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Popis oznaka, kratica i simbola

ELISA

enzimski imuno-test (engl. enzyme linked immunosorbent assay)

ESI

ionizacija elektroraspršenjem (engl. Electrospray ionization)

FA

mravlja kiselina (engl. Formic acid)

LC-MS/MS
vezani sustav tehnika tekućinske kromatografije i tandemne spektrometrije masa (engl. liquid chromatography-tandem mass spectrometry)

MeOH

metanol

MRM

praćenje višestrukih reakcija (engl. Multiple reaction monitoring)

RP HPLC
tekućinska kromatografija visokog učinka obrnutih faza (engl. Reversed phase high performance liquid chromatography)

SIM

praćenje odabranih iona (engl. Selected ion monitoring)

TFA

trifluoroctena kiselina

SNR

omjer signala i šuma (engl. Signal to noise ratio)
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1. UVOD

Opiorfin je endogeni peptid, prvi put izoliran 2006. godine iz ljudske sline na Institutu Pasteur u Parizu. Riječ je o jednostavnoj molekuli, koja nastaje fragmentacijom produkta PROL1 (engl. Proline rich, lacrimal 1) gena, a sastoji se od pet aminokiselina (Gln-Arg-Phe-Ser-Arg). Paralelno s njegovom izolacijom pokazano je da opiorfin inhibira enzime neutralnu ekto-endo peptidazu (hNEP) i ekto-amino peptidazu N (hAP-N), enzime uključene u katabolizam enkefalina, in vitro. Ista studija pokazala je učinkovitost opiorfina u ublažavanju kemijski i mehanički uzrokovane boli u koncentraciji čak šest puta manjoj od morfija (1), međutim za razliku od morfija, primjena opiorfina u štakora ne dovodi do razvoja ovisnosti i niza drugih fizioloških neželjenih reakcija (2). U literaturi je do danas, osim pozitivnih učinaka opiorfina na regulaciju boli (1-3) dokazano njegovo antidepresivno djelovanje (4-6), što ga čini dobrim kandidatom za novu generaciju lijekova koji se koriste u liječenju stanja sa simptomom boli i sniženim raspoloženjem. Opiorfin djeluje antidepresivno putem signalnih mehanizama delta-opioidnih receptora, modulirajući koncentracije endogenih enkefalina oslobođenih kao odgovor na specifične fizičke i psihičke podražaje. Njegovo djelovanje ne prati amnezija niti pojačan ili smanjen odgovor lokomotornog sustava (4). Smatra se da je isti mehanizam, sprječavanje katabolizma enkefalina, odgovoran i za pokretljivost crijeva opisan u istraživanju na miševima (3). Gen koji kodira opiorfin (PROL1) sudjeluje u regulaciji erektilne fiziologije te može služiti kao marker za erektilnu disfunkciju (7).
Unatoč posjedovanju jedinstvenih svojstava opiorfin nije prvi ovakav spoj izoliran u sisavaca. Analog opiorfina pronađen kod štakora je pentapeptid sialorfin (QHNPR) (8) dok je kod goveda izoliran heptapeptid spinorfin (LVVYPWT) (9). Sialorfin nastaje kod muških štakora u post-pubertetskoj dobi i luči se u slinu i krv kao reakcija na djelovanje androgenih steroida (10). Sialorfin je također pokazao analgetsko djelovanje (11) te modulaciju seksualnog ponašanja muških štakora nakon injiciranja u dorzalnu venu repa (12). Normalna razina sialorfina u cirkulaciji štakora iznosi 1 ng/ml (osnovna vrijednost), odnosno 10 ng/ml (stimulirana vrijednost) (13). Interesantno je napomenuti da je razina sialofina u slini muških štakora pod anestezijom pentobarbitalom iznosila 17 pmol, dok je kod ženki iste dobi bila ispod razine detekcije (≤0.25 pmol) (10).
Razina opiorfina te njegova distribucija ovisna o spolu, dobi ili stanju organizma, prema našim saznanjima, nije opisana u znanstvenoj literaturi, ali preliminarne rezultate objavili su Rougeot et al. u sklopu patentne prijave u kojemu je opiorfin izmjeren ELISA testom. Vrijednosti u sklopu patentne prijave u bazalnoj slini zdravih muškaraca iznose 59±17 ng opiorfina/ml sline, zdravih žena 61±23 ng/ml, a u kemijski stimuliranoj slini pomoću limunske kiseline, vrijednost kod muškaraca iznose 738±146 ng/ml, dok su kod žena te vrijednosti manje, 247±68 ng/ml (14). Unatoč činjenici što isti patent ukazuje na to da bi opiorfin mogao biti dobar marker različitih oblika patoloških stanja organizma, do danas nisu objavljene studije na tu temu. Stoga ovaj rad, u kojemu su korištene najsofisticiranije analitičke metode, predstavlja pionirsko istraživanja u novom području s velikim potencijalom u otkrivanju puteva boli, idiopatskih orofacijalnih bolnih poremećaja, i u razvoju neuroznanosti uopće.
2. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA

S obzirom da se opiorfin nalazi u slini (1), a pokazao je pozitivni učinak na regulaciju boli u štakora (1,2) pretpostavljamo da postoji povezanost između razine istog peptida i bolnih stanja u ustima čovjeka, primjerice sindroma pekućih usta od kojeg boluje i do 15% žena u postmenopauzi (15). Međutim, s obzirom da je opiorfin tek nedavno otkriven, u literaturi, prema našim saznanjima, ne postoje opisane metode i način kvantificiranja opiorfina u biološkim uzorcima. Jedini pokušaj kvantificiranja opiorfina u slini, upotrebom ELISA testa, opisali su Rougeot C. et al u sklopu patente prijave (14). Da bismo mogli pristupiti utvrđivanju povezanosti opiorfina s bolnim stanjima u ustima bilo je potrebno razviti metodu za njegovo kvantificiranje. 

Cilj ovog rada bio je razvoj LC-MS/MS postupka za izolaciju i kvantifikaciju opiorfina, koji predstavlja "state-of-the-art" instrumentaciju za određivanje niskih koncentracija u biološkim uzorcima, (16,17) pri čemu su specifični ciljevi rada bili:
1. određivanje molekulskog iona opiorfina te fragmentacijskih iona

2. optimiranje napona fragmentora i energije sudara

3. optimiranje uvjeta kromatografije
4. utvrđivanje uvjeta prikupljanja i obrade sline prije same LC-MS/MS analize
5. vrednovanje metode u sklopu koje je bilo potrebno utvrditi: ponovljivost unutar i između mjerenja, linearnost odziva detektora, granicu detekcije, povrat, kratkoročnu i dugoročnu stabilnost opiorfina u slini

6. mjerenje koncentracije opiorfina u pojedinačnim uzorcima sline

3. MATERIJALI I METODE

Opiorfin je kupljen od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Otapala za tekućinsku kromatografiju visokog učinka HPLC (engl. High Performance Liquid Chromatography) pripravljena su iz MiliQ® vode (18,2 MΩcm; pročišćena pomoću MiliQ sustava za pročišćavanje vode (Millipore, Bedford, MA,USA)), metanola (MeOH) HPLC čistoće (Merck, Darmstadt, Germany) te mravlje kiseline analitičke čistoće (FA, engl. Formic Acid) (Acros Organics, Geel, Belgium). 

