDEFBLTSP

Substructures:
OO0ODO0DODODO0DODODOO0DOO0ocOoO0edoO
OoodO0OOoeocdOoOOOO0OOOOocOOO

XlLogP: 2,924

OO0OD00O0D0ODoc0d0O0o 000000000 0o 000000000 00000000000 00000 8
L [ = o - o A = o o o Y o

Sources/Tags

[ [ Mesn i

CSl:FingerID Score: -47,391

) bea) roinino s | adiona)

1 96.28%

Zolpidem 6-Carboxylic Acid RFUGIBAONXDHRM

Substructures:

IS NSNS Sofdrsd 00D 00D DD D DD DDODoc Do DD ODODOD0DOocO0Df00DoO0O0O0O0O0DO0OOOoO
OO0OcO0ooOdO0O0O0cO0O0OC0cOoOoD0dO0OO0ocoO00cO0O0O0d0fdO00co0d000f000000O0 e e e@eE@ENE

XlLogP: 2,924

CSl:FingerID Score: -73,119

PubChem|

2 90.85%
FLZAVKMEFXVZJA XLogP: 2,924
\u-- Substructures:
I o o o o o o o o o o o o o e o e o o o o e o o e o o o o o s o
o I = s A A A e A A = o A A e A < I O I I R |




8 Netarcna analiza v HBM: Obdelava podatkov

« Anotacije:
* Nivoji identifikacije (gotovost pravilne anotacije): Skala po Schymanski et al.

Nivo 1

Verjetna struktura
) Ujemanje s knjiznico
Nivo 2 (MS1, MS2)




8 Omejitve netarcnih analiz

Omejena pokritost kemijskega prostora:

! Blomarkerjl |zpostavljenost|

® Instrumentalne omejitve
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® Omejene baze podatkov

® Kompleksna obdelava podatkov @ Pokritost omejenega obmogja polarnosti

Tudi:
* Pomanjkanje harmoniziranih protokolov .
- Pomanjkanje medlaboratorijskih primerjav ‘

. Nezanesljlva kvantifikacija r

A B A . h ® o i
T : - =
Slika povzetapo Samanl our, S., Barron rden D Pr bﬁz) W ien.J. (2024). E*ring WWM Expﬁm@
How Far Have We Gone? JACS Au, 4(7) QL_J_Q,lOZl/Jac ul4co 20 z&. iﬁ i o0 - SAAN % |




8 Netarcne analize na 1JS: HBM4EU

 Urin slovenskih otrok (6-9 let) iz urbanega in ruralnega obmocja

« |dentifikacija 74 biomarkerjev izpostavljenosti

/

HBM4EU
o o0

tvih /

» StatistiCne razlike glede na geografsko obmocje in asovno obdobje (poletje/zima) -> vpliv sezonskih

in okoljskih dejavnikov

. Najdenilﬂovi biomarkerji:|bisfenol G, polietilenglikoli in njihovi etri (Se niso vkljuCene v obstojece

sheme HBM)

» |Nekatere identificirane prvié;

b

Pomen netarénega pristopal

[l Plasticizers, phthalates
[l Pcps

B Pesticides and PGRs
- Pharmaceuticals

Unknown use
Smoking and caffeine

VOCs
Surfactants

—l 1L llel | 3N

neznan vir izpostavljenosti -> potreba po spremljanju!

Plasticizers, bisphenols R

=

ENVIRCHMINTAL
POLLUTION

Environmental Pollution £

Volume 313, 15 November 2022, 120091 7

Suspect and non-targeted screening-based
human biomonitoring identified 74
biomarkers of exposure in urine of
Slovenian children ¢

ELSEVIER

Ziga Tkalec ° ®, Garry Codling , Janja Snoj Tratnik °, Darja Mazej ¢, Jana Klanova ©,
Milena Horvat ° , Tina Kosjek °° & &

Show more ~

-+ Add to Mendeley cqg Share 99 Cite

https://doi.org/10.1016/j.envpol.2022.120051 A Get rights and content

“I” "] Under a Creative Commons license a ® open access



8 Netar¢ne analize na IJS: PARC o A B
Sirjenje pokritosti NTS metod: PR
Razvoj in optimizacija metode za SS/NTS urinskih vzorcev = =~ = = =

 Cilj: Razvoj analizne metode za dolocCitev SirSega spektra polarnosti BoE

v

Anotirane spojine:
pricakovano visje Stevilo BoE

« Kako? Kombinacija dveh analiz: z RP in HILIC kolonama

Analiza frakcije s polarnimi analiti:
HILIC kolona

Analiza frakcije z manj polarnimi
analiti :
RP kolona




8 NetarCne analize na 1JS: PARC DAL
éirjenje pokritosti NTS metod: TN, -
Razvoj in optimizacija metode za SS/NTS urinskih vzorcev o '

