Metabolomiikka massaspektrometrialla

Pro gradu -tutkielma
Jyvéskylan yliopisto
Kemian laitos
21.3.2018

Sara Véahatalo



Tiivistelma

Tassa Pro gradu -tutkielmassa kasitelladn erilaisten organismien aineenvaihdunnan eli
metabolian tutkimusta keskittyen erityisesti nisakkaille tyypilliseen soluhengitykseen ja
haaraketjuisten aminohappojen aineenvaihduntaan. Haaraketjuisilla aminohapoilla on
mekanismiltaan vield tuntematon yhteys lihaskasvuun ja rasvahappojen lisddntyneeseen
aineenvaihduntaan. Kirjallisessa osassa tarkastellaan ravinnon makroravintoaineiden ja
soluhengityksen yhteyttd, haaraketjuisten aminohappojen vaikutusta fyysiseen harjoitteluun,
rasvahappoaineenvaihduntaan ja aineenvaihduntareitteihin Kainulainen et. al esittdman mallin
mukaisesti. Tatd ehdotettua rasvahappojen hapettumisen ja haaraketjuisten aminohappojen
katabolian vilista yhteyttd on tarkoitus tutkia rotista, joilla on saadelty ruokavalio, mutta
tutkimusta tullaan tekemaan myds ihmissoluista. Aineenvaihduntareittien tutkimus tehdaéan
nestekromatografia-massaspektrometria-menetelmalla (LC-MS), jonka kehittdmistd varten
tutkielman kokeellisessa osassa tehtiin kiinnostuksen kohteina olevien yhdisteiden
ominaisuuksia kartoittavia massaspektrometrisia mittauksia.  Kirjallisessa osuudessa
perehdytddn nestekromatografia- ja kaasukromatografia-massaspektrometria-menetelmien
ominaisuuksiin ja kehitykseen nimenomaan metabolomiikan nékékulmasta, mihin kuuluu
naytteen esikésittely, laitteiston ominaisuuksien sadtdminen huippuunsa, kaytettyjen
liuottimien optimointi, niiden sopivien suhteiden I0ytdminen ja tulosten vertailu.
Nestekromatografiasta, kaasukromatografiasta ja massaspektrometriasta esitetdan teoreettiset

perusteet ja vertaillaan niiden etuja metaboliittianalyysissa.

Pro gradu -tutkielman kokeellinen osuus jakautui lopulta kahteen osaan: metaboliittianalyysié
varten tehtdvddn massaspektrometriseen Kkartoitukseen ja kukurbit[n]uriilien (n = 6, 7, 8)
(CBI[n]) ja (2, 3-diatsabisyklo[2.2.2]okt-2-en-1-yyli)metyyliamiini-vierasmolekyylin
vuorovaikutuksen massaspektrometriseen tutkimukseen. Metaboliittien
massaspektrometrisissa kokeissa havaittiin odotetusti negatiivisen polarisaation spektreissa
selkeésti tunnistettavat piikit ja voimakkaammat intensiteetit lahes kaikille tutkittaville
yhdisteille verrattuna positiivisen polarisaation spektreihin. Suurin osa tutkimukseen kuuluvista
metaboliiteista  oli  poolisia ja sisélsivat karboksyylihapporyhman.  Ainoastaan
oksaloetikkahappoa ei onnistuttu analysoimaan massaspektrometrisesti. Kaikista muista
metaboliiteista  eristettiin - [M-H]"  -ioni, jolle tehtiin  tormdysaktivointikokeet.
Tormaysaktivointikokeiden perusteella LC-MS-analyysiin saadaan lisda luotettavuutta ja niistéa
saatavan informaation pohjalta isobaariset yhdisteet pystytdan erottamaan.



Kukurbituriilien massaspektrometrisissa analyyseissa tarkkailtiin vapaan atsoalkaanivieraan
hajoamista ja verrattiin sitd CB[n]:n ja atsoalkaanin komplekseissa tapahtuvaan hajoamiseen.
Analysointi tehtiin happamissa olosuhteissa. Analyyseissa havaittiin atsoalkaanin pilkkoutuvan
eri tavoin isantdmolekyyliin sitoutuneena verrattuna vapaan atsoalkaanimolekyylin
pilkkoutumiseen. Monimuotoisimmat vuorovaikutukset ja pilkkoutumiset havaittiin CB[7]:n ja
atsoalkaanin kompleksien pilkkoutumisessa. CB[6] on onkaloltaan liian pieni sitomaan
atsoalkaania sisdénsa ja CB[8]:n onkalo on niin suuri, ettd vieraana oleva atsoalkaani irtoaa siita
helpommin kuin CB[7]:n onkalosta, joten pilkkoutumista havaitaan véhemman, kuin CB[7]:n

ja atsoalkaanin komplekseissa.



Esipuhe

Erikoisty0 tehtiin Jyvaskylan yliopiston kemian laitoksella yhteistydssé liikuntabiologian
laitoksen Heikki Kainulaisen tutkimusryhman kanssa 02-10/2017. Kainulaisen ryhmén
akatemiaprojektin tarkoituksena on tutkia haaraketjuisten aminohappojen vaikutusta
rasvahappojen hapettumiseen ja terveyteen. Kirjallista osaa varten tietoa etsittiin Kainulaisen
ryhmaén tutkimukseen liittyvien artikkeleiden pohjalta, analytiikan perusteoksista ja Google
Scholarilla. Né&iden biologisten reaktioiden tutkimista varten kehitetddn kvantitatiivista
nestekromatografia-massaspektrometrista menetelm&d, jolla voitaisiin tehokkaasti mitata
kudos-, solu- ja seerumindytteiden metaboliittien pitoisuuksia. Ajanpuutteen ja laiteteknisten
ongelmien takia, menetelman kehitysta ei tdman erikoistyon puitteissa saatu valmiiksi ja
lopullista nestekromatografia-massaspektrometria-menetelmén kehitysté jatkettiin erikoistyon
paatyttyd. Menetelman kehityksen sijaan erikoistyohon yhdistettiin kukurbit[n]uriilien (n = 6,
7, 8) massaspektrometrista tutkimusta atsoalkaanivieraan kanssa.

Kiitan Pro gradu —tutkielmani ohjaajaa Elina Kaleniusta ja litkuntabiologian laitoksen Heikki
Kainulaista, jotka ottivat minut tahén kiinnostavaan projektiin mukaan. Kiitdn myos kaikkia
orgaanisen kemian siivessa tyoskentelevia opiskelijoita ja henkilékuntaa niin kdytdnnon avusta
kuin kannustavista sanoista — k&ytdnnon avusta erityisesti Johanna Lindi&d, jonka kanssa
erikoistydssa kaytetty massaspektrometri avattiin useaan kertaan. Kiitén l&heisiani - iséé, aitia
ja poikaystavaa - sekd samaan aikaan omia Pro gradu -tutkielmiaan kirjoittavia opiskelijoita,
joiden kanssa sain jakaa ajatuksiani, iloita edistyksestani ja uusista mielenkiintoisista

[6ydoksistani.
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KIRJALLINEN OSA

1 Johdanto

“Terveellistd lihavuutta ei ole olemassakaan, ylipaino vaikuttaa aina heikentivésti terveyteen”,
uutisoi Helsingin sanomat (19.5.2017, lahteen&én tutkimus Isosta-Britanniasta ja Suomessa
tehdyt kaksosseurantatutkimukset). Lihavuus ja sen aiheuttamat sairaudet ja siitd edelleen
aiheutuvat kustannukset ovat tunnetusti varakkaiden l&nsimaiden vitsaus. Vaikka otsikoissa ja
sosiaalisessa mediassa hehkutetaan kehopositiivisuutta ja kerrotaan terveestd lihavuudesta,
tulee ylipainon my6téd aina jossakin vaiheessa ongelmia terveyden kanssa. Lihavuuden
metabolisesti terve vaihe ei ole kestéva tila, mutta lihavuus itsesséan ei tarkoita yksilon olevan

sairas.t

Mutta mitd on metabolinen terveys? Miksi fyysisesti hoikemmat yksilét ovat terveempia ja
pystyvat fyysisesti vaativampiin suorituksiin? On jo pitkaan tiedetty elintapojen ja varsinkin
ruokavalion vaikuttavan terveyteen. Vaikka soluissamme tapahtuvat aineenvaihduntareaktiot
on tunnettu kauan, ei vielak&&n ole varmuutta siitd, mitkd tekijat vaikuttavat energia-
aineenvaihduntaan ja kehon rasvakudoksen maéardan, tai miten tietynlaisen ruokavalion
noudattaminen vaikuttaa fyysiseen suoritukseen ja lihaskasvuun. Naiden mekanismien saately

on vield osittain pimennossa.?

Sairauden, ruokavalion tai l&ékityksen aiheuttamia muutoksia aineenvaihdunnassa voidaan
seurata ja ymmartdd metabolian tutkimuksella eli metabolomiikalla. Metabolomiikassa
hyodynnetdén aineenvaihduntamekanismien tuntemusta ja kvantitatiivisia mittauksia, jotka
antavat tietoa biologisen ndytteen metaboliittipitoisuuksista. Pitoisuuksia selvittdmalld ja
varsinkin niiden muutoksia tarkkailemalla voidaan ymmart&a solun tasapainotilojen séételyé ja

eri tekijoiden vaikutusta saatelymekanismeihin.®

Metaboliittien erottaminen ja pitoisuuksien maarittdminen on usein vertailevaa tutkimusta eli
paaasiallisena tarkoituksena on havainnoida tapahtuvia muutoksia. Toisaalta, myos
absoluuttisten pitoisuuksien mittaaminen eli kvantitatiivinen metabolomiikka on yhé&
suositumpaa vaikkakin haastavampaa.* Metabolomiikkaa tehdain rajoittaen tutkimus
esimerkiksi johonkin solun tehtdvdkokonaisuuteen tai veren seerumiin, mutta saatavat tulokset
ja paatelmat voidaan yleistaa koskemaan kudosta tai koko yksilén metabolista terveytts.® Tassa
tutkielmassa  keskitytddn  erityisesti  nisdkkdaiden  metabolomiikkaan ja  niiden
perusaineenvaihduntaa koskeviin tutkimuksiin. Perusaineenvaihdunnan tutkimus, joka kattaa
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primadristen metaboliittien kierron, antaa tietoa esimerkiksi energiankulutuksen saatelysta ja

yksittaisten metaboliittien vaikutuksista toteutuviin mekanismeihin.®

Metaboliittien kvantitatiivinen kemiallinen analyysi on haastavaa tutkittavien néytteiden
sisaltdmien, kemiallisesti monimuotoisen yhdisteiden joukon takia. Analyyttien suuret
eroavaisuudet, esimerkiksi koon ja poolisuuden suhteen, vaativat paljon seké& niita havaitsevilta
ettd niita erottelevilta laitteilta.® Metabolomiikan tutkimus jaetaan kohdentamattomaan ja
kohdennettuun metabolomiikkaan, joista kohdennetussa pyritadan tavallisesti todentamaan jokin
hypoteesi, tarkkailemalla valitun metaboliittijoukon metaboliittien pitoisuuksien muutoksia.
Kohdentamatonta metabolomiikkaa on esimerkiksi metabolisten sormenjalkien vertailu, missa
vertaillaan &arsykkeen tai muutoksen aiheuttamia eroja, tarkkailemalla suurien linjojen
muutoksia yksittaisten molekyylien konsentraatiomuutosten sijaan.” Koska tasapainotilassa
olevan kohteen tutkiminen on haastavaa, tehd&an metabolomiikan tutkimusta usein

hairitsemalla tata tavanomaista tilaa jotenkin ja tarkkailemalla tapahtuvia muutoksia.®

Tyypillisimm&t  metaboliittien  analysointimenetelmét  ovat  kaasukromatografia-
massaspektrometria  (GC-MS), nestekromatografia-massaspektrometria  (LC-MS) ja
ydinmagneettinen resonanssispektroskopia (NMR). Massaspektrometriaa (MS) hyddynnetaan
metabolomiikassa sen ylivoimaisen herkkyyden ja tarkkuuden ansiosta. Koska saatava
informaatio on ilman erottelevaa tekniikkaa hyvin monimutkaisessa muodossa, yhdistetdén
massaspektrometri  usein  johonkin kromatografiseen laitteistoon. Kromatografisten
menetelmien ansiosta metaboliitit saadaan myods kvantitoitua. Néiden kahden menetelman
yhdistdminen tuo varmuutta yhdisteiden tunnistamiseen, kun yksittaisten yhdisteiden
tunnistuskriteereind ovat sekd kromatografilla saadut retentioajat ettd massaspektrometrilla

havaitut m/z-arvot.5’

Metabolomiikan tutkimus vaatii laitteistolta paljon, mutta myds néytteen kasittelylla on suuri
merkitys onnistuneessa analyysissé, jotta tulokset vastaavat mahdollisimman tarkasti sdédettyja
olosuhteita. N&ytteen eristdminen ja sen metabolian pysayttdminen on tehtdvé tehokkaasti ja
nama aineenvaihdunnan pyséyttdneet olosuhteet on yll&pidettdvd kaikessa néaytteen
sdilytyksessa.* Naytteen kasittelyn kaikesta tarkkuudesta huolimatta, biologisen niytteen
metaboliittipitoisuudet muuttuvat prosessoinnissa metaboliittipitoisuuksien mittakaavassa jopa
merkittdvasti. Tdm& on varmasti metabolomiikassa osa-alue, jota on vield kehitettdva

totuudenmukaisten tulosten saamiseksi.



2 Metaboliitit

Metaboliitit ovat aineenvaihdunnan reaktioihin osallistuvia pienid, alle 1 kDa kokoisia,
molekyylejd. Ne ovat osa jonkin tehtdvédkokonaisuuden suorittamista, niitd tarvitaan solun
tavallisimpiin toimintoihin ja kasvuun. Kéytdnndssd metaboliittien maarat kertovat ylempien
séatelymekanismien, eli geenien ja lopulta proteomin toiminnasta, mik& nékyy yksilon
fenotyyppina. Metaboliitteihin kuuluu aminohappoja, lipidej&, orgaanisia happoja, nukleotideja
ja monia muita pienikokoisia molekyyleja, joilla on keskenaan hyvinkin erilaiset kemialliset ja
fysikaaliset ominaisuudet. Erilaisten ominaisuuksien lisaksi, metaboliittien keskinéiset
konsentraatiot vaihtelevat vain joistakin pikomooleista satoihin millimooleihin,® miki tekee

niiden analyyttisesta tutkimuksesta haastavaa.’

Genomiikan ja proteomiikan tuntemus on vield toistaiseksi ottanut etenemisessd paljon
suurempia harppauksia metabolomiikkaan verrattuna. Genomiikassa tarkastellaan yksilon
kaikkia geeneja eli selvitetddn genomin siséltdd, kun proteomiikassa tarkastellaan mRNA:n
kautta k&antymisen tuloksena saatua proteiinien joukkoa eli proteomia. Koska metabolomiikka
kertoo fenotyypista ja siihen vaikuttavista ulkoisista tekijoista, saadaan metabolomiikalla tietoa
esimerkiksi sairauksista ja geenitekijoista.®’ Metaboliittipitoisuuksia selvittimalla ja
vertailemalla voidaan tutkia esimerkiksi makroravintoaineiden vaikutusta lihaskasvuun eli
metabolomiikassa néhdaan syy-seuraus-suhteiden toteutumista kéaytannossa,
aineenvaihduntareittien yhdisteitd kvantitoimalla ja muutoksia havainnoimalla.” Toisaalta

metabolomiikka my6s taydentaa proteomiikan ja genomiikan avulla saatua informaatiota.*®

Metabolomiikalla saadaan tietoa elimistdssd, kudoksissa tai solussa tapahtuvista muutoksista:
Mité solussa kulutetaan, tuotetaan ja millaisella nopeudella eli miten solun toimintojen séately
toimii. Tutkimuksessa on usein kyse metaboliittien virtauksesta eli fluksomiikasta.
Fluksomiikan tutkimuksen motiivina voi olla la&kkeen vaikutuksen kartoittaminen, sairauden
etenemisen tutkimus tai lihavuuden ja haaraketjuisten aminohappojen yhteyden ymmarrys.
Toisin  kuin genomiikan ja proteomiikan tutkimuksessa, metabolomiikassa saadaan
informaatiota todella tapahtuvista aineenvaihdunnan reaktioista, eli havaitaan kuinka geenit
ilmenevét. Geenien tai proteiinien ilmeneminen ei vield tarkoita aineenvaihduntatuotteiden
ilmenemistd. Metabolomiikan avulla saatua tietoa voidaan kéyttdd esimerkiksi solulinjojen
metaboliatuotteiden saannon optimointiin, sen avulla voidaan 10yt&& biologisia merkkiaineita
sairauksien tunnistamiseen tai selvittdd fyysisen aktiivisuuden yhteyttd aineenvaihdunnan

reaktioihin.!! Toisaalta tutkimalla veren seerumia tai virtsaa, saadaan myos informaatiota



homeostasiasta, eritettavistd yhdisteistd tai imeytymisongelmista.’® Kvantitatiivisella
metabolomiikalla on sovelluksia bioteknologian, personoidun la&ketieteen, ladkekehityksen,
ravitsemuksen, toksikologian ja genomiikan parissa. Metabolomiikasta on siis hydtya hyvin
monella alalla, eikéi kaikkia potentiaalisia kayttokohteita ole viela 16ydetty.*? Téssd luvussa
kasitellaan eukaryootteja ja nisakkaitd koskevaa aineenvaihduntaa ja metabolomiikan avulla
saatavaa informaatiota. Luvussa 3 kasitelldaan kattavammin naytteenkasittelya ja kaytannossa

tapahtuvaa prosessia.

2.1. Proteiinien, hiilihydraattien ja rasvojen aineenvaihdunta
Karkea esitys aineenvaihdunnan periaatteesta on esitetty kuvassa 1: aineiden vaihtuminen
jakautuu katabolisiin eli hajottaviin reaktioihin ja anabolisiin eli rakentaviin mekanismeihin.
Kataboliset reaktiot vapauttavat ravinnosta saatavaa energiaa ja anaboliset reaktiot kayttavat
sitd. Metabolia ja elimisto eivat kuitenkaan todellisuudessa toimi aivan ndin yksinkertaisesti.
Energiaa valjastetaan eri kayttOtarkoituksiin, sen muoto muuttuu, sit4d varastoidaan ja

vapautetaan erilaisiin toimintoihin. 3

Solun makromolekyylit: Energiaa sisaltavat
proteiinit ravintoaineet:
polysakkaridit proteiinit
lipidit hiilihydraatit
nukleiinihapot rasvat

ANABOLIA >
<:KATABOLIA

Esiastemolekyylit: Lopputuotteet:
aminohapot CO,
sokerit H,O
rasvahapot
P NH3

typpipitoiset emakset

Kuva 1. Elimiston energia-aineenvaihdunnan perusperiaate. Ravintoaineiden energia
vapautetaan kataboliassa, jolloin lopputuotteina saadaan matalan energian yhdisteitad eli
hiilidioksidia, vettd ja ammoniakkia. Pilkkomalla makroravintoaineet pienemmiksi yksikoiksi,
voidaan niitd kayttdd myos biosynteesissé eli anaboliassa, missé taas kulutetaan kataboliassa

varastoitua energiaa.**

Kuten kaikkia elimistén toimintoja, my0s kataboliaa ja anaboliaa saadelldéan, silla ei ole

energiatehokasta esimerkiksi hajottaa lipideja rasvahapoiksi ja samanaikaisesti rakentaa samoja
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lipidej& uudelleen. Valittomin sdatelyyn vaikuttava tekija on l&htdaineiden eli tdssa tapauksessa
entsyymien substraattipitoisuuksien maarat. Saatelyyn vaikuttavat myos reaktioiden
tapahtuminen solun eri osissa ja osittain eri entsyymien katalysoimina: yhden entsyymin
inhiboituminen voi aiheuttaa toisten entsyymien katalysoimien reaktioiden tapahtumisen

toisaalla.13®

Eukaryoottisoluissa vapautetaan siis energiaa erilaisiin toimintoihin, joihin kuuluvat
esimerkiksi fyysinen rasitus, mutta myos anaboliset reaktiot. Energian vapauttamisessa syntyy
matalan energian lopputuotteina hiilidioksidia, vettd ja ammoniakkia. Katabolian ja anabolian
periaatteiden kannalta pystytddn tarkastelemaan erikseen kaikkien makroravintoaineiden
kasittelyd, mutta lopulta myos niiden kasittely liittyy toisiinsa, mika ndhdaan soluhengityksen
vaiheista (kuva 2). Hiilihydraattien aineenvaihdunnassa pilkotaan ensin hiilihydraatit
monomeereiksi, muokataan glykolyysissa pyruvaatiksi, josta hiilihydraatit tulevat joko suoraan
kayttdon energiaksi sitruunahappokierron ja hapettavan fosforylaation kautta tai sitten ne
varastoidaan glukoneogeneesissa. My0s proteiineista ja rasvoista pystytdan vapauttamaan
energiaa, mutta varsinkin proteiinien kéyttdtarkoitukset ovat ensisijaisesti anabolisten

tuotteiden valmistamisessa.
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Kuva 2. Proteiinien, hiilihydraattien ja rasvojen kasittely tapahtuu soluhengityksen vaiheissa.
Energian vapauttaminen ja ravintoaineiden muokkaaminen alkaa makroravintoaineiden
pilkkomisella, minka jalkeen niitd tai niiden osia voidaan edelleen késitella soluhengityksessa.
Kaikista makroravintoaineista on mahdollista varastoida energiaa ATP:n muodossa, mutta
soluhengityksessa muodostuvia tuotteita ja valituotteita voidaan kéyttdd myds muiden tarkeiden

molekyylien rakentamiseen.4

Ravintoaineita kaytetd&n joko sellaisenaan tai muokattuina kehon erilaisten rakenteiden, kuten
kudosten ja elinten, ja niiden solujen rakennusaineina. Elimistd pystyy mukautumaan

muuttuviin olosuhteisiin esimerkiksi hyodyntdmalld energiantuotossa proteiineja, jos



ensisijaista energianldhdettd eli hiilihydraatteja ei ole saatavilla riittdvasti. Solun
makromolekyyleja valmistetaan energeettisesti edullisimmista ja sopivimmista l&hteistd, mutta
niiden puuttuessa lahtbaineina kaytetaan sitd mitd on saatavilla. Esimerkiksi valttaméattomia
aminohappoja ja hivenaineita elimistd ei kuitenkaan osaa valmistaa. a-linoleenihapossa on
kaksoissidos kohdassa, jonka luomiseen ihmiselimistdssa ei ole sopivia entsyymej, joten sita
on saatava ravinnosta.!®® Evolutiivisten syiden takia liika energia, tulipa se mista
makroravintoaineista tahansa, varastoidaan rasvana. Toisaalta mitdan ei valmisteta turhaan ja
entsymaattisesti saddellyt aineenvaihduntareitit estyvét eli inhiboituvat, kun lopputuotetta on

tilanteeseen nahden riittavasti.'*

Aerobisissa olosuhteissa olevat eukaryoottisolut vapauttavat energiaa keskenddn samalla
tavalla soluhengityksen kautta: Nopein energianlahde on glukoosi Ce¢H120s, joka pilkotaan
ensin kahdeksi pyruvaattimolekyyliksi glykolyysissa. Seuraavaksi vapautuu hiilidioksidia ja
jaljelle jaanyt asetyyli liittyy koentsyymi-A:han, jonka mukana energian vapauttaminen jatkuu
sitruunahappokierrossa ja hapettavassa fosforylaatiossa. Taman ketjun vélivaiheissa ja
varsinkin lopun fosforylaatiossa energiaa pakataan adenosiinitrifosfaatti-molekyyleihin (ATP),
joiden kautta sita saadaan kayttoon fyysisessa rasituksessa ja anabolisissa eli rakentavissa

reaktioissa.

Vaikka glukoosi ja hiilihydraatit ovat nopein energianldhde, on niitd enemman energiaa
kuitenkin ravinnon rasvoissa. Taman takia keho myds varastoi ylimaaraisen energian rasvoina,
jolloin energia on pakattuna tiiviisti. Hiilihydraatit ja proteiinit sisaltdvat noin 4 kcal/g energiaa,
kun rasvoissa on keskimaarin 9 kcal/g energiaa.'® Kehon rasvojen vahentaminen laihdutuksessa
vaatii siis my0s paljon ty6td, jotta niiden siséltdmé energia saadaan kayttdon soluhengityksessa.
Pilkkoutuminen alkaa rasvojen hajottamisesta glyseroliksi ja rasvahapoiksi, joista glyseroli
paatyy soluhengitykseen jo glykolyysissa. Rasvahapot vaativat kahden hiilen patkiksi tehtévan

B-oksidaation, ennen koentsyymi-A:han ja sitruunahappokiertoon liittymista.'4

Myads proteiinit paatyvat, aminohapoiksi pilkkomisen ja deaminaation jalkeen, soluhengityksen
eri vaiheisiin riippuen aminohappojen rakenteista. Proteiinien aminohappoja ei ole tarkoitettu
paaasialliseksi energianldhteeksi, mutta niitd voidaan muokata ja siirtdd eteenpdin
soluhengityksessd ja niistdkin voidaan saada energiaa. Aminohappojen muokkaus
soluhengityksessd voi alkaa jo glykolyysissd, koentsyymi-A:han liittdmisessd tai vasta

sitruunahappokierrossa.t*



2.2. Haaraketjuisten aminohappojen merkitys rasvahappojen aineenvaihdunnassa
Energiansaannin ja kehonkoostumuksen, eli lihasmassan ja rasvan suhteen, yhteys on ollut
tiedossa jo pitkaan: Ylipainoa kerdadva yksilo, joko saa ravinnosta liikaa energiaa tai ei pysty
hyodyntdmaan sitd, jolloin ylimaérdinen energia varastoituu vartaloon rasvakudoksena.
Laihdutus on nimenomaan rasvakudosta polttavaa, kun ruokavalion makroravintoaineiden ja
haaraketjuisten aminohappojen saanti on kohdallaan. Haaraketjuiset aminohapot (branched-
chain amino acids, BCAA) ovat L-leusiini, L-isoleusiini ja L-valiini, joita saadaan ravinnon
maitotuotteista, lihasta, kalasta, kananmunista, palkokasveista, pahkindista ja
taysjyvaviljatuotteista eli proteiinirikkaista lihteistd.? Donato et. al tekemissa kuuden viikon
rottakokeessa ylimaaraistd L-leusiinia ja lisaproteiinia saaneet rotat menettivat laihtuessaan
enemman rasvakudosta kuin vertailuryhman rotat, jotka saivat tavanomaista ruokaseosta.
Pelkan L-leusiinin lisdantynyt saanti ei kuitenkaan riitd lihasmassan séilyttamiseksi tai

kasvattamiseksi vaan myos lisaproteiinia tarvitaan.®

Vaikka tulokset L-leusiinin saannin ja lihasmassan kasvattamisen tai séilyttdmisen yhteydesta
ovat joidenkin tutkimusten perusteella ristiriitaisia, on BCAA:lla, ja ndista varsinkin L-
leusiinilla yhteys lihasanaboliaan. BCAA:in kuuluvat L-leusiinin lisdksi L-isoleusiini ja L-
valiini. L-leusiini stimuloi lihasanaboliaa aktivoimalla mTOR-signallointireittia (mammalian
target of rapamycin), joka aloittaa viesti-ribonukleiinihapon:n (messenger-RNA, mRNA)
kaantdmisen ja proteiinisynteesin. Erilaisilla ruokavalioilla, joissa pelkan L-leusiinin tai
kaikkien BCAA:n méaaraa lisattiin merkittavasti, havaittiin kymmenien prosenttien suuruinen
muutos lihaksen proteiinisynteesissd ja myos proteiinien hajotus lihaksessa vaheni. Kun
ruokavalioon lisatty proteiini ei sisaltanyt BCAA:ta, ei proteiinisynteesissa havaittu muutoksia.
Suurin osa tutkimuksesta koskee lyhytkestoisia kokeita, mutta myds pidempid, viikkoja

kestavia, kokeita on tehty.'”8

BCAA:t ja erityisesti L-leusiini sdatelevat lihaskudoksessa tapahtuvan proteiinisynteesin
aloitusta, joten naiden avulla lihastasapaino laihdutuksessa séilyy ja paino tippuu nimenomaan
rasvakudoksen energiaa vapauttamalla. BCAA:n saannin ja rasvahappojen aineenvaihdunnan
yhteys néhdéan veren seerumista, sillé toisin kuin muut aminohapot, BCAA:ta ei oteta k&yttéon
ja hajoteta maksassa vaan ne jaavét vereen ja kulkeutuvat lihaksiin. Ylipainoisilla yksil6illa,
joilla on lisdantynyt rasvakudoksen maard, on suurempi veren BCAA-pitoisuus kuin
keskiverrolla yksiloll&, mika kertoo, ettei BCAA-kataboliaa tapahdu lihas- tai rasvakudoksessa
yhtd tehokkaasti.'® Kaksoskokeilla on havaittu liséintyneen BCAA-katabolian olevan
yhteydessa rasvakudoksesta vapautettavaan energiaan ja hoikkuuteen, mik& nahdaan paitsi
8



matalampana seerumin BCAA-pitoisuutena, myds kohonneena triglyseridisynteesind. Jotta
lihas pystyy kéyttdmaan rasvahappoja energianldhteend, on ne ensin muokattava takaisin
triglyserideiksi. Tassd kaksostutkimuksessa tutkittavat eivat noudattaneet erityista

ruokavaliota, mutta heidan valilla4n oli suuri ero vapaa-ajan liikunnassa.?

Vaikka L-leusiini on proteiinisynteesin aloittajana tarkedssa asemassa, on huomattu, ettg L-
isoleusiini- ja L-valiinivarannot ehtyvét, ellei kaikkia kolmea BCAA:a saada tasapainoisesti.
Tietenkin myds muita aminohappoja on oltava riittdvasti saatavilla, jotta proteiinisynteesissa
voidaan tosiaan muodostaa uusia proteiineja, jotka koostuvat muistakin aminohapoista kuin
leusiinista. BCAA:n yhteys lisd&ntyneeseen proteiinisynteesiin ja rasvahappojen hapettumiseen
on kuitenkin mekanismiltaan vield epéselva. On havaittu, ettei L-leusiini yksin lisd4 anaboliaa
vaan proteiineista erityisesti myds L-isoleusiinia ja L-valiinia tarvitaan tehokkaaseen

lihasanaboliaan.?

BCAA:t eivét ole kuitenkaan terveyden automaattisesti palauttava ihmeaine, silld niilla on
my0s yhteys insuliiniresistenssiin. Tatdkd&dn mekanismia ei tunneta tarkkaan, mutta lopulta
BCAA:t joko saavat insuliinin erityksen laskemaan proteiinisynteesid aktivoivan mTOR-
signalloinnin valityksella tai sitten rasvojen muuttuessa ensisijaiseksi energianléhteeksi

hiilihydraattien sijaan, vereen jaa paljon glukoosia.?