LC-MS/MS analiza provođena je upotrebom HPLC sustava Agilent 1200 Series povezanog na 6410 Triple Quadrupole Mass Spectrometer (Agilent Technologies, Santa Clara CA, USA). Za razdvajanje spojeva rabljena je analitička kolona Zorbax Eclipse XDE-C18 (4,6 x 75mm; 3,5μm) s odgovarajućom predkolonom (Eclipse XDB-C18; 4,6 x 12,5mm; 5 μm) (Agilent Technologies, Santa Clara CA, USA).

Smjese otapala za HPLC:

A1
0,1% FA u vodi

B1
0,1% FA u MeOH
3.1. RAZVIJANJE LC-MS/MS METODE ZA ODREĐIVANJE OPIORFINA

3.1.1. Određivanje molekulskog iona opiorfina te fragmentacijskih iona

Pripravljena je radna otopina opiorfina u vodi i to odvagom standarda opiorfina na vagi s preciznošću od 0,001 mg, nakon čega je razrijeđena u otapalu A1 10 i 100 puta. 

3.1.1.1. Određivanje molekulskog iona opiorfina

Molekulski ion opiorfina određen je izravnim injiciranjem otopine standarda (15,146 pmol/µl) u maseni detektor uz ionizaciju elektroraspršenjem (ESI (engl. Electron Spray Ionisation)) te upotrebu u MS eksperimenta u kojem su promatrani ioni u području od m/z 100 do 1000.

3.1.1.2. Određivanje iona fragmenata opiorfina

Nakon što je određen molekulski ion opiorfina korištenjem MS/MS eksperimenta, fragmentiranjem molekulskog iona upotrebom različitih energija sudara (10, 15 i 25 eV) dobiveni su fragmentacijski ioni analiziranog peptida. Fragmentacija peptida inducirana je kolizijom iona peptida s atomima inertnog plina argona.
3.1.2. Optimiranje napona fragmentora i energije sudara

Kako bi se postigao najbolji prinos na molekulskom ionu u masenom spektru za svaki pojedini molekulski ion, ispitani su različiti naponi fragmentora. Nadalje, za svaki odabrani fragmentacijski ion ispitivane su različite energije sudara radi postizanja najboljeg prinosa na fragmentacijskom ionu.

Optimalni napon fragmentora utvrđen je korištenjem različitih napona fragmentora u SIM eksperimentu (eng. Selected Ion Monitoring), dok su optimalne energije sudara za svaki pojedini ion određene mijenjanjem energija sudara u MRM eksperimentu (engl. Multiple Reaction Monitoring).

3.1.3.  Optimiranje uvjeta kromatografije

Radi postizanja optimalnog razdvajanja opiorfina od ostalih sastojaka sline na analitičkoj koloni obrnutih faza ispitivane su različite smjese 0,1% otopine FA u vodi i metanolu.

3.2. POSTUPAK UZORKOVANJA I OBRADE SLINE

Konstruirana je posebna aparatura za prikupljanje sline. Shematski prikaz aparture je prikazan na Slici 1. Slina je prikupljena u graduirane epruvete prethodno izvagane na analitičkoj vagi s preciznošću 0,0001 g u koje je prije uzorkovanja dodano 0,4 ml koncentrirane trifluoroctene kiseline (TFA). Uzorci su ostavljeni 20 minuta na ledu. Po 1 ml uzorka prebačeno je u centrifugalne epruvete od 1,5 ml te potom centrifugirano 25 minuta na 12500 rpm. Nakon centrifugiranja je odvojeno 0,8 ml supernatanta koji je zamrznut tekućim zrakom, a potom liofiliziran liofilizatorom s centrifugom. Dobiveni suhi ostatak je otopljen u 160 μl otapala A1 te je 30 μl injicirano u LC-MS/MS sustav.
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Slika 1. Shematski prikaz aparature za prikupljanje sline

3.3. VREDNOVANJE LC-MS/MS METODE ZA MJERENJE OPIORFINA U UZORCIMA SLINE

3.3.1. Koeficijent odstupanja unutar i između mjerenja

Prikupljena slina od više osoba je pomiješana (skupna slina), u nju je dodana mala količina standarda opiorfina te je dalje obrađena kao što je opisano u poglavlju 3.2. Od skupne sline je pripravljeno 8 uzoraka koji su također svi jednako obrađeni prema prethodno opisanom postupku. Tih 8 uzoraka je analizirano jedan iza drugoga unutar istog dana (ponovljivost unutar mjerenja), a čitav je postupak ponovljen nakon 72 h (3 dana) i 15 dana. Usporedbom rezultata dobivenih u različitim vremenskim periodima, izračunata je ponovljivost između mjerenja.

3.3.2. Ispitivanje linearnosti odziva detektora

U skupnu slinu dodavane su poznate količine opiorfina (standarda) pri čemu je konačna koncentracija dodanog opiorfina bila 0,00; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 i 0,32 pmol/µl.

3.3.3. Određivanje granice detekcije

Kako bi se odredila najmanja količina opiorfina u uzorku, korištena je metoda omjera visine signala opiorfina i visina šuma u HPLC-MRM kromatogramu (engl. Signal-to-noise ratio (SNR)) pri čemu je koncentracija kod koje je ta vrijednost bila jednaka 3 uzeta kao granica detekcije.

3.3.4. Povrat

Povrat je izračunat iz omjera površina signala iz HPLC-MRM kromatograma uzoraka dobivenih dodatkom poznatih koncentracija opiorfina u skupnu slinu (0,02, 0,08 i 0,32 pmol/µl) nakon tretiranja s TFA i vrijednosti površina signala dobivenih dodavanjem istih koncentracija opiorfina u vodu.

3.3.5. Ispitivanje stabilnosti opiorfina u slini

3.3.5.1. Ispitivanje kratkoročne stabilnosti opiorfina u slini

U skupnu slinu nakon tretiranja s TFA dodana je poznata količina opiorfina te je pripravljeno osam uzoraka koji su podijeljeni u tri skupine. Uzorci su obrađeni prema protokolu opisanim u poglavlju 3.2. Nakon obrade, prva skupina uzoraka analizirana je unutar 45 minuta stajanja na sobnoj temperaturi. Druga skupina analizirana je nakon stajanja od 45. do 90. minute na sobnoj temperaturi, a treća skupina je analizirana nakon što su uzorci stajali na sobnoj temperaturi od 90. do 135. minute.

