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Tiivistelméa

Tamén Pro gradu -tutkimuksen kirjallisessa osassa perchdytddn pintaa syvemmdlle solujen
metabolomiikkaan sekéd fluksomiikkaan. Kirjallisen osan alussa kasitelldén solujen toimintaa
perustasolla ja kdydddn lapi tutkimuksen osalta tirkeimpid aineenvaihduntareittejd ja niiden
tuottamia aineenvaihduntatuotteita eli metaboliitteja. Tdmén jélkeen kirjallinen osa keskittyy
kasittelemdén fluksomiikkaa syvemmadlld tasolla ja sitd, kuinka isotooppileimaus on isossa
roolissa sen tutkimuksessa. Nididen edelld mainittujen aiheiden lisdksi kirjallisessa osassa
kasitelldadn nykypdivénd metabolomiikan ja fluksomiikan tutkimuksessa yleisimmin kaytettyja
analyysimenetelmid, kuten massaspektrometriaa, nestekromatografiaa, ydinmagneettista
resonanssispektroskopiaa sekd kaasukromatografiaa. Kirjallisen osan loppupuolella kisitellddn
tutkimuksessa keskeisessi roolissa olevia analyysimenetelmien yhdistelmii, kuten LC-MS- ja

GC-MS-analytiikkaa.

Kokeellisen osan tarkoituksena oli perehtyd ihmisen sekd hiiren lihassolunéytteiden
soluviljelyyn, ndytteiden kerdykseen seki nédytteiden analysoitiin UHPLC-QQQ-MS-laitteistoa
hyodyntéden. Tutkimuksessa perehdyttiin syvemmin, kuinka lihassolujen aineenvaihduntareitit
tuottavat tiettyjd kiinnostuksen kohteena olevia aminohappoja sekd kuinka nopeasti ne tuottavat
niitd tietyissi aikapisteissd. Néytteiden analysoinnin osalta tutkimuksessa keskityttiin ensin
optimoimaan UHPLC-MS/MS-menetelméé kuoppatestin sekd aikapistevertailun avulla. Kun
menetelma oli saatu optimoitua mittauksiin sopivaksi, analysoitiin ihmisen lihassolundytteista
aineenvaihduntareittien virtausnopeutta eli fluksomiikkaa. Fluksomiikan tutkimisessa
hyddynnetiin isotooppileimausta, jossa ihmisen lihassolujen annettiin vaikuttaa '3C-
isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa eri aikapisteiden verran. Isotooppileimattuja
glukoosiliuoksia valmistettiin kokeellista osaa varten kahta erilaista, joissa niiden pitoisuudet
sdddettiin HS (horse serum) - ja FBS (fetal bovine serum) -seerumien avulla 2 ja 20
prosenttisiksi. Eri seerumipitoisten gluukosiliuosten tarkoituksena oli stimuloida ihmisen
lihassolujen aineenvaihduntareittejd ja tarkoituksena oli analysoida, onko isotooppileimatun

glukoosiliuoksen vikevyydelld merkittdvéd vaikutusta aminohappojen tuotantoon.
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Esipuhe

Tutkimus suoritettiin yhteistyossa liikuntatieteellisen tiedekunnan kanssa ja sen kokeellinen osa
suoritettiin kevadn 2024 aikana. Tutkimus rajattiin keskittyméén fluksomiikan tutkimukseen
ihmisen lihassolundytteistd hyddyntden UHPLC-MS analytiikkaa. Tutkimuksessa perehdyttiin
soluviljelyn saloihin sekd menetelmén kehitykseen ja analyysien suorittamiseen UHPLC-MS-
laitteistolla. Tutkielmassa kéytetty 1dhdekirjallisuus haettiin pidosin sdhkoisten tietokantojen
avulla. Tyonohjaajinani toimivat kemian laitokselta Elina Kalenius seké liikuntatieteellisesté

tiedekunnasta Sakari Méntyselké.

Haluan osoittaa kiitokseni ohjaajalleni FElina Kaleniukselle mahdollisuudesta toteuttaa
tutkielma yhteistyossa liikuntatieteellisen tiedekunnan kanssa seké laadukkaasta ohjauksesta ja
kérsivéllisyydestd koko matkan ajan. Lisdksi haluan kiittdd vaitoskirjatutkijaa Sakari
Mintyselkdd hyvistda sekd laadukkaasta ohjauksesta tutkimuksen kokeellisen osan
toteutuksessa. Erityiskiitokset haluan osoittaa opiskelukavereilleni, ystévilleni ja ldheisilleni,

motivoinnista seka tuesta ldpi koko maisteritutkinnon ja etenkin pro-gradu -tutkielman ajan.
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KIRJALLINEN OSA