Kainulainen, Hulmi ja Kujala ehdottavat kuvan 3 mukaista aineenvaihduntareittia, yksilGille,
joilla on hyvé aerobinen kapasiteetti. Kuvasta ndhdaan BCAA-aineenvaihdunnan yhteys
rasvahappojen lisaantyneeseen hapettumiseen, sitruunahappokiertoon ja glyseroneogeneesiin
eli rasvojen uudelleenmuodostukseen. BCAA:t yhdistettynd fyysiseen aktiivisuuteen ja/tai
energialtaan rajoitettuun ruokavalioon voivat olla tdiman aineenvaihduntareitin kautta avuksi
lihavuuden ja sita seuraavien metabolisten sairauksien hillinndssa. Kuvassa haaraketjuiset
aminohapot eli L-leusiini, L-isoleusiini ja L-valiini ensin deaminoidaan ja dekarboksyloidaan,
minka jalkeen ne liitetddn koentsyymien avulla sitruunahappokiertoon asetyyli- ja
sukkinyylikoentsyymi-A:na (Ac-CoA, Suc-CoA). Termodynamiikan mukaan
sitruunahappokierrosta on poistettava jotakin, kun siihen tuodaan ulkopuolelta uusia
metaboliitteja lisd4: kvantitatiivisissa kokeissa on havaittu o-ketoglutaraatin pitoisuuden
laskevan ja muiden metaboliittien, erityisesti malaatin, pitoisuuden nousevan ruokavalion
BCAA-madran noustessa. a-ketoglutaraatti muutetaan Kainulaisen ryhmén hypoteesin
perusteella  L-glutamaatiksi ja  kuljetetaan  malaatti-aspartaatti-kierrossa  sytosoliin

oksaloasetaatiksi, mika johtaa lopulta lipidien synteesiin, niiden [3-oksidaatioon ja liittdmiseen

9



taas sitruunahappokiertoon energianléhteeksi. Néiden pitoisuuksia muutoksien seuraaminen

voi olla avainasemassa BCAA:n ja lisddntyneen rasvahappoaineenvaihdunnan yhteyden

ymmartamisessa, mutta jo pelkastadn veren seerumin BCAA-pitoisuuksien seuraaminen kertoo

metabolisesta terveydentilasta.?
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Glyseroneogeneesiin paityvan reitin voidaan ajatella alkavan BCAA:sta (vihrealld).?2

10



BCAA:n hajotusta energian vapauttamiseksi tapahtuu erityisesti fyysisen harjoittelun aikana.
BCAA-katabolian deaminaation aloittavaa mitokondriaalista BCAA-transferaasientsyymia
(BCATm-entsyymi) inhiboimalla on havaittu, ettei ilman ravinnon BCAA:ia pystyta
harjoittelemaan. BCAA:sta tuotetaan Ac-CoA:ta ja Suc-CoA:ta sitruunahappokiertoon, mutta
myos lipideistd saadaan Suc-CoA:ta. Kehon rasvahapot saadaan sitruunahappokierron kayttoon
lipideiksi, glyseroneogeneesin avulla. Kainulainen et. al ovat esittdneet, ettd lihas saa
aerobisessa liikunnassa triglyserideja kéayttoonsa eniten nimenomaan glyseroneogeneesin
avulla. Glyseroneogeneesi alkaa fosfoenolipyruvaatin valmistamisesta pyruvaatista, laktaatista
tai joistakin aminohapoista, tdssd hypoteesissa oksaloasetaatista, ja sitd sd&delldén
fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasientsyymilla (PEPCK-C-entsyymi). PEPCK-C sééatelee
tiedetysti rasvakudoksen metaboliaa ja silld on yhteys rasva-aineenvaihdunnan sairauksiin,
mutta sill& voi olla vaikutusta myos lihaksen rasvojen aineenvaihduntaan. Paaston tai rajoitetun
energian  ruokavaliossa rasvakudoksen vapaita rasvahappoja uudelleenesterdidaan
triglysereideiksi glyseroneogeneesissa, mika vaatii glyseroli-3-fosfaatin syntetisointia PEPCK-
C-entsyymin avulla.?® Yhteys kehon rasvojen kaytolla energianlahteend ja BCAA:n kaytolla
nakyy PEPCK-C-entsyymin kohonneena pitoisuutena. Suuri PEPCK-C:n pitoisuus lihaksessa
kertoo lisd&ntyneesté rasvojen hapettumisesta, mikd on nahty hyvanéa aerobisena kapasiteettina
ja maksimihapenottokykynd, hoikkuutena, aktiivisuutena, pitempéand elinikdna ja alhaisena

viskeraalisena, eli sisielimia ymparoivana rasvana.>

Kuvassa 4 on esitetty sitruunahappokierto, jossa néhdaan erikoistydssa kasiteltyjen
metaboliittien rakenteet. BCAA:t voivat siis liittyd sitruunahappokiertoon liittymélla Ac-
CoA:han kierron alussa, missa pyruvaattikin liittyy kiertoon, tai Suc-CoA:han Kkierron
puolivilissa. Kuten Kainulainen et. al ovat huomanneet, malaatin pitoisuus runsaassa BCAA:n
saannissa ja fyysisessa rasituksessa nousee, kun siitd muodostuvaa oksaloasetaattia poistetaan
kierrosta. Koska Suc-CoA-pitoisuus nousee L-isoleusiinin ja varsinkin L-valiinin nostaessa sen
konsentraatiota, laskee sitd edeltavan a-ketoglutaraatin pitoisuus, kun sitd muutetaan enemman
L-glutamaatiksi. Lisaantyneessé BCAA:n kataboliassa eli fyysisessd rasituksessa, malaatti-
aspartaattiketju saa uuden merkityksen, kun L-glutamaatti reagoi oksaloasetaatin kanssa
muodostaen ensin L-aspartaattia. L-aspartaatti reagoi sytosolisen o-ketoglutaraatin kanssa ja
muodostaa sytosolista oksaloasetaattia ja edelleen lopulta lipideja. a-ketoglutaraattia tarvitaan

siis toisaalla kuin sitruunahappokierrossa.?
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Kuva 4. Sitruunahappokierto ja kaikki erikoistyohon liittyvit metaboliitit.*3

Ruokavalion BCAA:t ja rasvat lisddvat energian vapauttamista kehon rasvakudoksesta, missa

joko lisataan lipidien glyseroneogeneesia energiaa kuluttavasti tai inhiboidaan hiilihydraattien
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kayttda energianlahteend. Metaboliseen terveyteen ja hyvéan aerobiseen kapasiteettiin
pystytédan talla hetkella yhdistamaan ja kayttamé&an indikaattoreina veren seerumin matalaa
BCAA-pitoisuutta, lihasten noussutta rasvan maarad, pientd viskeraalisen rasvan méaéraa ja
korkeaa PEPCK-C-entsyymin pitoisuutta. BCAA:n runsas saanti on siis yhteydessa hyvaan
kehonkoostumuksen, fyysiseen suorituskykyyn, lihaksen ominaisuuksiin, glukoosin
imeytymiseen ja rasvahappojen aineenvaihduntaan, mutta ndiden vélinen mekanistiikka on

vield selvittamatta.?

3 Metaboliittianalyysi biologisesta naytteesta

Metabolomiikka on metaboliittien tunnistamista ja kvantitointia. Tutkimus on joko
kohdentamatonta suurien linjojen ja niin kutsuttujen sormenjalkien vertailua tai kohdennettua
tutkimusta, jossa keskitytdan esimerkiksi tiettyyn samankaltaisten metaboliittien
kokonaisuuteen tai tiettya tehtavakokonaisuutta toimittaviin metaboliitteihin.® Kvantitoitavat
metaboliitit voivat olla solun sisdisié tai jonkin elimistdn nesteen kuten seerumin tai urean
sisaltamia molekyyleja.?® Tutkimuksen kohteena ovat usein primaarisiksi metaboliiteiksi
kutsutut kasvuun, kehitykseen ja lisadntymiseen liittyvat metaboliitit, tai sekundaariset
metaboliitit, jotka osallistuvat muihin kuin suoraan eldmaa yllapitaviin reaktioihin, kuten
puolustusjarjestelman yllapitoon.® Metabolomiikan tutkimus voidaan siis jakaa lukemattomiin
osa-alueisiin ja tutkimuksen alkuvaiheessa tarkedd onkin tehdd jonkinlainen rajaus.

Nykytekniikalla tutkitaan tarpeen mukaan jopa satoja metaboliitteja yhdella analyysilla.

3.1. Metabolomiikan tarjoama informaatio
Metaboliittien analyysid voidaan pitdd genomiikkaan ja proteomiikkaan verrattuna
puolueettomampana metodina. Geenisekvenssien analysoiminen ei kerro koko totuutta geenien
toiminnasta tai aktiivisuudesta, mutta metaboliitit sen sijaan ilmentévat solun saatelyprosesseja,
mika nahdaian metaboliatuotteina eli metaboliitteina.?® Muutokset metaboliittipitoisuuksissa

ovat ddrimmadinen vaste &rsytykseen.

Metabolomiikan voi jakaa kohdentamattomaan ja kohdennettuun tutkimukseen, joista
kohdentamattomassa metabolomiikassa analysoidaan kaikki havaittavat metaboliitit, kun
kohdennetussa  analysoitavien  yhdisteiden joukko on rajattu.?’  Kohdennetussa
metabolomiikassa rajattu  metaboliittien  joukko on usein  esimerkiksi tiettyyn
aineenvaihduntareittiin liittyvat tai hypoteettisesti liittyvat metaboliitit. Tarkoituksena voi olla

osoittaa yhden ravinnon hivenaineen puutoksen ja sairauden yhteys, proteiininsaannin ja
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lihaskasvun  yhteys tai etsia syOpaa osoittavia biologisia  tunnusmerkkeja.?>’
Kohdentamattomassa metabolomiikassa, jota kutsutaan myds metaboliittien profiloinniksi,?®
tietdmysté aineenvaihduntareiteista tarvitaan vahemman silla tarkoituksena on vertailla saadun
informaation tunnuspiirteitd naytteiden valilla ja mahdollisesti jopa 16ytdd uusia
metaboliareitteja tai yhdistad aineenvaihduntareitteja toisiinsa.? Kohdentamattoman
metabolomiikan avulla voidaan esimerkiksi tunnistaa biologisia merkkiaineita, joista
yksittéisten, mutta yleensd useamman poikkeava nédkyminen profiilissa, kertoo sairaudesta.
Merkkiaineita etsitdan vertailemalla terveen ja sairaan yksilon metaboliittiprofiileja. Toisaalta
merkkiaine voi 16ytyd my6s kohdennetun metabolomiikan tekniikoilla.” Kohdentamattomassa
metabolomiikassa tutkimuksen kannalta ei ole olennaista tietdd yksittaisten metaboliittien
ominaisuuksia, mutta kohdennetussa tutkimuksessa siitd on paljon hydtya analyysimenetelman

optimoinnin kannalta.?

Koska metaboliittien pitoisuudet voivat olla hyvin alhaisia ja lisdksi naytemé&arét pienid, vaatii
metabolomiikka analyyttiseltd menetelméltd hyvaa herkkyyttd, erotuskykyé ja toistettavuutta.
Vaikka useita laitteita voidaan harkita metabolomiikan tutkimukseen, talld hetkell&
kayttokelpoisimmat tekniikat ovat NMR-spektroskopia ja massaspektrometria, jotka
yhdistetadn usein kromatografiseen laitteistoon. Kohdennetussa metabolomiikassa hypoteesit
ja  kysymyksenasettelu vaativat metaboliittien  kvantitoimista ja kohdentamaton
metabolomiikka tuottaa laajemman katsauksen metaboliittiprofiilista. Silti molemmissa

tapauksissa kaytetadan samoja analyyttisia tyokaluja.?®

Ennen kiinnostavien metaboliittien tutkimusta metaboliitit on paikannettava, jos niiden sijainti
ja jakautuminen yksilossa ei ole tiedossa. Kuvantamistekniikoilla voidaan paikantaa
kiinnostuksen kohteena olevia metaboliitteja esimerkiksi aivoista. Kuvantamista tehddéan
NMR-spektroskopisesti ja massaspektrometrisesti kédyttden tekniikoita, jotka saavat nédytteen
analyytit ionisoitumaan suoraan naytteen pinnalta. NMR-tekniikoita herkempia ovat kaytdssa
olevat massaspektrometrit, joissa voi olla ionildhteend esimerkiksi matriisiavusteinen
laserdesorptioionisaatiolahde (matrix assisted laser desorption ionization, MALDI) tai
nanopartikkeleilla ionisoiva massaspektrometri (NIMS, nanostructure-initiator mass
spectrometry). Kuvantamisessa poikkileikatusta néytteestd analysoidaan jokainen piste, ja
jokaiselle pisteelle saadaan massaspektri. Spektreistd voidaan etsia tietyn metaboliitin signaalia
ja havaittujen runsauksien perusteella luodaan pitoisuuksien eroista kertova kuva.
Kuvantamista voidaan hyoddyntdd kohdentamattoman metabolomiikan tutkimuksessa jos
kéytéssa on myods esimerkiksi histologista informaatiota tai muuta taustatietoa.
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Kohdentamattomassa kuvantamisessa voidaan 16ytaa tutkitulta erilaiselta alueelta esimerkiksi
biologisia merkkiaineita. Saadun kuvan perusteella ndytteenotto voidaan rajata tietylle alueelle,

kudos- tai solutyyppiin.t®2

Kuvantamisen jélkeen voidaan siis jatkaa kohdentamattoman metabolomiikan tekniikoilla,
jotka antavat lisatietoa metaboliitin runsauden syisté. Tutkimuksissa voi paljastua esimerkiksi
muita metaboliitteja, joiden runsaus liittyy kuvantamisessa seuratun metaboliitin pitoisuuteen.
Lisatietoja monimutkaisemmista aineenvaihduntareiteistd ja metaboliittien kulkeutumisesta
saadaan  fluksomiikalla  (flux, virtaus). Fluksomiikka kertoo  dynaamisemmin
aineenvaihdunnasta eli esimerkiksi ravinnon koostumuksen vaikutuksesta fysiologisiin
prosesseihin molekyylitasolla.*® Virtauksiin keskittyvda metabolomiikkaa voidaan tehda
esimerkiksi antamalla kasvatetuille soluille niiden entsyymeihin vaikuttava substraattipulssi.
Substraattipulssin  aiheuttamat pitoisuusmuutokset kvantitoidaan ja niille lasketaan
reaktionopeudet eli tarkkaillaan substraatin kulutusta ja sen aiheuttamaa muiden metaboliittien
tuottoa eli reaktiokinetiikkaa. Koska yksittdisid metaboliitteja syntyy useiden reaktioreittien
tuotteina ja metaboliitit paatyvat myos lahtdaineina eri aineenvaihduntareitteihin, on
reaktionopeuksien laskeminen tietylle yksittaiselle reitille haastavaa. Kokeilla, joissa
organismin tai solun kéytettdvissa olevia metaboliitteja rajoitetaan, saadaan tietoa myos solun
toimintaa inhiboivista tai rajoittavista aineista. Esimerkiksi R. Takors et. al tutkimuksessa
tarkkailtiin E. coli —bakteerin metaboliassa tapahtuvia muutoksia ensin rajoittamalla bakteerin
glukoosin saantia ja sitten antamalla sille glukoosipulssi. Toinen koe tehtiin ensin rajoittamalla
glyserolin saantia ja sitten antamalla glyserolipulssi. Kokeissa huomattiin kirjallisuuden
perusteoksista 16ytyvad tietoa tukevia konsentraation muutoksia, mutta myos vield

tuntemattomia ilmioita.3!

Metaboliittien kokonaisuus esimerkiksi ihmiskehossa, sen soluissa, nesteissa ja kudoksissa, on
hyvin laaja. Metaboliitit ovat kemiallisilta ominaisuuksiltaan hyvin erilaisia, eiké talla hetkella
uskota loytyvdn yhtd menetelm&d, jolla pystyttaisiin  tekemé&én kokonaisvaltainen
metaboliittinen analyysi biologisesta naytteestd. Kokonaisvaltainen analyysi ei todennakdisesti
tuota aineenvaihdunnasta jarkevésti tulkittavaa informaatiota, eikd ndin palvele mitdan
tarkoitusta tai pysty vastaamaan hypoteesin kysymyksiin. Useita tekniikoita yhdisteleméll

saadaan kuitenkin tdydennetty vajavaista informaatiota.’

Metaboliittianalyysi ~ valitaan  siis  tutkimusmenetelmaksi, kun  halutaan tietoa

aineenvaihduntareittien sdatelystd, ladkkeiden vaikutuksista, mutta toisaalta myds
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geenitekijoiden vaikutuksesta fenotyyppiin. Metabolomiikan tarjoama informaatio on
kohdennetun metabolomiikan tapauksessa kvantitoivaa ja laboratorioiden vélilla helpommin
vertailtavaa, mutta tavallisemmin informaatiota saadaan kontrollindytteen ja arsykkeen tai
muun altistuksen saaneen naytteen valisistd muutoksista, silla tavanomaisessa tilassa olevasta
naytteestd ei sellaisenaan saada kiinnostavaa tietoa. Vaste voi syntyd ymparistotekijoiden
vaikutuksesta, mutaatioista, huumeista tai l&&keaineista, myrkyistd, ravinnosta, syOvésta,
diabeteksesta, muusta sairaudesta, vanhenemisesta tai kasvusta. Signaalien muutoksia
vertailemalla ja kvantitoimalla metaboliittien pitoisuuksia ymmérretdan sairauksien syntya ja
solujen reaktioiden séatelymekanismeja, mutta mahdollisia sovelluskohteita on varmasti viela

selvittamatta.®

Kysymyksenasettelu ja valittu analysointitekniikka vaikuttavat ennen analysointia tapahtuvaan
naytteenkasittelyyn. Kaytetty tekniikka ja informaation muoto ja méaard taas vaikuttavat
informaation kasittelyssa kaytettyihin laskennallisiin tekniikoihin. Kun informaatio on
helpommin tulkittavassa muodossa, palataan biologisten kysymysten ddreen ja mahdollisesti

palataan viel4 muokkaamaan tutkimussuunnitelmaa ja koko tutkimusta.°

3.2. Koejarjestely ja biologisen naytteen esikasittely
Riippumatta metaboliittianalyysin tavoitteesta ja kaytettdvastd analyysimenetelmasta,
naytteenkasittely on otettava huomioon jokaisessa analyysiin johtavassa vaiheessa,
analyysitekniikka ja tutkimuksen tarkoitus huomioiden. Yksikaan analyysiin liittyva vaihe ei
ole yhdentekevd ja naytteenkasittely onkin tydnkulussa eniten virhettd tuottava vaihe.?
Metaboliittien pitoisuuksissa tapahtuu muutoksia niin eldvassa organismissa kuin myos
eristetyssd naytteessd, joten todellisuutta vastaavien tulosten saamiseksi olosuhteet on
séadettdva ja mahdollisuuksien mukaan pidettdva huipussaan koko tyonkulun ajan. Tama
tarkoittaa tarkkaa tutkimusasetelman noudattamista ennen naytteenottoa, ndytteenoton
optimointia lampdtilan, pH:n ja nopeuden suhteen ja nédiden olosuhteiden mahdollisimman
hyvaa yllapitoa kaiken naytteenkasittelyn ja mielellaan myos analyysin ajan.”? Kuvassa 5 on
esitetty metaboliittianalyysin vaiheet kysymyksenasettelusta ndytteenkasittelyyn, analyysiin ja
informaation kaésittelyyn. Oikeiden kysymysten asettamisen ja analyysistrategian jalkeen,
tarkein vaihe on néytteenkasittely ja sen kaikki vaiheet. Néaytteen esikésittelyyn kuuluu
aineenvaihdunnan pyséyttdmisen jalkeen makromolekyylien poistaminen, erilaisia uuttoja tai
muuten metaboliitteja edelleen erottelevia tekniikoita ja useissa tapauksissa johdannaisten

valmistamista ja naytteen vakevoimista eli konsentroimista.?®
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KOKEEN NAYTTEEN- NAYTTEEN DATAN DATA- BIOLOGINEN

KYSYMYS  JSUUNNITTELU/ ~ OTTO  /ESIKASITTELY/ KERAAMINEN/ ~ ANALYYSI /  TULKINTA

HUOMIOITAVA:
- Kohdennettu vai kohdentamaton
- Naytteen tyyppi
- Analyyttinen tekniikka
- Kvantitatiivinen nakoékulma

- KIINTEAFAASI-

METABOLIAN PROTEIINIEN uuTTO JOHDANNAISET

A A - LIUOTINUUTTO
PYSAYTTAMINEN POISTAMINEN - SAHKOON PERUSTUVA JA KONSENTROIMINEN

EROTUS

Kuva 5. Metaboliittianalyysin tydénkulun periaate.?®

Aineenvaihdunnan tutkimusta voidaan tehdd ihmisistd, jyrsijoistd ja muista nisakkaista,
bakteereista ja kasveista — organismeista, joilla on aineenvaihduntaa. N&ytteenkaésittely
poikkeaa eri tapausten valilla suuresti ja esimerkiksi kasvikunnan lajeissa on paljon eri
solutyyppejd, joiden hajottaminen analyysid varten on haastavaa.?® Téssd tutkielmassa
keskitytadn nisakkdiden metabolomiikkaan, sen tarjoamaan informaatioon ja ongelmakohtiin.
Tutkimusasetelmasta riippuen, aineenvaihdunnan tutkimusta tehdaén usein jyrsijoilla, jolloin
tulokset voidaan yleistaa lajirajojen yli ja koskemaan myos ihmisia. Esimerkiksi Donato et. al'®
tutkimuksessa, koe-eldimet jaettiin kahteen ryhmaan, joilla oli erilainen ruokavalio L-leusiinin
suhteen ja tarkoituksena oli tutkia ruokavalion vaikutusta kehonkoostumukseen. Kivel4 et. al®
tutkimuksessa taas vertailtiin tutkimusta varten jalostettujen korkean juoksukyvyn (HCR, high
capacity runners) ja matalan juoksukyvyn (LCR, low capacity runners) rottia ja ndiden eroja
metabolisen terveyden suhteen. Metabolomiikka on siis yleensé vertailevaa tutkimusta, jossa
koe-eldimet tai henkilt saavat esimerkiksi erilaista ruokaa tai ovat joko terveitd tai sairaita.
Koejérjestelyd on helpompaa s&atdd valvotuissa olosuhteissa koe-eldimillg, kuin valita
vastaaviin kokeisiin ihmisié. Toisaalta ihmisisté otetuilla ndytteilld ja koehenkil6ita kayttamaélla
saadaan toisenlaisiin tapauksiin sopivaa informaatiota, jos tutkitaan esimerkiksi ihmisen ian tai
jonkin la&kkeen vaikutusta aineenvaihdunnassa. Toisaalta juuri esimerkiksi iké tai sukupuoli
saattaa tuoda ei-toivotun muuttujan tutkimukseen, mika vaikeuttaa paitelmien tekemista.’

Vaihtoehtona solujen erottelemiselle on solulinjan kasvattaminen.°
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Metaboliittien analyysid voi tehdd monenlaisista ndytteistd. Nisdkkdiden tapauksessa
tavallisimpia ovat veri-, seerumi-, plasma-, urea- tai erilaiset solundytteet, joiden
naytteenkasittely ja niihin liittyvat hypoteesit poikkeavat toisistaan. Kaikessa nédytteenotossa
kriittisinta on metabolian pikainen pysdyttdminen, mika tehdaan usein nestemaisella typelld,
suoloja siséltavalla - 40 -(- 50) °C metanoliliuoksella tai happokasittelylla. Menetelmien tehosta
on eriavia mielipiteita, mutta aineenvaihdunta on pysaytettava alle sekunnissa.3* Kasittely
pysayttad mahdollisen entsyymitoiminnan ja sen tarkoituksena on pitdd metaboliittien
konsentraatiot juuri sellaisina kuin ne naytteenottohetkella ovat, silld metaboliitit alkavat
nopeasti muuttua pysyvammiksi matalan energian metaboliiteiksi, mik& véaristaa tuloksia.
Néytteenoton ja aineenvaihdunnan pysayttamisen jalkeen ndytettd saatetaan sdilyttad ennen
muuta kasittelyd. Myods tassa vaiheessa tulee olla yhdenmukainen ja sailyttdd naytteita
keskendadn samanlaisissa olosuhteissa, jotta tulokset ovat vertailukelpoisia. Ihanteellista olisi
my0s tehdd analyysi mahdollisimman pian ja yhtd pitkdn ajan jalkeen ndytteenotosta ja
metabolian pysayttamisesta.”’

Ihmisen terveydentilan tutkimusta tehdddn monissa tapauksissa verestd. Verindyte annetaan
usein paastoamisen jélkeen, jotta ruokavalion ja verensokerin maarén vaikutusta voidaan
vahent&a tutkimuksissa. N&ytteenoton jalkeen veri alkaa hyytya ja td4han kuluva aika vaikuttaa
metaboliittiprofiiliin. Hyytymisen nopeuteen ja lampétilaan vaikuttamalla tulokset muuttuvat,
mikda on huomioitava tulosten tarkastelussa. Veri keratdan ndyteputkiin, joista voi irrota
yhdisteita verinaytteeseen, mika jalleen hankaloittaa metaboliittipitoisuuksien madaritysta ja
metaboliittien havaitsemista. Veren plasman tutkimuksessa pitéisi huomioida siihen lisattavan
hyytymisenestoaineen vaikutus, ja kuten muidenkin néytteiden tapauksissa, myos
séilytysolosuhteet ja -aika. Verindytteen tapauksessa jaadytys tehddan jopa -80 °C-asteeseen,
jolloin aineenvaihdunta pysahtyy ja tasapainotilat jaavat ennalleen. Tutkimuksissa on onneksi
huomattu, ettei jaadyttamisella ja uudelleen sulattamisella ole suurta vaikutusta
metaboliittipitoisuuksiin. Muutoksia kuitenkin tapahtuu, jolloin luotettavuus heikkenee eli

jaadytyksen toistaminen kannattaa pitdd minimissa.*

Néaytteenoton jalkeen, ké&sittely aloitetaan analyysia hairitsevien tausta-aineiden erottamisella,

mika tehdadn sek& kohdentamattoman ettd kohdennetun metabolomiikan tapauksissa. Samassa

vaiheessa tehd&d&n myos naytteen mahdollinen vékevoiminen jos tutkittavien metaboliittien

pitoisuudet ovat hyvin alhaisia. Metabolomiikassa héiritsevina tausta-aineina pidetéén l&hinna

suoloja, proteiineja ja peptidejd. Tassé vaiheessa voidaan eristdd myos tutkimuksen kannalta

epdolennaiset metaboliittien luokat. Naytteenkasittely kohdentamattomassa ja kohdennetussa
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metabolomiikassa on tavoitteiltaan melko erilaista, vaikka molemmissa vaaditaan omanlaista
tarkkuutta: Kohdentamattomassa  metabolomiikassa  naytteenkasittelyd  tehdaan
mahdollisimman véhan, jotta analysoitavaa materiaalia on mahdollisimman paljon ja
ominaisuuksiltaan erilaisia metaboliitteja kattavasti. Samalla pyritddn tekemaan kasittely
helposti toistettavalla tavalla.?’” Kohdennettua metaboliittianalyysia varten tehd4dan enemman
naytteenkasittelyn optimointia, koska analyysin kohteena on rajattu metaboliittien joukko, joilla
on tietyt ominaisuudet. Myds kéytettdva analyysitekniikka asettaa naytteenkasittelylle

vaatimuksia, silla kaikki tekniikat eivat havaitse analyytteja yhta herkasti.?®

Né&ytteenkasittelyn ~ etenemiseen  vaikuttaa  tietenkin  itse  biologinen  ndyte.
Tavoitekonsentraatioiden madrittamista varten taytyy huomioida ndytteen maérd, jonka on
oltava riittdvan suuri, kun pyritddn havaitsemaan tai kvantitoimaan hyvin pienia
konsentraatioita, jotka voivat olla pikomoolien luokkaa. Plasman lipidien maaritykseen riittda
10-30 pl néytettd, mutta sen D-vitamiiniaineenvaihduntaan liittyvien metaboliittien
pitoisuuksia varten plasmaa tarvitaan jopa 250 pl.?” Vaikka ensimmaisend on aina tarkoitus
eristad naytteestd proteiinit, tehdadn se eri tavalla kun kyseessa on urea- tai solunéyte, silla
niiden proteiinikoostumukset ovat erilaiset. Solundytteissdé on ureaan verrattuna paljon
enemman proteiineja, jotka on eristettava ja pestava huolellisesti pois. Urea vaatii vdhemman
kasittelyd. Lisdksi kudosndyte vaatii ennen metaboliittien eristdmistd homogenisointia eli
kaytannossa esimerkiksi jaatyneen lihaskudoksen hienontamista morttelilla. Tavallisin
proteiinien eristamistekniikka on joka tapauksessa niiden saostaminen johonkin orgaaniseen
liuottimeen, joista metanoli, etanoli tai ndiden seos auttaa sailyttdmé&éan metaboliitit kattavasti,
vaikka asetonitriili ja asetoni saostavatkin proteiinit tehokkaammin. Saostuneet proteiinit

poistetaan sentrifugoimalla tai kayttamalla membraanisuodatinta.?”28

Proteiinien saostamisen jalkeen naytteenkésittely muuttuu spesifimmaksi, silla seuraavat
naytteenkasittelyn vaiheet rajaavat metaboliittien joukkoa pienemmaksi. Tavallisimmat
erotusmenetelmat ovat kiintedfaasiuutto, nestefaasiuutto ja séhkdd hyodyntévat erotustekniikat.
Nestefaasi- tai neste-neste-uutossa metaboliitit uutetaan 4 °C orgaaniseen ja vesifaasiin, joista
yhdisteet analysoidaan erikseen.3* Téssa padasiallisesti lipidit uutetaan orgaaniseen faasiin, joka
voi olla dikloorimetaania, metyyli-tert-butyylieetterida tai kloroformia. Lipidit ja muut
metaboliitit p&adytdan siis tavallisesti erottamaan esikasittelymenetelmien hyddyntamien
poolisuuserojen takia ja metabolomiikassa on oma alalajinsa lipidien tutkimukselle eli
lipidomiikalle. Kohdentamattomassa metabolomiikassa tdman erotuksen jélkeen voidaan jo
valmistaa mahdolliset johdannaiset ja tehd& néytteen konsentroiminen nestetta haihduttamalla,
19



nayte uudelleen liuottamalla ja siirtyd analysoimaan naytetta.3* Kohdennetussa
metabolomiikassa yksi erotusvaihe ei riitd, silla vesifaasiin jad jonkin verran orgaaniseen
faasiin liukoisia yhdisteitd. Siksi neste-nesteuuttoja tehdd&dn useammalla kuin yhdella
orgaanisella liuottimella, jotta erilaiset orgaaniset yhdisteet saadaan puhdistettua vesifaasista

pois. Uuton yhteydessa nayte sentrifugoidaan, jotta faasit saadaan erilleen.?”28

Kiintedfaasiuutossa hyoddynnetddn imukykyisid yhdisteitd, joiden avulla saavutetaan
selektiivisempi erotus kuin neste-nesteuutossa, joten tdma erotusmenetelma sopii paremmin
kohdennetun metabolomiikan néytteiden kasittelyyn. Imukykyiset sorbentit ovat tuttuja LC-
kolonnien materiaaleista: ne voivat olla k&&nteisfaasimateriaaleja ja siséltdd fenyylejd,
ionivaihtomateriaaleja, joilla on aminoryhmia tai jopa HILIC-materiaaleja. Neste-
nestefaasiuuton automointi on toistaiseksi hankalaa, mutta kiintedfaasiuutossa automointia on
kaytossd paljon enemman, joten néytteiden epastabiilien yhdisteiden ja prosessin
nopeuttamisen kannalta neste-nestefaasiuuton kayttoéa pyritddn minimoimaan. Erottamisen
arviointia tehdaan proteiinien erotustenokkuuden, erotettujen metaboliittien kattavuuden ja

erotuksen tarkkuuden perusteella.?®

Vaikka metaboliittianalyysissa on useita vaiheita ennen biologisen informaation tulkitsemista,
vaikuttaa naytteenkasittely tuloksiin eniten. Téarkeintd kaikessa n&ytteenkasittelyssa on
yhdenmukaisuus, tasalaatuisuus ja nopeus. Kohdennettussa metabolomiikassa kasittelyn
optimointi on tarkedmpéaa etenkin jos tutkittavien metaboliittien pitoisuudet ovat hyvin alhaisia.