3.3.5.2. Ispitivanje dugoročne stabilnosti opiorfina u slini

Kako bi se odredila mogućnost čuvanja (skladištenja) uzoraka sline određeno vrijeme prije same analize, provedeno je ispitivanje stabilnosti opiorfina u uzorcima sline smrznutih na -20 ºC. U skupnu slinu nakon tretiranja s TFA dodana je poznata količina opiorfina. Iz tako dobivenog skupnog uzorka sline pripravljene su tri skupine od osam uzoraka. Svi uzorci su obrađeni kao što je opisano u poglavlju 3.2. Prva skupina od osam uzoraka analizirana je odmah nakon obrade, druga skupina nakon 3 dana čuvanja na -20 ºC, dok je treća skupina analizirana nakon 15 dana čuvanja na istoj temperaturi.

3.4. MJERENJE KONCENTRACIJE OPIORFINA U POJEDINAČNIM UZORCIMA SLINE

Pojedinačni uzroci sline, s kojima se rukovalo prema propisanim pravilima Etičkog povjerenstva Stomatološkog Fakulteta Sveučilišta u Zagrebu, prikupljeni su na Zavodu za oralnu medicinu Stomatološkog fakulteta. Uzorkovanje je obavljeno u dva navrata u razmaku od 7 dana. U prvom uzorkovanju sudjelovalo je 17 dobrovoljaca (9 ženskih i 8 muških) od 19 do 30 godina starosti kojima je slina sakupljena metodom usisavanja pomoću aparature prikazane na Slici 1 (poglavlje 3.2.) Zbog prisutnosti cjevčice u ustima ispitanika takva slina se smatra djelomično stimuliranom (18).
 Prilikom drugog uzorkovanja djelomično stimulirana slina je sakupljena od istih individualaca (6 ženskih i 4 muška). Prikupljeno je i 8 uzoraka sline (od 5 ženskih i 3 muška ispitanika) stimulirane askorbinskom kiselinom. Žličica askorbinske kiseline otopljena je u 1dl vode te je otopina štapićem s vatom nanošena tijekom pola minute na jezik i sluznicu vestibuluma ispitanika, a ostatkom otopine su ispitanici isprali usnu šupljinu. Nakon uzorkovanja uzorci su obrađeni na način opisan u poglavlju 3.2.

3.5. STATISTIČKA ANALIZA
Za statističku analizu koristili smo Microsoft Office 2007 programski paket (Microsoft Inc., SAD), putem interneta dostupan GraphPad kalkulator (GraphPad Software Inc.,USA)  te StatSoft Inc. statistica version 6 (Tulsa, USA). Statističke razlike između skupina analizirane se Studentovim t testom i Mann-Whitney U testom pri čemu je razina značajnosti bila podešena na p=0,05. Svi rezultati izraženi su kao srednja vrijednost ± standardno odstupanje. 
4. REZULTATI

4.1. RAZVIJANJE LC-MS/MS METODE ZA ODREĐIVANJE OPIORIFINA

Za kvantificiranje opiorfina u ljudskoj slini odlučili smo se za razvoj LC-MS/MS postupka (engl. liquid chromatography-tandem mass spectrometry) jer pomoću LC sustava razdvajamo analit od interesa (opiorfin) od ostalih sastavnica složenih smjesa (slina), a MS/MS detekcijom postižemo vrlo veliku selektivnost, često puta i bolju osjetljivost u odnosu na UV detektor (16,17).

4.1.1. Određivanje molekulskog iona opiorfina te fragmentacijskih iona

Prvi korak u razvoju LC-MS/MS metode predstavlja određivanje molekulskog iona te odabiri odgovarajućih frgamentacijskih iona.

Opiorfin je peptid koji se sastoji od pet aminokiselina (Gln-Arg-Phe-Ser-Arg) molekularne mase 692,77 g mol−1, molekulske formule C29H48N12O8. Na temelju strukturne formule zaključili smo da će u prisutnosti  0,1% FA , odnosno da će u prisutnosti H+ iona uslijed ionizacije elektroraspršenjem (ESI, engl. electron spray ionization), opiorfin biti pozitivno nabijena molekula.  

4.1.1.1. Određivanje molekulskog iona opiorfina

Izravnim injiciranjem standardne otopine opiorfina u maseni detektor i upotrebom MS eksperimenta u ESI+ modulu dobiven je MS spektar opiorfina koji je prikazan na Slici 2.
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Slika 2. MS spektar opiorfina.

Usporedbom relativne molekulske mase opiorfina i dobivenih rezultata možemo zaključiti da se opiorfin pod danim uvjetima nalazi u obliku dvostruko nabijenog iona [M+2H]2+ m/z 347,3 s malim udjelom jednostruko nabijenog iona [M+H]+ m/z 693,4. Ovakvi rezultati nisu iznenađujući obzirom da uz slobodan N-terminalni kraj, koji je karakterističan za sve peptide, opiorfin u svojoj strukturi sadrži i dva argininska ostatka koji na sebe mogu vezati dodatni proton. U svim daljnjim eksperimentima ion m/z 347,3 korišten je kao molekulski ion opiorfina.

4.1.1.2. Određivanje iona fragmenata opiorfina

Nakon što je utvrđen molekulski ion upotrebom MS/MS eksperimenta snimljeni su i fragmentacijski spektri opiorfina uz upotrebu različitih energija sudara. Kao što je vidljivo iz rezultata prikazanih na Slici 3. udio iona i složenost fragmentacijskog spektra povećavala se s povećanjem energije sudara.
Detektirani fragmenti opiorfina bili su m/z: (120,1; imonijev ion Phe), 158,2 (z1)(; 175,2 (y1), 209,2 (z2-2x18), 245,2 (y2-17), 262,2 (y2), 268,2 (b2-17), 285,2 (b2), 329,8 ([M+2H]2+ - 2x17), 338,3 ([M+2H]2+ -17), 409,3 (y3) i 519,3 (b4).
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Slika 3. MS/MS spektri opiorfina kod različitih energija sudara: 

(A) 10 eV; B) 15 eV i C) 20 eV) .

4.1.2. Optimiranje napona fragmentora i energije sudara

Kako bi se odredio optimalni napon fragmentora proveden je SIM eksperiment pri čemu je promatran molekulski ion opiorfina (m/z 347,3) pri različitim naponima fragmentora. Nakon provedenog eksperimenta određena je površina dobivenog signala, a dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Površina signala opiorfina (m/z 347,3) dobivenog u HPLC-SIM kromatogramu pri različitim energijama fragmetora

	Napon fragmentora (V)
	Površina signala

	50

80

100

135
	12951251

14366426

14803807

15008894


Kao što je vidljivo iz rezultata prikazanih u Tablici 1. plato signala postignut je već kod energije od 80 V. Daljnjim povećanjem površina se neznatno povećavala, a pri naponu od 100 i 135 V postigao je svoju maksimalnu vrijednost. Stoga, napon od 135 V odabran je za razvoj MRM postupka. 

Kao što je vidljivo iz rezultata prikazanih na Slici 3, veličina signala fragmentacijskih iona te njihovo pojavljivanje u MS/MS spektru značajno ovisi o energiji sudara.