1. Johdanto

Metabolomiikka on “omiikan” yksi tieteen haaroista, jonka tarkoituksena on analysoida
biologisista ndytteistd metaboliitteja (koko luokkaa < 10 kDa), kuten esimerkiksi
hiilihydraatteja ja aminohappoja. Metabolomiikan tutkimusta tehdddn monella eri tieteen osa-
alueella, joista esimerkkeind muun muassa kasvimetabolomiikan tutkimus, tutkimus kliinisessé
diagnostiikassa seka tutkimus liikuntafysiologiassa. Kuitenkin tissd pro gradu-tutkimuksessa
keskitytddan tarkastelemaan metabolomiikkaa liikuntafysiologian ja etenkin fyysisen
aktiivisuuden ndkokulmasta, kun perehdytddn tutkimaan aminohappojen eli metaboliittien
aineenvaihduntaa hiiren sekd ihmisen lihassoluissa. Néitd metaboliitteja tutkimalla voidaan
karakterisoida aineenvaihdunnan eroja ryhmien sekd yksiléiden vililld. Metabolomiikan
tutkimuksessa hyodynnetién paljon kemiallisia analyysimenetelmié aineenvaihduntatuotteiden
analysoimiseen, kuten massaspektrometriaa (MS, mass spectrometry) ja ydinmagneettista
resonanssispektroskopiaa  (NMR,  nuclear — magnetic =~ resonance  spectroscopy).
Analyysimenetelmien isoimpana tavoitteena on tuottaa kvantitatiivisia sekd kvalitatiivisia
mittaustuloksia aineenvaihduntatuotteista. Metabolomiikan tutkimus, liikuntafysiologian
nikokulmasta, keskittyy tutkimaan muutoksia soluissa sekd kehossa, harjoituksen aikana ja sen
jalkeen, sekd se auttaa ymmirtdimédn fyysisen aktiivisuuden vaikutusta terveyteen. Jotta
voidaan ymmaértdd harjoitusten vaikutusta ihmisen terveyteen molekyyli- ja solutasolla,
voidaan analysoinnissa hyddyntdd kemian analytiikkaa, kuten edelld mainittua
massaspektrometriaa. Massaspektrometrin avulla voidaan kayttdd kohdennettuja tai
kohdentamattomia metabolomiikan menetelmid analysoidessa fyysistd aktiivisuutta ja sen

vaikutusta terveyteen. 2

Metabolomiikan liséksi tutkimusta on tehty viime vuosikymmenten aikana myds fluksomiikan
osalta. Fluksomiikka, metabolomiikan tapaan, keskittyy solujen aineenvaihduntaan, mutta se
tutkii astetta tarkemmin solujen aineenvaihduntareittien virtausta eli niin kutsuttua fluxia (eng.
flux). Fluksomiikan avulla voidaan tutkia valtava méaard erilaisia reaktioita soluissa, kuten

anabolisia ja katabolisia reaktioita sekd metaboliittien virtausta soluihin sisille ja sieltd ulos.



voidaan seurata solujen aineenvaihduntareittien kayttdytymisti sekd toimintaa. Fluksomiikan
tutkimusta on tehty kemian osa-alueella yhad enenevissd miérin viimeisten vuosikymmenten
ajan ja sen tutkimuksessa on hyddynnetty paljon massaspektrometrisid menetelmid, kuten
Korkean erotuskyvyn nestekromatrokrafia — massaspektrometriaa (HPLC-MS, high

performance liquid chromatography — mass spectrometry).’

Tadmdn pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli perehtyd syvemmin kemian analyyttisiin
avulla. Tutkimuksessa tutustuttiin tarkemmin ihmisen lihassolujen soluviljelyyn ja siihen,
kuinka lihassolundytteitd valmistettiin analysointia varten. Soluviljelyn ja néytteiden
valmistuksen liséksi, tutkimuksessa perehdyttiin tarkemmin korkean erotuskyvyn
nestekromatografisiin — massaspektrometrisiin menetelmiin ja niiden analytiikkaan, josta pro
gradu -tutkielman kirjallinen osa pidosin koostuu. HPLC-MS menetelmien lisdksi kirjallisessa
osassa kdydddn lapi tarkemmin myds muita fluksomiikan ja metabolomiikan tutkimuksessa
kiytettdvid analyysimenetelmid. Nédiden edelld mainittujen liséksi kirjallisessa osassa
tutustutaan tarkemmin metabolomiikkaan sekd fluksomiikkaan ja sithen, miten néité biologisia

prosesseja voidaan tutkia tarkemmin hyddyntien kemiaa ja siihen liittyvii analytiikkaa. '

2. Metabolia

Metaboliassa eli aineenvaihdunnassa on kyse biologisista prosesseista, joiden tarkoituksena on
muuntaa ravintoaineita energiaksi solujen kdyttoon sekd syntetisoida tai hajottaa biologisia
molekyylejd. Aineenvaihdunnan suurimpana polttoaineena pidetdén glukoosia, jolla on
keskeinen rooli monien kudosten, kuten aivojen, punasolujen ja lihassolujen toiminnassa.
Tyypillisesti aikuinen ihminen tarvitsee 190 g glukoosia péivéssd, josta 150 g kdytetdén aivoille
ja 40 g muille kudoksille. Glukoosi luokitellaan joustavaksi metaboliitiksi, jota voidaan
muuntaa muiksi polttoaineiksi, kuten lipideiksi, aminohapoiksi tai nukleiinihapoiksi. Metabolia
voidaan jakaa kahteen eri biologiseen prosessiin, jotka ovat kataboliset eli hajottavat prosessit
sekd anaboliset eli rakentavat prosessit (kuva 1).* Kataboliassa energianlihteet, kuten
hiilihydraatit, rasvat tai proteiinit hajotetaan ensin vilituotteiksi ja siitd katabolian

lopputuotteiksi, kuten hiilidioksidiksi tai vedeksi. Anaboliassa puolestaan ravintoaineista



muodostetaan vélituotteiden kautta hiilihydraatteja, rasvoja tai proteiineja ja ndmi prosessit

ovat energiaa kuluttavia reaktioita.