Kohdentamattomassa metabolomiikassa korostuvat nopeus ja tehokkuus.

3.3. Ravitsemusmetabolomiikka
Ravitsemusmetabolomiikka tuo tukevaa informaatiota esimerkiksi ruokavalion vaikutuksista
metaboliseen terveyteen. Viime vuosien muotidieetit alkavat usein yksilon hyvan subjektiivisen
kokemuksen perusteella saada kannattajia, vaikka tieteellinen ndyttdé on hyvin vajavaista.
Todellisia eroja aineenvaihdunnassa kartoitetaan mittaamalla ja vertailemalla faktoja, kuten
terveyden indikaattorina tunnettua verenpainetta, kehonpainoa tai yksityiskohtaisemmin
yksittaisia metaboliitteja.%

Ravitsemuksellisesti on kiinnostavaa tutkia muun muassa elintdrkeiksi tai valttdmattomiksi
kutsuttujen ravintoaineiden saannin vaikutuksia. Metabolomiikka osoittaa, miksi namé
ravintoaineet todella ovat valttdamattémié eli mihin aineenvaihduntareaktioihin ne osallistuvat
tai mitd reittejd ne rajoittavat. Haastavaa ravitsemuksellisesta metaboliittitutkimuksesta tekee

ravintoaineiden vaikuttaminen ja pilkkoutuminen wuseassa kohteessa ja erilaisilla
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mekanismeilla, mik& on tavallista metaboliittien kulkeutumisessa. Niiden tutkimus ei onnistu
farmakologisia menetelmid muistuttavilla tekniikoilla, joissa ajatellaan yhdisteen paatyvan
johonkin kohteeseen ja vuorovaikuttavan vain sielld, muuttuen yhdeksi lopputuotteeksi.
Yksittaisilla ravintoaineilla ei ole mydskaan laékeaineille tyypillisid voimakkaita ja nopeita
vaikutuksia, silla ravintoaineen puute havaitaan ehka vasta kuukausien kuluttua. Keho on
monimutkainen kokonaisuus ja metabolia koostuu lukuisista pienemmisté toistensa kanssa
vuorovaikuttavista kokonaisuuksista. Hetkellinen vitamiinin puutos ei nosta kuolleisuuden

todennakoisyytti ja keho osaa myos reagoida ravitsemuksen muutoksiin,®

Toisaalta metabolomiikka voisi tarjota myos selkedmp&dd ravintoaineiden vaikutusten
karakterisointia, varsinkin jos tarjolla on kattavasti metaboliitteja mittaava menetelma, josta
kay ilmi milla kaikilla tavoilla ja reiteill& ravintoaine vaikuttaa. Ravitsemuksen metaboliittien
tutkimus on siis tavallisesti joko puutostilan tai lisdravintoaineiden saannin vaikutusten
kartoittamista. My6s samankaltaisten ruokien kuten kokojyvévehndjauhojen ja kasitellympien
valkoisten  vehndjauhojen  kdaytdn  vaikutusta  yksilossdé  voidaan tarkkailla.
Metaboliittipitoisuuksiin ja suhteisiin voidaan mahdollisesti liittda ik&an, sukupuoleen tai
fysiologiseen tilaan liittyvia tekijoitd, jotka voitaisiin analyysissa tunnistaa ja siten arvioida

muita ravitsemukselliseen tilaan liittyvia vaikutuksia paremmin.*°

Ravitsemuksen vaikutuksien tutkiminen ei ole yksinkertaista. Esimerkiksi jauhojen
vaihtamisen vaikutuksien analysoimisesta tekee vaikeaa muu ruokavalio, jonka muutoksia
kokeen aikana tietenkin pyritddn minimoimaan. Metaboliaan voi vaikuttaa paivéan aikana moni
muukin tekija kuin pelkk&d ruokavalio. Lopulta eristettyyn ndytteeseen ja sen
metaboliittipitoisuuksiin vaikuttavat viela ndytteen kasittelyn vaiheet ja lopulta myos laitteisto
ja senhetkiset mittausolosuhteet. Raa’an informaation saaminen metaboliittimittauksesta vaatii
siis ravitsemusmetabolomiikassakin monen tekijan huomioon ottamista. Saatavalla
pitoisuustietoudella voidaan ymmartad miksi tiettyja metaboliitteja on kehossa juuri olemassa
oleva maara. Se kertoo paitsi metaboliittien tarpeesta eri puolella kehoa, myds kehon nesteiden
kuten veren, seerumin ja urean vuorovaikutuksesta elimien kanssa eli avartaa tietdmysta

ihmiskehosta kokonaisuutena.2°

4 Massaspektrometria

Kattavan metaboliittianalyysin toteuttaminen tarjolla olevilla analyyttisilla menetelmill&d on

haastavaa, mutta massaspektrometria on noussut siind kaytetyimmaksi tyokaluksi.’
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Massaspektrometrian herkkyys ja nopeus tekevét siitd ylivoimaisen tutkimusmenetelman
metabolomiikassa, minka liséksi sitd on jo pitkd&dn hyoddynnetty esimerkiksi biokemiassa ja
lasketieteessa.3%4%  Massaspektrometriaa ~ kéytetddn  sekd  kohdennetussa  ettd
kohdentamattomassa metabolomiikassa: kohdentamattomassa metabolomiikassa ei ole
valttamatta edes tarkoituksena tunnistaa naytteen metaboliitteja eli tutkimus nojaa vahvasti
naytteiden vélisten erojen tunnistamiseen myds massaspektrometrisen informaation
lukemisessa. Kohdennetussa metabolomiikassa massaspektrometrista informaatiota tutkitaan

tarkemmin, yksittéisia signaaleja etsien.’

Massaspektrometria on pédasiassa yhdisteiden kvalitatiiviseen analyysiin eli tunnistamiseen
tarkoitettu menetelmd, mutta sitd voidaan hyodyntdd myos kvantitatiivisessa analyysissa.
Massaspektrometrin toiminta perustuu atomin tai yhdisteen ionisoimiseen ja sen jalkeiseen
erotteluun massa/varaussuhteen (m/z) perusteella. Analyytti voidaan ionisoida termisesti,
sédhkokenttid hyodyntamalla tai siirtamélld naytteeseen energiaa elektronien, ionien tai fotonien
muodossa. lonisoitunut analyytti voi olla tdmén jalkeen yksittdinen ionisoitunut atomi,
molekyyli, kompleksi, Klusteri tai analyytin pilkkoutumistuote. Tunnistaminen tapahtuu
vertaamalla tuloksena saadun spektrin piikkien m/z-arvoja laskettuihin teoreettisiin arvoihin tai
vertailemalla spektrid valmiiseen spektrikirjastoon. Varmuutta tunnistamiseen saadaan
tarkkailemalla molekyyli-ionista tai muusta kokonaisesta varatusta molekyylistd muodostuvia
pilkeioneita ja isotooppipatteria. Muodostuvat ionit ja pilkeioneiden runsaus riippuvat
kaytetysta ionisointimenetelmésta. Spektrin piikkien intensiteetit kertovat muodostuneiden
ionien runsaudesta, mutta ne eivét korreloi suoraan pitoisuuksiin, sill& ionisoitumistehokkuus

on kullekin analyytille tyypillinen ominaisuus.33%

Massaspektrometriaa  hyddynnetddn  metabolomiikassa  yhdisteiden  tunnistamisessa
nimenomaan sen ylivoimaisen herkkyyden, tarkkuuden ja resoluution takia. Koska
metaboliiteilla voi olla sama nominaalinen massa ja myds niiden rakenteet voivat olla lahes
identtiset, vaaditaan niitd tunnistavalta menetelmé&ltd paljon. Hyvin samanpainoisten
metaboliittien tunnistaminen varmistetaan pilkeioneita tarkkailemalla, mutta viimeistaan
tapauksissa, joissa pilkkoutumistuotteiden tarkkailukaan ei auta erottamaan analyytteja

toisistaan, on massaspektrometriin yhdistettava jokin kromatografinen menetelma.?’

Kuvassa 6 on esitetty kaaviokuva massaspektrometristd, jossa on kytketty sarjaan kaksi massa-
analysaattoria, mik& mahdollistaa tandem-massaspektrometriset eli MS/MS-kokeet. Eri

ionisointitekniikat tuottavat hieman erilaisen tuloksen, mikd& nakyy massaspektrissé ionien
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suhteellisissa runsauksissa, mutta myds muodostuneiden ionien m/z-arvoissa. lonisoinnin
jalkeen  yksittaiset ionit  kulkevat  massa-analysaattorille, jolla ne erottuvat
massa/varaussuhteensa perusteella. Lopulta erotellut ionit paatyvét detektorille, jolta signaalit

saadaan graafisesti nakyviin tietokoneella. >3

ionildhde detektori

e

m/z

i spektri
P — kvadrupoli P
nayte

TOF-massa-analysaattori

Kuva 6. MS-laitteisto, jossa kaksi massa-analysaattoria.

Vaikka massaspektrometria onkin kvalitatiivinen menetelma, jolla yhdisteiden rakenteita
voidaan selvittdd, analyysid helpottaa ja nopeuttaa ndytemolekyylien ominaisuuksien
tunteminen entuudestaan. Useimmiten MS:lla analysoidaan yhden tai muutaman yhdisteen
seosta, joiden molekyylipainojen perusteella valitaan analyysissa kaytettdva massa-alue.
Tulosten varmistamiseksi massa-alueen on ulotuttava myos tarpeeksi matalille m/z-arvoille,
jotta kaikki mahdolliset pilkeionit ja useasti varatut ionit voidaan havaita. Mitd useammin ioni

on varattu, sitd alemmalla m/z-arvolla se havaitaan.3>?

Jos havaitun ionin molekyylikaavalle on useita vaihtoehtoja, tehddan kokeelliselle m/z-arvolle
massatarkkuuden vertailu teoriassa mahdollisten ionien m/z-arvojen kanssa. Teoreettisia ja
kokeellisia arvoja vertailemalla ionin alkuainekoostumus voidaan varmistaa. Massatarkkuudet
lasketaan monoisotooppisia massoja kayttden. Tapauksissa, joissa néytteen analyyttien
teoreettiset m/z-arvot ovat hyvin lahelld toisiaan, on tarkedd suorittaa mittausta edeltava

kalibrointi mahdollisimman hyvin, 352360

Massaspektrometrian etuja ovat menetelmdn nopeus ja hyvin pieni analyytin kulutus.
lonisointimenetelmé&sté riippuen analyysid voi hidastaa useiden parametrien sadtdminen
tutkittavalle analyytille sopivaksi, laitteiston kalibrointi ja analyytin ominaisuuksien
selvittiminen naytteen tekemistd varten.®? Koska yhdisteiden tunnistaminen perustuu
massa/varaussuhteeseen, on analyytilld oltava ionildhteen jélkeen varaus. Jos analyytti ei

ionisoidu, ei sitd myoskddn voi massaspektrometrisesti tunnistaa. Hyvat ennakkotiedot
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helpottavat massaspektrometrisen analyysin tekoa ja niiden avulla analyysisté saadaan varmasti
talteen kaikki informaatiota esimerkiksi riittdvan laajalta massa-alueelta. Lopulta analyytin

pitdisi vield olla analyysia varten riittavan stabiili.3’

Massaspektrometreja  voidaan vertailla herkkyyden, tarkkuuden, transmission ja
erotustehokkuuden eli resoluution perusteella. Herkkyydell& tarkoitetaan kykyé havaita pienié
analyyttipitoisuuksia — ominaisuus, joka on massaspektrometreilla ylivoimainen muihin
analyyttisiin ~ tekniikoihin  verrattuna.  Massaspektrometrien  massa-analysaattoreiden
herkkyyksissa on eroja, mutta herkkyys ei ole ainoa tekija, joka vaikuttaa analysaattorin ja koko
massaspektrometrin  valintaan. Massaspektrometrin tarkkuus tarkoittaa kykya havaita
analysaattorille saapuvia ioneita hyvélla massatarkkuudella eli l&helld teoreettisia m/z-arvoja.
Erotustehokkuus puolestaan kertoo massaspektrometrin kyvysta erotella ionit toisistaan. Huono
erotustehokkuus voi siis vaaristaa tuloksia, vaikka tarkkuus olisikin hyva. Erillisia lahekkain
olevia piikkeja ei havaita, jos massaspektrometri ei pysty erottamaan niitd toisistaan. Toisaalta
usein erotustehokkuuden parantuessa herkkyys laskee. Transmissio taas kertoo detektorille
paatyvien ionien maarésta eli toisaalta massaspektrometrin osiin hukkuvien analyytti-ionien

maarasta, 350360

Massaspektrometri yhdistetddn usein kaasu- tai nestekromatografiin jos nayte sisaltdd useita
erilaisia yhdisteitd, jotka havaitessa tuottavat vaikeaselkoisen spektrin. Itseasiassa
suorasyottomenetelmien kayttd metabolomiikassa on yhdistelmatekniikoiden kayttoa
harvinaisempaa, mutta silldkin saadaan néaytteista informaatiota — tosin suppeammassa
muodossa kuin yhdistelmatekniikoilla.®® Erotusmenetelman avulla massaspektrometrille
saadaan tunnistettavaksi kerrallaan vain yhdenlaisia analyytteja, joille saadaan omat
massaspektrit. Erottelevan menetelmdn yhdistamisessa on otettava huomioon erityisesti
ionilédhteen ja kromatografisen laitteiston yhteensopivuus. Kromatografisia menetelmia voi
myos sellaisenaan kayttaa yhdisteiden tunnistamiseen, mutta massaspektrometrin yhdistaminen

kromatografiaan tuo tunnistamiseen huomattavasti lisda varmuutta.®

4.1. loniléhteet
loniléhteen tehtdva on tuottaa neutraaleista analyyteista varattuja ioneita, jotka kulkeutuvat
analysoitaviksi massa-analysaattorille. lonisointitekniikoita vertaillaan tyypillisesti niiden
kovuuden perusteella. Kovuudella tai pehmeydelld viitataan ionisointitekniikan kéayttdmaan
energiaan, mik& vaikuttaa analyytin pilkkoutumiseen. Pilkkoutuminen on joissakin tapauksissa

arvokasta tietoa, muttei aina tarjoa toivottua informaatiota jos tarkoituksena on nimenomaan
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maarittad yhdisteen tarkka massa varmuudeksi analyytin tunnistamiseen.®®? lonilahteiden
luokittelua tehdddn myos sen perusteella, missd olomuodossa néytteen on oltava ennen
ionisoimista. Elektroni-ionisaatio (EI), kemiallinen ionisaatio (Cl), kenttdionisaatio (FI) ja
kenttaddesorptio (FD) ionisoivat yhdisteitd kaasufaasissa. Normaalissa ilmanpaineessa toimivia
ionil&hteitd taas ovat elektronisumutusionisaatio (ESI) ja normaalissa ilmanpaineessa tapahtuva
kemiallinen ionisaatio (atmospheric chemical ionizaiton, APCI). Myos Kiinteistd ndytteista
voidaan ionisoida analyytteja esimerkisi matriisiavusteisella laser-desorptiolla (matrix-assisted
laser desorption, MALDI). Kaasufaasissa toimivat ionilahteet toimivat vakuumissa, kun muut
ionilahteet eivat sitd vaadi. lonildhteen jalkeen muut massaspektrometrin osat toimivat

vakuumissa,3%a36i

lonilahteen valinta tehddan ndytteen analyyttien ominaisuuksien ja halutun informaation
perusteella. Kovat ja pehmeét ionisointitekniikat voivat tdydentaa toisiaan esimerkiksi jos
analyytti  pilkkoutuu hyvin herké&sti, voidaan se analysoida vielda pehmedammallé
ionisointimenetelméalla. Pelk&n molekyyli-ionin tai protonoituneen ionin eli kokonaisen
analyytti-ionin  m/z-arvon perusteella ei valttdmatta voi todentaa esimerkiksi oikean
synteesituotteen olemassaoloa, mutta oikeat pilkeionit voivat varmistaa kyseessa olevan oikea

isomeeri.3?

Riippumatta kaytetystd ionildhteestd, nédytteen analyyttien on oltava massa-analysaattorille
tullessa kaasufaasissa ja kerran tai useammin varattuina. lonildhteen valintaan vaikuttavat
halutun informaation lisaksi myds naytteen ominaisuudet eli ndytteen olomuoto, poolisuus ja
sen sisdltamien komponenttien mé&ard, mikd voi tarkoittaa kromatografian tarvetta.
Kromatografisista yhdistelmédmenetelmistd yleisimmin kaytetddn GC-MS- ja LC-MS-
menetelmid. Nayte saapuu siis ionilahteelle GC:n tapauksessa kaasumaisena ja LC:lta
nestemaisend, mika on otettava huomioon ionilédhteen valinnassa: GC:kanssa yhdistetdan ClI-
tai El-ionilahde ja LC:n kanssa ESI, APCI tai APPI riippuen analyyttien poolisuudesta. 36"

4.1.1. Sahkdsumutusionisaatio
Sahkoésumutusionisaatio (electrospray ionization, ESI) on yleisesti kaytetty pehmed
ionisointimenetelmd, joka voidaan yhdistdd esimerkiksi LC-laitteistoon, koska se toimii
normaalissa ilmanpaineessa ja koska ESI ja LC soveltuvat samantyyppisten analyyttien
tutkimukseen. ESI:11a analyyttimolekyylit ionisoituvat noin 2-5 kV jannitteen avulla suoraan
liuoksesta. Hyvin laimeaa, 1-100 pM néayteliuosta,®*" suihkutetaan kapillaarista heikolla

virtauksella ja nebulisaatiokaasun avulla kohti vastinelektrodia, jolta ionit jatkavat kulkuaan
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massa-analysaattorille. lonildhteen sisaisen voimakkaan sahkokentdn ansiosta naytesumusta
muodostuu kapillaarin pad&hén Taylorin kartio, jolta analyytit irtoavat ensin liuosnauhana ja
lopulta muodostuu sumu yksittaisistd varatuista ioneista. Varatuista pisaroista liuotin
haihdutetaan 1dmmon ja kaasun avulla ja jaljelle jaavat analyytti-ionit. Mikali nayteliuoksen
olosuhteet ovat varauksen muodostumiselle oikeanlaiset eli esimerkiksi analyytin eméaksinen
ryhma saa nayteliuoksen vedeltd protonin. Kuvassa 7 on esitetty ESI-ldhteen

toimintaperiaate. 3536139

Taylorin kartio

Massa-
analysaattorille

+ 2.5kV =
virtalahde

N

Kuva 7. ESI:Ila muodostuva Taylorin kartio ja siitd irtoavat varatut pisarat ja lopulta yksittéaiset

analyytti-ionit.*°

Yksi ESI:n eduista on useasti varattujen ionien havaitseminen massaspektrissa. Suuretkin
molekyylit voidaan havaita niiden saadessa useamman varauksen, minkd seurauksena
havaittava m/z-arvo pienenee. Happo- tai emasryhman sisaltavat analyytit ionisoituvat ESI:1ta
tavallisesti protonoituneina tai deprotonoituneina, mutta muuten pooliset yhdisteet
muodostavat tavallisesti voimakkaammin addukteja tavallisimpien kationien ja anionien kanssa
jo nayteliuoksessa. ESI on herkké ionisointimenetelma ja sopii monenlaisten yhdisteiden MS-
analyysiin. Esimerkiksi suurikokoisia proteiineja voidaan analysoida ESI:& hyddyntéen, mutta
toisaalta se sopii my0ds pienikokoisten poolisten molekyylien analysoimiseen. ESI:II4
onnistuvat seka positiivisen ettd negatiivisen polarisaation mittaukset. Taulukossa 1 on esitetty
ESI:11& mahdollisesti muodostuvat ionit, joiden tyyppi riippuu analyytin ominaisuuksista ja
liuotinvalinnasta. Néytteen valmistamisessa on hyva huomioida kaytetty liuotin, sill& liuotin
pitdd haihduttaa ionil&dhteelld. Heikosti haihtuva tai paljon suoloja sisaltava liuotin vaikuttaa

haihtumiseen sitd heikentavésti. Kéytettdvien puskureiden tulisi olla mielellddn helposti
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haihtuvia. Koska ESI:114 tapahtuu melko vé&han pilkeioneiden muodostumista, valitaan siihen
yhdistettdvaksi  massa-analysaattoriksi ~ usein  tandemmassaspektrometriaan  kykeneva
analysaattori. ESI voidaan yhdistdd mihin tahansa massa-analysaattoriin, kunhan valisséa on

pumppusysteemi, jolla luodaan ionilédhteen jalkeen massa-analysaattorin vaatima vakuumi.
35a,36f,g,h,40

Taulukko 1. ESI:11a muodostuvat ionit. Tassa on kaytetty esimerkkiné alkalimetallista Na™:ia,
mutta my0s muut alkalimetallit voivat nakya ESI-MS-spektrissd. Na* tai K* -ionit ovat
tavallisimmat alkalimetallit, jotka havaitaan positiivisella polarisaatiolla ja anionina A

havaitaan usein CI-.3%"

Analyytti Tyyppi Positiiviset ionit Negatiiviset ionit
pooliton protoni, kationi tai anioni [M+H]* [M-H]
[M+Na]* [M+A]
kohtalaisen poolinen | protoni tai alkalimetalli, | [M+H]* [M-H]
tai hyvin poolinen protonin tai muun o0san
vaihto, klusterit, adduktit [M+Na]* [M+A]
['\/l'Hr'|+Nan+jl_]+ [M‘Hn‘l'Nan-]_]-
[2M+H]*
[2M-H]
[2M+Na]*
[M+liuotin-H]
[M+liuotin+H]*,
[M+liuotin+Na]*
ioninen ionit ja ionien yhdistelméat | kationi* anioni-
[anioni,+kationin.1]
[kationi,+anionin-1]*

4.1.2. Elektroni-ionisaatio
Elektroni-ionisaatiossa (El) kaasumaiset molekyylit saavat varauksen elektronivirrasta, kuten
kuvasta 8 ndhdaan. Nayte saapuu ionildhteelle kaasumaisena, miké vaatii joko naytteensy6tossa
kaasumaiseksi muodostavaa injektoria tai yhdistamistd kaasukromatografiin. El:n siséll,
vakuumissa, tuotetaan elektroneja filamentin avulla. Kaasumaiset analyytit kiihdytetadan
syntyvan elektronivirran lapi. Noin joka sadas analyytti saa elektronien vuorovaikutuksessa
varauksen (kaavio 1), ja ndma varautuneet molekyyli-ionit M** ja ioniset pilkkoutumistuotteet
erotellaan ja Kkiihdytetddn kohti massa-analysaattoria. El:td pidetddn herkkéana

ionistointitekniikkana.3%¢
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Elektronit

Kiihdyttava Kaasumaisen
jannite naytteen
F— ,I,_ syottd
11 | lonisointitila
g . - Anodi:
T / i elektronien
, sieppaus
Katodinen Elekt /
filamentti .? roni- \/
virta Erotuslinssi
Keskityslinssi
l Kiihdytinlinssi

Analysaattorille

Kuva 8. El:n rakenne.%%?

M+e — M +2¢
Kaavio 1. Elektroni-ionisaatiossa tapahtuva paaasiallinen reaktio.**

El:n injektorin on siirrettdvd ndyte normaalista ilmanpaineesta vakuumiin ja saatava nayte
kaasumaiseksi kiintedstd tai nestemaisestd naytteesta. Standardiolosuhteissa kaytetdan 150 —
250 °C:n lampétilaa, mutta myos korkeampien lampaétilojen kayttd on mahdollista. EI voidaan
yhdistdd myo6s nestekromatografiin jos analyytit sopivat vain EI:Il4 analysoitaviksi ja
analyysisti saadaan tarvittavaa tietoa. 6

El:ll4 ionisoitavien naytteiden taytyy olla termisesti stabiileja. El:td kaytetddn alle 1000 u
kokoisten analyyttien ionisoimiseen. Analyytit eivat saa olla hyvin poolisia eli esimerkiksi
sokereiden tai peptidien ionisoiminen ei onnistu El:ll4 ellei niistd tehdd poolittomampia
johdannaisia. El ei aseta seuraavaksi laitteistossa tulevan massa-analysaattorin valinnalle

rajoituksia.>®

El luokitellaan kovaksi ionisaatiomenetelméksi, silla elektroneilla on paljon energiaa, mika
aiheuttaa ~ molekyyli-ioneiden ~ muodostumisen  lisaksi runsaasti pilkeioneita.
Elektronipommituksessa kaytettavéa energiaa voidaan séédelld, jolloin voidaan huomata eroja
pilkkoutumisessa ja saada esiin enemman pilkeioneita. Laskemalla elektronipommitukseen

kéytettdvdd energiaa ei kuitenkaan pystytd nostamaan molekyyli-ionin absoluuttista
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intensiteettid. Joskus molekyyli-ionia ei havaita ollenkaan vaan paatelmat on tehtavé pelkkien
pilkeioneiden perusteella, eli El ei sovi kaikenlaisten yhdisteiden analysointiin. Elektronivirta
aikaansaa tyypillisesti positiivisesti varattuja radikaalikationeita ja negatiivisesti varattujen
ioneiden muodostuminen on huomattavasti tehottomampaa. El:ll& tehdaan siis positiivisen

polarisaation mittauksia.3>

4.1.3. Kemiallinen ionisaatio ja normaalissa ilmanpaineessa tapahtuva
kemiallinen ionisaatio
Kemiallisessa ionisaatiossa (chemical ionization, ClI) on usein kaytanndssa kaytossa lahes sama
laitteisto kuin El-l&hteess, silla niiden toimintaan vaadittava laitteisto poikkeaa vain Cl:n
vaatimalla kaasun sisaanviennilla ja tiiviydella. CI asettaa ndytteelle samat vaatimukset kuin
El, mutta tuottaa erilaista, tdydentdvaa informaatiota ja siksi MS-analyysit suoritetaan téalla
laitteistolla usein kummallakin ionisaatiotekniikalla tarpeen vaatiessa. Myods Cl voidaan

yhdistaa GC:n kanssa.>*

Toisin kuin El:ssa, Cl:ssa voi tapahtua monenlaisia reaktioita, joiden tuotteena syntyy
esimerkiksi protonoituneita ioneja. lonisointi tapahtuu pienessd kammiossa, jossa on korkea
paine. Kammiossa olevat ionit reagoivat reagenssikaasumolekyylien kanssa, jotka reagoivat
edelleen analyyttimolekyylien kanssa (kaavio 2). Tavallisesti reagenssikaasuna kaytetysta
metaanista muodostuu radikaalikationi, josta tuotetaan sekundé&arisia reagenssi-ioneita ja ndma
ionit reagoivat analyytti-ionien M kanssa. Tavallisimmat reaktiot ovat protoninsiirto,
varauksensiirto, anionin irtoaminen ja adduktin muodostuminen eli sekd positiivisesti etta
negatiivisesti varattuja ioneita pystytaan tuottamaan. CI-MS-spektrissd ndhdéaan tavallisesti
runsaampana kokonaiset molekyyli-ionit ja hieman pilkkoutumista, mutta tdhan voidaan
vaikutta  reagenssikaasulla:  Protoninsiirtoa  kéytettdessa  analyyttimolekyyli  saa
reagenttikaasulta protonin jos sen protoniaffiniteetti on suurempi kuin reagenssikaasun.

Affiniteettieron ollessa suuri, pilkkoutumista nahdaan spektrissa enemmén. 35
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Metaanin reaktio elektronin kanssa CH,+e ——> CH,"+2e

Metaaniradikaalikationi reagoi

o+ > + .
neutraalin metaanin kanssa CH4™ + CH, CHg™ + CH3

Metaaniradikaalikationin pilkkoutuminen CH4'+ —_— CH3+ +H°

CH4.+ —_— CH2-+ + H2

Analyyttimolekyylin M reaktiot M+ CHs* — MH" + CH, (protonaatio)

M+ CHy* —> (M+CH3*)  (adduktin muodostuminen)

Kaavio 2. Kemiallisessa ionisaatiossa reaktiot tapahtuvat reagenssikaasun valityksella. Tassa
esimerkkind metaanin avulla tapahtuvat reaktiot. Varauksensiirtoa tapahtuu esimerkiksi

kéayttamalla jalokaasuja, typped tai hiilimonoksidia.3%

Normaalissa ilmanpaineessa tapahtuva kemiallinen ionisaatio (atmospheric chemical
ionization, APCI) on metabolomiikassa huomattavasti suositumpi ionisointimenetelmé Cl:hin
verrattuna. Se sopii pienikokoisten analyyttien ionisoimiseen ja yhdistetddn tavallisesti LC:n
kanssa, silldi ndyte saapuu APCIl-lahteelle nestemaisena.®*? APCl:ssa tapahtuvat
ionisointireaktiot ovat samanlaisia Cl-lahteelld tapahtuvien reaktioiden kanssa, mutta
havaittavat ionit ovat pdaasiassa kokonaisia ja vain kerran varattuja. loneille on tapahtunut
protonaatio, deprotonaatio tai jokin adduktin muodostuminen. Saatu informaatio on siis
helppolukuista. Naytteen saapuessa APCI-lahteelle siitdi muodostuu sumua, josta liuotin
haihdutetaan kuumentamalla. lonildhteen neulan kérjen koronalla muodostuu reaktiivisia
molekyyleja kaasuna kéytetystd ilmasta. llman ionit reagoivat analyytti-ionien kanssa samaan
tapaan kuin CI:Ild&. Muodostuvat ionit riippuvat valitusta polariteetista eli APCI:II& voi

muodostua joko positiivisesti tai negatiivisesti varattuja ioneja. %24

4.1.4. Muut ionisointimenetelméat metabolomiikassa
ESI, El jajoissain tapauksissa APCI ovat tyypillisimmat metabolomiikassa kaytetyt ionilahteet,
joiden lisdksi  kuvantamisessa  kdytetddn pdadasiassa MALDIl:a ja  desorptio
sdhkdsumutusionisaatiota (desorption electrospray ionization, DESI).343
Laserdesorptiomenetelmiin (LD) kuuluvaa MALDI:a kaytetddn metabolomiikan tapauksessa
sen monipuolisuuden ja hyvan saatavuuden takia. MALDI:ssa nayte liuotetaan ennen
ionisointia ndytematriisiin, ja ndyteliuos haihdutetaan, jotta analyysid varten saadaan Kkiinteé
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nayte. Naytteen analyytit on nyt ympardity matriisin pienilla orgaanisilla yhdisteillg, jotka
absorvoivat voimakkaasti laserin aallonpituutta. lonisoinnissa ndytteen pinta altistetaan
voimakkaille laserpulsseille. Matriisimolekyylit virittyvét, sublimoituvat ja naytteen analyytit
ssiirtyvat kaasufaasiin energian siirtyessa matriisimolekyyleiltd. lonisoitumismekanismia ei
vield tarkkaan tunneta. MALDI on hyvin herkk& menetelm& ja se sopii hyvin suurten
biologisten molekyylien ja polymeerien ionisointiin. Koska MALDI ei tuota pilkeioneita, voi
sitd kayttdd suuren massa-alueen ansiosta myds useita analyyttejad siséltavien seosten
tutkimuksessa. Informaatiota saadaan myds usein varatuista ioneista ja analyysit voidaan tehda

seka positiivisella etta negatiivisella polarisaatiolla.3>

4.2. Massa-analysaattorit

Kun ndytteen analyytit on ionisoitu ja ne ovat kaasumaisessa muodossa, erilaiset ionit erotellaan
toisistaan massa-varaussuhteensa perusteella massa-analysaattorilla. Analysaattoreiden
erotuskyky voi perustua kineettiseen energiaan, momenttiin, ionien nopeuteen tai lentorataan
mutta hyvin usein erottelu tapahtuu resonanssitaajuuden perusteella. Analysaattoreita voidaan
vertailla pulssituksen tyypin, kdytetyn energian mééran ja ionisateen tai ioniloukun kayton
perusteella. Kuten ionildhteiden tapauksessa, ei mydskaan massa-analysaattoreissa ole yhta
universaalia kaikenlaisille yhdisteille sopivaa analysaattoria vaan valinta tehddan
kayttotarkoituksen mukaan tapauskohtaisesti.**

Metabolomiikassa yleisesti kaytetttyja massa-analysaattoreita ovat (kolmois)kvadrupolimassa-
analysaattori®®#4, orbitrap®*, lentoaikamassa-analysaattorit ~(time-of-flight, TOF) tai
esimerkiksi kvadrupolin ja TOF:n tai kvadrupolin ja orbitrapin yhdistelmat.® Massa-
analysaattoreita vertaillaan tyypillisesti massa-alueen, resoluution, massatarkkuuden, ioneiden
erottelun  tyypin  ja  tandem-massaspektrometrian  ominaisuuksien  perusteella.
Massaspektrometrin  tehokkuudesta kertovat tehtavésykli, transmissio ja detektorin

tehokkuus.3?