Slično prethodnom postupku, ali upotrebom MRM eksperimenta, optimirane su energije sudara za svaki odabrani fragment. Na temelju MS/MS spektara (Slika 3) odabrali smo najveće fragmente (m/z 120, 175, 268, 338 i 409) te mijenjali energiju sudara od 5 do 25 eV uz konstantnu vrijednost napona fragmentora od 135 V, a rezultati su prikazani na Slici 4.
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Slika 4. Vrijednost površine signala dobivenih u MRM eksperimentu za pojedine fragmentacijske ione opiorfina (m/z 120, 175, 268, 338 i 409) kod različitih energija sudara (5-25 eV).

Na temelju rezultata prikazanih na Slici 4. vidimo da je za ion m/z 120 optimalna energija sudara 25 eV, dok su za ione m/z 175, 268, 338 i 409 optimalne energije sudara redom: 20, 20, 5 i 15 eV. Također možemo vidjeti da se za ion m/z 120 postiže i najveća površina signala u cijelom ispitanom području. Sljedeći najveći signal je fragment m/z 338 pri energiji sudara od 5 eV. Međutim, fragment 338 nastaje gubitkom molekule vode iz osnovne strukture opiorfina što ne predstavlja dovoljno specifičnu fragmentaciju i zbog toga ovaj ion nije korišten u daljnim eksperimentima. Preostali fragmenti predstavljaju karakteristične fragmente opiorfina i svi se u pravilu mogu koristiti u daljnjim analizama, međutim, poželjno je gledati čim manji broj prijelaza kako bi se postigla veća osjetljivost instrumenta pri masenoj analizi. Ion m/z 120 je dao najveću površinu, stoga smo ga odlučili koristiti kao identifikacijskog iona za sve daljnje eksperimente, a fragmente m/z 175 i 268 kao potvrdne ione. 

4.1.3.  Optimiranje uvjeta kromatografije

Kako bi postigli optimalno zadržavanje opiorfina na koloni te razdvajanje od ostalih komponenti smjese, ispitani su različiti gradijenti smjesa otapala A1 i B1. Optimalni gradijent otapala bio je: 0 min 100% A1 (0% B1); 0-6 min 100% A1 (0% B1)-10% A1(90% B1); 6-10 min 10% A1(90% B1) uz protok od 0,3 ml/min. Nadalje, kako bi izbjegli gubitak osjetljivosti tijekom ispitivanja uslijed onečišćenja detektora, detekcija je provedena samo u području od 5-9 min (vremenskom periodu u kojem izlazi opiorfin s kolone). Karakteristični kromatogrami standarda opiorfina te uzorka sline(( prikazani su na Slici 5. 
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Slika 5. MRM HPLC-MS/MS kromatogrami standarda opiorfina (A) i uzorka sline (B) za svaki pojedini fragmentacijski ion.

4.2. POSTUPAK UZORKOVANJA I OBRADE SLINE

U preliminarnim ispitivanjima uzorke smo prikupljali u epruveti na sobnoj temperaturi. Proteini u uzorcima su istaloženi s metanolom s 1% TFA (4 volumena metanola na 1 volumen sline (1)) nakon čega su su uklonjeni centrifugiranjem, a supernatant je uparan u vakuumu. Dobiveni ostatak je otopljen u pokretnoj fazi A1 i injiciran na analizu, međutim, u tim uzorcima (n=10) opiorfin nije detektiran. Mogući razlozi su esterifikacija opiorfina metanolom u kiselim uvjetima te nestabilnost opiorfina zbog djelovanja peptidaza prisutnih u slini. Analizom standarda pod istim uvjetima, vidjeli smo da dolazi do esterifikacije opiorfina (povećanje mase standarda za +14 (CH3), a time i promjene parametara MS/MS metode) te smo zbog toga odlučili isključiti metanol iz procesa deproteinizacije. Naposlijetku smo za deproteinizaciju odlučili koristiti trifluoroctenu kiselinu (TFA) jer je riječ o hlapljivoj kiselini koju se lako može ukloniti liofilizacijom i/ili upravanjem.

Daljni razlog nestabilnosti je i hidroliza opiorfina peptidazama čije se djelovanje može smanjiti sakupljanjem uzoraka na ledu te dodatkom inhibitora proteaza. Proveli smo pokus u kojem je u skupni uzorak sline ohlađen na ledu te mu je dodan standard opiorfina (uzorak A), standard opiorfina + inhibitori proteaza (koktel inhibitora proteaza, Sigma.Aldrich, St. Louis, MO, USA) (uzorak B) te standard opiorfina + TFA (uzorak C). Uzorci su dalje obrađeni prema propisu iz odjeljka 3.2., a rezultati su prikazani na Slici 6.
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Slika 6. HPLC MRM kromatogram skupnih uzoraka sline u koju je dodan A) standard; B) standard + inhibitori proteaza i C) standard + TFA.

Kao što je vidljivo iz rezultata prikazanih na Slici 6. najveći signal opiorfina dobiven je u uzorku C, u koji je dodan standard nakon dodatka TFA. 

Uzorak C je također pokazao stabilnost stajanjem nekoliko sati na sobnoj temperaturi (rezultati nisu pokazani). Iz ovog pokusa zaključili smo da se sakupljanjem sline u ohlađenu epruvetu s TFA postiže najveći prinos na opiorfinu te odlučili uzorkovanje provoditi upravo na taj način. Međutim, kako bi osigurali da prilikom uzorkovanja pacijenti ne dođu u dodir s kiselinom bilo je potrebno konstruirati posebnu aparaturu za sakupljanje sline. Shematski prikaz aparature je prikazan na Slici 1 u odjeljku 3.2.

4.3. VREDNOVANJE LC-MS/MS METODE ZA MJERENJE OPIORFINA U UZORCIMA SLINE

Nakon razvoja metode i utvrđivanja načina obrade uzorka provedeno je vrednovanje samoga postupka u sklopu koje su određeni koeficijenti odstupanja unutar i između mjerenja, linearnost odziva detektoram, granica detekcije i povrat, a rezultati samog vrednovanja su sumirani u Tablici 2.

Tablica 2. Analitički i statistički parametri LC-MS/MS metode za mjerenje opiorfina u slini. 

	Parametar validacije
	Fargement (m/z)

	
	120
	175
	268

	Koeficijenti odstupanja unutar mjerenja (%)

Koeficijent odstupanja između mjerenja (%)

Područje linearnosti (pmol/μl)

Jednadžba kalibracijske krivulje

Spermanov koeficijent (r)

Granica detekcije (pmol)

Povrat (%)
	3,67-9,29

7,83

0,00-0,32

y=25593x+68,9

0,9987

0,18

79,0-120,9
	2,81-12,53

8,99

0,00-0,32

y=14849x-64,9

0,9953

0,16

81,5-128,0
	3,10-12,55

9,59

0,00-0,32

y=7937,7x-15,1

0,9996

0,33

78,8-148,7


4.3.1. Ispitiavnje stabilnosti opiorfina u slini

U sklopu vrednovanja metode proveli smo ispitivanje i stabilnosti opiorfina kroz nekoliko sati na sobnoj temperaturi (vrijeme potrebno za manipulaciju uzorka prije i tijekom analize) – kratkoročna stabilnost, te stabilnost opiorfina u uzorcima sline tijekom čuvanja na -20 ºC – dugoročna stabilnost.