KATABOLIA ANABOLIA
Eneraiaa vapauttava Biosynteettinen
aineenvalhdunta ainesnvaihdunta
ENERGIALAHDE BIOPOLYMEERIT
(Hiilihydraatti, rasva tai proteiini) (proteiinit, rasvat, hiilihydraatit)
l ATP l
VALITUOTTEET VALITUOTTEET
l ADP + P t
KATABOLIAN LOPPUTUQTTEET RAVINTOAINEET

(esim. vesi ja hiilidioksidi)

Kuva 1. Kataboliset ja anaboliset prosessit.’

2.1 Katabolia

Katabolialla tarkoitetaan biologisia prosesseja, joissa monimutkaisempia yhdisteitd hajotetaan
pienemmiksi rakenteiksi muodostaen adenosiinitrifosfaattia (ATP, adenosine triphosphate),
josta voidaan edelleen vapauttaa energiaa ATP:n pilkkoutuessa. Kataboliset reaktiot ovat
yleensd eksergonisia, joissa osa energiasta vapautuu lampdoné, mutta suurin osa otetaan talteen
ATP:na. ATP:n tuottamisen lisdksi kataboliset reaktiot hapettavat
nikotiiniamidiadeniinidinukleotidia (NADH, nicotinamide adenine dinucleotide) NAD":si.*
Tamain liséksi kataboliset reaktiot pystyvit tuottamaan yksinkertaisia orgaanisia molekyyleja,
joita puolestaan anaboliset reaktiot kdyttévit hyddykseen uusien molekyylien rakennusaineena.
Kataboliset reaktiot ovat konvergenttisid tapahtumia, jossa joukosta moninaisia l&htStuotteita
muodostetaan harvalukuinen méérd lopputuotteita. Eri ldhtoaineista ldhtevit kataboliset
aineenvaihduntareitit yhdistyvdt kolmeen eri reaktiosarjaan, jotka ovat glykolyysi,

sitruunahappokierto seki oksidatiivinen fosforylaatio.®



2.1.1 Solun energiantuottoreitit

Solun energiantuottoreitit ovat laaja kokonaisuus, johon kuuluvat glykolyysin lisdksi
anaerobinen ja aerobinen energiantuotanto. Anaerobinen sekd aerobinen energiantuotto
voidaan jaotella useampaan eri energiantuottoreittiin, mutta keskeisempid niistd ovat
sitruunahappokierto sekéd oksidatiivinen fosforylaatio (energiantuottoreitit havainnollistettu
kuvassa 2). Glykolyysi, sitruunahappokierto sekd oksidatiivinen fosforylaatio kytkeytyvat
toisiinsa ja ne toimivat enemman tai vihemmén yhtéd aikaa. Glykolyysi, sitruunahappokierto
sekd oksidatiivinen fosforylaatio kytkeytyvit toisiinsa, kun puhutaan energian tuottamisesta ja
glukoosin hajottamisesta eri komponenteiksi. Glykolyysi on vaihe, josta solun energian
tuotanto alkaa ja siind hiilihydraatti, kuten glukoosi, hajotetaan 10 eri vaiheen kautta
pyruvaatiksi. Kun pyruvaatti on muodostunut glykolyysin lopputuotteena, siirrytdén
energiantuotannossa  sitruunahappokiertoon. Ennen sitruunahappokiertoa  glykolyysin
lopputuote, pyruvaatti, muutetaan asetyylikoentsyymi-A:ksi (asetyyli-KoA), joka siirtyy
sitruunahappokiertoon kaytettaviksi. Glykolyysin ja sitruunahappokierron aikana pelkistyva
NADH siirtyy puolestaan oksidatiivisen fosforylaation elektroninsiirtoketjuun, jossa
happimolekyylit pelkistetiin vedeksi NADH avulla. Kaikki n&méi edelld mainitut
aineenvaihduntareitit tuottavat prosessiensa aikana ATP:a ja kokonaisuudessaan yhdestd
glukoosimolekyylistd, eli hiilihydraatti ldhtdaineesta, voidaan tuottaa noin 30 ATP-

molekyylia.®



HIILIHYDRAATIT

l

GLYKOLYYSI

Glukoosi

Glyseraldehydi-3-P

Fosforylaatio

\L —> ATP
Pyruvaatti

W
Asetyyli-CoA l

N

/’ ATP
Oksidatiivinen
— I — 3 ATP

Kuva 2. Solun energiatuottoreitit ja niiden kytkeytyminen toisiinsa.