Tehtavésykliksi kutsutaan aikaa, jona tietyt m/z-arvon ionit tuotetaan ja tehokkaasti
analysoidaan. Se ilmaistaan joko suhteena tai prosenttina ja kertoo havaittavien ionien osuuden
ionilahteeltd kiihdytettdvista ioneista. Tehtévasykli kertoo toisaalta enemman myods koko
massaspektrometrista kuin pelk&std massa-analysaattorista. Toisaalta tehtdvasykli on myos
mittaukselle ja sille séddetyille parametreille ominainen, ja nd&mé& ominaisuudet liittyvat massa-
analysaattoriin. Massatarkkuus taas kertoo teoreettisen ja mitatun m/z-arvon erotuksesta, eli

m/z-arvojen totuudenmukaisuudesta, ja on yhteydesséd massaspektrometrin resoluutioon: Hyva
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resoluutio tarkoittaa usein myds hyvéa massatarkkuutta ja mitd suurempi resoluutio on, sita
ldhemmas tarkkaa massaa péastaan. llman tarkkaa massaa ei voida maarittdd yhdisteen
alkuainekoostumusta.  Toisaalta resoluutio tarkoittaa myds erotustehokkuutta eli

massaspektrometrin kykyé erottaa hyvin samanpainoiset yhdisteet toisistaan. 3>

Kvadrupolimassa-analysaattorit koostuvat tangoista, joissa kulkee oskilloiva sahkokentta.
Kentan pulssi erottelee ionit m/z-arvojen ja sitd myota niiden erilaisten lentoratojen perusteella.
Kvadrupoleja kaytetaan metabolomiikassa usein kolmoiskvadrupoleina.?’*® Kytkemalla kolme
kvadrupolia sarjaan kolmoiskvadrupoliksi (QqQ), voidaan tehda tandem-massasepktrometrisia
eli MS/MS-kokeita. Talloin ensimmaisessa kvadrupolissa eristetdén kiinnostava ioni, toisessa
sille tehddan tormaysaktivointi matalalla energialla ja kolmannessa massa-analyysi. lonin
eristdminen tehdaan ensimmaisen kvadrupolin sahkokenttad saatamalld, jolloin muut kuin
kiinnostuksen kohteena olevat ionit eivdat paase ensimmadisesta kvadrupolista lapi.
Kolmoiskvadrupolien etuna on laitteiston kompakti koko ja herkkyys, mutta menetelmén
kehitysta haittaa tyolays: jokaiselle analyytille on etsittavé ja ohjelmoitava pilkeionit, mika
rajoittaa analysoitavien metaboliittien maarad. Toisin kuin muut tdssa kasitellyt massa-
analysaattorit, kvadrupolit analysoivat ioneita jatkuvasti, kun muut analysaattorit erottelevat

ionit pulsseina.®%®

Orbitrap, FTICR ja TOF ovat korkean resoluution massa-analysaattoreita, joten niitd voidaan
kéyttad tunnistamaan yhdisteitd, joilla on ldhes identtiset massat.> Orbitrap on
ioniloukkutyyppinen massa-analysaattori, ja myds sen toiminta perustuu oskilloivaan
séhkokenttdan.  loniloukuissa  kiinnostavien ionien erottaminen perustuu loukusta
vapauttamiseen, mutta orbitrapin tapauksessa m/z-arvot saadaan ionien taajuuksista.*’
Orbitrapin rakenne muistuttaa kehréad, joka rakentuu kahdesta sisakkaisesta elektrodista ja eri
painoiset ionit erottuvat sisempéda kehréa oskilloimalla (kuva 9). lonien liike Orbitrapissa
saadaan aikaan pienella kehraelektrodilla tasavirralla. lonien saama taajuus tuottaa virran, joka

voidaan mitata ja muuntaa spektriksi Fourier-muunnoksella.>
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Kuva 9. Orbitrap-analysaattorin rakenne muistuttaa kehrad.

Myos FTICR:4&  (Fourier-transformation  ion  cyclotron  resonance,  Fourier-
muunnosionisyklotroniresonanssi) kéaytetddn metabolomiikassa sen korkean suorituskyvyn ja
resoluution takia. FTICR pystyy siis erottelemaan yhdesta ndytteestd yhdelld analyysilla hyvin
suuren maaran ioneita.® FTICR:n erotuskyky on erityisen hyva alhaisilla m/z-arvoilla.®>
FTICR:ssa hyddynnetéan staattista magneettikenttdd, jonka avulla ionit saavat niiden massoille
tyypilliset lentoradat. lonit jadvat loukkuun lentoradoilleen ja kayttdmalla taajuuden kanssa
resonoivaa séhkaista radiotaajuutta, ioneille tyypilliset taajuudet voidaan havaita. Massaspekiri

saadaan tekemélla Fourier-muunnos saaduille taajuuksille.*®

TOF:n lentoputki voi siséltaa reflektorin, tehden analysaattorista pienikokoisemman ja samalla
parantaen resoluutiota. Resoluutiota voidaan parantaa myos lentoputkea pidentamélld tai
kithdytinjannitettd laskemalla. TOF:ssa kaikki ionit saavat kiihdytysalueella saman verran
liike-energiaa, minka jalkeen ne erottuvat m/z-arvonsa perusteella lentoputkessa. Lentoputkessa
ei ole kenttad, joka vaikuttaisi ioneihin. Koska TOF erottelee ionit pulsseissa, on ionildhteen
toimittava pulssimaisesti tai sen jalkeen on oltava pulssitukseen kykeneva laitteisto.
Ortogonaalinen kiihdytin (orthogonal acceleration) koostuu kahdesta alueesta, joista
ensimmadisen jannitetta sdddetddn. Kun jannite ensimmaisella alueella on péalla, liikkkuvat siella
olevat ionit jalkimmaiselle alueelle, jolla kiihdytys kohti TOF:ia tapahtuu. TOF voidaan siis
yhdistdd minka tahansa ionildhteen kanssa. TOF:n etuja ovat sen kdytdnndssé rajaton massa-
alue, yksinkertainen rakenne, nopeus yhdistettynd laajan massa-alueen analysointiin, hyva
transmissio ja herkkyys seké parhailla laitteilla kyky tarkan massan analysointiin ja MS/MS-

kokeisiin,35¢:36¢



4.3. Tandem-massaspekrometria
Koska pehmedt ionisaatiotekniikat eivét tarjoa informaatiota analyytin rakenteesta, voidaan
rakennetutkimusta tehda tandem-massaspektrometrian avulla. MS/MS-kokeissa analyysi
tehdaan siis vahintdan kaksivaiheisesti. MS/MS-laitteita on kahdenlaisia analysaattorin tai
analysaattoreiden tyypisté riippuen: MS/MS-analyysi voidaan tehdé tilassa tai ajassa. MS/MS
tilassa tarkoittaa kiinnostavan ionin valintaa sille eristykseen tarkoitetulla massaspektrometrin
alueella, jolta sen analysointia jatketaan seuraavalla massa-analysaattorilla. Tilassa tehtévia
MS/MS-analyyseja ovat TOF/TOF, QqTOF ja metabolomiikassa kéytetyin QQQ. Ajassa
tehtavat MS/MS-analyysit tehdaén yhdesséd massa-analysaattorissa vaiheittain. Nditd massa-
analysaattoreita ovat kvadrupoli-ioniloukku (quadrupole ion trap, QIT), lineaarinen ioniloukku
(linear ion trap, LIT) ja FTICR. Kiinnostavan ionin valinta, aktivointi ja analyysi tehdaan siis

samassa analysaattorissa. 3%

Suurin osa MS/MS-kokeista hyddyntaa tormaysaktivointia (collision-induced dissociation,
CID). CID:n avulla kiinnostava ioni eristetddn ja tutkitaan siitd muodostuvia pilkeioneita.
Pilkkoutumisreaktio saadaan aikaan tormayskammiossa tormayskaasulla, joka on tavallisesti
helium, typpi tai argon. QqQ:n tapauksessa toinen kvadrupoli on laitteiston térmayskammio.
QqQ:lla voidaan tehdd kolmenlaisia MS/MS-analyyseja: tutkia eristetyn ionin CID:ss&
muodostuvia pilkeioneita, tutkia mistd ionista tietyn m/z-arvon ionit ovat perdisin tai tutkia
mista ioneista tapahtuu tietyn neutraalin irtoaminen, jolloin massa-alue rajataan kiinnostuksen
mukaiseksi. lonisaatiomenetelmasta riippuen, eristettdva ioni on tavallisesti molekyyli-ioni,
(de)protonoitunut molekyyli tai jokin addukti. Selektiivisen reaktioseurannan (selected reaction
monitoring, SRM, toisaalta multiple reaction monitoring, MRM) tapauksessa ensimmaéinen ja
kolmas kvadrupoli sagdetdan etsimaan vain tiettya ionia ja pilkeionia.*® Vain oikean pilkeionin

tuottavat ionit analysoidaan. SRM:n avulla QqQ:n herkkyytta voidaan nostaa. 336

TOF:ia voidaan hyddyntaa kytkemalla kaksi TOF-analysaattoria TOF/TOF-laitteistoksi, jossa
on ensin lyhyempi lentoputki, minka jélkeen tulee ajastettu ioninvalitsin, térmdyskammio,
eristettyjen ionien Kkiihdytysalue ja toinen lentoputki reaktiossa syntyneiden ionien
analysointiin.3® Hyvin suosittu yhdistelma on kvadrupolin ja TOF:n yhdistelmi QqTOF, jossa
kolmas kvadrupoli on korvattu TOF:lla, jolla massa-analyysi tapahtuu. QQqTOF:lla
hyodynnetddn TOF:n hyvaa erotuskykyé ja massatarkkuutta, mutta samalla kvadrupoleilla

voidaan saitaa tarkasteltavien ionien massa-alue eli paastaa l4pi vain kiinnostavat ionit.>%
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4.4. Massaspektrometrian edut metabolomiikassa
Massaspektrometria on yleisesti kaytetty analyyttinen menetelmé ja massaspektrometreja
l6ytyy useista laboratorioista.>® Laitteistot ovat siis helposti saatavilla ja niita on my6s totuttu
kayttdmaan hyvin monenlaisissa tutkimuksissa. Massaspektrometria on NMR-spektroskopian
ohella eniten kaytetty kvalitatiivinen analyysimenetelm& metabolomiikassa. MS-laitteistolla
pystytddn havaitsemaan jopa pikomoolien suuruisia pitoisuuksia, joihin metabolomiikan
tapauksessa on paastavd. Massaspektrometrian etuna on myods pilkkoutumisesta aiheutuvan

rakenteellisen informaation saaminen.3"

Massaspektrometriaa voidaan hyodyntdd metaboliittianalyysissa itsendisend tekniikkana,
jolloin nédyte analysoidaan ilman erillistd néytteen komponenttien erottelua. Saatavassa
spektrissé on silloin kaikista ndytteen yhdisteista peréisin olevat signaalit, mika tekee spektrin
tulkitsemisesta tyolastd. Siksi massaspektrometri yhdistetdankin usein kromatografiseen
menetelmaan, jolloin saavutetaan ylivoimainen herkkyys, kattavuus ja suoritusteho muihin

menetelmiin verrattuna.®!

Massaspektrometriset menetelmat yleistyivat hyvan herkkyyden, suorituskyvyn, havaittavan
tarkan massan sekd pilkkoutumiskuvioiden ja niiden avulla luotavien spektrikirjastojen
ansiosta. NMR-spektrometriset tekniikat ovat selkedsti epaherkempid, eikd niilld kyeté
analysoimaan yhtad suurta maaraa metaboliitteja kuin massaspektrometrian keinoin.®
Massaspektrometrisessa metaboliittianalyysissakin on kehitettdvda: massaspektrometrinen
sormenjalkialueen analyysi eli uusien metaboliittien kartoittaminen on standardoimattomien
metodien puuttuessa hankalaa. Menetelmien standardoimista edesauttaisi MS-pohjaisten
metaboliittikirjastojen kehittdminen ja luokitteleminen aineenvaihduntakokonaisuuksien
mukaan siséltden esimerkiksi ruoka-aineen, sen lisdaineet ja kehossa muodostuvat metaboliitit.
Myaos tunnistamista tekevia ohjelmistoja seka rakennetta ja kemiallista koostumusta ennustavia
ohjelmistoja tulisi kehittdd enemman ja pidemmélle. Vastaavaa luokittelua voitaisiin hyodyntaa
my0s muussa metabolomiikan tutkimuksessa. Tamé ty6 on jo hyvéllad mallilla ja esimerkiksi
metabolomiikkaan keskittyvé lehti Metabolomics edesauttaa metabolomiikan tuntemuksen
kehittymistd. Metabolomiikan kehitys vaatii sen tutkijoilta yhteistyotd, jossa yhdistetaan

hyvaksi todetut valineet, tieto ja tulokset.*
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5 Nestekromatografia-massaspektrometria metabolomiikassa

Kromatografiaa kaytetddn analyyttisiin prosesseihin, joissa tarkoituksena on erotella ja
tunnistaa seoksen siséltdmat analyytit. Kromatografian avulla voidaan myods vain erotella
nayteseoksen komponentteja jatkotoimenpiteitd varten. Kromatografin tulokset saadaan
kromatogrammina, joka on detektorin vaste eluoitumisajan funktiona. Kromatogrammissa
nahdaan kolonnissa erottuneet yhdisteet ja niiden poistuessa kolonnista tehdaén havainnointi
usein UV-detektorilla, infrapunaa hyodyntavalld spektrometrilla®? mutta hyvin usein myos
massaspektrometrilla.>® Kromatografisiin tunnistusmenetelmiin verrattuna

massaspektrometria on nopea analyysimenetelma.3*

Pelkan  kromatografian  keinoin  yhdisteet  voidaan  tunnistaa  retentioaikojen,
eluoitumisjérjestyksen ja kromatogrammin piikin suhteellisen pinta-alan perusteella, jos
yhdisteiden havainnointi tehdaén jotenkin muuten kuin massaspektrometrisesti. Retentioaika
kertoo kuinka nopeasti yhdiste kulkee kromatografin kolonnin 1api.>* Metabolomiikan
tapauksessa tarvitaan havainnointimenetelmd, jolla pienten pitoisuuksien havaitseminen,
luotettava tunnistaminen ja kvantitointi ovat mahdollisia — tarvitaan siis NMR-spektrometri tai
mieluummin matalampia pitoisuuksia havaitseva massaspektrometri. Kromatografiaa ja
massaspektrometriaa yhdistelemall& saadaan metabolomiikkaan kayttokelpoisin tyokalu, jolla

monimutkainen seos pystytaan analysoimaan kvalitatiivisesti ja kvantitatiivisesti.’

5.1. Nestekromatografian perusteet
Nestekromatografi (liquid chromatography, LC) ja varsinkin korkean suorituskyvyn
nestekromatografi (high-performance liquid chromatography, HPLC) sopivat monimutkaisten
seosten erotteluun ja niiden komponenttien tunnistamiseen. Kromatografinen erottuminen
perustuu analyyttien erilaisiin vuorovaikutuksiin kahden eri faasin valilla. kuvassa 10 on
esitetty nestekromatografin padkomponentit: Laitteistossa ensimmaéisena on erotukseen valittu
lilkkuva faasi eli liuotin, joita voi myos olla laitteistoon kytkettyina kaksi tai useampi, riippuen
kaytettdvastd menetelmastd. Liuotin kulkee koko laitteiston 1&pi ja ennen kolonneja liuottimeen
injektoidaan nayteliuosta muutamasta mikrolitrasta satoihin mikrolitroihin.>*¢ Joissakin
erotusmenetelmissa myds naytteen liuottamiseen kaytetylla liuottimella on merkitysta, jolloin
naytteen liukenemisen liséksi on huomioitava kéytetyn liikkuvan faasin ja nédyteliuoksen

yhteensopivuus.>3%*
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Kuva 10. Kaaviokuva nestekromatografin osista ja toiminnasta.

HPLC-laatuisen liuottimen virtaus laitteiston l&pi luodaan tehokkaan pumppusysteemin avulla.
Koska kolonnien kehityksen myo6ta tarvitaan yha korkeampia paineita, vaaditaan pumpulta
tehokkuutta tdman luomiseksi. Kun HPLC-laitteistolla paine kasvaa enintddn 400 bariin
voidaan ultrakorkean suorituskyvyn nestekromatografilla (ultra-high-performance liquid
chromatography, UPLC tai UHPLC) nousta jopa 1300 barin paineeseen.>* Pumpun yhteydessa
tapahtuu myos liuottimen degassointi eli kaasujen poisto ja mahdollinen liuotinsuhteiden
muuttaminen. Analyysin alkaessa, liuotinvirtaan syotetaan naytetta injektorilla ja nayterintama
kulkeutuu virtauksessa kohti kolonnia, missé erottuminen tapahtuu. Ennen varsinaista analyytit
erottelevaa kolonnia on usein esikolonni, jonka tarkoitus on estdd epépuhtauksien paasy
kolonniin. Erottuessaan ja paastessaan kolonnin lapi, naytteen yhdisteet havaitaan detektorilla.
LC:ll4 ei ole standardoitua detektoria vaan vaihtoehtoja on useita. Havaitseminen voidaan tehda
esimerkiksi UV-valoon perustuen, mutta detektorin valinta kannattaa tehdd n&ytteen
komponenttien ominaisuuksien mukaan. Hyvin tavallista on myds yhdistdd LC
massaspektrometriin rinnakkain toisen detektorin kanssa. Lopullinen informaatio saadaan
nakyviin tietokoneella kromatogrammina. Kromatogrammi kertoo yhdisteiden retentiosta
kolonnissa ja havaittavien piikkien pinta-alojen tai korkeuksien avulla saadaan kvantitatiivista
tietoa. Retentioaikojen ja detektorin informaation perusteella yhdisteet voidaan tunnistaa.
Riippuen naytteen ominaisuuksista, kéytetyista liuottimista, kolonnin sisdltamésta
stationadrifaasista ja sen pituudesta, yksi analyysi voi kestda joistakin minuuteista useisiin
kymmeniin minuutteihin ja lisdksi laitteisto on pestdvd kayttd ennen ja sen jélkeen

huolellisesti.53 ¢34

Kromatografiassa tasapainotellaan hyvan erottumisen eli resoluution ja jarkevan retentioajan

kanssa. Erottumiseen vaikutetaan kolonnin valinnalla, liuottimen ja liuottimeen listtavien
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aineiden avulla. Hyvin samankokoiset ja kemiallisesti samankaltaiset yhdisteet on saatava
lilkkuvassa faasissa erilleen, mutta myds ominaisuuksiltaan ja kooltaan hyvin erilaiset yhdisteet
pitdd saada kaytannollisen retentioajan puitteissa detektorille saakka. Naytteen analyyttien
kulkeutumiseen voidaan vaikuttaa myds muuttamalla kéytettdvien liuottiminen suhteita

analyysin aikana eli valitsemalla isokraattisen eluoinnin sijaan gradienttieluutio.>

Isokraattisessa eluutiossa pidetadn liuottimien A ja B suhteet samoina koko analyysin ajan.
Eluenttina A merkitadan analyysin kannalta heikkoa liuotinta, joka kdanteisfaasitekniikassa on
vesi ja normaalifaasitekniikassa orgaaninen liuotin.>¢ Jos isokraattisella eluutiolla ei saavuteta
riittdvaa resoluutiota, eli yhdisteet eivat erotu kolonnissa tai osa yhdisteistd eluoituu hyvin
aikaisin toisten eluoituessa hyvin pitkilla retentioajoilla, kokeillaan gradienttieluutiota.
Gradienttieluutiossa A- ja B-eluentin suhteita muutetaan analyysin aikana. Esimerkiksi
kaanteisfaasitekniikalla on pystytty osoittamaan, ettd yhdisteiden retentio vaihtelee

eksponentiaalisesti muuttamalla orgaanisen liuottimen pitoisuutta.>

5.1.1. Kolonnit ja erottumistehokkuus
Kolonni on kromatografian perusta eli hyvin tarkedssé osassa erottumisen onnistumisessa.
Kolonnin sisaltaméa stationadrifaasi ja kaytetty liikkuva faasi vuorovaikuttavat naytteen
sisdltdmien analyyttien kanssa, ja tdman perusteella analyytit kulkevat kolonnin I&pi eri
nopeuksilla, kunnes ne saapuvat rintamina detektorille (kuva 11). Kolonnin valinta riippuu
naytteen erilaisten yhdisteiden maaréastd ja niiden ominaisuuksista eli ndytteen yhdisteen
ominaisuuksien tuntemus helpottaa huomattavasti kolonnin valintaa. LC-kolonnin
ominaisuuksia ovat sen pituus, halkaisija, partikkelikoko ja tarkeimpané sen sisaltdma kiintea

faasi eli stationadrifaasi, jonka mukaan kolonni myG6s nimetaén.>

eluentti

T
nayte —
stationdari-
faasi
¢

Kuva 11. Kahden yhdisteen kromatografinen erottuminen kolonnissa.*2
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Kromatogrammin piikkien terdvyyteen eli resoluutioon ja erottumistehokuuteen vaikuttavat
monet  tekijat. Laskennallisia  periaatteita ja yhtdloitd hyoddynnetddn  myds
kaasukromatografisten kolonnien vertailussa, joskin yhtaléissa on eroavaisuuksia. Itseasiassa
yhtélot on kehitetty kaasukromatografin kolonneille ja LC-kolonnien yhtélot ovat laajennoksia
naistd. Kolonneja voidaan vertailla kesken&an ns. levynumeron N (”plate number”) perusteella,
joka kuvaa kolonnin sisdan mahtuvien analyyttien ja station&érifaasin valisten tasapainotilojen
maarédd. Mitd enemméan mahdollisia tasapainotiloja on, sitd tehokkaammin kolonni pystyy
yhdisteita erottelemaan eli sitd parempi resoluutio saavutetaan. Kaasukromatografiassa
levynumero esitetaan retentioajan ja piikin leveyden perusteella, mutta nestekromatografiassa
levynumero yhdistetddn resoluutioon, retentiokertoimeen ja erottumistekijdan. Kaytannossa
levynumeroa, ja samalla resoluutiota, voidaan kasvattaa tiettyyn pisteeseen asti kolonnin

pituutta kasvattamalla.*1>%

LC-tekniikan nimeaminen tehd&an kolonnin station&arifaasin, liikkuvan faasin sek& analyytin
jakolonnin vélisten vuorovaikutusten tyyppien perusteella. Perinteisimmat kaytettavat kolonnit
ovat normaali- ja kaanteisfaasikolonnit, jotka on esitetty kuvassa 12. Normaalifaasikolonnin
(Normal Phase Liquid Chromatography, NPLC) pintamateriaalina on usein poolinen silika, ja
erottuminen perustuu poolisiin vuorovaikutuksiin. Liikkuvana faasina kéaytetddn veden ja
orgaanisen liuottimen, kuten metanolin, seosta ja ensimmaisend eluoituvat poolittomat
yhdisteet, jotka sitoutuvat stationaarifaasiin heikoimmin. Kaanteisfaasikolonnin (Reversed
Phase Liquid Chromatography, RPLC) stationaarifaasi on silikaa, johon on sidottu tavallisesti
C18-hiilivetyketjuja, ja eluenttina k&ytetadan vettd, jossa on muutamista prosenteista kymmeniin
prosentteihin jotakin orgaanista liuotinta kuten asetonitriilid, metanolia tai isopropanolia.
Kéanteisfaasikolonnista eluoituvat ensimmaisend pooliset analyytit ja erottuminen perustuu
dispersiovoimiin. Kaanteisfaasikolonnin hyvéan erotuskyvyn ansiosta se sopii hyvin

monenlaisten analyyttien erottamiseen.>*
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Kuva 12. Vasemmalla NPLC-kolonni, jossa poolittomat yhdisteet eluoituvat poolisia yhdisteita
nopeammin. Oikealla RPLC-kolonni, jossa eluoituminen tapahtuu pdinvastaisessa

jarjestyksessa. Silikaan on sidottu tassa C18-ketjuja.>’

Metabolomiikassa kaytetddn usein kaanteisfaasitekniikkaa, hydrofiilistd vuorovaikutusta
hyodyntavaa kolonnia (HILIC) tai pentafluorifenyylipropyylikolonnia (PFPP).X° HILIC:Il4
saadaan erottumaan yhdisteet, joita ei RPLC:IlI4 saada erilleen edes ioniparinmuodostajan
avulla. HILIC:n stationadrifaasiksi on useita vaihtoehtoja, jotka muistuttavat hieman RPLC-
kolonnin stationadrifaaseja. Silikaan sidotun hiiliketjun pituus vaihtelee ja sen paassa voi olla
esimerkiksi syano-, amino-, amidi- tai dioliryhma, mutta toisaalta stationdarifaasi voi olla myos
puhdasta silikaa. Kaytetty eluentti siséltada vahintadn 70 % asetonitriilid ja 2,5-30 % vett4, jossa
vesi tarvitaan luomaan vesikerros kolonnin pintaan. Koska HILIC-kolonneja on hyvin
monenlaisia, ei talle menetelmalle ole olemassa yhté selkedé erottumista perustelevaa esitysta.
Analyyttien erottumiseen vaikuttavat vuorovaikutus niin stationadrifaasin materiaalin kuin sen

pinnalla olevan vesifaasin kanssa.>®

Koska metabolomiikassa kasitelladn hyvin poolisia tai melko poolisia yhdisteitd, ei
normaalifaasikolonneja juuri kéytetd. RPLC-tekniikan erotuskykyd puolestaan voidaan
parantaa lisddmalla eluentteihin puskureita tai esimerkiksi ioniparin muodostavaa reagenssia.
loniparitekniikkaa kayttivat Takors et. al® tutkimuksessaan, jossa oli tarkoitus kvantitoida
tyypillisend  esimerkkitapauksena kaytetyn E. coli -bakteerin hiilen keskeiseen
aineenvaihduntaan liittyvia metaboliitteja. loniparin muodostavaksi reagenssiksi valittiin
tributyyliamiini (TBA), joka voimistaa negatiivisella polarisaatiolla havaittavien ionien
signaaleja ja parantaa resoluutiota, hidastaen analyyttien eluoitumista. loniparin

muodostuminen edistdd naita ilmioditd, silla sen muodostuminen on voimakkaampaa kuin
40



muiden adduktien, jolloin ESI:ss& muodostuva [M-H]™ -ioni havaitaan intensiivisempéana.
Resoluutio paranee, koska muodostuvat ioniparit ovat analyytteja suurikokoisempia. TBA:n

kéyton haittapuolena on, etti sita jaa kolonniin vaikeasti poistettavaksi kontaminaatioksi.>®

Rabinowitz et. al* paatyivat tutkimuksessaan kehittimaan menetelmin, jossa tunnistettiin
yhteensa noin 140 metaboliittia, kahdella eri polarisaatiolla ja nain ollen kahdella eri
kolonnilla. Ryhma padtyi kolonnien vertailussa valitsemaan positiivisen polarisaation
mittauksiin  aminopropyylikolonnin, joka hyddyntdd hydrofiilistd vuorovaikutusta.
Negatiivisen polarisaation mittauksiin valittiin useiden kokeilujen jalkeen kaanteisfaasikolonni,
kayttaen liikkuvassa faasissa ioniparin muodostavana reagenssina TBA:ta. Menetelmd on
kattava, mutta vaatii myos pitkén, yhteensa 90 minuutin mittausajan. Toisaalta on mahdollista
kytked kolonnit myds rinnakkain ja hyodyntéa laitteiston mahdollistamaa automatiikkaa, kuten
Sabatine et. al®® tekivat: He kayttivat kolmea erilaista kolonnia, joissa kaikissa kaytettiin
eluenttina asetonitriilin ja veden seosta ja jokaiseen liséttiin pH-arvoon vaikuttavia lisdaineita.
Mittausajat jokaiselle kolonnille olivat vain joitakin minuutteja ja plasmanéytteestd saatiin

analysoitua 173 metaboliittia.

5.2. Nestekromatografia-massaspektrometria-menetelman kehittaminen
metabolomiikkaa varten
Menetelmédn kehittdminen voidaan aloittaa kartoittamalla kvantitoitavien yhdisteiden
ominaisuuksia ja LC-MS:n tapauksessa tekemalla niille massaspektrometriset mittaukset, joista
nahdaan mitkda m/z-arvot ovat intensiivisimmat ja ndin ollen kayttokelpoisimmat yhdisteiden
tunnistamiseen. Tunnistamisen varmistamiseksi yhdisteille valitaan myds niille tyypilliset
pilkeionien piikit, joita kdytetddn LC-MS-menetelmén aikana tunnistamisessa. Pilkeionien
piikeista tarkkaillaan myos niiden keskinaistd suhdetta, eika ainoastaan m/z-arvoja, mika tuo
jalleen lisdvarmuutta tunnistamiseen. Pilkeioneiden perusteella voidaan erottaa yhdisteet, joilla
on sama nominaalinen massa tai jopa sama monoisotooppinen massa, mutta eri rakenteet.
Tallaisten yhdisteiden erottamisessa LC:n kromatografiset ominaisuudet on viritettava
huippuunsa, jotta massaspektrometrille saadaan puhtaat yhdisteet yksi kerrallaan

tunnistettaviksi. Toki myos LC:l14 saatu retentioaika lisaa varmuutta tunnistamiseen.®!