 Cilj: Razvoj analizne metode za dolocCitev SirSega spektra polarnosti BoE

« Kako? Kombinacija dveh analiz: z RP|  spaskanse SPE EVALUACIJA RAZLIGNIH SPE
MATRIKSA PROTOKOLOV
R(g;;rezenctiati;ni na)t(’ﬁr Blgg Frakcija SPIRANJE: Frakcija ELUCIJA:
standardov z 0g
vrednostmi od -7.5 do 7.4) HILIC kolona RP kolona
Analiza fra > ELUCIIA
5| SPIRANJE 1

» ELUCIJA 2

>| ELuCIJA1
» SPIRANJE 2 .
» ELUCIJA 2 ‘
> ELUCIJA1 £

> SPIRANJE 3
=] > ELUCIJA 2
aliza fr >

___»| SPIRANJE 4 i

> ELUCIJA 2

20-50% 10-30%

MeOH/voda EtOAc/ACN

::"/ BN




8 Netarcne analize na 1JS: PARC

Sirjenje pokritosti NTS metod:

Razvoj in optimizacija metode za SS/NTS urinskih vzorcev

 Cilj: Razvoj analizne metode za dolocCitev SirSega spektra polarnosti BoE
« Kako? Kombinacija dveh analiz: z RP in HILIC kolonama

| Preprocesiran 'feature list' ‘
I

NTS

iskanje po MS/MS
knjiznicah

2,
O
@
+—
(@]
(=
(4]
=
0}
eL [
@)
- interna MS/
8 MS knjiznica
o

SS
I

prisotnost v > 50 % vzorcev {-------

seznam potencialnih BoE:
ujemanje s to¢no maso
(MS1)

MoNA
eksperimentalna
knjiznica:
ujemanje
(cosine

in-silico
fragmentacija
(CSl:FingerlD)
> 0.9 zanesljivost

similarity) > 0.8

model za model za
""""""""" napovedovanje [~ | napovedovanje
RT
[ |
Nivo ID: 2 Nivo ID: 3

v Nivo ID: 1

iskanje po MS/MS
knjiznicah

MoNA
eksperimentalna
knjiznica:
ujemanje
(cosine
similarity) > 0.4

model za
napovedovanje
RT

Nivo ID: 3

Anotirane spojine:
pricakovano visje Stevilo BoE



Sirjenje pokritosti NTS metod:
Razvoj in optimizacija metode za SS/NTS urinskih vzorcev

 Cilj: Razvoj analizne metode za dolocCitev SirSega spektra polarnosti BoE
« Kako? Kombinacija dveh analiz: z RP in HILIC kolonama

HILIC (HES

a

4

HILIC (HESI-)

Method

RP (HESI-) -

-2

—

RP (HESI+) - L] }7
0

2
XLogP3

HILIC

Anotirane spojine:
pricakovano visje stevilo BoE




9 Primer studije:
Biomarkeriji pri raku jajcnikov (NTS urinskih vzorcev)

Zdrave kontrole (HC, n=28) . "ot
Pacientke z rakom jaj¢nika (n=28)

* Mejno maligna oblika (BOT, n=16)
« Maligna oblika (MOC, n=12)

« 106 anotiranih eksogenih spojin |:> odstranimo farmacevtike \ |
W\ L
* BoE s statisticho znacilnimi razlikami med skupinami:
» Pesticidi N _
. Znani in domnevni
° Ftalat' B endokrini motilci . cx-MEPP - MEP o Metolachlor TP NOA 413173
o UV filtri | :
- , 10 . a
%} KW, p = 0.0005 - %m KW, p = 0.0710 % ’ KW, p = 0.0634
R e s VS A N U R
E e R Fﬁ T } o3 ‘ 2 oL o
g, 9 L < L % & - ‘ v
- ) * =2 # = 1
— o . .‘
sl B, 0- ° 0- —— 0- . PP e
) HC ~ BOT MOC HC BOT MOC HC BOT MOC



10 Kam naprej?

* Napredek v analitskih tehnologijah

 Stalni razvoj na podrocju LC-MS: izboljSana obcutljivost, natancnost analiz

* Povezovanje s strojnim u€éenjem in umetno inteligenco
metode spregledale

» OlajSajo analize velike koli€ine zapletenih podatkov; odkrivanje vzorceyv, ki bi jih tradicionalne
- Siritev MS2 knjiznic

« Standardizacija, poenotenje

» Vecdja primerljivost, zanesljivost podatkov med razli€nimi raziskavami in laboratoriji
« Personalizirana medicina in natancna javnozdravstvena preventiva
» Ustvarjanje individualnih profilov izpostavljenosti

« Globalno sodelovanje in deljenje podatkov

obsega eksposomike

« Celostna ocena izpostavljenosti (eksposomika)
» Napredek v NTS z bolj celovitim zaznavanjem biomarkerjev izpostavljenosti podpira Siritev
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—~——

,.._. Jozef Stefan Institute, Ljubljana, Slovenia

[ | asliPn