2.1.2 Glykolyysi

Glykolyysi, toiselta nimeltdan Embden-Meyerhofin reitti, on aineenvaihduntareitti, jossa
glukoosia hajotetaan pyruvaatiksi ja sivutuotteena muodostuu kaksi ATP-molekyylid sekéd
kaksi NADH-molekyylid  (glykolyysin  reaktiot  havainnollistettu = kuvassa  3).
Aineenvaihduntareitin isoimpana roolina on tuottaa ATP:a solujen kasvuun seka ylldpitdmiseen
ja se tapahtuu tehokkaammin aerobisissa kuin anaerobisissa olosuhteissa. Aiheeseen liittyvien
tutkimusten mukaan on todettu, ettd aerobisissa olosuhteissa energiantuotto jatkuu glykolyysin

jilkeen, mutta puolestaan hapettomissa olosuhteissa lopputuote poistetaan solusta.’



Glykolyysi tapahtuu solun solulimassa, jonne glukoosi péddtyy yleisimmin solun ulkopuolelta
solukalvolla olevien glukoosikuljettajien avulla. Glukoosin siirtyminen solukalvon ldpi
tapahtuu osmoottisesti eli suuremmasta pitoisuudesta pienempdin. Vaihtoehtoisesti
glykolyysissd voidaan hyddyntdd solun sisdisid glykogeenivarastoja, jossa glykogeeni
muunnetaan glykogeenifosforylaasi-entsyymin avulla glukoosi-1-fosfaatiksi, joka voidaan
siirtdd glykolyysiin kdytettdviksi. Edelld mainittua reaktiota kutsutaan glykogenolyysiksi.
Glykolyysissi glukoosia muunnetaan 11 eri entsyymin avulla sokerifosfaattivilituotteiksi, josta
reaktion lopputuotteena syntyy pyruvaattia (glykolyysiin osallistuvat entsyymit ovat nakyvissé

kuvassa 3).°

Glykolyysin reaktiosarja alkaa siitd, kun glukoosi fosforyloidaan glukoosi-6-fosfaatiksi
glykolyysin ensimmadisessé vaiheessa heksokinaasi entsyymin avulla. Tdmén jdlkeen glukoosi-
6-fosfaatti isomerisoidaan fosfoheksoosi-isomeraasin avulla fruktoosi-6-fosfaatiksi. Kun
fruktoosi-6-fosfaatti on saatu isomerisoitua, fosforyloidaan molekyyli toisen kerran,
fosfofruktokinaasi-1 entsyymin avulla, fruktoosi-1,6-bisfosfaatiksi. Molemmat fosforyloinnit
eli vaiheet 1 ja 3 vaativat energiaa eli ATP:a tapahtuakseen ja timd muodostaa sivutuotteena
adenosiinidifosfaattia (ADP, adenosine biphosphate). Fruktoosi-1,6-bisfosfaatti pilkotaan
aldolaasi A entsyymin avulla kahdeksi vélituotteeksi, jotka ovat dihydroksidiasetonifosfaatti ja
glyseraldehydi-3-fosfaatti. N&itd edelld mainittuja vilituotteita kutsutaan yleiseltd
nimitykseltdin trioosifosfaateiksi ja ne voivat isomerisoitua helposti toisikseen trioosifosfaatti-
isomeraasi entsyymin avulla. Glykolyysin reaktiosarja kuitenkin jatkuu glyseraldehydi-3-
fosfaatista, jossa se hapetetaan glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasin katalysoimana 1,3-
bifosfoglyseraatiksi. Tissd reaktiovaiheessa entsyymin koentsyymind toimii NAD®, joka
pelkistyy reaktiossa NADH:ksi. Reaktiovaiheessa 7 1,3-bifosfaattiglyseraatin  yksi
fosfaattiryhmistéd siirretdén fosfoglyseraattikinaasi entsyymin avulla ADP:lle muodostaen
ATP:a ja samalla muodostuu myods 3-fosfoglyseraatti. Tadméi wvilituote isomerisoidaan
fosfoglyseraattimutaasin avulla 2-fosfoglyseraatiksi, joka muuntuu vield tistd, vaiheessa 9,
fosfoenolipyryvaatiksi. Fosfoenolipyryvaatti fosforyloi ADP:ta ATP:ksi pyruvaattikinaasin

katalysoimana tuottaen glykolyysin lopputuotteena pyruvaattia.®
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Fosfoheksoosi-isomeraasi
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. Tricosifosfaatti-isomeraasi
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Fosfoglyseraattikinaasi
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® Eenolaasi

. Pyruvaattikinaasi

Kuva 3. Glykolyysin eri vaiheet ja sithen osallistuvat entsyymit.