Kuvassa 13 on esitetty LC-MS-menetelmélle tyypillinen tyonkulku, joka alkaa kiinnostavan
naytteen kuten virtsan®® tai solujen erotuksella, mahdollisesti solujen viljelyll4, jatkuu
naytteenkasittelylld, laitteiston kalibroinnilla, nédytteen analyysilla ja tulosten arvioinnilla.

Néaytteenkasittelyd késiteltiin - tdman tutkielman luvussa 3.2. Tyonkulussa né&hdaan
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ensimmaisend analyysivaiheena kokonaisionikromatogrammi, joka antaa analyysille suuntaa
kertomalla mittaukseen tarvittavasta ajasta. Kvantitatiivista menetelmé&& varten tarvitaan
kalibraatiosuora, joka saadaan kalibraatioliuoksilla. Kvantitatiiviset tulokset saadaan
vertaamalla ndytteestd saatavaa signaalia tédhdn kalibraatiosuoraan. LC-MS-menetelmén
kehityksessa ja tulosten arvioinnissa pohditaan jokaista kuvassa esitettyd vaihetta. Kaikissa
siirtymisvaiheissa ja analyysin aikana on huolehdittava metaboliittien, kalibraatioliuosten ja
standardien sailyvyydestd ja pidettdvd olosuhteet naytettda stabiloivina. Kiinnostavien
metaboliittien ominaisuuksien selvittdminen etukateen on ensiarvoisen tarke&a laadukkaiden ja
totuudenmukaisten mittaustulosten saavuttamiseksi. Metaboliittien ominaisuudet vaikuttavat
valittavaan eristamistekniikkaan, kalibraatioliuoksiin ja standardeihin, LC-laitteiston
kolonniin, eluentteihin ja massaspektrien ja kromatogrammien tulkintaan. Kohdentamattoman
metabolomiikan tekeminen ilman kattavia esitietoja on siis huomattavasti haastavampaa, koska
naytteessd voi tapahtua konsentraatiomuutoksia misséd tahansa vaiheessa, kun sen
ominaisuuksia ei tunneta. Haastetta ja lisdd tyovaiheita tuo tietenkin jo tuntemattomien

analyyttien tunnistaminen kromatogrammista ja massaspektrista.”®
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Kuva 13. Tydnkulku solulinjan viljelysta naytteiden LC-MS-mittauksiin.®

LC-MS-menetelmd on olemassa olevista kvantitatiivisista menetelmisté ylivoimaisesti kattavin
ja tehokkain metaboliittien pitoisuuksien méaérittdmiseen. LC-MS-metodilla pystytddn
kuitenkin méaéarittdmaan suurin mahdollinen joukko metaboliitteja yhdell& analyysilla. LC-MS
erottelee  ndytteen  metaboliitit  kolonnissa, tunnistaa ne retentioajan  lisaksi

massaspektrometrisesti ja laskee pitoisuudet kromatogrammin piikkien pinta-aloista. Ennen
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biologisen ndytteen analysointia, ndyte on ké&siteltdva ja puhdistettava analyysin tarkoitukselle
ja laitteistolle sopivalla tavalla, laitteisto on kalibroitava ja tatd ennen on valittava sopivat
kalibrantit ja standardiliuokset. Menetelmén kehitykseen vaikuttavat menetelmélld haettava
kattavuus eli onko tarkoituksena tehdd kohdennettua vai kohdentamatonta metaoblomiikkaa,
mik& vaikuttaa massaspektrometrilta toivottuihin ominaisuuksiin kuten resoluutioon ja MRM-
ominaisuuksiin, mutta myds LC-laitteen kolonnin valintaan. Ideaalitilanne ei kuitenkaan
valttamatta ole laitteistojen hintavuuden takia saavutettavissa vaan olemassa olevia laitteistoja
voidaan myds muokata rajallisesti metaboliittianalyysiin sopiviksi esimerkiksi hankkimalla

sopiva kolonni ja optimoimalla kromatografin erotuskyky.®

Kun menetelm&é kehitetddn suurelle maarélle analysoitavia yhdisteitd, on haastavaa pystya
huomioimaan kaikkien analyyttien erilaiset ominaisuudet ja vaatimukset. Esimerkiksi
pysyvyys kaasu- ja nestefaasissa saattaa aiheuttaa ongelmia eli pelkkd varovaisuus ja
huolellisuus esikasittelyvaiheessa ei riitd, jos analyytit hajoavat mittauksessa. Toinen
tyypillinen olosuhteissa huomioon otettava ominaisuus on pH. Liuoksen pH:lla on vaikutusta
kaytettyyn kolonniin, mutta pH:lla on merkitystd my0ds tutkittavien komponenttien
erottumiseen ja stabiilisuuteen. Esimerkiksi olosuhteiden muutoksille herkké p-NADH vaatii
pH:n sdadon 8:aan. Happamissa olosuhteissa se alkaa hapettua B-NAD™:ksi, jonka analyyseja
varten pH kannatta s&atdd noin 6:een. Kummatkin nukleotidit alkavat kuitenkin hajota
vesiliuoksissa jo pdivissa, joten niiden sailyttamista vedettdmissa olosuhteissa voi harkita.
Analyysin kannalta on yksinkertaisempaa maarittdd nama yhdisteet erillisilla analyyseilla,
joissa pH séédetéén joko emaksiseksi tai happamaksi. Jotkin metaboliiteista vaativat siis joko
happamat tai emaksiset olosuhteet pysydkseen stabiileina, mutta neutraalit olosuhteet ovat
monille metaboliiteille sopivimmat. Metabolomiikassa onkin ongelmallista pyrkia
madrittdmaan joukko hyvin erilaisia yhdisteitd, eikd yhtd tadhan luotettavasti pystyvaa
menetelmaa valttamatta pystytd luomaan. Yhdisteet alkavat stabiilisuusalueensa ulkopuolella

hajota toisiksi, matalamman energina metaboliiteiksi, mika vaaristaa tuloksia.®?

LC-MS-menetelmdn suurin rajoitus on ollut semi-kvantitatiivisuus eli kvantitatiivisuuden
jadminen suhteelliseksi, vertailevaksi analytiikaksi. LC-MS-tekniikkaa on vasta viime vuosina
pystytty kehittdméaan absoluuttiseksi kvantitatiiviseksi tekniikaksi.?® Kromatogrammin piikkien
pinta-alat ja siten ndytteestd mitatut pitoisuudet eivat ole skaalautuneet lineaarisesti, vaikka
pitoisuuksien pitdisi kalibroinnin perusteella asettua kalibrointisuoralle. Konsentraatioiden
huonoon skaalautumiseen vaikuttavat paitsi itse metaboliittien pitoisuudet my6s kolonnin
tyyppi ja sen kyky kestdd erisuuruisia pitoisuuksia eli kuormitusta. Liséksi tarkkuuteen
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vaikuttavat ndytteen ominaisuudet eli sen sisdltimat metaboliitit ja niiden véliset
vuorovaikutukset, jotka vaikuttavat eri metaboliittien ionisoituvuuskykyyn ja liukoisuuteen
sekd retentioaikojen vaihteluun. Naytteen ja laitteiston ominaisuudet nakyvat mittauksissa
siten, ettd saman yhdisteen piikki kromatogrammissa ei ndyké&éan aina samalla retentioajalla tai
yhdesta metaboliitista havaitaan kaksi piikkia yhden sijaan. Retentioajat voivat ailahdella, kun
monta naytettd mitataan perdjélkeen. Toisaalta mittausolosuhteiden tulisi olla mahdollisimman
samanlaiset, jotta analyysien vertailu on luotettavaa. Hyvin perakkéisten analyysien tekemisen
vaarana on systemaattisen virheen syntyminen.®® Monimutkaisia seoksia analysoidessa ei
pystyté aina ennustamaan tuloksia ja niiden laatua, ja siksi menetelmdd kehitetddn useiden

tulosten laatua arvioivien kriteerien perusteella.

Haasteet lineaarisuuden, ndytteen analyyttien keskindisen vuorovaikutuksen ja retentioaikojen
kanssa ovat yha olemassa, mutta kehitysta tapahtuu jatkuvasti. Esimerkiksi Takorsin ryhma®®
on saavuttanut lineaarisuuden suhteen hyvia tuloksia kuten my6s McCloskeyn ryhma®, jonka
tutkimukset ovat hyvin tuoreita. Absoluuttinen kvantitointi eli paras mahdollinen herkkyys ja
pitoisuuksien lineaarisuus eivat ole valttaméattomid, jos menetelman kehitys téhtdaa vain
vertailevaan analytiikkaan, mutta talldinkin mittausten on oltava luotettavasti toistettavissa,

jotta vertailu on mahdollista.

5.3. Nestekromatografia-massaspektrometria-laitteiston kalibrointi kvantitatiivisessa
analyysissa

Néytteen metaboliittien tuottamat kromatogrammin piikit ja niiden pinta-alat eivéat ole suoraan
verrannollisia pitoisuuksiin ja siksi tarvitaan kalibrointia, jolla pitoisuudet saadaan skaalattua
oikeiksi. Saataviin signaaleihin vaikuttaa metaboliittien hyvin erilainen ionisaatiotehokkuus eli
tietty méaara ioneita voi vastata mita tahansa konsentraatiota mikromooleista millimooleihin.®
Kalibrointia varten valitaan sopivat standardit, kalibrointitekniikka ja pohditaan jalkeenpain
tehtdvaa datan késittelya. Liséksi on mietittava standardin séilytysta ja esikésittelya esimerkiksi
standardin ollessa yhdiste, joka hajoaa lammon tai valon vaikutuksesta, isomerisoituu tai
rasemoituu, hydrolysoituu tai hapettuu.*? Tyonkulussa (kuva 13) kalibrointi tehdaan ennen

néytteen analyysia.

Metabolomiikan kvantitatiivinen tutkimus vaatii hyvad tarkkuutta, joka saavutetaan
isotooppileimatulla  standardimenetelmalld.  T&ss&  tunnettu  pitoisuus  leimattua
metaboliittistandardia injektoidaan ndytteeseen erotusvaiheessa (kuva 13). Leimattu yhdiste on

leimaa lukuunottamatta samanlainen kuin jokin néytteen analyytti. Koska leimattu yhdiste
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kayttaytyy naytteenkasittelyssa ja LC-MS-erotuksessa samoin kuin analyytti, mutta se voidaan
erottaa massaspektrometrisesti, on se ideaali sisdinen standardi. Valitettavasti
isotooppileimattuja standardeja ei ole saatavilla ldhesk&én kaikille metaboliiteille, mika
rajoittaa isotooppileimamenetelméan kaytto4.?” Tutkittavan ja erotellun analyytin konsentraatio

saadaan kaavasta (1), missa ¢ on konsentraatio ja A on integroinnista saatu pinta-ala.*®

c (std) - A (analyytti) )
A (std)

¢ (analyytti) =

Isotooppilaimennoksen liséksi kalibrointi voidaan tehdé hyodyntdamalla kalibrointisuoria. Naité
tekniikoita ei pidetd yht4 tarkkoina kuin isotooppilaimennosta.?’ Kuvassa 14 on esitetty kaksi
kromatografiassa yleisesti kdytettyd kalibrointimenetelmaa: ulkoinen ja sisdinen kalibrointi.
Ulkoisen kalibroinnin  menetelmassa kalibraatiostandardille suoritetaan omat erilliset
mittauksensa muutamassa erilaisessa konsentraatiossa. Mittausten perusteella tehddén
kalibraatiosuora, johon analysoitavan nédytteen piikkien pinta-aloja verrataan. Seka ulkoisen
ettd sisdisen kalibroinnin  menetelmdssd kaytetddn tutkittavien analyyttien kanssa
samankaltaista kalibraatiostandardiyhdistettd, jonka kemialliset ominaisuudet tunnetaan.
Standardi on jokin yleisesti hyvéksytty ja kdytossa oleva vertailuyhdiste. Toisin kuin ulkoisessa
kalibroinnissa, siséisessé kalibroinnissa lisdtédan vield toista standardia vakiokonsentraatiossa
suoraan naytteeseen, kalibrointiliuokseen ja mittausten vélissa kaytettaviin pesuliuoksiin.
Kalibrointi perustuu siis kahden standardin pinta-alojen suhteeseen ja on ndin ulkoista
kalibraatiota luotettavampi vaihtoehto, sill& esimerkiksi ndytteen injektoinnin muutokset eivat
vaikuta tuloksiin. Vertailu tapahtuu aina standardin vakiokonsentraatioon perustuvan
suhdeluvun pohjalta. Metaboliittien Kkvantitatiivisen madrittdmisen kannalta pyritaan
parhaaseen mahdolliseen tarkkuuteen ja myos hyvin alhaisten pitoisuuksien tasmaélliseen
maadritykseen, koska joidenkin metaboliittien konsentraatiot ovat hyvin alhaisia. Vaikka
metaboliittipitoisuudet ovat hdavidvan pienid, niiden konsentraatioiden muutokset ovat
solutasolla usein hyvin merkittavia ja paras mahdollinen kalibraatio on siis vélttdmatonta. LC-

MS-menetelméassé kaytetddn siis sisdista kalibrointia, kun se on mahdollista.®*2
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Kuva 14. A. Ulkoisessa kalibroinnissa tehdaan kalibraatiosuora pitoisuuksiltaan erilaisista
kalibraatiostandardeista (sininen viiva). Mitattavan analyytin konsentraatioita verrataan tdhan
suoraan. B. Siséisen kalibroinnin tapauksessa hyddynnetddn kalibraatiostandardin (sininen
viiva) liséksi sisdista standardia, jonka konsentraatio pidetdan vakiona (keltainen katkoviiva).
Tekniikka on ulkoista kalibraatiota luotettavampi vakiona pidettdvéan sisdisen standardin
ansiosta, jolloin mittausten toistettavuus on varmempaa, silla pienetkin muutokset
konsentraatioissa otetaan huomioon kéyttdmalla vertailukonsentraationa kalibrantin ja

standardin suhdetta.b!

5.4. Nestekromatografia-massaspektrometria-menetelméan datan kasittely
Nestekromatografiassa pitoisuuksien madritykset perustuvat kromatogrammin erottuneiden
piikkien pinta-alojen tai korkeuksien maarittdmiseen ja standardeihin vertaamiseen.
Yksinkertaisissa tutkimuksissa piikkien integrointi voidaan tehda jopa kasin jokaisen analyysin
jalkeen, mutta analysoitavan seoksen siséltdessd jopa satoja yhdisteitd, kaytetddn semi-
automaattista integrointia, joka hyddyntaa esimerkiksi Gaussin kayraa pinta-alan laskemiseen.
Kohdentamattomassa analyysissd, jokaiselle signaalille luodaan oma ionikromatogramminsa,
eli dataa kerdtd&n ndytteesta valtavasti. Datan kerdamisen jélkeen saatua kvalitatiivista
informaatiota verrataan tietokantoihin. Laitteistosta ja sen k&yttdmasta ohjelmistosta riippuen,
piikkien integroinnissa ké&ytettavat funktiot ja s&&dot voivat vaihdella hieman ja tuottaa

toisistaan poikkeavia tuloksia.*®

Metaboliittien analyysi tuottaa menetelmésta riippumatta informaatiota, jonka taustalla on

paljon muuttujia (variates), minka takia on luonnollista kaytt44 informaation jasentelyyn ja
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tulkitsemiseen multivariaattianalyysia eli monimuuttuja-analyysid. Nailla tilastollisilla
menetelmilla pystytddn késittelemadn suurta informaatiom&&rdd, huomioimalla useita
muuttujia samanaikaisesti. Ennen kokonaisvaltaisempaa ja kattavaa data-analyysid, dataa
kannatta seuloa sen verran, ettd huomataan ovatko tulokset lainkaan odotetunlaisia. Tdman voi
tehd& esimerkiksi laskemalla suhteellista keskihajontaa. Datan kasittely aloitetaan raakadatan
muokkaamisella, mihin  kuuluu kohinan vahentdminen, piikkien kohdentaminen,
kromatogrammin piikkien integrointi ja datan normalisointi. Normalisointi voidaan tehda
esimerkiksi analyyttien mediaanikonsentraatioon vertaamalla, mutta standardiaineiden ollessa
kaytossa, konsentraatiot saadaan vertaamalla naytteiden signaaleja standardien signaaleihin.®®
LC-MS-menetelmén tapauksessa analyyttien retentioagjat kustakin analyysista yhdistetdén
tdman jalkeen niihin kuuluvaan MS-dataan eli m/z-arvoihin. Tilastollisessa analyysissa
tarkastellaan siis kromatografian ja massaspektrometrisen havaitsemismenetelman tapauksissa
kaksiulotteista informaatiota eli retentioaikoja ja m/z-arvoja. Analyysissé havaituille piikeille
(rt. vs. m/z) annetaan referenssinumero. Piikit yhdistetddn omassa taulukossaan, niin ettd saman
rt. vs m/z-arvon saaneet piikit ovat samalle riville kohdistettuina. Taulukossa on myds piikkien
normalisoidut  intensiteetit, ~ joiden  perusteella  voidaan  tehdd  esimerkiksi
paakomponenttianalyysi (principal components analysis, PCA). Multivariaattianalyyseihin
kuuluvan bilineaarisen PCA:n avulla voidaan erottaa metaboliitit, jotka ovat vastuussa
esimerkiksi laékeainetta saaneiden ja kontrolliryhman valilla havaituista muutoksista, silla
niiden lisdéntyva pitoisuus havaitaan taulukosta, jonka PCA:ta suorittava ohjelmisto kay lapi.
Kéytannosséd PCA:ssa luodaan kuvaaja, jossa data ndhdaan ryhmiteltyné x- ja y-akselin suhteen
(kuva 15). Ryhmittely syntyy koejérjestelyn eri ryhmien ominaisuuksien perusteella, jotka
tulevat toiselle akselille, kun toiselle tulee esimerkiksi jonkin metaboliitin pitoisuus, jonka
muutos on herattanyt huomiota. Ladkeaineen vaikutukseen liittyvat metaboliitit voidaan ndin
osoittaa suuresta metaboliittien joukosta, mutta tilastollisen analyysin luotettavuuden
edellytyksend on myos luotettavasti toistetut analyysit. Vastaavaa ryhmittelya voidaan tehda
naytteiden eli esimerkiksi potilaista otettujen naytteiden vélilla tai jonkin muun muuttujan kuin

m/z-arvon suhteen.83:64
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Kuva 15. Ryhmiteltya, pisteytetty4 informaatiota kahden muuttujan suhteen.%3

PCA:ta tehokkaampana menetelmand pidetdan osittaisten pienimpien nelididen (partial least
squares, PLS) kayttdmistd. PLS:&4 voidaan kayttad, kun tutkitaan selkeasti jonkin aiheuttamaa
vastetta tai pitoisuuksia verrataan johonkin tunnettuun ominaisuuteen tai ominaisuuksiin. Se
siis mallintaa suoraan metaboliitin ja ominaisuuden yhteyden. Osittaisten pienimpien nelididen
regressioanalyysilla (PLSR) maksimoidaan selittdvien muuttujien ja vasteen tai ominaisuuden
kovarianssi, eli lopulta voidaan ennustaa suoraa vuorovaikutusta havaittujen metaboliittien ja
ominaisuuden valilla. Data-analyysia voidaan tehda siis ryhmittelevan tyylin lisaksi myos
etsimalla jatkuvia vasteita eli regressiota. Jatkuva vaste syntyy esimerkiksi insuliinin
pitoisuuden kasvaessa veressa. Kummassakin tapauksessa informaation perusteella pystytaan
kuitenkin luomaan malleja ja ennustuksia. Vaikeasti analysoitavan insuliinin tapauksessa, sen
konsentraatiomuutoksiin liitettyjen metaboliittien kautta tehty regressioanalyysi voi ennustaa

insuliinin pitoisuuden.%

Tilastolliseen analyysiin valittava menetelmé riippuu paljon analyyttisten tulosten laadusta eli
analyysin onnistumisesta ja toistettavuudesta, mutta toisaalta myds analyysin tyypista. Pelkan
massaspektrometrisen informaation kéasittely on yhdistelméatekniikoiden tuottamaan
informaatioon verrattuna huomattavasti yksinkertaisempaa. Lisdksi datan analysointi on
erilaista kohdennetun ja kohdentamattoman metabolomiikan tapauksissa. Kohdennetussa
metabolomiikassa k&ytetdan esimerkiksi MRM-tekniikkaa, jolloin informaatio on vield
massaspektrometrista profiilispektriékin yksinkertaisesmmassa muodossa, mik& helpottaa datan
kasittelyd.”” MRM:44 hyodyntavassa kohdennetussa metabolomiikassa on siis ennen

analyyseja luotava lista etsittavistd metaboliiteista, niiden m/z-arvoista ja oletusikkuna
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retentiogjoista. Taman tekniikan hyddyntamisessa on vaarana, ettd péaéllekkaisista piikeistéa

heikompi jaa data-analyysissa huomaamatta.®®

Datan kasittelyssd hyoddynnetddn laskennallisia ohjelmia, joita tarjoavat analyyttisten
laitteistojen myyjat, muut itsendiset ohjelmistokehittdjét ja liséksi tarjolla on kaikille avoimia
ohjelmistoja. Ohjelmistot voivat esimerkiksi etsia biologisia merkkiaineita informaatiosta
multivariaattianalyysilla, joita on PCA:n ja PLS:n lisdksi tarjolla useita erilaisia. Ohjelmistot
hyodyntévat yhdisteiden tunnistamisessa usein pisteytys-jarjestelmad, jonka perusteella datasta
loytyvét yhdisteet pyritddn saada vastaamaan tietokannan yhdisteitd. N&iden ohjelmistojen
tuloksilla ja niiden toimintatavoilla on kuitenkin eroavaisuuksia eli niistd kaikki eivat
esimerkiksi tunnista samoja tai yhtd monta merkkiainetta naytteesta.?’” Haastetta kaikkeen
tilastolliseen datan kasittelyyn tuovat ndmé hieman puolueelliset datan késittelymenetelmat,
sopivan menetelmén valitseminen, kromatografisten menetelmien kanssa havaittavat piikkien
siirtymiset ja jarjestyksen muuttuminen ja pyrkimys etsid vain yksi signaali yhtd metaboliittia
kohti.®®

5.5. Nestekromatografia-massaspektrometria-menetelman tulosten arviointi
Menetelman kehittdmiseen kuuluu tulosten arvioiminen, miké tehdaéan vertailemalla saatujen
kromatogrammien ja spektrien ominaisuuksia vanhempiin tuloksiin, mutta myos tekemalla
sisdista vertailua tehtyjen analyysien valilla. Vertailun kohteena on laadun liséksi kattavuus, eli
tarkastellaan kuinka suurelle ja heterogeeniselle yhdistevalikoimalle menetelma sopii.
Kvantitatiivisten ~ menetelmien  arvioinnissa on  tyypillistd  vertailla  alhaisinta
havaitsemispitoisuutta eli etsid toteamisraja (lowest limit of detection, LOD). LOD:iin
vaikuttaa pH, kaytetyt eluentit ja niiden suhteet, kolonnin ominaisuudet ja kdytossé olevat
tekniikat. Kromatografiassa olennaista on myds analyyttien erottuminen pohjaviivasta, mika
kertoo menetelman herkkyydesta. Korkeaan, paljon kohinaa sisaltavaan pohjaviivaan voi jaada

piiloon pienen pitoisuuden yhdisteiti tai isobaarisia signaaleja, jolloin niita ei voi detektoida.®

Herkkyyttd ja havaitsemisrajoja verrataan usein edeltdviin tutkimuksiin, mutta myos
menetelman kehittdmisen sisdinen vertailu on tarkedd luotettavien tulosten saamiseksi. Tat4
varten mittauksia toistetaan samoilla asetuksilla ja vertaillaan mahdollisia muutoksia, jotka ovat
kromatografiassa tyypillisisesti retentioaikojen ja kromatogrammin piikkien pinta-alojen
muutoksia. Yksittdisten analyyttien retentioaikojen tulisi pysyd samoina, mutta myos
yhdisteiden keskindisen eluutiojarjestyksen pitdisi sédilya ja kromatogrammissa olevat piikit

pitéisi selkedsti pystyé erottamaan toisistaan. Piikeistd myds nahdaan jos yhdisteen eluutio on
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ollut epatarkkaa, jolloin piikissd nahdaén hanta, mika tekee sen pinta-alan ja pitoisuuden

maarittamisesta hankalaa.®

Mittaustuloksissa tulee siis olla mahdollisimman vahan hajontaa, jotta menetelmaa voidaan
pitdd tdsmaéllisend ja luotettavasti toistettavana. Toisaalta myods uusittavuutta tarkkaillaan
muuttamalla mittaukseen vaikuttavia tekijoita kuten mittauksen suorittajaa, laboratoriota tai
muuttamalla muita mittausolosuhteita.®! Koska olosuhteet voivat erota esimerkiksi laitteiston
ominaisuuksien, kalibraation, ilman kosteuden tai lampdtilan takia, kannattaa vertailtavat
mittaukset tehda peréjélkeen. Kun uusi analyysi suoritetaan pian edellisen mittauksen jéalkeen,
on tarkkailtava ns. carryover-vaikutusta eli edeltavésta mittauksesta jaaneitd kontaminaation
vaikutuksia - muistijalked. Vaikka useiden mittausten suorittaminen lyhyelld aikavélilla
olosuhteiden muuttumattomuuden takia olisi suotavaa, on muistijaljen vaikutus minimoitava

riittavalla laitteiston huuhtelemisella.®

Analyysin tasmallisyyttd arvioidaan siis hajonnan perusteella. Menetelmén virheettomyytta
puolestaan on tulosten paikkansapitavyys eli kuinka totuudenmukaisia kvantitatiiviset tulokset
ovat. Metabolomiikassa todelliseen kvantitatiiviseen tulokseen vaikuttaa jo naytteen
kasittelyssa hyvin moni vaihe, joissa analyyttien konsentraatiot muuttuvat. Laitteiston ja
menetelman tasmallisyys voidaan kuitenkin virittdd huippuunsa vertailemalla tuloksia

standardeihin, joiden alkuperé ei vaikuta mittaustuloksiin.5!

Kvantitatiivisissa tekniikoissa on térkeda arvioida tulosten lineaarisuutta. LC-MS-menetelmaa
varten valmistetaan standardit, joiden avulla tehdaan laitteistokohtainen kalibrointisuora.
Néytteen kromatogrammin piikkien pinta-aloja verrataan kalibrointisuoraan, minka avulla
saadaan selville kunkin analyytin todellinen pitoisuus. Sopivan lineaarisen valin paattdminen
rilppuu tutkittavista naytteistd: Metaboliittien tutkimuksen tapauksessa lineaarisuuden
noudattaminen hyvin alhaisilla pitoisuuksilla on olennaista, joten kalibrointi tulee tehda
matalille konsentraatioille tarkasti. Talloin kalibrointisuoralle tulee vdhemmaén pisteita

korkeille pitoisuuksille.

Sekd McCloskey ettda Takors et. al tarkkalivat lineaarisuuden toteutumista numeerisesti
vertailemalla korrelaatiokertoimia eli pitoisuuden vaikutusta kromatogrammin pinta-alaan.
Korrelaation tulee olla mahdollisimman lahelld arvoa 1 ja Takorsin ryhmén tutkimuksissa se
oli véhintdan 0,9982 kun McCloskeylla alin korrelaatio oli 0,991. Kumpikin ryhma tarkkaili
my0ds LOD-, LOQ- (lowest limit of quantitation, méaritysraja) ja variaatiokerrointa eli kunkin

analyytin retentioajoissa tapahtuvia prosentuaalisia muutoksia mittausten valill4&. McCloskeyn
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ryhméd oli kiinnostunut myo6s ylimmastd kvantitoidusta pitoisuudesta, joka tosin ei
metabolomiikassa ole tarkedsséa roolissa. Takorsin tutkimuksessa LOD vaihteli 1,17 nM 364,25
nM:iin ja LOQ 4,18 nM:sta 1,26 pM:iin. McCloskey et. al paasivat LOQ:ssa alimmillaan 8,0 -
10 uM:iin ja korkeimmillaan he kvantitoivat 2 pM-pitoisuuksia. LOD-lukuja ei heidan
tutkimuksessaan tarkkailtu. Takorsin ryhmaélla korrelaatiokerroin eli toistettavuus oli
korkeimmillaan 5,65 % NADH:lle. Korrelaatiokerroin kertoo kokeen uudelleen
toistettavuudesta  kokonaisuudessaan huomioiden laitteiston, mittaajan ja naytteen
ominaisuudet. Takorsin tuloksissa suhteelliset keskihajonnat (relative standard deviation, RSD)
olivat 100 nM ja 500 nM + 5uM standardeille 9 % ja 4 % eli korkeampien pitoisuuksien
kvantitointi on matalia luotettavampaa. McCloskey et. al saavuttivat E. coli -bakteerin
metaboliittien analyysissa korkeimmillaan 35,9 % ja matalimmillaan 1,4 % suhteellisen
keskihajonnan eli heilld hajontaa oli paljon enemmén. He eivat mydskaan saaneet
tutkimuksessaan kvantitoitua kaikkia kohdemetaboliitteja toisin kuin Takorsin ryhma.
Toisaalta Takorsin ryhmé tutki paljon rajatumpaa metaboliittien kokonaisuutta — vain 29
metaboliittia. Heid&n saamistaan kromatogrammeista myds nédhdaan, ettd menetelmalld voisi
kvantitoida suuremman maaran analyytteja yhdelld ajolla, joka on kuitenkin jopa 90 minuuttia
pitkd. Kromatogrammin piikkien valilla on huomattavasti valjyytta. McCloskeyn kehittdméssa
metodissa mittausaika oli vain 33 minuuttia ja alle 30 % RSD:11a kvantitoitiin 77 metaboliittia
eli yli kaksi kertaa enemméan kuin Takersin tutkimuksessa. Kéytetyt laitteistot olivat hyvin
samanlaiset: HPLC yhdistettynd massaspektrometriin, jonka massa-analysaattorina oli
QTRAP, joka yhdistdd kolmoiskvadrupolin ja lineaarisen ioniloukun (LIT). Tutkimusten
tavoitteet kuitenkin poikkesivat toisistaan metaboliittien maédran ja tavoitepitoisuuksien

suuruusluokan suhteen.8°

Metaboliitteja kvantitoivien menetelmien vertailua ei voi aina tehda suoraviivaisesti, silla
kaytetyissa laitteistoissa, ndytteenkasittelyssa, olosuhteissa ja tavoitteissa on eroja. Takorsin ja
McCloskeyn ryhmien tapauksissa ndma kaikki analyyseihin vaikuttavat tekijat olivat kuitenkin
hyvin samanlaisia, vaikka loppupédételmissd on eroavaisuuksia. Merkittdvimmét erot olivat
kaytetyissa orgaanisissa eluenteissa ja paatelmissa pH:sta, joilla voi olla tekemisté toistensa
kanssa. Kummankin ryhman tulokset ovat olosuhteita sdatamalla saadut parhaat mahdolliset
tulokset, mutta McCloskeyn ryhma oli keskittynyt hyvin alhaisiin pitoisuuksiin, mika nakyy
esimerkiksi kehnoissa RSD-arvoissa. Korkeammissa pitoisuuksissa tehdyt Takorsin ryhman

tulokset saivat matalammat eli RSD-arvot.%°
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Kaksi tekniikkaa yhdistavissd metodeissa, kuten juuri LC-MS-menetelmén tapauksessa, on
arvioitava ja testattava kummankin tekniikan luotettavuutta ja suorituskykyd. Esimerkiksi
McCloskey et. al® vaihtelivat testeisséin hieman eluenttien suhteita, kolonnin pituutta ja LC-
laitteiston letkujen pituutta. Testien tuloksena ei havaittu muutoksia retentioaikojen suhteessa
ja suurin RSD jai 15,8 %:iin. Koska laitteistoon tai menetelmaédn tehdyt pienet muutokset
muuttivat kaikkia retentioaikoja yhtaldisesti, menetelmé ja laitteisto l&paisivét testin ja LC-

laitteistoon voitiin luottaa.