4.3.1.1. Ispitivanje kratkoročne stabilnosti opiorfina u slini

Kako bi ispitali kratkoročnu stabilnost opiorfina u slini tretiranoj s TFA, pripravljena je serija od 8 uzoraka od kojih je jedan set uzoraka analiziran unutar 45 min, drugi set u periodu od  45-90 min, a treći u periodu od 90-135 min. Svi uzorci su obrađeni na identičan način. Rezultati analize sumirani su na Slici 7.
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Slika 7. Prikaz kratkoročne stabilnosti opiorfina u uzorcima sline tretiranih s TFA. Rezultati su prikazani kao površina signala dobivena iz HPLC-MRM kromatograma za svaki analizirani fragment dobivenih analizom uzoraka koji su stajali na sobnoj temperaturi do 45, odnosno 90 i 135 minuta.

Kao što je vidljvo iz Slike 7 stajanjem na sobnoj temperaturi uzorka kroz nešto više od dva sata ne dolazi do opadanja koncentracije opiorfina (p>0,05).

4.3.1.2. Ispitivanje dugoročne stabilnosti opiorfina u slini

U sklopu dogoročne stabilnosti htjelo se ispitati mogu li se uzorci nakon uzorkovanja čuvati (skladištiti) određni period na -20 ºC prije same analize.

Pripravljene su tri serije od osam uzoraka iz skupne sline pri čemu je jedna skupina uzoraka analizirana odmah nakon priprave, druga nakon čuvanja na -20 ºC 3 dana, a treća nakon 15 dana. Rezultati analize prikazani su u Slici 8. 
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Slika 8. Prikaz dugoročne stabilnosti opiorfina u uzorcima sline tretiranih s TFA i skladištenih na -20 ºC. Rezultati su prikazani kao površina signala određenog fragmenta nakon 0, 3 i 15 dana.

S obzirom da nema statistički značajne razlike između skupina analiziranih uzoraka (p>0,05), vidimo da je uzorke sline tretirane s TFA moguće skladištiti do 15 dana prije analize na -20 ºC, a da pri tome ne dođe do smanjenja (promjene) koncentracije opiorfina u spremljenim uzorcima. 

Također, iz prikazanih rezultata možemo vidjeti da jedan ciklus smrzavanja-odmrzavanja uzoraka ne utječe na krajnju koncentraciju analiziranog opiorfina.
4.4. MJERENJE KONCENTRACIJE OPIORFINA U POJEDINAČNIM UZORCIMA SLINE

Nakon što je razvijen i validiran LC-MS/MS postupak za mjerenje opiorfina u slini, krenulo se s mjerenjem pojedinačnih uzoraka.

Uzorkovanje se obavilo na istim osobama u razmaku od 7 dana, a prilikom drugog uzorkovanja, od nekih dobrovoljaca, nakon prikupljanja sline prethodno opisanom aparaturicom (djelomično stimulirana slina), prikupljena je i stimulirana slina (stimulacija je provedena askorbinskom kiselinom). Vrijednosti izmjerenog opiorfina u ispitanim skupinama kao i njegova raspodjela prema vremenu uzorkovanja, vrsti sline i spolu prikazana je na Slici 9. 
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Slika 9. Koncentracija opiorfina u pojedinačnim uzorcima sline te raspodjela ovisa o vremenu uzorkovanja, vrsti sline i spolu.

Kao što je vidljivo iz rezultata prikazanih na Slici 9 ukupna srednja vrijednost opiorfina (Ž+M) je bila veća kod drugog uzorkovanja u odnosu na prvo, međutim nije dosegla značajnu razliku. Isti trend je opažen i kod ženske populacije, međutim kod muške populacije to je povećanje bilo statistički značajno (p<0,05). Isti fenomen opažen je i usporedbom rezultata prvog uzorkovanja s rezultatima dobivenim uzorkovanjem stimulirane sline, gdje ponovno jedino vrijednost opiorfina u muškoj populaciji bilježi statistički značajno povećanje. Nadalje, usporedbom rezultata dobivenih analizom djelomično stimulirane sline prikupljene u sklopu drugog uzorkovanja i rezultata dobivenih analizom stimulirane sline vidimo da su srednje vrijednosti sve tri grupe podataka manje kod stimulirane sline u odnosu na djelomično stimuliranu slinu, međutim te razlike nisu statistički značajne.

5. RASPRAVA

Prema našim saznanjima, ne postoje publicirane metode kvantifikacije opiorfina u biološkim uzorcima pomoću LC-MS/MS metode. Jedini pokušaj kvantificiranja opiorfina u slini opisali su Rougeot et al. upotrebom ELISA (engl. Enzyme-linked immunosorbent assay), u sklopu patente prijave (14). Mi smo se odlučili na razvoj LC-MS/MS metode koja omogućava određivanje niskih koncentracija u biološkim uzorcima i potencijalne interferencije tijekom ispitivanja svodi na minimum, što često puta nije slučaj kod ELISA testa. 

S obzirom da se opiorfin nalazi u slini (1), a pokazao je pozitivni učinak na regulaciju boli u štakora i antidepresivni učinak (1-6), pretpostavljamo da postoji povezanost između razine tog peptida i bolnih stanja u ustima čovjeka. 

Na samom početku razvoja metode susreli smo se s velikim problemom nestabilnosti opiorfina u uzorcima sline. Iz tog razloga, slinu je trebalo prikupiti u što moguće kraćem razdoblju te deaktivirati enzime uključene u razgradnju opiorfina tijekom prikupljanja sline. To je postignuto izravnim prikupljanjem sline u prethodno ohlađene epruvete koje su sadržavale TFA. TFA, osim što je osigurala bolju stabilizaciju opiorfina u odnosu na inhibitore peptidaza (Slika 6), omogućila je, zbog svoje hlapljivosti, ukoncentriravanje uzoraka čime je olakšan postupak kvantifikacije. Upotreba TFA bila je dovoljna za uspješnu deproteinizaciju uzoraka te nije bilo potrebno korištenje metanola (1), za kojeg smo primijetili da uzrokuje esterifikaciju opiorfina. Uz sve navedeno, u uzorcima tretiranim s TFA, opiorfin je pokazao vrlo dobru stabilnost, kako kroz kraće razdoblje na sobnoj temperaturi (Slika 7), tako i kroz duži vremenski period na -20 °C (Slika 8).

Da bi se slina mogla prikupljati i istovremeno dovesti u doticaj s TFA, a da se pritom izbjegne kontakt ispitanika s TFA, konstruirali smo posebnu aparaturu koja je shematski prikazana na Slici 1 u poglavlju 3.2. S obzirom da je ovakav način uzorkovanja uključivao proces usisavanja sline pri čemu je cjevčica bila u ustima donora sline, ovakvim postupkom uzorkovanja prikupljena je djelomično stimulirana slina (18). Kod prikupljanja uzoraka stimulirane sline koristili smo askorbinsku kiselinu, dok su Rougeot C et al koristili limunsku kiselinu (14). 