2.1.3 Anaerobinen ja aerobinen energiantuotanto

Anaerobisen ja aerobisen energiantuotannon erona on se, ettd nimensd mukaisesti toinen
tapahtuu hapettomissa ja toinen hapellisissa olosuhteissa tuottaen energiaa solujen kayttoon.
Molemmat energiantuottotavat ovat tirkeitd solujen kasvussa ja ylldpidossa, mutta tutkimusten
mukaan on todettu, ettd kvantitatiivisesta nikokulmasta tehokkain tapa tuottaa ATP:a solujen
kayttoon on aerobisissa olosuhteissa oksidatiivisella fosforylaatiolla. Oksidatiivisen
fosforylaation liséksi ATP:a voidaan tuottaa aerobisissa olosuhteissa glykolyysin ja
sitruunahappokierron avulla. Vaikka aerobinen energiantuotto on tehokkain tapa tuottaa
energiaa, voidaan ATP:a tuottaa, vaikkakin vdhemmin tehokkaammin, anaerobisissa
olosuhteissa substraattitason fosforylaatiolla fosfokreatiinista. Fosfokreatiini on térked ns.
korkean energian hitivarasto, jonka avulla voidaan tuottaa nopeasti ATP:a lihasten
supistumista varten anaerobisesti. Koska kyseessé on hétévarasto, voidaan sitd hyodyntédé solun
energiantuotannossa vain hetkellisesti, koska timé tehokas reaktio kestdd vain muutamia
sekunteja. Kun fosfokreatiini varastot on kulutettu loppuun urheilusuorituksen aikana,
lepovaiheessa lihassoluihin muodostunut kreatiini fosforyloidaan kreatiinikinaasin avulla

takaisin fosfokreatiiniksi.®

Jos soluissa energiantuotto tapahtuu kuitenkin aerobisissa olosuhteissa, glykolyysissa
muodostunut pyruvaatti fermentoituu joko laktaatiksi tai se hapettuu asetyyli-KoA:ksi.
Hapettunut asetyyli-KoA siirtyy sitruunahappokiertoon, toiselta nimeltddn Krebsin sykli,
kisiteltdviksi, jossa syntyy lopputuotteena hiilidioksidia sekéd sivutuotteena NADH:ta ja
ATP:a. Sitruunahappokierto toimii niin sanottuna metabolisena uunina, joka sijaitsee solun
mitokondrion matriksissa, ja se koostuu kahdeksasta eri vaiheesta, joita katalysoi niille spesifit
entsyymit.>!* Sitruunahappokierto alkaa yhdistymisreaktiolla, jossa asetyyli-KoA reagoi
oksaloasetaatin kanssa kéynnistden reaktiosarjan. Témé yhdistymisreaktio uudistuu aina
uudelleen, jonka seurauksena sitruunahappokierron reaktiot voivat jarjestyd kierron muotoon.
Sitruunahappokierron paétehtdvand on hapettaa asetyyliryhmid, mutta tdméan lisdksi sen
6

muodostamia vélituotteita hyddynnetddn monissa biosynteettisissi reaktioissa ldhtdaineena.

(Sitruunahappokierron eri vaiheet esitettynd kuvassa 4)



PYRUVAATTI!

Asetyyli-KoA -
KoA | -SH

H,O

Oksaloasetaatti -H,0

NADH |

NAD™ - NAD"

Malaatti
> C 0, NADH

=

sH NAD*

€O, NADH

Sukkinyyli-CoA

HO Sukkinaatti
£ -SH + (GTP

Kuva 4. Sitruunahappokierto eri vaiheineen.

Kuten jo aiemmin todettiin, sitruunahappokierron reaktiosarja kdynnistyy yhdistymisreaktiolla,
jossa oksaloasetaatti ja asetyyli-KoA yhdistyvit sitraatiksi sitraattisyntaasi entsyymin
katalysoimana. Sitraatista lohkeaa vettd akonitaasientsyymin avulla cis-akoniittihappoa, johon
puolestaan vesi sitoutuu uudelleen, mutta eri tavalla, muodostaen Isositraattia. [sositraatti timéan
jéilkeen hapettuu isositraattidehydrogenaasi entsyymin avulla a-ketoglutaraatiksi, vapauttaen
samalla mitokondrion matriksiin vetyioneita ja elektroneita, jotka puolestaan sitoutuvat NAD*
kanssa muodostaen NADH:ta. Tétd edelld mainittua reaktiota kutsutaan oksidaatiiviseksi
dekarboksylaatioksi, jossa yksi asetyyli-KoA:sta perdisin oleva hiiliatomi irtoaa rakenteesta
hiilidioksina muodostaen o-ketoglutaraattia. Koska o-ketoglutaraatti on pyruvaatin tapaan