LC yhdistetddn metabolomiikan tutkimuksessa massaspektrometriin juuri yhdisteiden
tunnistamisen luotettavuuden lisd&misen takia, mutta myds itse MS-laitteiston luotettavuutta
arvioidaan. Yhdisteiden tunnistamisen luotettavuutta lisd4d massaspektrometrin SRM/MRM-
ominaisuus, jonka avulla voidaan seurata yhdisteiden pilkkoutumista. Analyytin alkaessa
pilkkoutua massaspektrometrilla, saadaan edelleen lisd4d luotettavuutta seuraamalla
pilkkoutumistuotteiden signaalien intensiteettejd. Vaikka kvantitointi perustuukin runsaimpaan
piikkiin, tulee luotettavuus runsaimman piikin ja pilkkoutumispiikkien suhteista, joiden avulla
varmistetaan oikean yhdisteen tunnistaminen. Juuri tdmén takia kolmoiskvadrupolia suositaan
massa-analysaattorin osana. Yhdisteen massaspektrin pilkeioneiden suhteiden pitéisi pysya
samana, Vvaikka pitoisuudessa tapahtuisikin  muutoksia.  Massa-analysaattoreiden
havaitsemisrajoissa on t&ssd suhteessa eroja, mutta esimerkiksi juuri sek& Takorsin etta
McCloskeyn kayttdma hybridimassa-analysaattori pystyy hyvin tarkkaan ja luotettavaan

maéritykseen.®

6 Kaasukromatografia-massaspektrometria metabolomiikassa

Kromatografisista menetelmistd kaasukromatografia (GC) on véhintaan yhta yleisesti kaytetty
menetelmd  kuin  nestekromatografia, = mm. laitteiston  yksinkertaisuuden ja
kayttajaystavallisyyden vuoksi. Kaasukromatografia sopii parhaiten hydrofiilisten, pienten
mutta alle 1000 u painoisten haihtuvien orgaanisten yhdisteiden ja niistd valmistettujen
johdannaisten erottamiseen. Kun nestekromatografiassa liikkuvana faasina on nestemaéinen
eluentti tai eluenttien seos, kaasukromatografiassa erottuminen tapahtuu kantajakaasun
virratessa kolonnissa. Erottumisen perusteena ovat analyyttien suhteelliset hdyrynpaineet ja

vuorovaikutus kolonnin stationaarifaasin kanssa.*2

Kuvassa 16 on esitetty GC-MS-laitteiston tdrkeimmat osat, joista detektoreita voi olla useita

rinnakkain ja yksi vaihtoehto yhdisteiden havaitsemiseksi ja tunnistamiseksi on
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massaspektrometrinen maarittdminen. GC:ssa kéytetdan inerttia helium-, vety- tai typpikaasua
kromatografin liikkuvana faasina eli kantajakaasuna. Ensimmainen erottumiseen vaikuttava
tekija on kantajakaasun virtauksen nopeus, jota saadellaan ennen kaasun paésemisté injektoriin.
Joitakin mikrolitroja naytettd injektoidaan kaasuvirtaukseen lampdsaadellyssa sailidssa, jotta
nayte sekoittuu kaasumaisena kantajakaasuun. Td&ma tarkoittaa, ettd injektointilampétilan on
oltava kaikkien naytteen analyyttien kiehumispisteitd korkeampi. Injektointiportin l[ampétilan
muutos nahdaédn kromatogrammissa Yyhdisteiden retentioaikojen ja piikkien muotojen
muutoksena. Liian matalissa lampdtiloissa kaikki analyytit eivéat hoyrysty ja liian korkeissa

lampotiloissa yhdisteet alkavat hajota tai uudelleenjérjestaytya,**®

injektori tietokone

I

14 ; virtauksen kromatogrammi

ja paineen —
saatod = —>|:

kaasu kolonni massaspektrometri massaspektri

Kuva 16. Kaaviokuva GC-MS-laitteistosta.

Kaasukromatografiseen  erottumiseen  vaikutetaan siis  kaasun  virtausnopeudella,
lampotilasaatelylla ja kolonnin valinnalla. GC-kolonnit ovat tavallisesti joitakin kymmenia
metrejd, mutta joissain tapauksissa jopa satoja metrejé pitkid. Kolonnin stationéarifaasina on
joko nestetta tai kiintedd materiaalia, joista nestefaasin siséltavét kolonnit ovat merkittavasti
suositumpia. Kolonnit voidaan jakaa myds stationadrifaasin pakkaustyypin mukaan, joista
avoimet kapillaarikolonnit ovat pakattuja kolonneja suositumpia.*'® Paallystetyissa avoimissa
kolonneissa kéytetaén silikaa (SiO-) ja kolonnin ulos jadva pinta on polyimidipolymeerid, joka

tekee silikasta stabiilia. Kolonnin stationaarifaasi voi olla joko pooliton tai poolinen.®

Kolonnissa tapahtuvaa erottumista voidaan ajatella hetkellisten tasapainotilojen kautta, joissa
analyytit imeytyvét stationdérifaasiin tai vuorovaikuttavat sen pinnalla. Analyytin kykyéa
vuorovaikuttaa  kolonnin  station&drifaasin ~ kanssa  kuvataan  jakatumisvakiona
(partition/distribution constant), joka muistuttaa tasapainovakiota. Jakautumisvakio kuvaa

stationadrifaasissa olevan analyytin pitoisuuden ja liikkuvassa faasissa olevan analyytin
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pitoisuuden suhdetta ja sen arvo on lampdtilariippuvainen. Tamén takia lampotilasaatelylla
voidaan vaikuttaa analyyttien retentioaikoihin 12 Esimerkiksi juuri jakautumisvakiota voidaan
hyodyntdd kromatogrammin eri ominaisuuksien numeeristen arvojen laskemisessa. Naita
arvoja ovat levynumero, resoluutio, retentiotilavuus ja erottumistekija. Tuntemalla téata

teoriataustaa kolonneja pystytain kehittamaan ja tuloksia vertailemaan tehokkaasti.®

Kolonni on GC-laitteistossa kolonniuunin siséssd. Uunilla s&éadelld&dn lampétilaa alle
sadasta °C-asteesta 360 °C:een. Kun nestekromatografiassa analyysi voi olla isokraattinen tai
gradienttianalyysi, joissa liuotinsuhteet pysyvéat samoina tai muuttuvat analyysin aikana,
kaasukromatografisessa analyysissa sédadetédén lampaotilaa. Isotermisessa analyysissa kolonnin
lampotila pidetddn samana ja ohjelmoidussa analyysissa lampétilaa nostetaan lineaarisesti,
jolloin kaikki néytteen analyytit varmasti ovat kolonnissa kaasumaisina ja paasevét etenemaan
detektorille saakka. Lopulta myds kolonnin jalkeen tulevan detektorin lampétila on oltava
riittdvan korkea estamaan analyyttien tiivistymisen sille.**® Samoin kuin nestekromatografian
tapauksessa, erottuneet analyytit havaitaan esimerkiksi massaspektrometrilla ja informaatio
saadaan kromatogrammin muodossa. Kromatogrammista voidaan lukea analyyteille
retentioajat, ja pinta-aloista voidaan johtaa analyyttien pitoisuudet ndyteessa. Naytteen analyytit
tunnistetaan tavallisesti spektrikirjaston informaatioon tehtavalla vertailulla, jossa huomioidaan
retentioaika ja detektorin saamat arvot, jotka massaspektrometrin tapauksessa ovat m/z-arvoja.
Analyyttien tunnistaminen voidaan tehdd myos manuaalisesti tarkastelemalla spektrissa
havaittavia ioneja. Muita havaitsemismenetelmid ovat liekki-ionisaatiodetektori (flame
ionization detector, FID), lammdnjohtodetektori (thermal conductivity detector, TCD) ja

elektroninkaappausdetektori (electron-capture detector, ECD).%®

6.1. Kaasukromatografia-massaspektrometria-menetelma metabolomiikassa
GC asettaa naytteelle enemmaén vaatimuksia kuin LC ja sitd kaytetdan usein metabolomiikassa
tapauksissa, joissa LC ei pysty erottelemaan kaikkia metaboliitteja. Vaikka injektointikammion
ja kolonnin uunin lampétilaa pystytddn sadtdmaadn, on laitteistolla rajansa, eikd heikosti
haihtuvia yhdisteitd pystytd erottelemaan. Naytteen analyyttien pitdd siis olla kolonnissa
kaasumaisina ja myos kestettava korkeaa lampoétilaa hajoamatta kokonaan. Néytettd voidaan
esikasitelld ja valmistaa analyyteistd johdannaisia mutta se vie aikaa ja tekee tulosten
tulkitsemisesta tyoladmpad. Liséksi ndytteenkasittely on yksinkertaisempaa jos ndyte saadaan
ennen analyysid liukenemaan GC-laitteistolle sopivaan alhaisissa l&mpdtiloissa haihtuvaan

nesteeseen, sillé tavalliset injektorit sopivat nestemaisille naytteille.%
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GC-MS-menetelma sopii  heikosti poolisten yhdisteiden tai sellaisiksi johdannaisiksi
valmistettujen yhdisteiden analytiikkaan. GC:lla saadaan erottumaan Oljyt, esterit,
alkyylisilyylijohdannaiset (usein trimetyyli- tai tert-butyylidimetyylisilyylit), hiilivedyt ja
hajuaineet. Esimerkiksi oksaloetikkahappo on kaasufaasissa hyvin epéstabiili, pieni kahden
arvoinen karboksyylihappo, jonka kvantitointi voisi onnistua silyloituna paremmin. GC on
rajoittunut myods yhdisteiden koon suhteen ja viimeistdén yli 1000 u yhdisteet eivat enéa ole
erotettavissa, sillé niiden haihtuvuus on heikompaa. Toisaalta LC-MS-laitteiston erotuskyKky ei
valttamatta riitd juuri pienikokoisimpien yhdisteiden erottamiseen, jolloin GC-MS on hyva

taydentava menetelma.®’

Kaasukromatografisella erotuksella on myods etunsa. GC-analyysi on nopea: se kestaa
parhaimmillaan vain minuutteja. Nopeuden lisaksi saavutetaan hyva resoluutio eli yhdisteet
ehtivat lyhyiden analyysienkin tapauksessa erottua toisistaan. Analyysiin vaaditaan vain
mikrolitroja ndytettd ja herkkyydessa pé&stdédn jopa ppb-pitoisuuksiin. Kvantitatiivinen
analyysi on tarkka ja luotettava, mika nihdaan alle 5 % RSD-arvoina.*1

Koska pelkalla kaasukromatografilla ei pystytd tunnistamaan analyytteja luotettavasti pelkan
retentioajan perusteella, yhdistetddn GC usein massaspektrometriin. Massaspektrisen
informaation ansiosta analyytit pystytadn tunnistamaan myds MS-kirjaston avulla. Tietokone
vertaa saatu massaspektrié kirjaston spektreihin. Koska jokaisen piikin vertaaminen on hidasta,
voidaan massaspektrilla tarkkailla vain kiinnostavina pidettyja ioneita (selected ion monitoring,
SIM), mika vaikuttaa myds massaspektrometrin asetuksiin. SIM:n avulla paéastdan alempiin
herkkyyksiin, kun kaikkia detektorille saapuvia ioneita ei tarvitse analysoida. GC:n kanssa voi
kayttdd myods MS/MS-ominaisuuksia jos se on massa-analysaattorin puitteissa mahdollista. GC
yhdistetadn perinteisesti EI-lahteen kanssa, jossa ionisaatio tapahtuu kaasumaisille analyyteille.
Koska EI tuottaa runsaasti pilkeioneita, on spektrikirjastoon tehtdva vertailu tarkedssa osassa
yhdisteiden oletettujen yhdisteiden tunnistamista. El-spektrit ovat luotettavasti toistettavia
kaikilla El-lahteilld, joten kirjastoon tehtdva vertailu on luotettavaa. Myo6s Cl-ldhdettd
kaytetddn, mutta merkittavasti vdhemman. Massa-analysaattorina GC:n tapauksessa kdytetdan
usein kvadrupolia, ioniloukkua tai TOF-massa-analysaattoria. TOF on hyva valinta tapauksissa,

joissa piikkien leveydet ovat alle sekunnin.*

GC:n ja massaspektrometrin yhdistdmisessd on otettava huomioon myo6s kaasuvirtaus.
Kéytdnnosséd tdma tarkoittaa sitd, ettei GC-MS-laitteistossa voi kayttda pakattuja kolonneja,

joissa kaasuvirtaus on kapillaarikolonneja suurempi, silla ionilahde ei kesta sitd. Toisaalta
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kapillaarikolonneilla on my6s huomattavasti parempi erotuskyky kuin pakatuilla kolonneilla ja
se valitaan my0s tdman takia GC-MS-analyysiin. GC:n ja MS:n yhdistdminen voidaan tehda T-
kappaleella, jonka sisélla luodaan kapillaarin ymparille ionilahteen tarvitsema vakuumi. Toinen
vaihtoehto on suora kytkentd, jossa kaikki GC:ltd tulevat analyytit paatyvat varmasti

massaspektrometrille. 3’

GC-MS on ollut, ja on yh4, suosituin analyyttinen menetelma metaboliittien analyysissa. GC:ll&
analysoitavat metaboliitit voivat olla esimerkiksi orgaanisia happoja, sokereita tai
rasvahappoja. Myos joidenkin aminohappojen analysointi onnistuu, mutta niista ja monista
muista yhdisteista on valmistettava johdannaisia niiden haihtuvuuden parantamiseksi.®> Tama
takia LC-MS-tekniikka kasvattaa kuitenkin suosiotaan jatkuvasti, silla sen avulla pystyt&an
analysoimaan ominaisuuksiltaan keskendan erilaisempia analyyttejd ilman johdannaisten
valmistamista.*® Kuten LC-MS-analyysissd, ei GC-analyysissikaan ei tarvita suuria maaria
naytettd, silld menetelman herkkyys on niin hyva, GC-analyysi erottelee ndytteen analyytit
tehokkaammin kuin LC. GC-MS:n k&yttamalle El:lle on laajat spektrikirjastot ja GC-MS:lle on
kehitetty standardoituja menetelmid, laitteiston hinta on kohtuullisen alhainen, eikd sen
kayttdminen ole haastavaa. Metabolomiikan tapauksessa menetelman kehittdminen ei
kuitenkaan ole t&ysin suoraviivaista, metaboliittien monimutkaisen joukon ja niiden

vaihtelevien ominaisuuksien takia.!?

GC:n erotuskyky on itseasiassa LC:n erotuskykyd parempi, mutta sen néytteelle asettamat
vaatimukset tekevat siitd metabolomiikan tutkimuksessa rajoittuneen menetelmén. Metaboliitit
eivat paasaantoisesti ole helposti haihtuvia tai stabiileja korkeissa lamp@tiloissa, joten niista ja
my0s kaytossa olevista standardiyhdisteistd joudutaan poikkeuksetta valmistamaan
johdannaisia. Valmiit johdannaiset eivat saa tukkia tai muuten vahingoittaa laitteiston osia.
Valitettavasti johdannaisten valmistaminen aiheuttaa aina jonkin verran vaaristymia saatavaan
informaatioon ja vaaristyma on jokaiselle metaboliitille tyypillinen, mika tekee jalkeenpain
tehtdvasta virheiden korjaamisesta tyoléstd ja haastavaa. Vaaristymia tulee jo johdannaisten
valmistamisessa, silld epéstabiileimmat metaboliitit alkavat pian l&mpimissé olosuhteissa
muuttua matalamman energian yhdisteiksi. Johdannaisten valmistaminen siis vaikuttaa
kaikkiin naytteen metaboliitteihin jonkin verran, mutta eri tavoin. Johdannaisten valmistamista
lukuunottamatta tyonkulku on hyvin samanlainen kuin LC-MS-menetelman kehityksessa ja

analyysissa (kuva 13).%2
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GC-MS-metabolomiikassa silyloivat ja/tai metoksoivat johdannaisreaktiot ovat tavallisimpia.
Toisin kuin LC-MS:lle valmistetut naytteet, GC-MS-laitteistolle valmistettavat néytteet
kuivataan vakuumissa ennen johdannaisten valmistamista, silld vesi estdd suojausreaktion
tapahtumista. Metoksijohdannaisia valmistetaan ketoryhman sisaltavista yhdisteistd, minka
jalkeen tehdaan silyloiti OH-, -COOH- ja NH2-ryhmille. Kaaviossa 3 on esitetty joitakin
tyypillisid vaihtoehtoja valmistaa johdannaisia. Aminoryhmén silyloituminen on nistéd
kolmesta hitainta ja sen kumpikin protoni pitdd saada korvattua silyyliryhmélld. Koska
metaboliittien konsentraatioissa tapahtuu helposti muutoksia, pitdisi johdannaisten
valmistaminen tehda nopeasti. Liian lyhyilla reaktioajoilla johdannaisten muodostuminen jaa
kuitenkin kesken, ja ndyte sisaltdd joistakin metaboliiteista vain osittain reagoineita
molekyylejd. Reaktion keskenerdisyys nakyy yksittdisen yhdisteen kromatogrammissa
useampana piikkind. Pienempi, osittain reagoinut johdannainen retentoituu ensin ja suurempi
my6hemmin. Jos reaktio ei ole loppunut ja anlyysi suoritetaan uudelleen, havaitaan piikkien
suhteiden muuttuvan. Koska johdannaisten valmistus, joillekin yhdisteryhmille kestaa jopa
vuorokauden, mutta useille yhdisteille riittdd muutama tunti, on usein kannattavampaa pyrkia
tekemaan korjauksia jalkeenpdin kuin odottaa reaktion loppumista. Toisaalta silloin syntyy
todennakdisemmin epavarmuutta metabolisesti tarkeiden yhdisteiden kvantitointiin. Tallaisia,
hitaasti reagoivia yhdisteita ovat esimerkiksi aminohapot.*?

O\
9 e NH2 N,O\
/C\ /C\
R™ 'Ry HCI R™ Ry o
-
F N,SI\
i MSTFA ool e
/C\ _— /C\ ,S.
R™""OH R0 MSTFA
MSTFA / 0
R-OH — > R-0O-Si— | tBu
\ F%N,&\
\Sl./ F F |
MSTFA H / MSTFA oy
R-NH, —— > R—N—Si\— —_— R—N—Si\— MTBSTFA
t-Bu
MTBSTFA H / MTBSTFA ~J.~
R-NH, ———> R-N-Si—tBu — !
\ R—N—Si\—t—Bu

Kaavio 3. Tavallisimpien johdannaisten valmistus. Tdssda metyylisilyylitrifluoriasetamidi
(MSTFA) ja metyyli-tert-butyylisilyylitrfiluoriasetamidi (MTBSTFA).*?
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GC-MS-menetelmaa arvioidaan hyvin samanlaisilla kriteereilld kuin LC-MS-menetelmaa eli
tarkkaillaan lineaarisuutta, massaspektrin pilkeioneiden piikkien suhteita, kromatogrammin
yhdisteiden retentioaikojen ailahtelevuutta, mahdollisia muistijalkid, LOQ- ja LOD-arvoja,
keskihajontaa ja menetelman kattavuutta.®® Kvantitatiivisten tulosten lineaarisuuden
toteutumista tarkkaillaan kromatogrammin piikkien pinta-alan muutoksena konsentraation
suhteen. Seké& kokonaispinta-alan etta massaspektriin perustuvan merkkipiikin (piikki, jonka
avulla kvantitointi tehdaan) pinta-alan muutosten on oltava lineaarisia. Lineaarisuuden
toteutumista testataan standardeilla ja muuttamalla injektointitilavuutta (eng. split ratio), jotta
lineaarisuutta noudatetaan kummankin pinta-alan laskemisessa. Tarvittaessa eri metaboliitteja
varten voidaan suorittaa useampi analyysi eri injektointitilavuuksilla, parhaiden mahdollisten

tulosten saavuttamiseksi varsinkin jos alimmat havaitut pitoisuudet ovat hyvin matalia.*?

7 Yhteenveto

Aineenvaihdunnan perusperiaatteisiin kuuluu ravinnon muuttaminen aineenvaihduntatuotteiksi
hajottavissa eli katabolisissa reaktioissa. Anaboliset reaktiot puolestaan hyddyntévat
katabolisten reaktioiden valituotteita ja muokkaavat niista elimiston tarvitsemia
makromolekyyleja. Eukaryoottisoluissa anaboliaa ja kataboliaa tapahtuu soluhengityksen
vaiheissa. Soluhengitykseen kuuluvassa sitruunahappokierrossa on useita vaiheita, joista
aminohappojen ja rasvahappojen aineenvaihdunnan sadtelyn mekanismeja ei vield taysin
tunneta. Mekanismien tuntemus voisi hyoddyttdd diabetekseen ja lihavuuteen liittyvaa
tutkimusta. Tietoa BCAA-aineenvaihdunnan mekanismeista, ladkkeiden vaikutuksesta,
sairauksien etenemisestd, geenien ilmenemisestd, ruokavalion tai toksisten aineiden

vaikutuksesta aineenvaihduntaan saadaan metabolomiikan avulla.

Metabolomiikan tutkimusta tehd&&n kohdentamattomasti tai kohdennetusti, mutta
kummassakin tapauksessa kéytetddn samoja analyyttisia tyokaluja, joita ovat NMR-
spektroskopia, massaspektrometria ja kromatografisista menetelmista yleisimmin neste- ja
kaasukromatografia. Tavallisinta metabolomiikan tutkimuksessa on yhdistdd monimutkaisen
ndytteen analyytit erotteleva kromatografinen menetelma ja spektroskopisista laitteistoista
massaspektrometri hybridilaitteistoksi, jolloin analyytit pystytddn sek& kvantitoimaan ettd
tunnistamaan  luotettavasti. Massaspektrometri  valitaan  hybridimenetelmiin - NMR-
spektrometrin sijaan sen paremman herkkyyden ja tarkkuuden takia. Metaboliittianalyysin
tekeminen on kaytettavéasta tekniikasta riippumatta haastavaa aina ndytteenotosta ja kasittelysté
analyysin suorittamiseen ja data-analyysiin saakka. Metaboliittipitoisuudet naytteen sisalla
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vaihtelevat paljon, metaboliittien kemialliset ominaisuudet voivat olla hyvin lahell4 tai hyvin
kaukana toisistaan, niiden pysyvyyksissé ja pH-vaatimuksissa on eroja, eika saatavilla ole

kvantitatiivisiin analyyseihin sopivia standardeja.

GC-MS oli pitkdan yleisimmin kéytetty analyyttinen menetelmd@ metabolomiikan
tutkimuksessa: se on nopea, erottelee naytteen analyytit hyvalla resoluutiolla, saatavilla on
kattava spektrikirjasto ja laitteistoja 10ytyy useista laboratorioista. LC-MS-menetelmé on
noussut kuitenkin GC-MS-menetelman rinnalle, silla se ei vaadi johdannaisten valmistamista
ja silla saadaan eroteltua yhdisteitd joiden analyysiin kaasukromatografi ei pysty. Tallaisia
yhdisteitd ovat hyvin pooliset yhdisteet, joita metaboliiteista I0ytyy paljon. Toisaalta
kaasukromatografi on kayttokelpoinen laite hyvin pienten ja poolittomien analyyttien, kuten

lipidien, erotteluun.

Metabolomiikan tutkimus on verrattain tuoretta ja se on kehittynyt erityisesti viimeisen 20
vuoden aikana. Kehitystd pyritddn koordinoimaan jatkuvasti, mutta hyvin erilaisten
tutkimustavoitteiden, laitteistojen ja menetelmien kehittdjien takia tdysin standardoituja
menetelmida ei ole olemassa. Rajatuille tavoitteille kuten juuri BCAA-katabolian ja
rasvahappoaineenvaihdunnan metaboliittien tutkimukselle voitaisiin kuitenkin Kkehittaa
toistettavissa olevia menetelmid. Ihmiskehon aineenvaihdunnan tutkimusta laadukkaasti
analysoivalle menetelmélle on varmasti kysyntad, ja tulevaisuudessa metabolomiikan avulla

voitaisiin tehda entista tarkempaa seurantaa koskien varsinkin terveydentilan muutoksia.
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KOKEELLINEN OSA

8 Johdanto

Erikoistyon tarkoituksena oli kehittdd kvantitatiivinen menetelmé Heikki Kainulaisen ryhmén
kudos-, solu- ja seerumindytteiden metaboliittipitoisuuksien analysoimiseksi. Ryhman
tutkimuksessa selvitetaén haaraketjuisten aminohappojen katabolian ja
rasvahappopaineenvaihdunnan yhteyttd. Tavoitteena oli kehittdd menetelmésta absoluuttisen
kvantitatiivinen, mutta sen kayttotarkoitus tulisi kuitenkin olemaan ensisijaisesti
metaboliittipitoisuuksien vertailu, eika valttamatta jokaisen metaboliitin tarkka kvantitatiivinen
maaritys. Valmiin menetelmén piti olla suhteellisen nopea, suoritettavissa loytyvilla laitteilla ja
tyovaiheiltaan kohtuullinen. Menetelméan kehittdminen LC-MS-laitteistolle aloitettiin
analyyttien ominaisuuksien massaspektrometrisella kartoittamisella ja tutustumalla
Kirjallisuuteen. LC-MS QQQ -laite ei kuitenkaan alustavien MS-mittausten jalkeen ollut
kaytettdvissa ja tamén jalkeen siind ilmeni laitevika, jonka korjauksessa kului useita viikkoja
aikaa. Massaspektrometriset mittaukset ehdittiin tehdd tdman projektin puitteissa puolelle
projektin kannalta kiinnostavista metaboliiteisa. Viivastyksen takia Pro gradun -tutkielman
kokeelliseen  osaan liitettiin  projektityd,  jossa  tutkittiin  kukurbit[n]uriileja

massaspektrometrisesti.

Kukurbit[n]uriilit ~ (CB[n]) koostuvat ~ metyleenisilloilla  toisiinsa  liittyneista
glykouriiliyksikoistd, jotka muodostavat sylinteriméisen, hyvin stabiilin rakenteen.
Kukurbit[n]uriilien onkalo on hydrofobinen ja ne pystyvat sitomaan onkalon kokoon sopivia
molekyyleja sisalleen. Edellisten atsoalkaaneilla ja vastaavilla CB[n]-molekyyleilld tehtyjen
kokeiden perusteella® tutkittiin CB[n]-isantamolekyylien kompleksinmuodostusta ja niiden
pilkkoutumista katalysoivia vaikutuksia (2, 3-diatsabisyklo[2.2.2]okta-2-en-1-
yyli)metyyliamiinin eli DBOA-vierasmolekyylin kanssa. DBOA on bisyklinen atsoalkaani,
joka siséltdd metyyliaminoryhmén. DBOA voi protonoitua aminoryhmastaan ja sen sitoutuessa
CB[n]-molekyyliin havaitaan kahdesti varattuja komplekseja, joissa toinen varattu protoni tai
kationi vuorovaikuttaa CB[n]:n karbonyylikehdan ja DBOA:n atsoryhman kanssa. Tadman

huomattiin vaikuttavan DBOA:n pilkkoutumiseen CB[7]:44n sitoutuneena.

Koska  CB[n]-molekyylien  onkalot ovat erikokoiset, ovat myds  niiden
kompleksinmuodostusominaisuudet erilaiset. Vuorovaikutuksen syntyessd, vierasmolekyyli

vuorovaikuttaa parhaassa tapauksessa kummankin CB[n]-molekyylin karbonyylikehan
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glykouriilihappien kanssa. Sitoutuminen voi tapahtua myods pelkéastddn sylinterirakenteen
ulkokehélle ekso-asemaan. CB[n]-molekyylien katalyyttisia ominaisuuksia ei havaita, jos
vierasmolekyyli ei sovi onkaloon. CB[n]-molekyylien tutkimuksesta tekee haastavaa niiden
huono liukeneminen yleisesti kaytettyihin liuottimiin, silla CB[n]:n onkalo on hyvin

hydrofobinen.

9 Haaraketjuisten aminohappojen kataboliaan liittyvien metaboliittien

massaspektrometrinen analyysi

9.1. Massaspektrometrisen analyysin tavoite
Tavoitteena on tehdd massaspektrometrinen analyysi lihaskasvuun ja solun energiantuottoon
liittyville metaboliiteille. Naitd metaboliitteja ovat haaraketjuiset aminohapot (BCAA), niiden
aineenvaihduntaan liittyvat metaboliitit, sitruunahappokierrossa esiintyvat metaboliitit,
glykolyysi- ja glyserolisynteesin metaboliitit ja lisdksi D-glyseriinihappo. Kaikki analysoitavat
metaboliitit sisaltdvat yhden tai useamman karboksyylihapporyhman. Massaspektrometrisissa
analyyseissa pyritdaan eristamaan positiivisella polarisaatiolla [M+H]* -ioni ja negatiivisella
polarisaatiolla [M-H] -ioni kustakin metaboliitista. loneille tehtavilla
tormaysaktivointikokeilla pyritddn saamaan kvalitatiivista analyysia tukevaa informaatiota.
Toérméaysaktivoinnilla selvitetddn esimerkiksi isobaaristen L-leusiinin ja L-isoleusiinin
pilkkoutumisen eroja, silld niitd ei voi erottaa pelkkien ESI-MS-spektrien perusteella.
Massaspektrometrisissa analyyseissa saddettyjd parametreja, sekd kokemusta yhdisteiden
pysyvyydesta neste- ja kaasufaasissa voidaan hyodyntdd LC-MS-analyysejé suunnitellessa.

9.2. Naytteiden valmistus ja mittaukset

Puhtaista metaboliiteista (kuvat 17 ja 18) valmistettiin kantaliuokset veteen (1 mM, 1 ml)
joitakin poikkeuksia lukuunottamatta. N&yteliuoksista tehtiin 20 pM (20 pl metaboliitin
kantaliuos, 980 pul MeOH). Mittauksia ennen tehtiin ulkoinen kalibrointi kayttaen Agilentin
ESI-tuning —sekoitusta (1.5 ESI Tuning:MeOH). Mittaukset suoritettiin AB Sciex QSTAR Elite
ESI-Q-TOF-massaspektrometrilld ja liuottimina kaytettiin Sigma Aldrichin HPLC-laatuisia
liuottimia. Kuivaus- ja térmdyskaasuina kéytettiin typped, massaspektrometrisen datan
analysointiin  kdytettiin Analyst® QS 2.0 -ohjelmistoa ja spektrikuvien kasittelyyn
CorelDRAW X4-ohjelmaa.
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Kuva 17. BCAA-aineenvaihduntaan liittyvid metaboliitteja molekyylipainon mukaisessa

jarjestyksessa, neutraaleissa muodoissaan.
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Asetyylikoentsyymi-A
Kuva 18. BCAA-aineenvaihduntaan liittyvia nukleotideja.