Nakon uzorkovanja, deproteinizacije i uparavanja TFA procesom liofilizacije, opiorfin je analiziran LC-MS/MS sustavom na kojem su prethodno podešeni odgovarajući parametri za opiorfin. Budući da se opiorfin pojavljivao u obliku dvostruko nabijenog iona (Slika 2), za prekursor ion se koristila vrijednost od m/z 347. Na temelju prinosa u HPLC-MRM kromatogramina te načinu fragmentacije analiziranog peptida, za ione fragmenata odabrani su ioni: m/z 120, 175 i 268. S obzirom da je fragment m/z 120 dao otprilike 3,5 puta veću površinu u odnosu na frgamnet m/z 268 i 1,8 puta veću u odnosu na fragment m/z 175  odabran je kao glavni ion koji nam je služio za kvantifikaciju opiorfina, dok su ioni m/z 175 i 268 rabljeni kao potvrdni ioni. 

Kvantifikacija opiorfina, s obzirom na nedostatak izotopno obilježenog unutarnjeg standarda, obavljena je postupkom dodatka standarda, čime smo maksimalno smanjili utjecaj matrice (sline) na konačnu vrijednost signala, što predstavlja glavni nedostatak kvantifikacije spojeva u biološkim uzorcima (19). Tu je potrebno napomenuti da bi i analitičke i statističke karakteristike razvijene metode također bile poboljšane upotrebom izotopno obilježenog unutarnjeg standarda. Osim što bi se time smanjio utjecaj pogreške uslijed utjecaja matrice (sline), smanjile bi se i pogreške nastalih uslijed same priprave uzoraka. Unatoč navedenim nedostatcima, razvijena metoda pokazala je zadovoljavajuće karakteristike. Tako su na primjer svi koeficijenti varijacije unutar i između mjerenja za fragment m/z 120 bili ispod 10%, što predstavlja zadovoljavajuću vrijednost za analizu spojeva u biološkim uzorcima. Svi fragmenti su nadalje pokazali su zadovoljavajuću linearnost i povrat u području od 0,02-0,32 pmol/ µl kao te vrlo nisku granicu detekcije (Tablica 2).
Nakon što je razvijena LC-MS/MS metoda zadovoljavajućih karakteristika pristupilo se mjerenju pojedinačnih uzoraka. Rezultati analize pokazali su da su vrijednosti izmjerene ovim postupkom bile cca 35 puta manje u odnosu na vrijednosti objavljene u sklopu patenta (14) (1,487±0,858 ng/ml (n=9) vs. 61±23 ng/ml i 1,840±1,055 ng/ml (n=8) vs. 59±17 ng/ml).
S obzirom da su vrijednosti u navedenom patentu izmjerene ELISA testom, pretpostavljamo da je jedan od mogućih razloga razlike činjenica da bi ELISA postupak mogao detektirati i "nezrele produkte“ PROL1 proteina. Naime, kao što je prethodno rečeno, opiorfin nastaje enzimskim cijepanjem PROL1 proteina te su mogući brojni međuprodukti koji u sebi sadrže sekvencu opiorfina koji eventulano mogu biti propoznati od strane antitijela, ali koji su zbog veće mase "nevidljivi“ MS detektoru. Ne smijemo isključiti niti druge mogućnosti poput sporog prikupljanja sline kod nekih pojedinaca, dugo zadržavanje u cjevčici prije dolaska u kontakt s TFA i sl. Preostali mogući razlozi bit će ispitani u istraživanjima koja slijede. 
Drugim uzorkovanjem, provedenom na manjem broju uzoraka (n=10), s ciljem provjere varira li vrijednost opiorfina unutar istih osoba od dana do dana, opaženo je povećanje vrijednosti opiorfina u ženskoj i muškoj populaciji, pri čemu je jedino vrijednost opiorfina u muškoj populaciji bilježila statistički značajno povećanje (p<0,05). 
Usporedbom rezultata prvog uzorkovanja s rezultatima dobivenim uzorkovanjem stimulirane sline također jedino vrijednost opiorfina u muškoj populaciji bilježi statistički značajno povećanje. Zanimljivo je da za razliku od rezultata Rougeot et al. (14), koji su pokazali da kemijska stimulacija sline uzrokuje  povećenje koncentracije opiorfina (kod žena 4 puta, a kod muškaraca i do 12 puta), u našim uzorcima nismo dobili razliku između vrijednosti opiorfina u uzorcima djelomično stimulirane i stimulirane sline. Dapače, naše izmjerene vrijednosti u stimuliranoj slini bile su niže u odnosu na djelomično stimuliranu slinu (2,391±1,491 ng/ml (n=10) vs. 1,910±0,960 (n=8) ng/ml), ali te razlike nisu statistički značajne. Razlozi ovih razlika u rezultatima najvjerojatnije su kao i prethodno opisani, zbog različitog pristupa mjerenju. Naši rezultati nisu iznenađujući, s obzirom da pri stimulaciji, zbog utjecaja autonomnog živčanog sustava, dolazi do razvodnjavanja sline (21, 22). Takva slina najvećim dijelom potječe iz parotidne žlijezde, za koju je karakteristična serozna sekrecija (18, 22).
Nadalje, vrijednosti izmjerene u djelomično stimuliranoj slini ženske populacije, poput vrijednosti izmjerenih u nestimuliranoj slini i objavljenih u patentu (14), međusobno se ne razlikuju od vrijednosti izmjerenih u muškoj populaciji (p(0,05). Istraživanja na štakorima, s druge strane, pokazala su izraženi spolni dimorfizam u regulaciji ekspresije gena Vcsa1 (engl. variable coding sequence a1), koji kodira prekursor proteina iz kojega se dobiva krajnji produkt, sialorfin. Regulacija ekspresije toga gena androgenima rezultira 100-500 puta višim razinama sialorfina u mužjaka u odnosu na ženke (23). Iako su pokazane značajne razlike u razinama analoga opiorfina kod štakora ovisno o spolu, naša mjerenja nisu pokazala statistički značajnu razliku u razinama opiorfina između spolova. Rezultati Rougeot et al. pokazali su značajnu razliku u razinama opiorfina između spolova samo u uzorcima stimulirane sline (247±68 ng/ml (n=13) u žena i 738±146 ng/ml ng/ml (n=6) u muškaraca).

Zanimljivo je da sialorfin kod štakora postiže svoj maksimum nakon postizanja pubertetske zrelosti te da mu se staranjem smanjuje vrijednost i do 60% (24). Ti podaci upućuju na moguće promjene u koncentraciji i aktivnosti organskih komponenti sline. Rougeot et al. nisu opisali ovisnost razine opiorfina o dobi ispitanika, a budući da da je raspon godina naše skupine ispitanika bio uzak (19-30 godina), niti mi nismo bili u mogućnosti ispitati tu ovisnost. Ovisnost razine opiorfina o dobi planiramo ispitati u sklopu daljnjih ispitivanja. 