ketohappo, on  sitruunahappokierron  seuraava  vaihe  hyvin  samankaltainen



10

pyruvaattihydrogenaasireaktion kanssa, jossa a-ketoglutaraatti muuttuu sukkinyyli-KoA:ksi ja
sitd katalysoi a-ketoglutaraattiohydrgenaasi entsyymi. Sukkinyyli-KoA on rakenteeltaan hyvin
epéstabiili, jonka vuoksi se pyrkii voimakkaasti hajoamaan. Tét4 hajoamisreaktioita katalysoi
sukkinyyli-KoA-syntetaasi ja sen katalysoimana sukkinyyli-KoA hajoaa koentsyymi A:ksi ja
sukkinaatiksi. Hajoamisen yhteydessd tapahtuu guanosiinidifosfaatin (GDP, guanosine
biphosphate) fosforylaatio guanosiinitrifosfaatiksi (GTP, guanosine triphosphate). Kun
sukkinaatti on muodostunut, hapettuu se sitruunahappokierrossa edelleen fumaraatiksi ja tété
reaktiota katalysoi sukkinaattidehydrogenaasi entsyymi, joka on mitokondrion sisékalvon
kalvoentsyymi. Tdmid entsyymi voi syottdd reaktiossa saamansa elektronit suoraan
mitokondrion sisékalvolla sijaitsevaan elektroninsiirtoketjuun. Elektroninsiirtoketju on myds
yksi solun energiantuottotavoista, mutta tdmin tutkimuksen kannalta sitd ei tarkastella sen
tarkemmin. Fumaraatin rakenne siséltad kaksoissidoksen vierekkdisten hiiliatomien viélilla ja
ndin ollen se ottaa mielelldéin vastaan vesimolekyylin, kun fumaraasi entsyymi katalysoi
reaktioita muodostaen malaattia. Malaatti puolestaan hapettuu
malaattidehydrogenaasientsyymin avulla sitruunahapon lopputuotteeksi (samalla 1dht6aine) eli
oksaloasetaatiksi. N&din ollen on saatu sitruunahappokierron yksi kierto péitokseen ja
lopputuloksena kierrosta syntyy kahden hiilidioksidimolekyylin liséksi kolme NADH:ta, yksi
FADH, (sukkinaattidehydrogenaasin katalysoimassa reaktiossa) ja yksi GTP.°

Glykolyysin sekd sitruunahappokierron lisdksi solun kataboliseen energiantuotantoon
osallistuu oksidatiivinen fosforylaatio. Oksidatiivinen fosforylaatio koostuu kahdesta osasta,
jotka ovat elektronisiirtoketju sekd ATP-synteesi. Sen tehtivéni on tuottaa ATP:a ja hapettaa
koentsyymeja kuten NADH:ta. Glykolyysi sekd sitruunahappokierto ovat ensisijaisia
oksidatiivisen fosforylaation séételijoitd, koska ne tuottavat substraatteja (pelkistettyja
koentsyymeja) sen aktivoimiseksi. Oksidatiivinen fosforylaatio tapahtuu eukaryooteilla

mitokondrion sisikalvolla.'!

Tutkimuksen  kannalta  merkittdvind  aineenvaihduntareittind, edelld  mainittujen
energiantuottoreittien lisdksi, on hyvd mainita my0s pentoosifosfaattireitti (PPP, pentose
phosphate pathway), jonka vilituotteilla on merkittdva rooli aminohappojen syntetisoinnissa.
Tamén lisdksi PPP on peruskomponentti solujen aineenvaihdunnan kannalta. Se tarjoaa
pelkistdvid komponentteja anabolisiin reaktioihin seké on kriittinen sditelija redox-tasapainon

ylldpitimisessd. PPP voidaan jakaa kahteen vaiheeseen, oksidatiiviseen ja ei-oksidatiiviseen
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reaktioon. Oksidatiivinen vaihe koostuu neljdstd eri vaiheesta ja ei-oksidatiivinen vaihe
viidestd. Ndma kaksi vaihetta tapahtuvat perdkkiin siten, ettd ensin on oksidatiivinen vaihe, jota

seuraa ei-oksidatiivinen.'?

Kuten jo aiemmin todettiin, PPP on keskeinen osa aineenvaihduntaverkostoa ja se muun muassa
yhdistdd glykolyysin sekd aminohapposynteesin toisiinsa. PPP:n virtaus (flux) ja séétely
vaikuttavat sen viereisiin aineenvaihduntareitteihin, mika osaltaan selittdé sen, ettd sen toiminta
sddtelee paljolti muita biokemiallisia aineenvaihduntareitteji. PPP muodostaa ldhtdkohtaisesti
NADH:a, pentooseja sekd riboosi-5-fosfaattia. Aminohappojen syntetisoimista varten
tarvittava vilituotteet, erytroosi-4-fosfaatti ja riboosi-5-fosfaatti, syntyvdat PPP:n ei-

oksidatiivisen vaiheen aikana.'?

2.2 Anabolia

Katabolisten reaktioiden vastakohtana ovat anaboliset reaktiot, toiselta nimeltddn
rakennusaineenvaihdunta, joiden vastuulla on monimuotoisten ja monimutkaisten
biomolekyylien syntetisointi yksinkertaisemmista ldhtoaineista. Anaboliset reaktiot ovat
endergonisia reaktioita, jotka vaativat toimiakseen energiaa eli ATP:a.! Anabolisten reaktioiden
avulla solut syntetisoivat hiilihydraatteja, lipidejd, nukleiinihappoja sekd proteiineja, joita

hyodynnetidén kudosten, kuten lihaskudoksen, rakennusaineena.