Joidenkin  metaboliittien pysyvyyden parantamiseksi jouduttiin  sd&tdmaan pH:ta.
Kirjallisuuden perusteella fosfoenolipalorypalehappo on vesiliuoksessa epastabiili ja alkaa
hydrolysoitua. Siksi sen kantaliuoksen pH saadettiin  noin 10:een kayttdmalla
ammoniumasetaatti—puskuria, kuten Kawamura et. al patentissa.”® Puskurin pitoisuus
nayteliuoksessa oli 0,01 mol/l. Asetyylikoentsyymi-A:n kantaliuos tehtiin Sigma-Aldrichin
ohjeiden mukaisesti happamaksi kéayttamalla etikkahappoa. My®ds sivuketjultaan hieman
pitemman sukkinyylikoentsyymi-A:n kantaliuoksen pH séadettiin 3:een. Asetyylikoentsyymi-
A:ta oli kéytdsséd vain 1 mg, joten kantaliuos tehtiin suoraan valmistajalta tulleeseen astiaan.
Sukkinyylikoentsyymi-A:n ilmoitettu puhtaus oli mitatuista metaboliiteista huonoin — vain

93 % - siséltaden yhdisteeseen sitoutuneen natriumin ja veden.

B-NADH:n kantaliuos valmistettiin Sigma-Aldrichin ohjeistuksen mukaan emaksiseen
ammoniumasetaattipuskuriin (0,01 mol/l, pH 10). B-NADH alkaa hajota happamissa
olosuhteissa ja myos valon vaikutuksesta, joten sen kantaliuos valmistettiin ruskeaan
lasiputkeen. Valolle herkédn B-NAD™:n kantaliuos valmistettiin etikkahapolla happamaksi

tehtyyn veteen (pH 4), ruskeaan lasiputkeen.
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ESI-MS-spektrien analyyseissa parametrit sdddettiin niin etta protonoitunut tai deprotonoitunut
ioni ja mahdolliset muut adduktit n&kyivat mahdollisimman hyvin eli pilkeionien runsaus
pyrittiin pitdmaén alhaisena. ESI-MS-analyyseissd dataa kerattiin 5 minuuttia. CID-kokeissa
kaytettiin padsaantdisesti néitd samoja parametreja, jotta kunkin metaboliitin positiivisen
polarisaation [M+H]" ja negatiivisen polarisaation [M-H]" -ioni saatiin erottumaan runsaana.
Onnistuneen eristyksen jélkeen tormaysenergiaa (collision energy, CE) kasvatettiin, jolloin
havaittiin eristetysté ionista muodostuvia pilkeioneita. Térmaysenergiaa nostettiin ja analyyseja
tehtiin niin kauan kunnes eristetyn ionin piikkia ei endé nakynyt. CID-kokeissa analyysiaika oli
1 minuutti, jokaiselle  tormdysaktivoinnille.  Torméaysaktivointikokeissa  havaitut
pilkkoutumistuotteet todennettiin laskemalla massatarkkuudet havaituille ioneille. ESI-MS-
analyysit tehtiin kaytdnndssa kartoittamaan CID-kokeisiin sopivia parametreja. LC-MS-
menetelmaa varten CID-kokeista saatiin tarvittavaa informaatiota pilkkoutumisesta. ESI-MS-

analyyseissa ja CID-kokeissa kéytetyt laitteiston parametrit on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Laitteiston parametrit

Parametri Arvo (pos) Arvo (neg)
GS1 10-20 psi 10-20 psi
CUR 15-20 psi 15-20 psi

IS 5000-5500? V -4500 V

DP 25-90 vV -75-(-20) V
FP 250 V -350-(-150) V
DP2 5V -45-(-10) V
IRD 6 ms 6 ms

IRW 5ms 5ms

Flow rate 5 pl/min 5 pl/min

Mass range (profile)
Mass range (CID)

m/z 40/50-500°, 80-1000°
m/z 40/50-500°, 80-1000°

m/z 40-500°, 80-1000°
m/z 40-500°, 80-1000°

Q1 Transmission window m/z 40 50 % m/z 40 50 %"
(profile) m/z 90 50 % m/z 90 50 %P
Q2 Transmission window m/z 30 50 %" m/z 30 50 %"
(CID) m/z 80 50 %" m/z 80 50 %P
CAD (CID) 5 psi 5 psi

IE1 2V -25V

RO2 125V -715V

GR 10V -105V

TFO 125V 115V

TST 0,100V ov

CEM 2150-2250 V 2150-2200 V
Time bins to sum 20 20

a: Kaikille muille metaboliiteille, 4100 V 4-metyyli-2-oksovaleerihapolle

b: Pienille metaboliiteille

c: Suurille metaboliiteille eli B-NAD":lle, B-NADH:lle, Ac-CoA:lle ja Suc-CoA:lle.
Q1 ja Q2 NAD":lle m/z 100-800, m/z 80 50 %, m/z 170 50 %.

Q1 ja Q2 NADH:lle m/z 80-800, m/z 60 50 %, m/z 140 50 %.

Q1 ja Q2 As-koA:lle ja S-koA:lle m/z 100-1000, m/z 80 50 %, m/z 190 50 %.
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9.3. Metaboliittien massaspektrometriset analyysit positiivisella polarisaatiolla
Positiivisen  polarisaation ESI-MS-analyysit onnistuivat pé&séantdisesti negatiivisen
polarisaation mittauksia huonommin: Vain kymmenestd metaboliitista onnistuttiin eristimaan
[M+H]* -ioni, kun kaiken kaikkiaan tarkoituksena oli analysoida 22 metaboliittia. Metaboliitit,
joille positiivisen polarisaation mittaukset onnistuivat, olivat BCAA:t, L-asparagiinihappo, L-
maitohappo, L-glutamiinihappo, L-glutamiini, B-NADH ja B-NAD'. Ndma kaikki L-
maitohappoa ja 4-metyyli-2-oksovaleerihappoa lukuun ottamatta tuottivat myds [M+Na]*-
ionin. Lisdksi L-omenahapolle, sitruunahapolle ja a-ketoglutaarihapolle havaittiin pelkka
[M+Na]*-ioni, jonka CID-kokeesta ei saa lisdinformaatiota molekyylin pilkkoutumisesta.
Koska lahes kaikki mitattavat metaboliitit olivat karboksyylihappoja, ei protonoitumista siksi
havaittu. Metaboliitit, joiden protonoitumista ei havaittu, olivat joko hyvin pienikokoisia
aminohappoja tai nukleotideihin kuuluvat koentsyymi-A:t. Jos mittauksessa ei saatu eristettya

[M+H]" -ionia, ei sille mydskaan tehty CID-kokeita.

CID-kokeissa eristetyt ionit ja CID-kokeiden perusteella havaitut runsaimmat pilkeionit on
esitetty taulukossa 3. Esitettyihin spektreihin on merkitty ionit, joiden koostumus on péaatelty
tarkkailemalla massatarkkuuksia. Merkitty pilkeioni on siis pienimméan teoreettisen ja
kokeellisen  m/z-arvon erotuksen antanut molekyylin  koostumus. Huonoimmat
massatarkkuudet ovat epastabiilille oksaloetikkahapon [M+H]*-ionille (35 mDa) ja 4-metyyli-
2-oksovaleerihapon [M+H]"-ionille (68 mDa). Paras tarkkuus oli B-NADH:n [M+H]*-ionille (-
0,05 mDa). Positiivisen polarisaation analyyseissa yllettiin siis joissakin tapauksissa

absoluuttisen tarkkaan massaan.
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Taulukko 3. CID-kokeiden perusteella havaitut pilkeionit ja massatarkkuuksien arviointi

positiivisella polarisaatiolla
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Metaboliiteista pienikokoisimmat ja suurikokoisimmat tuottivat heikoimmat tulokset
positiivisen polarisaation analyyseissa. Pienin positiivisella polarisaatiolla havaittu metaboliitti
oli L-maitohapon [M+H]*-ioni, mutta siitd ei saatu CID-kokeissa lisdd informaatiota.
Kokojarjestyksessa seuraavaksi havaitun L-valiinin ESI-MS-spektrissa havaittiin paljon
epdpuhtauksista  aiheutuvia  piikkeja  (kuva  19). CID-kokeissa havaittiin
karboksyylihapporyhmén pilkkoutuminen [M+H-HCOOH]" (kaavio 4).

+

[M+Na]
[M+H]
[M+H-HCOOH] |
318,09
162,07 25717
|M |\ H\ | | | L L | | |
100 200 300
m/z

Kuva 19. L-valiinin positiivisen polarisaation ESI-MS-spektri. Heikon intensiteetin takia

havaittiin myos piikkeja epapuhtauksista.

1
H™ “OH
Lo/
MOH )\‘
NH3* NH3*
m/z 118 m/z 72
L-valiini [M+H-HCOOH]*

Kaavio 4. L-valiinista irtosi CID-kokeen perusteella muurahaishappo.

Myds 4-metyyli-2-oksovaleerihapolle havaittiin [M+H]"-ioni, jonka eristdminen ei kuitenkaan
onnistunut. BCAA:sta L-leusiini ja L-isoleusiini ovat isobaarisia eli niiden massa on sama, mutta
niilla on erilainen rakenne. Kuvien 20 ja 21 L-leusiinin ja L-isoleusiinin ESI-MS-spektrit olivat
intensiteettieroja lukuun ottamatta samanlaiset: Kumpikin tuotti [M+H]*, [M+Na]*, [M+H-

HCOOH]" ja [M+H-C2Hs]" -ionit. Lisaksi havaittiin C4H1o-pilkkeen irtoaminen eli jaljelle jai
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vain aminohapon runko. Puhtaiden aineiden liuoksista analysoidut L-leusiini ja L-isoleusiini
tuottivat ldhes samanlaiset ESI-MS-spektrit positiivisella polarisaatiolla, eikd niitd tdmén

perusteella voitu erottaa toisistaan.

[M+H]'

[M+H-HCOOH]"

. 188,11
[M+H-C,Hq]
. [M+Na]
[M+H-C,H, ]
d WA L ” 1 1 N
100 200 300 400

m/z

Kuva 20. L-leusiinin ESI-MS-spektri positiivisella polarisaatiolla.

[M+H]'
[M+H-HCOOH]"

88,12

[M+H-C,Hql"
) [M+Na]’
[M+H-CjHyo] |
IJ 1l " "
100 200 300 400

m/z
Kuva 21. L-isoleusiinin ESI-MS-spektri positiivisella polarisaatiolla.

Isobaaristen L-leusiinin ja L-isoleusiinin CID-kokeet tormaysenergialla 25 V on esitetty kuvissa
22 ja 23. Sekad profiilispektrien mittaukset ettd CID-mittaukset tehtiin kummallekin
aminohapolle samoilla parametreilla, jotta spektrit olisivat vertailukelpoisia. Kummankin

aminohapon hajoamistuotteena havaittiin HCOOH-molekyylin irtoaminen m/z-arvolla 86,
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kuten jo ESI-MS-spektreistd huomattiin. Selkeat erot pilkkoutumisessa havaittiin kuitenkin
m/z-arvoilla 69 ja 44, joista kumpaakaan ei havaittu ESI-MS-analyyseissa. L-leusiinin
pilkkoutumistuotteena ei muodostu juuri lainkaan pilkeionia m/z 69 ja L-isoleusiini tuottaa
kumpaakin ionia l&dhes yhta runsaasti. Tdman perusteella L-leusiini ja L-isoleusiini voitiin siis
erottaa massaspektrometrisesti  CID-mittausten avulla. L-leusiinin ja L-isoleusiinin
pilkkoutumisreitit on esitetty kaaviossa 5. CID-mittausten intensiteetit olivat valitettavasti

huonot, mutta riittivat erotukseen.

[M+H-HCOOH-C4H,]"

[M+H-HCOOH]"

43,05

69,07 [M+H]"

| *

100 200

m/z 300 400

Kuva 22. L-leusiinin positiivisen polarisaation CID-mittaus CE-arvolla 25 V.

70



[M+H-HCOOH]
[M+H-HCOOH-C5H,]”

[M+H-HCOOH-NH,]"

41,04
[M+H]
*

Il

100 200 300 400
m/z

Kuva 23. L-isoleusiinin positiivisen polarisaation CID-mittaus CE-arvolla 25 V.

HCOOH m
O
o — Y
NH»> NH»>
NH3+

m/z 86 m/z 44
[M+H-HCOOH]* [M+H-HCOOH-C3Hg]"

NH3 \C"'/J\

- 0 Hegon : % m/z 69
: B [M+H-HCOOH-NH,3]*
\/\HJ\OH _ /. >~
NH;* e \ 0
I

m/z 132 m/z 86
L-isoleusiini [M+H-HCOOH]*

m/z 132

L-leusiini

NH,*

m/z 44
[M+H-HCOOH-C3Hg]*

C3Hg

Kaavio 5. L-leusiinin ja L-isoleusiinin pilkkoutuminen.

Oksaloetikkahappo oli kaikista valituista metaboliiteista ainoa, jolle ei saatu mitattua

kummallakaan polarisaatiolla massaspektrid. Kuten kuvasta 17 néhdéaan, oksaloetikkahappo on

pieni dihappo, jossa on vield karboksyylihapporyhmien lisédksi yksi ketoryhmaé.

Todenndkoisesti se on kaasufaasissa niin epastabiili, ettei sitd siksi pystytty havaitsemaan.
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Kromatografinen erottaminen saattaisi silti olla mahdollista, vaikkei massaspektrometrinen
tunnistaminen onnistunut.  Kirjallisuuden perusteellakaan ei ollut yllattdvaa ettei
oksaloetikkahapon massaspektrometrinen analyysi onnistunut.”* Jos oksaloetikkahappo
kuitenkin haluttaisiin saada lopulliseen LC-MS-menetelmddn mukaan, niin ettd sen
tunnistaminen ja kvantitointi olisivat luotettavia, pitdisi siitd tehd& stabiilimpi johdannainen.
Valitettavasti tdmé tarkoittaisi todennakoisesti myos johdannaisten tekemistda muista

metaboliiteista.

L-asparagiinihappo tuotti sekd protonoituneen ionin ettd Na-adduktin. Protonoituminen
onnistui, koska L-asparagiinihapon rakenteessa on typpi, joka pystyy vastaanottamaan protonin
vapaalla elektroniparillaan. L-asparagiinihapon ESI-MS-spektri on esitetty kuvassa 24 ja CID-

kokeiden avulla paatelty pilkkoutumisreitit kaaviossa 6.

[M+H]’
.
[M+Na]
[M+H-H,0]
[M+H-HCOOH]"
86,09
.“.L. ..ﬂl .||I..
100" ! 200 300 400

m/z

Kuva 24. L-asparagiinihapon ESI-MS-spektri positiivisella polarisaatiolla.
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HZO NJ\OH
i / O NH3+
HO m/z 116
OH [M+H-H,0]*
O NHj*
0]

m/z 134
L-asparagiinihappo J\

HO N

(0] NH3*
m/z 88
[M+H-HCOOH]*

T

OH

Kaavio 6. L-asparagiinihaposta lohkesi muurahaishappo tai vesi.

L-omenahappo, eli malaatin neutraali muoto, ja a-ketoglutaarihappo tuottivat vain [M+Na]" -
ionit, eika niille tehty torméysaktivointia. L-glutamiinihapolla ja L-glutamiinilla oli 1ahes sama
molekyylipaino. Rakenne erosi L-glutamiinin aminoryhman ollessa L-glutamiinihapossa OH-
ryhma. Kummatkin tuottivat positiivisella polarisaatiolla piikit [M+H]" ja [M+Na]*, jotka
olivat L-glutamiinille m/z 147 ja m/z 169 ja L-glutamiinihapolle m/z 148 ja m/z 170. Kumpikin
tuotti pilkkoutuessan saman rungon m/z-arvolla 130. Positiivisella polarisaatiolla n&htiin (kuvat
25 ja 26) paljon mitatulle metaboliitille kuulumattomia piikkejd, ja metaboliiteista peraisin

olevien tunnistettujen ionien runsaus oli alhainen.

[M+H]'

[M+H-NH;] [M+Na]”

+

[M+H-HCOOH-NH,]

h |
100 200 2 300 400

Kuva 25. L-glutamiinin ESI-MS-spektri positiivisella polarisaatiolla.
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[M+H]

[M+H-H,0]

84,04

[M+H-HCOOH]

sa\?\\ [M+Na]’

\\
—WILI- Lyl .J.. I 1 N
1 200 300 400

m/z

()]

Kuva 26. L-glutamiinihapon ESI-MS-spektri positiivisella polarisaatiolla mitattuna.

Sitruunahapolle pystyttiin  eristimaan [M+Na]*-ioni, muttei protonoitunutta ionia.
Nukleotideista ainoastaan B-NADH:lle saatiin nakymaéan [M+H]*-ioni, mutta ionin eristdminen
ei onnistunut. Pienikokoisten metaboliittien v&haista protonoitumista selittdvat niiden keto- ja
karboksyylihapporyhmat yhdistettynda lyhyeen hiiliketjuun. Nukleotidien tapauksessa
protonoituneita ioneita ei havaittu, koska nukleotidit eivat saa positiivista kokonaisvarausta

niiden happoryhmien luovuttaessa protonin.

9.4. Metaboliittien massaspektrometriset analyysit negatiivisella polarisaatiolla
Negatiivisen polarisaation massaspektrometriset analyysit ja [M-H] -ionin eristdminen onnistui
kaikille metaboliiteille oksaloetikkahappoa lukuun ottamatta. CID-kokeissa eristetyt ionit ja
niissd havaitut runsaimmat pilkeionit massatarkkuuksineen on esitetty taulukossa 4.
Massatarkkuuksissa oli paljon vaihtelua, mika selittyy osittain vélissa tehdyilla kalibroinneilla.
Deprotonoitujen ionien eristyksessd massatarkkuus vaihteli suurusluokassa 1 mDa:sta
34 mDa:han. Pilkeioneiden massatarkkuuksien arvot vaihtelivat saman verran L-valiinin
poikkeuksellisen huonoa massatarkkuutta (120 mDa) lukuunottamatta. Pilkeionin

tunnistaminen oli hyvin epdvarmaa ja ionien runsaus massaspektrissa alhainen.
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Taulukko 4. Negatiivisen polarisaation CID-kokeissa eristetyt ionit ja runsaimmat pilkeionit.
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Palorypélehapolle ja L-maitohapolle havaittiin karboksyylihapporyhmén lohkeaminen
varattuna ionina m/z 43. Runsain pilkeioni palorypélehapolle oli kuitenkin [M-H-CO2] ja L-
maitohapolle [M-H-HCOOH)]" (kaavio 7). 3-hydroksi-isopalorypalehapon ja D-glyseriinihapon
[M-H]" -ionin térméysaktivoinnissa havaittiin formaldehydin irtoaminen [M-H-CH20]
(kaavio 8).

0]

) HJ\OH H
\HJ\OH / i
o

m/z 43

m/z 89 [M-H-HCOOH]

L-maitohappo

Kaavio 7. L-maitohaposta lohkesi muurahaishappo.

H

o
H O O
oA L w
OH 0

OH
m/z 105 m/z 75
D-glyseriinihappo [M-H-CH,O[
-A-LH3

Kaavio 8. D-glyseriinihaposta lohkesi formaldehydi.

a-ketoisovaleerihapon CID-kokeessa havaittiin CO2-molekyylin irtoaminen (kuva 27, kaavio
9). L-valiinin ESI-MS-spektrissa nahtiin runsaasti epdpuhtautta m/z 227 ja mahdollista
pilkkoutumistuotetta [M-NHs-CzHg]- (kuva 28). L-valiinin CID-kokeen pilkeionien runsaus jai
hyvin alhaiseksi, mika selittdéd myds huonoa pilkeionin massatarkkuutta. 2-keto-3-
metyylivaleerihappo ja 4-metyyli-2-oksovaleerihappo tuottivat pilkkoutuessaan [M-H-COz2]- -
ionit. Esimerkkind COz-molekyylin irtoamisesta on esitetty a-ketoisovaleerihapon

pilkkoutuminen kaaviossa 9.
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[M-H]

[M-H-CO,]

100 200 300 400 500

m/z

Kuva 27. a-ketoisovaleerihapon negatiivisen polarisaation CID-mittaus CE-arvolla 20 V.

2

m/z 115
m/z 71
a-ketoisovaleerihappo [M-H-CO,J"

Kaavio 9. a-ketoisovaleerihaposta irtosi CO2-molekyyli.

[M-H]

[M-H-NH3-C3Hg] 227,14

| 1 ) L

100 200 300 400 500
m/z

Kuva 28. L-valiinin ESI-MS-spektri negatiivisella polarisaatiolla.
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Kaikilla kolmella haaraketjuisella aminohapolla havaittiin ESI-MS-spektreisséd [M-H]" -ionista
aiheutuva peruspiikki ja joitakin pilkeioneita. Kuvan 29 L-leusiinin profiilispektrin m/z-
arvolla 69 [M-H-NH3-CsHs]™ ollut piikki oli L-isoleusiinin (kuva 30) vastaavaa runsaampi.
Myos L-valiinilla (kuva 28) havaittiin samasta ionista aiheutuva piikki, mika viittasi
hajoamistuotteen olevan perdisin aminohapporungosta. CID-kokeissa m/z 69 havaittiin heikosti
ainoastaan L-valiinille, eik& se siis ollut p&&asiallinen pilkeioni. L-leusiinin ja L-isoleusiinin
eroja vertailtiin m/z 84 ja m/z 82 piikkien eli [M-H-HCOOH] ja [M-H-HCOOH-H;]" ionien
runsauden suhteen. L-isoleusiini tuotti spektrin siséll& suhteessa runsaammin ionia m/z-arvolla
82 kun L-leusiinin CID-mittauksissa myds m/z 84 piikki havaittiin selkeasti. L-leusiinin ja L-
isoleusiinin CID-kokeet on esitetty kuvissa 31 ja 32 ja niiden pilkkoutumisreitit kaaviossa 10.

Spektreissa nakyva piikki m/z 227 oli perdisin Eppendorf-putkesta liuenneista epapuhtauksista.

[M-H]

[M-H-NH,-C5Hg]

227,13

| . |
100 200

m/z 300 400 500

Kuva 29. L-leusiinin ESI-MS-spektri negatiivisella polarisaatiolla.
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[M-H]

[M-H-NH;-C3Hgl

227,13
L

100 200 300 400 500
m/z

Kuva 30. L-isoleusiinin ESI-MS-spektri negatiivisella polarisaatiolla mitattuna.

[M-H]

_[M-H-HCOOH-H,]
|_[M-H-HCOOH]

66,0376 ?

68,0552

L |

100 200 300 400 500
m/z

Kuva 31. L-leusiinin CID-spektri CE-arvolla 32 V.
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[M-H]

[M-H-HCOOH-H,]

100 200 m/z 300 400

Kuva 32. L-isoleusiinin CID-spektri CE-arvolla 32 V.

HCOOH H,
A
., ) C:
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m/z 130 m/z 84 m/z 82
L-leusiini [M-H-HCOOH] [M-H-HCOOH-H,J
HCOOH
= 0 2 :
: ? ~ &
NH, NH
m/z 130 m/z 82

L-isoleusiini [M-H-HCOOH-H,J

500

Kaavio 10. L-leusiinin ja L-isoleusiinin pilkkoutuminen negatiivisella polarisaatiolla.

Positiivisella polarisaatiolla a-ketoglutaarihapolle havaittiin vain [M+Na]" -ioni.

80

L-asparagiinihapon m/z-arvolla 88 ja a-ketoglutaarihapon m/z-arvolla 101 havaittiin CO>-
molekyylin irtoaminen. L-asparagiininapon pilkkoutuminen karboksyylihapporyhmin ja o-

hiilen valilla havaittiin my0ds positiivisella polarisaatiolla [M+H]" -ionin eristyksessa.

L-glutamiini, joka on isobaarinen a-ketoglutaarihapon kanssa, tuotti CID-kokeessa kolme

pilkeionia m/z-arvoilla 128, 127 ja 109. Nama isobaariset yhdisteet pystyttiin siis selkeésti



erottamaan erilaisten pilkeioneiden perusteella. L-glutamiini tuotti jo ESI-MS-analyyseissé
runsaimpana [M-H-NHs] -ionin m/z-arvolla 128. L-glutamiinihappo tuotti [M-H-H20]" -ionin
samalla m/z-arvolla. L-glutamiinihapon negatiivisen polarisaation ESI-MS-spektrid verratessa
vastaavaan positiivisen polarisaation spektriin, nahtiin kuinka paljon selkedmmin L-
glutamiinihapolle ominaiset pilkeionit erottuvat negatiivisen polarisaation analyysissa. L-
glutamiinin ja L-glutamiinihapon ESI-MS-spektrit negatiivisella polarisaatiolla on esitetty
kuvissa 33 ja 34. Niiden pilkkoutumiset on esitetty kaavioissa 11 ja 12. ESI-MS-analyyseissé

havaitut pilkeionit ndhtiin myos CID-kokeissa.

[M-H]

[M-H-NH,] 22713
. | . .

100 200 300 400 500
m/z

Kuva 33. L-glutamiinin ESI-MS-spektri negatiivisella polarisaatiolla.

Q Q / m/z 128
oo

[M-H-NH3]
NH
2 o 0
m/z 145 w
L-glutamiini H,0 HoN
NH
m/z 127
[M-H-H,OT

Kaavio 11. L-glutamiinin p&aasiallinen pilkkoutuminen tapahtuu aminoryhmasta.
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[M-H-CO,]

[M-H]

[M-H-H,O]

100 200 m/z 300 400 500
Kuva 34. L-glutamiinihapon negatiivisen polarisaation CID-koe CE-arvolla 15 V.

NH,
0 0 m/z 128
HOWJ\O_ \ [M_H_HZO]_

NH,
m/z 146 Q
L-glutamiinihappo CO, 'OM
NH,
m/z 102
[M-H-CO,T

Kaavio 12. L-glutamiinihapon spektrissé havaitaan selkedsti veden ja hiilidioksidin

lohkeaminen.

L-omenahapon negatiivisen polarisaation mittauksessa havaittiin [M-H]  -ioni, jonka CID-
kokeissa néhtiin veden lohkeaminen m/z 115. Fosfoenolipalorypalehapon pilkkoutumisessa
havaittiin fosfaattiosan ioni eli enolipalorypalehapon lohkeaminen m/z-arvolla 79 (kuva 35,
kaavio 13). Vaikka fosfoenolipalorypéalehapon kantaliuos valmistettiin yhdistetta stabiloivasti,
oli negatiivisen polarisaation ionien intensiteetti hyvin heikko. Intensiteettia yritettiin parantaa
lisadaméalla  k&ytettyd  puskuria  my6s  ndyteliuokseen  ja  kaksinkertaistamalla
fosfoenolipalorypélehapon konsentraatio 40 pM:iin, mutta intensiteetti nousi vain hieman.
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[M-H-HOC(CH2)COOH]

100 200 300 400 500

m/z

Kuva 35. Fosfoenolipalorypélehapon CID-spektri CE-arvolla 15 V.

0o
HO
OH
o CH,
HO, om)k / %
_O/P\\ OH -O/ \\O
CH,
Fosfoenolipalorypélehappo [M-H-HOC(CH2)COOH]

Kaavio 13. Fosfoenolipalorypélehapon hajoaminen.

Sitruunahappo on trikarboksyylihappo, jolle kuitenkin pystyttiin tunnistamaan negatiivisella
polarisaatiolla [M-H]™ -ioni. Sen térmdysaktivoinnissa havaittiin trihapon hajoaminen eli
vesimolekyylien ja hiilidioksidin lohkeamiset m/z-arvolla 111 ja hiilidioksidin ja etikkahapon
lohkeaminen m/z-arvolla 87. CID-spektrissa havaittiin samat pilkeionit kuin ESI-MS-
spektrissé. Sitruunahapon CID-spektri CE-arvolla 15 V on esitetty kuvassa 36 ja siind havaittu

pilkkoutuminen kaaviossa 14.
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[M-H-2H,0-CO,]

[M-H]

[M-H-CH,COOH-CO,|

100 200 300 400

m/z

Kuva 36. Sitruunahapon CID-spektri CE-arvolla 15 V.

2 H,0 OI (@)
co
2 LA
o on % m/z 11
m [M-H-2H20'C02]-
HO O- \
OH 0
Sitruunahappo co HO/\)kO‘
m/z 191 2 m/z 87
OH

;\ [M-H-CH3COOH-CO,J
o)

Kaavio 14. Sitruunahapon kaksi pilkkoutumisreittia.
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B-NAD":sta havaittiin [M-2H] -ioni, jonka pilkkoutumista tutkittiin CID-kokeissa. B-NAD":n
ja B-NADH:n rakenteissa on sama runko kuin koentsyymeilla joten [M-H] ja [M-2H]" -ionien
CID-kokeissa havaittiin samoja pilkeioneita m/z-arvoilla 408 ja 426. My0Os pelkéstdan p-
NAD™:lle ja B-NADH:lle tyypillisia pilkkeitd havaittiin. Kuvasta 37 nahdaan B-NAD":n CID-
kokeen spektri. Eristetty [M-2H]™ -ioni alkoi hajota jo matalalla jannitteelld kuvan [M-2H-
CeH7N20] -ioniksi ja kun jannitettd nostettiin, havaittiin myods ionit [M-2H-C11H15N20s]" ja
[M-2H-C11H12N204]", joiden m/z-arvot olivat 426 ja 408.

[M-2H-C¢H,N,O]

[M-2H-C;H3sN,0¢] _
[M-2H-C4;H1,N;04]

[M-2H]

100 200 300 400 500 600 700 800
m/z

Kuva 37. B-NAD":n negatiivisella polarisaatiolla tehty CID-koe CE-arvolla 35 V.
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Sek&d Ac-CoA ettd Suc-CoA tuottivat negatiivisella polarisaatiolla [M-H]™ -ionit. Koska
koentsyymit poikkesivat vain sivuketjunsa perusteella toisistaan, havaittiin CID-kokeissa samat
ionit, jotka aiheutuivat saman rungon pilkkoutumisesta. Kumpikin tuotti ionit m/z 426 ja 408 ja
sivuketjut havaittiin Ac-CoA:n m/z-arvolla 461 ja pitempi Suc-CoA m/z-arvolla 5109.
Koentsyymit voitiin kuitenkin erottaa toisistaan selkeésti poikkeavien [M-H]  -ionien signaalien
perusteella. Kuvassa 38 on esitetty Ac-CoA:n CID-analyysin spektri, joka oli hyvin
samanlainen Suc-CoA:n vastaavan spektrin kanssa. Ac-CoA:n kolme piikkid tuottavat

pilkkoutumiset on esitetty kaaviossa 15.

[M-H-C,3H,sN,O5PS]

[M-H-Cy5H,5N,0,PS]

[M-H-C1oH14NsO7PT

‘[M-H]‘

L J|‘1 | l i

L
100 200 300 400 500 /2 600 700 800 900 1000

Kuva 38. Asetyylikoentsyymi-A:n CID CE-arvolla 45 V negatiivisella polarisaatiolla.
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Kaavio 15. Asetyylikoentsyymi-A:n kolme erilaista pilkkoutumista.