U daljnjim ispitivanjima, osim ovisnosti razine opiorfina o spolu i dobi, planiramo preispitati i uzorkovanje sline te vidjeti kako će ono utjecati na krajnji rezultat. Svi ovi rezultati pomoći će nam utvrditi postoji li povezanost između razine opiorfina i bolnih simpotoma u usnoj šupljini, primjerice simptoma pečenja kod sindroma pekućih usta te u razumijevanju vrijednosti opiorfina kao potencijalnog biomarkera (25, 26).
6. ZAKLJUČCI
1. Razvijena je LC-MS/MS metoda za mjerenje opiorfina u uzorcima sline, pri čemu se pod danim uvjetima opiorfin nalazi u obliku dvostruko nabijenog iona [M+2H]2+ m/z 347,3. Kao ioni fragmenta korišteni su fragmenti m/z: (120,1; imonijev ion Phe), 175,2 (y1), i  268,2 (b2-17) pri čemu je ion m/z 120 korišten kao glavni ion, a ioni m/z 175 i 268 kao potvrdni ioni.

2. Razvijena metoda pokazala je zadovoljavajuću ponovljivost unutar i između mjerenja ((90% za m/z 120), linearnost u području od 0,00-0,32pmo/μl, nisku granicu detekcije (0,18 pmol) i dobar povrat.

3. Zbog nestabilnosti opiorfina, slinu je potrebno prikupiti u ohlađenu epruvetu s TFA, čime se postiže najveći prinos na opiorfin. Kako bi osigurali da pacijenti prilikom uzorkovanja ne dođu u dodir s kiselinom, konstruirana je posebna aparatura za prikupljanje sline. TFA osim što djeluje kao deproteinizirajuće sredstvo, osigurava dobru stabilnost opiorfina kroz kraći period na sobnoj temperaturi i duži period na -20 °C.
4. Vrijednost opiorfina u djelomično stimuliranoj slini dobrovoljaca između 19-30 godina bila je 1,653±0,94 ng/ml (n=17) pri čemu nije postojala razlika između muškaraca i žena, a kemijska stimulacija sline rezultirala je neznačajnim smanjenjem razine opiorfina u oba spola.

5. U daljnjim ispitivanjima, osim ovisnosti razine opiorfina o spolu i dobi, planiramo preispitati i uzorkovanje sline te vidjeti kako će ono utjecati na krajnji rezultat. Svi ovi rezultati pomoći će nam utvrditi postoji li povezanost između razine opiorfina i bolnih simptoma u usnoj šupljini, primjerice simptoma pečenja kod sindroma pekućih usta te u razumijevanju vrijednosti opiorfina kao potencijalnog biomarkera.

7. ZAHVALA

Zahvaljujemo se mentoru, prof. dr.sc. Ivanu Alajbegu, koji je od samog početka vjerovao u izvedivost naše ideje, na potpori i smjernicama za istraživanje. Od srca se zahvaljujemo i našoj mentorici s Instituta Ruđer Bošković", znanstvenoj suradnici, dr.sc. Ini Nemet koja nas je, nesebično dijeleći svoje znanje i vrijeme, naučila gotovo sve što znamo o radu u laboratoriju i o radu s peptidima. Također, zahvaljujemo Lidiji Brkljačić, dipl. inž. koja nam je približila svijet tekućinske kromatografije visoke razlučivosti. Naposlijetku, zahvaljujemo se i dr.sc. Ivanki Jerić što je omogućila ovu međuinstitucionalnu suradnju.

8. LITERATURA

1. Wisner A, Dufour E, Messaoudi M, Nejdi A, Marcel A, Ungeheuer MN, Rougeot C. Human Opiorphin, a natural antinociceptive modulator of opioid-dependent pathways. Proc Natl Acad Sci USA. 2006;103:17979-84.

2. Rougeot C, Robert F, Menz L, Bisson JF, Messaoudi M. Systematically active human opiorphin is a potent yet non-addictive analgesic without drug tolerance effects. J Physiol Pharmacol. 2010;61:483-90.

3. Tian XZ, Chen J, Xiong W, He T, Chen Q. Effects and underlying mechanisms of human opiorphin on colonic motility and nociception in mice. Peptides. 2009;30:1348-54.

4. Javelot H, Messaoudi M, Garnier S, Rougeot C. Human opiorphin is a naturally occurring antidepressant acting selectively on enkephalin-dependent delta-opioid pathways. J Physiol Pharmacol. 2010;61:355-62.
5. Popik P, Kamysz E, Kreczko J, Wróbel M. Human opiorphin: the lack of physiological dependence, tolerance to antinociceptive effects and abuse liability in laboratory mice. Behav Brain Res. 2010;213:88-93.
6. Yang QZ, Lu SS, Tian XZ, Yang AM, Ge WW, Chen Q. The antidepressant-like effect of human opiorphin via opioid-dependent pathways in mice. Neurosci Lett. 2011; 489:131-5. 

7. Davies KP. The role of opiorphins (endogenous neutral endopeptidase inhibitors) in urogenital smooth muscle biology. J Sex Med. 2009;6 Suppl 3:286-91.
8. Rosinski-Chupin I, Rougeon F., The gene encoding SMR1, a precursor-like polypeptide of the male rat submaxillary gland, has the same organization as the preprothyrotropin-releasing hormone gene. DNA Cell Biol. 1990;9:553-9.
9. Nishimura K, Hazato T. Isolation and identification of an endogenous inhibitor of enkephalin-degrading enzymes from bovine spinal cord. Biochem Biophys Res Commun. 1993;194:713-9.
10. Rougeot C, Rosinski-Chupin I, Njamkepo E, Rougeon F. Selective processing of submandibular rat 1 protein at dibasic cleavage sites. Salivary and bloodstream secretion products. Eur J Biochem. 1994;219:765-73.

11. Rougeot C, Messaoudi M, Hermitte V, Rigault AG, Blisnick T, Dugave C, Desor D, Rougeon F. Sialorphin, a natural inhibitor of rat membrane-bound neutral endopeptidase that displays analgesic activity. Proc Natl Acad Sci USA. 2003;100:8549-54.

12. Messaoudi M, Desor D, Nejdi A, Rougeot C.The endogenous androgen-regulated sialorphin modulates male rat sexual behavior. Horm Behav. 2004;46:684-91.
13. Rougeot C, Vienet R, Cardona A, Le Doledec L, Grognet JM, Rougeon F. Targets for SMR1-pentapeptide suggest a link between the circulating peptide and mineral transport. Am J Physiol. 1997 273:R1309-20.
14. WO application 2010/060995, Rougeot C. at al. “Use of basic prolin-rich lacrimal gene products, such as opiorphin, as a biomarker”, published 2010-03-06, assigned to Institut Pasteur. 

15. Blasberg B, Greenberg MS. Orofacijalna bol. In: Mravak-Stipetić M, editor. Burketova oralna medicina. Zagreb: Medicinska naklada; 2006. p.307-40.

16. Grebe SK, Singh RJ. LC-MS/MS in the Clinical Laboratory - Where to From Here? Clin Biochem Rev. 2011;32:5-31.
17. Hammett-Stabler CA, Garg U. The evolution of mass spectrometry in the clinical laboratory. Methods Mol Biol. 2010;603:1-7.
18. Malamud D, Tabak L. Saliva as a diagnostic fluid. New York : Annals of the New York Academy of Sciences, Vol 694;1993.