Aiemmissa kappaleissa perehdyttiin katabolisiin reaktioihin, joissa ravinteita hajotettiin
yksinkertaisiksi metaboliiteiksi, kuten pyruvaatiksi seka asetyyli-KoA:ksi, samalla vapauttaen
prosesseissa ATP:a sekd NADH:a. Kokonaisuudessaan katabolisissa reaktioissa syntyy 12
kappaletta eri metaboliitteja, joita voidaan puolestaan hyddyntdd anabolisissa reaktioissa
biomolekyylien ldhtdaineena. Nama edelld mainitut tirkeimmaét 12 metaboliittia ovat glukoosi-
6-fosfaatti (G6P), fruktoosi-6-fosfaatti (F6P), riboosi-5-fosfaatti, erytroosi-4-fosfaatti,
glyseraldehydi-3-fosfaatti, 3-fosfoglyseraatti, fosfofenolipyruvaatti, pyruvaatti, asetyyli-KoA,
2-oksoglutaraatti, oksaaloasetaatti ja sukkinyyli-KoA.  Metaboliiteista muodostettavia

biomolekyylejd on olemassa arvioltaan noin 50 kappaletta, joihin kuuluvat muun muassa
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aminohapot, rasvahapot ja nukleotidit. 12 metaboliitin joukkoa kéytetddn useissa solun
reaktioissa, mutta ndiden liséksi merkittdvimpind ldhtdaineina ovat glutamaatti seké glutamiini,
jotka osallistuvat aminoryhmin luovuttajina lukuisissa aminohappojen ja nukleotidien

synteeseissi. '

Tamén pro gradu -tutkimuksen pédpaino keskittyy aminohappojen muodostumiseen ja sithen
liittyviin aineenvaihduntareitteihin. Aminohappojen synteesi kuuluu anabolisiin reaktioihin,
jossa pienemmistd ldhtoaineista muodostetaan aminohappoja. Kuten jo aikaisemmissa
kappaleissa todettiin, aminohappoja voidaan tuottaa glykolyysin, sitruunahappokierron seké
pentoosifosfaattireitin vilituotteiden avulla. Aminohappoja on yhteensd 20 kappaletta, jotka
ovat ihmiselle valttdimattomid. Thmisen keho pystyy itse tuottamaan ndistd valttamattomistd
aminohapoista 11 ja loput 9 tulee saada ravinnosta (taulukossa 1 on esitetty 20 valttimatonta

aminohappoa ja niiden rakennekaavat).
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Taulukko 1. 20 vélttdmétontda aminohappoa ja niiden rakennekaavat (Siniselld pohjalla

ravinnosta saatavat 9 vilttdmatontd aminohappoa)

Aminohappo Rakennekaava Aminohappo Rakennekaava
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e . HAC H e .
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NH,
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o o 0
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3. Fluksomiikka

Fluksomiikka lukeutuu yhdeksi “omiikan” tieteenaloista, joka yhdistdd genomiikan,
transkriptomiikan, proteomiikan sekd metabolomiikan toisiinsa. Fluksomiikan tutkimus on
kehittynyt kovaa vauhtia viimeisen kahden vuosikymmenen aikana ja yksinkertaisuudessaan
sen tarkoituksena on mitata kaikkien solunsiséisten virtausten nopeuksia aineenvaihdunnassa.
Viime aikoina fluksomiikasta, ja sen tutkimisesta, on tullut yksi tirkeimmistd
tutkimussuuntauksista metabolisten fenotyyppien analysoinnissa. Fluksomiikan tutkimisessa
hyddynnetiin suurelta osin '*C-isotooppileimattuja molekyylejd, joiden avulla voidaan seurata
solujen aineenvaihduntareittien kdyttdytymistd sekd toimintaa. Fluksomiikan avulla voidaan
tutkia valtava miéré erilaisia reaktioita soluissa, kuten anabolisia ja katabolisia reaktioita sekd
metaboliittien virtausta soluihin sisédlle ja sieltd ulos. Fluksomiikkaa ja sen tutkimusta
hyodynnetidén paljon bioteknologiassa sekd farmakologiassa. Sen tutkimisessa hyddynnetdan
hyvin paljon kemian analyyttisia menetelmié, kuten ydinmagneettista resonanssispektroskopiaa
(NMR, Nuclear magnetic resonance spectroscopy) ja massaspektrometriaa (MS, mass

spectrometry).’

3.1 Aineenvaihdunta ja isotooppijaljitys

Kuten jo aiemmin todettiin fluksomiikka keskittyy tieteen alana tutkimaan
aineenvaihduntareittejd ja etenkin sitd, kuinka nopeasti ne tuottavat aineenvaihduntatuotteita.
yleisimmin kiytetéin stabiileja isotooppeja, kuten 2H, 1*C, N ja '80. Kuitenkin fluksomiikan
tutkimuksen nikdkulmasta niisti edelld mainituista isotoopeista '*C-isotooppi on yleisimmin
kaytetty, koska suurin osa bio-orgaanisista molekyyleistd sisdltdd luonnollisesti téitd kyseisti
isotooppia. Puolestaan '*N-isotooppia voidaan kiyttdd tutkittaessa aineenvaihduntareittejd,
jotka muodostavat typpei siséltivid proteiineja ja nukleiinihappoja. *H- ja '80-isotooppeja
esiintyy luonnollisesti hyvin vdhdn. Ne ovat helposti vaihdettavissa molekyylin rakenteessa,
jonka vuoksi niitd harvemmin hyddynnetddn isotooppijdljityksessd ja fluksomiikan