9.5. ESI-MS-analyysien vertailu
Analysoidut metaboliitit olivat molekyylipainoiltaan padasiassa pienid, poolisia molekyyleja ja
niissa kaikissa oli karbonyylihiili tai usein karboksyylihapporyhma ja monissa metaboliiteissa
my0s aminoryhmd. Useat pienikokoiset metaboliitit sisdlsivat saman rungon jonkin toisen
metaboliitin kanssa, jolloin niiden pilkkoutumiskuviot muistuttivat toisiaan. Jos [M+H]" -ioni
saatiin eristettyd, positiivisella polarisaatiolla havaittiin pilkeioneita [M-H-HCOOH]", [M-H-
H>0]" ja [M-H-NH3]*. Negatiivisella polarisaatiolla yleisimmaét pilkeionit [M-H]" -ionien CID-
kokeissa olivat [M-H-CO2], [M-H-HCOOH] ja [M-H-H.O]". My0s toisiaan muistuttavilla
isokokoisemmilla metaboliiteilla huomattiin yhtenevia pilkkoutumiskuvioita negatiivisella
polarisaatiolla: Ac-CoA, Suc-CoA, B-NAD* ja B-NADH sisalsivat kaikki saman perusrungon,

josta aiheutui samoja pilkeioneita, jotka tosin nakyivat vasta CID-kokeissa. ESI-MS-
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analyyseissa ei valttamatta havaittua samoja pilkkeita tai ei ainakaan yhtd runsaina ja selkein&
kuin CID-mittauksissa.

Negatiivisen polarisaation MS-analyysit saatiin suoritettua kaikille valituille metaboliiteille
oksaloasetaattia lukuun ottamatta. N&istd onnistuneista mittauksista jokaisesta voitiin eristaa
[M-H]" -ioni, ja niille tehtiin CID-kokeet. Positiivisen polarisaation mittauksista onnistui
odotetusti vain puolet, joten LC-MS-menetelmén kehittdmisen kannalta pééatettiin keskittya
onnistuneempiin negatiivisen polarisaation mittauksiin. Positiivisen polarisaation mittauksissa
[M+H]" -ioni saatiin eristettyd haaraketjuisille aminohapoille, L-asparagiinihapolle, L-
maitohapolle, L-glutamiinihapolle, L-glutamiinille, 4-metyyli-2-oksovaleerihapolle ja f-
NADH:lle. Nailla kaikille havaittiin myds Na-addukti [M+Na]* B-NADH:ta ja 4-metyyli-2-
oksovaleerihappoa lukuun ottamatta. Positiivisen polarisaation spektreista nahtiin myos niiden
huono intensiteetti: Tunnistettujen ionien lisaksi ndhtiin myos paljon muita ioneita, jotka olivat

perdisin edellisistd mittauksista tai ndyteliuosten teossa kaytetyista Eppendorf-putkista.

9.5.1. Isobaaristen metaboliittien erottaminen
Metaboliiteista a-ketoglutaarihapon ja L-glutamiinihapon m/z-arvot olivat lihes samat: o-
ketoglutaarihapon [M-H]" -ionin m/z-arvo on 144,99 ja L-glutamiinihapon m/z-arvo 145,06.
Niiden erot huomattiin jo ESI-MS-spektrejd tulkitessa, silla hajoamistuotteet olivat aivan
erilaiset. Sama néhtiin myds CID-kokeissa. Pilkkoutumistuotteita tarkkailemalla ja teoreettisiin
massoihin vertailemalla, o-ketoglutaarihappo ja L-glutamiinihappo voidaan todenndkdisesti
erottaa myos biologisen ndytteen massaspektristd, silla niiden rakenteet ovat riittavén erilaiset

kuten kuvasta 39 nahdaan.

0] O 0] O
NH» o}

Kuva 39. L-glutamiinihappo ja a-ketoglutaarihappo.

Positiivisen polarisaation mittaukset eivét tuottaneet yhté selkeitd tuloksia kuin negatiivinen
polarisaatio: o-ketoglutaarihappo ei protonoitunut lainkaan, mutta muodosti kuitenkin Na-
adduktin. L-glutamiinihappo protonoitui, muodosti Na-adduktin ja my6s joitakin
hajoamistuotteita havaittiin. Helpompaa néiden vertailu oli kuitenkin negatiivisen polarisaation
spektreistd, jolloin kummallekin metaboliitille havaittiin sekd kokonaisista molekyyleista

aiheutuva ioni etté pilkeioneita.
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Hankalimmat isobaariset molekyylit olivat L-leusiini ja L-isoleusiini, joiden ainoa ero oli
hiilivetyketjun haaroittumisessa. Niiden pilkkoutumisessa havaittiin samat pilkeionit, mutta
intensiteetit pilkkeille olivat hieman erilaiset kummallakin polarisaatiolla. Myds Chenin
ryhmén positiivisen polarisaation mittauksista L-leusiinille ja L-isoleusiinille huomattiin
pilkeioneiden runsauksien erot.”? Jos L-leusiini ja L-isoleusiini saadaan nestekromatografisesti

erotettua, voidaan ne melko luotettavasti my0ds tunnistaa.

9.6. Nestekromatografia-massaspektrometriamenetelméan kehitys

Edelld kasiteltyja metaboliittien MS-analyyseja hyodyntéden, LC-MS-menetelmén kehitysta
tullaan jatkamaan Agilentin LC-MS QQQ -laitteistolla. Analyysien perusteella menetelmaa
aiotaan kehittdd lahtokohtaisesti vain negatiivista polarisaatiota hyodyntavéksi. Positiivisen
polarisaation mukaan ottaminen ei ndiden metaboliittien tapauksessa tuota lisdinformaatiota, ja
se pidentaisi analyysiaikaa. Koska tamén tutkielman kokeellisessa osassa on kasitelty vain noin
puolet tutkimuksen kannalta kiinnostavista metaboliiteista, pitd4 toisen polarisaation mukaan
ottaminen pitdd vield vaihtoehtona. Nyt menetelmdn kehittdminen tullaan aloittamaan
kayttdmalla 150 mm pitkaa kaanteisfaasikolonnia, jolloin voidaan hyddyntaa esimerkiksi jo
esiteltyd ioniparitekniikkaa. Vaihtoehtoisesti menetelman kehitys voidaan aloittaa myds LC-
MS-laitteistolle, jonka massa-analysaattorina on ioniliikkuvuusmassaspektrometri (IM-MS,
ion-mobility mass spectrometry).

10 Kukurbit[n]uriilien (n = 6, 7, 8) katalysoima atsoalkaanin
pilkkoutuminen ja kompleksinmuodostus
10.1. Tyon tavoite
Tarkoituksena oli tutkia (2,3-diatsabisyklo[2.2.2]okt-2-en-1-yyli)metyyliamiini-
vierasmolekyylin (DBOA) pilkkoutumista kaasufaasissa massaspektrometrisin menetelmin.
Pilkkoutumista tutkittiin vapaasta DBOA:sta ja CB[n]-isdntaan sitoutuneesta DBOA:sta seké
kerran ettd kahdesti varatuista ioneista. Paddmaarand oli selvittdd CB[n]-molekyylien
kompleksinmuodostuskykyd DBOA:n kanssa ja tarkkailla vapaan ja isantdmolekyyliin
sitoutuneen DBOA:n pilkkoutumisen eroja. CB[6]:n rakenne on esitetty kuvassa 40 ja DBOA:n
kuvassa 41.
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Kuva 40. Kukurbit[6]uriilin rakenne.
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Kuva 41. (2, 3-Diatsabisyklo[2.2.2]okt-2-en-1-yyli)metyyliamiinin (DBOA) rakenne.

10.2. Naytteiden valmistus ja mittausparametrit
Kukurbit[n]Juriilit liukenevat yleisesti kéytetyistd liuottimista ainoastaan veteen ja ovat
siihenkin niukkaliuokoisia. Paras liukoisuus esimerkiksi CB[6]:lle saavutettiin 30 % HCl:lla tai
60 % muurahaishapolla.” Liukoisuuserot perustuvat symmetriaan.’ Lisdamalla vesiliuokseen
happoa, nama molekyylit saadaan liukenemaan.” Vahvat ja vikevat happoliuokset kuluttavat
massaspektrometria, joten ndytteiden valmistamisessa kéytettiin lopulta korkeintaan 10 %
etikkahappoa. Etikkahappo on muurahaishappoa paljon miedompi happo, joten CB[6] ja CB[8]
liuokset valmistettiin kylldisiksi ja niiden konsentraatio jai noin 10 uM:iin. CB[7] liukenee
parillisia CB[6]:ta ja CB[8]:aa paremmin ja sen kantaliuos tehtiin 1 mM:ksi veteen. DBOA:n
1 mM Kkantaliuos valmistettiin veteen. DBOA:n ESI-MS-mittaukset ja CID-kokeet tehtiin
20 UM vesiliuoksesta, jossa oli 10 % etikkahappoa. CID-kokeissa eristettiin CB[n]:n ja
DBOA:n komplekseista protonoitunut, kahdesti protonoitunut sekd natriumin ja protonin
sisaltavat kompleksit. Kompleksien ja DBOA:n néayteliuokset valmistettiin CB[7]:n
tapauksessa 1:10 ja CB[6]:n ja CBJ[8]:n tapauksissa jopa 1:50. Nayteliuoksissa kaytettiin
paasaantdisesti 10 % etikkahappoa. CB[6]:n ja DBOA.n kompleksien analyyseissa
nayteliuoksessa oli 2 % etikkahappoa. Naytteiden valmistamisessa kaytettiin HPLC-puhtaita
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liuottimia, mittaukset tehtiin AB Sciex QSTAR Elite ESI-Q-TOF-massaspektrometrilla,
laitteisto kalibroitiin  Agilentin  ESI-tuning mixilla ja mittaukset tehtiin positiivisella
polarisaatiolla. Kuivaus- ja torméyskaasuna kaytettiin typped. Massaspektrometrin késittelyssa
ja datan analysoimisessa kaytettiin Analyst® QS 2.0 -ohjelmistoa ja spektrikuvien késittelyyn
CoreDRAW X4-ohjelmaa. DBOA:n ja CB[n]:n ja DBOA:n kompleksien analyyseissé kaytetyt
parametrit on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5. Massaspektrometrin parametrit

Parametri Arvo (DBOA) |Arvo (CB[n] + DBOA)

GS1 35 psi 35-40 psi

CUR 20 I/min 20-30 I/min

IS 5500 V 4800-5500 V

Accumulation time 1s 1-2s

DP 25V 225-300 V

FP 200V 200-400 V

DP2 10V 10-20 V

IRD 6 ms 6 ms

IRW 5ms 5ms

Flow rate 5 pl/min 5-7 pl/min

Mass range (profile) 10-200 m/z CB7: m/z 100-1500
CB6: m/z 40-1500
CB8: m/z 200-2000

Mass range (CID) 10-200 m/z CB7: m/z 40-1500

Q1 Transmission window
(profile)

Q1 Transmission window

m/z 20 33 %
m/z 110 33 %
m/z 140 34 %
m/z 20 50 %

CB6: m/z 40-1500

CB8: m/z 100-2000

CB7: m/z 1300 100 %; 650 100 %
CB6: m/z 1200 100 %; 550 100 %
CB8: m/z 750 100 %

CB7: m/z 100 50 %, m/z 1000 50 %;

(CID) m/z 11050 % | m/z 80 50 %, m/z 210 50 %
CB6: m/z 30 33 %, m/z 600 67 %;
m/z 30 50 %, m/z 1100 50 %
CB8: m/z 80 50 %, 230 50 %

IE1 2V 2V

RO2 125V 125V

GR 0V 10V

TFO 125V 125V

TST 0,1V 0,1V

CEM 2250-2300 V 2250-2300 V

Time bins to sum 20 20

91



10.3. Mittaukset ja tulokset
Massasspektrometriset kokeet suoritettiin analysoimalla DBOA- ja CB[n]-molekyyleja vapaina
jasen jalkeen isdnnén ja vieraan seoksina. ESI-MS-spektreista etsittiin sekd kerran ettd kahdesti
varattuja ioneja, joista eristettiin CID-kokeisiin protonoituneet kompleksit tai natriumin ja
protonin sisaltavat kompleksit. CID-kokeissa tarkasteltiin kompleksissa hajoavan DBOA:n
m/z-arvoja vertailemalla piikkien arvoja teoreettisiin m/z-arvoihin ja neutraalien pilkkeiden
arvoihin. CID-kokeiden tulokset ja massatarkkuuksien vertailut koottiin taulukoihin, joihin on
laskettu erotukset eristetystd ionista ja pilkeionista tai kahdesta toisiaan seuranneesta
pilkeionista. lonien massatarkkuuksien, muodostuneiden pilkkeiden molekyylipainojen ja
spektrien ionien intensiteettejd hyddyntden paateltiin, mikd molekyyli DBOA:sta kussakin
tapauksessa irtosi. CID-kokeista tehdyissé taulukoissa lihavoituna on merkitty eristetty ioni ja

mustalla fontilla ionit, joiden massatarkkuus on harmaalla merkittyja ioneita parempi.

10.3.1. Vapaan atsoalkaanin massaspektrometrinen analyysi
DBOA:n CID-kokeessa eristettiin [DBOA+H]" -ioni, jonka pilkeioneiden ja pilkkeiden
massatarkkuuksista (taulukko 6) paateltiin pilkkoutumisreitit. Kuvassa 42 on esitetty
[DBOA+H]*-ionin eristys, CID-spektri ja kaksi pilkkoutumisreittid, joista tummennettu reitti
on piikkien intensiteettien perusteella paareitti. N2:n ja C2Ha:n monoisotooppiset massat eroavat
vain 0,025 Da, joten kalibrointi CID-mittauksia varten tehtiin huolella, mutta lopulliset

paatelmat tehtiin pilkkeiden molekyylipainojen perusteella.
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Kuva 42. A) [DBOA+H]"-ionin eristys CE-arvolla 10 V. B) [DBOA+H]*-ionin CID-spektri
CE-arvolla 20 V. Eristys ja CID-kokeet tehtiin 20 uM DBOA 10 % etikkahapon vesiliuoksessa.

Harmaalla merkitty hajoaminen on sekundaarinen pilkkoutuminen.
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Taulukko 6. [DBOA+H]*-ionin CID-kokeissa havaitut m/z-arvot ja niiden vertailu
teoreettisiin arvoihin (MW = molecular weight, molekyylipaino)

MW MW

CE pilke  pilke  teor-
(V) loni m/z (teor) m/z (exp) Amiz (teor) (exp) exp
20 [DBOA+H]* 140,1182  140,1138 0,004

20 [DBOA+H-NH;]* 123,0916 123,088 0,004 17,027 17,026 0,001
20 [DBOA+H-N2]* 112,1121 112,0868 0,025 28,006 28,027 -0,021
20 [DBOA+H-CH4]* 112,0869 112,0868 0,000 28,031 28,027 0,004
20 [DBOA+H-NH3-N2]* 95,0855 95,0845 0,001 17,027 17,002 0,024
20 [DBOA+H-NH;-CoHs]* 95,0604 95,0845 -0,024 17,027 17,002 0,024
20 [DBOA+H-N2-HCN]* 85,1012 85,0755 0,026 27,011 27,011 0,000
20 [DBOA+H-C,Hs-HCN]* 85,0760 85,0755 0,001 27,011 27,011 0,000
20 [DBOA+H-NH;-N2-CoH4]* 67,0542 67,0547 0,000 28,031 28,030 0,001
20 [DBOA+H-NHs-CoHs-CoH4]" 67,0291 67,0547 -0,026 28,031 28,030 0,001

CB[7]:std ja DBOA:sta valmistettiin 1:10 nayteliuos 10 % etikkahappoon, jossa CBJ[7]:n
konsentraatio oli 10 uM. CID-kokeissa eristettiin [CB7+DBOA+H]*, [CB7+DBOA+2H]* ja
[CB7+DBOA+Na+H]?*-ionit. Kuvan 43 spektreissa nahdain [CB7+DBOA+H]" -ionin eristys
DBOA:sta

10.3.2. CB[n] + DBOA -kompleksien analyysit

sekd kompleksin pilkkoutuminen ja hajoaminen.

kompleksissa N2-molekyyli, mink& jadlkeen DBOA:n loppuosa ei endd pysynyt isédntéén

sitoutuneena. Kompleksi hajosi, mikda nahtiin [CB7+H]"-ionin intensiteetin nousuna.

irtosi

Spektreihin merkityt pilkeionit on péatelty taulukon 7 arvojen perusteella.

94

kerran varatussa



A) [CB7+DBOA+H]"

500 1000 1500
m/z

B) [CB7+DBOA+H]

[CB7+DBOA-N,+H]"
1274,4501

[CB7+H]"

N | L L Jl.LJIILI e deed

560 m/z 1000 1500
Kuva 43. A) [CB7+DBOA+H]*-ionin eristys CE-arvolla 30 V. B) [CB7+DBOA+H]*-ionin

CID-spektri CE-arvolla 75 V.
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Taulukko 7. [CB7+DBOA+H] -ionin CID-kokeissa havaitut ionit, niiden m/z-arvot ja vertailu
teoreettisiin arvoihin

MW MW
CE pilke  pilke  teor-
(V) loni m/z (teor) m/z(exp) A m/z (teor) (exp) exp

30 [CB7+DBOA+H]" 1302,4618 1302,4579 0,004
60 [CB7+H+DBOA-N.]*  1274,4556 1274,4516 0,004 28,006 28,006 0,000
60 [CB7+H+DBOA-C:H.]* 1274,4305 1274,4516 -0,021 28,031 28,006 0,025
60 [CB7+H]" 1163,4037 1163,3702 0,034

Kahdesti varatun [CB7+DBOA+2H]?*-ionin eristdminen ei onnistunut taysin vaan eristyksessé
nahtiin myos [CB7+DBOA+H,0+2H]?*-ioni m/z-arvolla 660. [CB7+DBOA+2H]%**-ionin CID-
spektrissd& CE-arvolla 40 VV DBOA:sta nahtiin irtoavan etyleenipilke m/z-arvolla 637 eli
havaittiin [CB7+DBOA-C,H4+2H]?**-ioni, kun kerran varatusta [CB7+DBOA+H]*-ionista
havaittiin CID-kokeissa [CB7+DBOA-N2+H]"-ioni. Kahdesti varatun kompleksin analyysista
huomattiin siis DBOA:n pilkkoutuvan eri tavalla kuin vapaan DBOA:n analyyseissa tai kerran
varatun kompleksin hajoamisessa. Kahdesti protonoituneella CB[7]:n kompleksilla oli vapaan
DBOA:n pilkkoutumisen péareittiin verrattuna sekundaéristd hajoamisreittia katalysoiva
vaikutus. Etyleenin irtoamisen jalkeen havaittiin myos joitakin muita pilkkoutumistuotteita,
mutta lopulta kompleksi hajosi ja havaittiin kerran varatut [DBOA+H]" ja [CB7+H]*-ionit.
[CB7+DBOA+2H]?*-ionin eristysspektri ja CID-spektri on esitetty kuvassa 44 ja spektreisti

saadut m/z-arvot ja niiden massatarkkuuksien vertailu on tehty taulukossa 8.

96



A) [CB7+DBOA+2H]"

660,7163
500 s 1000 1500
B) 609,7022 [CB7+DBOA-C,H,-HCN-CH,N+2H]""
637,7208 [CB7+DBOA-C,H,+2H]""
2+
|_624,2138 [CB7+DBOA-C,H,-HCN+2H]
2+
[CB7+2H]
[CB7+DBOA+2H]"
[CB7+H]
[DBOA+H] [CB7-CH N+H]"
. N e L
500 1000 1500

m/z

Kuva 44. A) [CB7+DBOA+2H]%* -ionin CID-koe CE-arvolla 5 V. B) [CB7+DBOA+2H]**-
ionin CID-koe CE-arvolla 40 V.
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Taulukko 8. [CB7+DBOA+2H]?*-ionin CID-kokeissa havaitut ionit

MW MW

CE pilke  pilke teor-
(V) loni m/z (teor) m/z (exp) A m/z (teor) (exp) exp
5 [CB7+DBOA+2H]* 651,7345 651,7395 -0,005

40 [CB7+DBOA-N+2H]** 637,7314 637,7208 0,011 28,006 28,037 -0,031
40 [CB7+DBOA-CoHs+2H]* 637,7189 637,7208 -0,002 28,031 28,037 -0,006
40 [CB7+DBOA-N,-HCN+2H]** 624,2260 624,2138 0,012 27,011 27,014 -0,003
40 [CB7+DBOA-CoH,-HCN+2H]** 624,2134 624,2138 0,000 27,011 27,014 -0,003

[CB7+DBOA-C2H4sN-HCN-

40 CHsN+2H]* 609,7001 609,7022 -0,002 29,027 29,023 0,003
40 [CB7+2H]* 582,1790 582,1754 0,004

40 [CB7+H]* 1163,4037 1163,3553 0,048

50 [DBOA+H]* 140,1182 140,1216 -0,003

50 [DBOA+H-NHs;]* 123,0917 123,0902 0,001 17,027 17,031 -0,005
50 [DBOA+H-N,]* 112,1121 112,0912 0,021 28,006 28,030 -0,024
50 [DBOA+H-C,H.]* 112,0869 112,0912 -0,004 28,031 28,030 0,001

[CB7+DBOA+Na+H]?*-ionin hajoaminen nakyi CID-spektreissé selkeasti. DBOA:N pilkeionit
havaittiin hyvin matalilla intensiteeteilld eli kdytdnndssa kompleksi hajoaa, eikd DBOA:n

pilkkoutumista kompleksissa tapahdu. Hajoamisessa Na*-ioni jai CBJ[7]:lle ja protoni
DBOA:lle. [CB7+DBOA+Na+H]?*-ionin eristys ja CID-spektri CE-arvolla 40 V on esitetty

kuvassa 45. Havaittujen ionien massatarkkuuksien vertailu on tehty taulukossa 9.
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I [
500 1000 1500
m/z
Kuva 45. A) [CB7+DBOA+Na+H]**-ionin  eristys  CE-arvolla 25 V.

B) [CB7+DBOA+Na+H]?*-ionin CID-spektri CE-arvolla 40 V.
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Taulukko 9. [CB7+DBOA+Na+H]2+-ionin CID-kokeissa havaitut ionit

CE (V) loni m/z (teor) m/z(exp) Am/z
15 [CB7+DBOA+Na+H]** 662,7255 662,7407  -0,015
40 [CB7+Na]* 1185,3328  1185,3289 0,004
40 [CB7+Na+H]* 593,1700 593,1811  -0,011
40 [DBOA+H]* 140,1182 140,1238  -0,006

CB[6] + DBOA —liuoksen ESI-MS-spektreissa nakyi paljon muita CB[6]:n addukteja veden,
etikkahapon, natriumin ja kaliumin kanssa. Kerran protonoitunut [CB6+DBOA+H]"-ioni
saatiin eristettyd, mutta DBOA:n pilkkoutumista isantdmolekyyliin sitoutuneena ei havaittu
CID-kokeissa varmasti ja se vaatisi lisatutkimusta. [CB6+DBOA+H]*-ionin eristys on esitetty
kuvassa 46. Intensiteetti sekd ionin eristdmisessa etté siita tehdyissd CID-kokeissa oli hyvin
matala. [CB6+DBOA+2H]% -ionin eristyksessi nahtiin myés ionit [CB6+DBOA+2H+H,0]*
ja [CB6+2Na+2H,0]?" m/z-arvoilla 577 ja 539 eli osa CID-kokeissa havaituista pilkeioneista
m/z-arvoilla 559, 551, 530 ja 521, oli perdisin ndista ioneista (kuva 47, taulukko 10). Kahdesti
varatussa protonoituneessa kompleksissa ei havaittu DBOA-vieraan pilkkoutumista eli
tormaysenergiaa kasvattamalla kompleksi hajosi.

[CB6+DBOA+H]"

| I J lllllII.IIJ.IlIIMI TR

500 m/z 1000 1500

Kuva 46. [CB6+DBOA+H]"-ionin eristys CE-arvolla 20 V. 1:10 2 % etikkahapon
vesiliuoksessa.
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2+
[CB6+DBOA+2Na+H,01 539 1 07, 577,1001 [CB6+DBOA+2H+H,0]

il

500
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B) [CB6+DBOA+2H] "
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[CB6+DBOA+2Na+H,0] 539,1041) 59 1q17
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\

500 m/z 100b 1500
Kuva 47. A) [CB6+DBOA+2H]%* -ionin CID-spektri CE-arvolla 5 V. B) [CB6+DBOA+2H]%-

ionin CID-spektri CE-arvolla 40 V. CB6:DBOA suhde CID-kokeissa oli 1:50 2 % etikkahapon

vesiliuoksessa.

Taulukko 10. [CB6+DBOA+2H]?*-ionin CID-kokeissa havaitut ionit

CE (V) loni m/z (teor) m/z(exp) Am/z
20 [CB6+DBOA+2H]** 568,7100 568,0863 0,624
55 [DBOA+H]* 140,1182 140,1092 0,009
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Myos CB[8] sitoi huonosti DBOA-vierasmolekyylid. CB[8] liukenee tutkituista
kukurbit[n]uriileista huonoimmin veteen, joten siitd 10 % etikkahappoon 1:20 DBOA:n kanssa
valmistettu ndyte sentrifugoitiin ennen analyysia. CB[8]:sta valmistettu kantaliuos tehtiin
kylldiseksi ja sen konsentraation arvioitiin olevan 10 uM. Kuvasta 48 nédhdéan, etta mittausten
intensiteetti oli huono, mutta eristys kahdesti varatulle protonoidulle kompleksille saatiin
tehtyd. CID-kokeiden (kuva 49) ja taulukossa 11 Kirjattujen massatarkkuuksien perusteella
DBOA:sta irtosi N2-pilke, mikd nakyi m/z-arvolla 720. Kompleksin hajoamisessa havaittiin

[DBOA+H]" ja [CB8+2H]?**-ionit. Kerran varattuja ioneita ei pystytty eristimaan lainkaan.

735,812
- [CB8+2H]"

44 2+
“ 2 [CB8+DBOA+2H]
40 [CB8+K+H]_ |

3.8
38 2+
2f  [CB8+HAG+K+H]

3.2 ~]
3.0
28
26
24
22
20
1.8
1.6
14
1,2
1,0
08
0.6
0.4
0.2
0.0

500 ' 1000 ) 2000
m/z

Kuva 48. CB8+DBOA:n liuoksesta mitattu ESI-MS-spektri.
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B) [CB8+DBOA-N+2H]""
720,7699
" . | [CBB+DBOA+2H]”
b [CB8+2H]

s7{ [DBOA+H]'

ws| | [DBOA+Na]’
/

500 1000 1500 2000
m/z

Kuva 49. A) [CB8+DBOA+H]%**-ionin eristys CE-arvolla 6 V. B) [CB8+DBOA+2H]%**-ionin
CID CE-arvolla 40 V.
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Taulukko 11. [CB8+DBOA+2H]?*-ionin CID-kokeissa havaitut ionit ja massatarkkuuksien
vertailu

MW MW
CE pilke  pilke  teor-
(V) loni m/z (teor) m/z (exp) A m/z (teor) (exp) exp

6 [CB8+DBOA+2H]* 734,7591 734,7768 -0,0177

40 [CB8+DBOA-N,+2H]* 720,7560 720,7699 -0,0139 28,006 28,014 0,008
40 [CB8+DBOA-C,H4s+2H]** 720,7434 720,7699 -0,0265 28,031 28,014 0,018
40 [CB8+2H]* 665,2036  665,2306 -0,0270
40 [DBOA+H]* 140,1182  140,1234 -0,0052

10.4. Yhteenveto
CB[7]:n ja CBI[8]:n havaittiin katalysoivan DBOA:n pilkkoutumista. Pelkdn DBOA:n
mittauksissa padasiallinen pilkkoutuminen kaasufaasissa alkoi aminoryhman irtoamisella,
mutta nédin ei tapahtunut muodostuneissa komplekseissa. Pilkkoutuminen komplekseihin
sitoutuneena alkoi N»- tai CoHs-molekyylin irtoamisella, koska DBOA:n aminoryhmaén
keskittynyt positiivinen varaus piti sen kiinnittyneend CB[n]-molekyylin karbonyyliryhmiin.
CBI[n] + DBOA —kompleksien havaitut pilkkoutumiset on esitetty kaaviossa 16.

[DBOA-NH3+H]* — > [DBOA-NH3-Ny+H]* ——— [DBOA-NH3-No-CoH +H]*

/

[DBOA+H]*
[DBOA-C,H,+H]* — > [DBOA-C,H,-HCN+H]*

[CB7+DBOA+H]* ———— [CB7+DBOA-N,+H]* — > [CB7+H]"

[CB7+DBOA+2H]** ——— [CB7+DBOA-C,H +2H]>* — [CB7+DBOA-C,H,-HCN+2H]?*

:

[CB7+DBOA-C,H,-HCN-CH3N+2H]2*
[CB7+DBOA+Na+H]?* — > [CB7+Na]' + [DBOA+H]"

[CB6+DBOA+2H]** — > [DBOA+H]*

DBOA+H]*
e ]

[CB8+DBOA-N,+2H]?* ———> [CB8+2H]?**

[CB8+DBOA+2H]?*

Kaavio 16. Koonti kaikista eristetyisté ioneista saaduista pilkkoutumistuotteista.
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[CB7+DBOA+H] -ionin pilkkoutumisessa havaittiin N>-molekyylin irtoaminen, minka jalkeen
kompleksi hajosi. [CB7+DBOA+2H]**-ionista irtosi ensin C.Hs-molekyyli ja edelleen HCN ja
CHsN-molekyylit. [CB7+DBOA+Na+H]?*-ionin CID-kokeissa havaittiin vain kompleksin
hajoaminen, missa suurikokoisempi Na*-ioni jai CB[7]:lle. Tutkituista kukurbit[n]uriileista
niukkaliukoisin CB[8] muodosti DBOA:n kanssa kahdesti varatun protonoituneen kompleksin
[CB8+DBOA+2H]?*, jonka CID-kokeissa havaittiin Nz-molekyylin irtoaminen. Kahdesti
protonoituneet [CB7+DBOA+2H]?>* ja [CB8+DBOA+2H]**-ionit tuottivat erilaiset
pilkkoutumiskuviot keskenddn ja verrattuna pelkdn DBOA:n pilkkoutumiseen. CB[7]:n ja
DBOA:n tapauksessa muodostui kahdesti varattu protonoitu kompleksi, jossa CB[7]:n
kummassakin karbonyyliportaalissa oli protoni eli DBOA oli ikdin kuin ankkuroituna
paikalleen kuten kuvasta 50 ndhdaan. DBOA:n vuorovaikutus CB[7]:n ja CBJ[8]:n kanssa oli
erilainen CB[n]:n onkaloiden erilaisen koon takia.”® CB[6] vuorovaikutti DBOA:n kanssa vain
heikosti, silla sen ulkokehan halkaisija on DBOA:n kokoon n&hden hyvin kapea eikd DBOA
mahtunut CB[6]:n onkaloon. Mielenkiintoisimmat ja varauksesta riippuen monimuotoisimmat
pilkkoutumiset havaittiin CB[7]:n ja DBOA:n vélilla.

Kuva 50. Kaaviokuva kahdesti protonoituneesta DBOA:n ja CB[n]:n kompleksista.

CB[n]:n tutkimusta voidaan jatkaa kayttdmalla IM-MS:48a. Lisatietoa vierasmolekyylin
asemasta CB[n] néhden yritetddn saada myods rontgenkristallografisin  menetelmin
kasvattamalla kiteita CB[n] ja DBOA:n happamassa vesiliuoksessa. [CB6+DBOA+H]" -ionin
CID-kokeet voitaisiin  toistaa pitemmilld mittausajoilla  luotettavampien  tulosten

saavuttamiseksi.
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