19. Cindrić M, Marković A, Horvatić A. Spregnute tehnike tekućinskih kromatograf-spektrometar masa: osnove metodologije i primjene, Kem Ind. 2009;45: 218-32.

20. Kinter M, Sherman NE. Protein sequencing and identification using tandem mass spectrometry. 1st ed;New York: Wiley Interscience; 2000. p.74.
21. van Niew Amerongen A, Veerman ECI, Vissink A. Saliva: properties and functions. In: Salivary diagnostics. Wong DT, editor. Ames: Wiley-Blackwell; 2008. p.27-36.
22. Edgar M. Saliva: its secretion, composition and function. In: Clinical Oral Science. Harris M, Edgar M, Meghji S, editors. Oxford: Wright; 1998. p. 180–9.

23. Davies KP, Tar M, Rougeot C, Melman A. Sialorphin (the mature peptide product of Vcsa1) relaxes corporal smooth muscle tissue and increases erectile function in the ageing rat. BJU Int. 2007;99:431-5

24. Vissink A, Spijkervet FK, Van Nieuw Amerongen A. Aging and saliva: a review of the literature. Spec Care Dentist; 1996;16:95-103. 
25. Esser D, Alvarez-Llamas G, de Vries MP, Weening D, Vonk RJ, Roelofsen H. Sample Stability and Protein Composition of Saliva: Implications for Its Use as a Diagnostic Fluid. Biomark Insights. 2008;3:25-7.
26. Lee YH, Wong DT. Saliva: an emerging biofluid for early detection of diseases. Am J Dent. 2009; 22:241-8.

Maja Sabalić i Ivan Salarić: Razvijanje i vrednovanje LC-MS/MS metode za mjerenje opiorfina u slini
9. SAŽETAK
Opiorfin je endogeni pentapeptid, izoliran prvi put iz ljudske sline 2006. godine. Opiorfin je uključen u katabolizam enkefalina inhibirajući enzime neutralnu ekto-endo peptidazu (hNEP) i ekto-amino peptidazu N (hAP-N). Istraživanja na štakorima pokazala su da je opiorfin učinkovitiji od morfija u ublažavanju kemijski i mehanički uzrokovane boli, da pritom ne izaziva ovisnost i druge neželjene reakcije te da ima antidepresivno djelovanje. 
U sklopu ovog rada razvijena je LC-MS/MS MRM metoda za mjerenje opiorfina u uzorcima sline, pri čemu su korišteni fragmenti m/z: 120,1 (imonijev ion Phe), 175,2 (y1), i  268,2 (b2-17) uz m/z 347 kao ion prekursor. Ponovljivosti unutar mjerenja za fragmente m/z 120, 175 i 268 bile su redom: 90,71-96,33%, 87,47-97,19% i 97,45-97,00%. Za isti slijed fragmenata ponovljivosti između mjerenja bile su 92,17, 91,01 i 90,41%. Sva tri fragmenat pokazala su dobar linearan odziv u području od 0,00-0,32 pmol/μl kao i povrat (79,0-120,0% (m/z 120); 81,5-128,0% (m/z 175) i 79,0-120,0% (m/z 268)), a grenice detekcije bile su 0,18 pmol (m/z 175); 0,16 pmol (m/z 175) i 0,33 pmol (m/z 268).
Najveći prinos na opiorfinu, postignut je se prikupljanjem sline u ohlađenu epruvetu s TFA pomoću za tu namjenu konstruirane aparature. Tako sakupljeni uzorci stabilni su na sobnoj temperaturi (do 2 h), odnosno na -20 ºC do 15 dana.
Mjerenjem koncentracije u pojedinačnim uzorcima dobili smo srednju vrijednost opiorfina od 1,653±0,94 ng/ml (n=17) u djelomično stimuliranoj slini dobrovoljaca između 19-30 godina, pri čemu nije postojala razlika između muškaraca i žena, a kemijska stimulacija sline rezultirala je neznačajnim smanjenjem razine opiorfina u oba spola.
Opisana metoda omogućit će nam utvrđivanje ovisnosti razine opiorfina o spolu i dobi,  povezanost između razine opiorfina i bolnih simptoma u usnoj šupljini te razumijevanje vrijednosti opiorfina kao potencijalnog biomarkera. 
Ključne riječi: opiorfin, tekućinska kromatografija visokog učinka, tandemna spektrometrija masa, slina
Maja Sabalić and Ivan Salarić: Development and validation of the LC-MS/MS method for measuring opiorphin in saliva

10. SUMMARY
Opiorphin is an endogenous pentapeptide, first isolated from human saliva in 2006. It demonstrates dual-inhibitory potency on the enkephalin-inactivating zinc ectopeptidases, human neutral ecto-endopeptidase (hNEP) and human neutral ecto-endopeptidase (hAP-N). Initial research on rats showed that it suppresses pain sensation for both chemical-induced inflammation and acute physical pain more efficiently than morphine and that it is able to elicit anti-depressive-like effects. It is a potent yet non-addictive analgesic, without drug tolerance effects and other side effects. 

An LC-MS/MS MRM method for measuring opiorfin in saliva samples was developed with m/z 347 as a parent ion and m/z: 120,1 (imonium ion Phe), 175,2 (y1), and  268,2 (b2-17) as daughter ions. Intra-assay reproducibility for ions m/z 120, 175 and 268 were 90.71-96.33%, 87.47-97.19% and 97.45-97.00%, respectively, while inter-assay reproducibility were 92.17, 91.01 and 90.41%, respectively. All three monitored transition showed linear response in the range of 0.00-0.32 pmol/μl. In the same concentration range the recoveries were 79.0-120.0% (m/z 120); 81.5-128.0% (m/z 175) and 79.0-120.0% (m/z 268). Limits of detection for transitions 347-120, 175 and 268 were 0.18; 0.16 and 0.33 pmol, respectively. 
The highest yield on opiorphin was achieved by collecting saliva in previously chilled test tubes containing TFA and by using apparatus designed for this purpose. TFA usage stabilized opiorphin in saliva samples up to 2 h at room temperature and up to 15 days at -20 ºC.

The concentration of opiorphin in healthy volunteers between 19-30 years of age whose saliva was partially stimulated was 1,653±0,94 ng/ml (n=17). There was no statistically significant difference between the sexes and the chemical stimulation of saliva resulted in no significant reduction of the level of opiorphin in both sexes.

The described method will enable future research on opiorphin’s dependence on age and gender, the correlation between the opiorphin levels and painful symptoms in the oral cavity as well as to understand the role of opiorphin as a potential biomarker.  
Key words: opiorphin, High Pressure Liquid Chromatography, Tandem Mass Spectrometry, saliva 
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( Za označavanje fragmentacijskih iona peptida koristi se uobičajena nomenklatura, za detalje vidi reference 19 i 20.


(( slina je prije injiciranja prethodno obrađena prema postupku opisanom u poglavlju 4.2.
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