tutkimisessa. Timin tutkimuksen osalta keskitytdin kuitenkin tarkemmin '*C-isotoopin

jéljitykseen ja sen hyddyntimiseen fluksomiikan tutkimisessa.'*



15

Niami kolme pidvaihetta ovat '*C-isotooppileimatun liuoksen valmistus, soluviljelmin
ruokkiminen isotooppileimatulla liuoksella sekd aineenvaihduntaprosessin sammuttaminen ja
metaboliittien uuttaminen soluviljelmistd. Tatd edelld mainittua kolmen péédvaiheen
menetelmiéd kutsutaan hiilimerkintdkokeeksi (CLE, carbon labelling experiment). CLE:ssd
biologisen jérjestelmin (soluviljelmén) ruokkimiseen kdytetddn yleensd yhtd tai useampaa
substraattia eli l1dhtoainetta. Téssd pro gradu -tutkimuksessa substraattina kaytettiin glukoosia,
jonka tehtivian oli toimia merkkiaineena ja solujen kasvun ldhteend. Glukoosi péddtyy solujen
ravinnoksi kasvatusliuoksen avulla, johon on lisétty isotooppileimattua glukoosia. Kun solujen
annetaan vaikuttaa isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa, liitetddn isotooppileimattu
glukoosi  vilittomasti  kasvatusliuoksesta osaksi solujen aineenvaihduntaa solujen

aineenvaihduntareittien aktivoituessa.'*

Koska miké tahansa analysoinnin kohteena olevan molekyylin rakenteessa oleva hiili voi
leimaantua '*C-isotoopilla, voidaan molekyylistd havaita monia erilaisia hiilileimattuja
rakenteita. N4itd erilaisia hiilileimattuja rakenteita kutsutaan isotopomeereiksi. Esimerkiksi
glukoosi, jolla on rakenteessa kuusi hiilti, voi leimaantua kuudella eri tavalla '3C-isotoopilla,
joten silld on kuusi eri isotopomeerii (kuva 5). Toisin sanoen '*C-isotooppi voi sijaita kuudessa
eri kohtaa molekyylin rakenteessa. Kuitenkin tdmén lisdksi on myds mahdollista, etti
molekyylin useampi kuin yksi hiiliatomi leimaantuu '3C-isotoopilla. Niti molekyylin eri
rakenteita, joissa yksi tai useampi hiili on leimaantunut '3C-isotoopilla, kutsutaan
isotopologeiksi. Esimerkiksi jos glukoosi molekyylin rakenteesta kaksi hiilti leimaantuu *C-
isotoopilla kutsutaan sen isotopologia M+2. Isotopologissa M+2 M-kirjaimella merkitddn
molekyylid ja +2 kertoo siitd, ettd molekyyli sisdltdd kaksi leimattua hiiltd. Ndma molekyylin
eri isotopologit voidaan havaita massaspektrometrin avulla. Massaspektrometriassa M+0
molekyyli on leimaamaton molekyyli, jossa kaikki molekyylin rakenteessa olevat hiilet ovat
12C-isotooppeja, kun puolestaan M+3 tarkoittaa, etti molekyylin rakenteesta kolme hiilti on
kuitenkin huomioida, etti '*C-isotooppia voi esiintyd molekyylin rakenteessa 1,11 %
todennékoisyydelld sen luonnollisen runsauden vuoksi. Téstd syystd leimaamattomat
molekyylit luokitellaan myds “luonnollisesti leimatuksi”. Luonnollisen runsauden lisdksi on
hyvé ottaa huomioon, ettd isotopomeerien ja isotopologien miéra on hyvin paljon riippuvainen

molekyylin koosta ja sen rakenteesta. Yhteenvetona voidaan kuitenkin todeta, ettd molekyylin
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isotopomeerit eroavat toisistaan isotoopin sijainnin mukaan, kun puolestaan isotopologit

eroavat toisistaan niiden isotooppisen koostumuksen mukaan. '3

H @)
V
Tclz/
H—C—OH
Hof?—H
H—C—OH
Y
H—C—OH
. CH,0H

Kuva 5. Glukoosimolekyylin rakenne.

3.2 BC-isotooppileimatun glukoosin péittyminen aminohappoihin

Aminohappoja tuotetaan paidsddntdisesti glykolyysin ja sitruunahappokierron sivutuotteina.
Glykolyysin ja sitruunahappokierron tuottamista aminohapoista tima pro gradu -tutkielma
keskittyi tarkastelemaan etenkin seriinin, glysiinin, alaniinin, asparagiinin, aspartaatin,
glutamiinin, glutamaatin seké proliinin muodostumista néitd kyseisid aineenvaihduntareitteja
pitkin. Aminohapoista seriini, glysiini ja alaniini muodostuvat glykolyysin sivutuotteina. Néista
kolmesta aminohaposta seriini ja glysiini tuotetaan 3-fosfoglyseraatista ja alaniini pyruvaatista.
Loput mainituista aminohapoista tuotetaan sitruunahappokierron sivutuotteina. Aspartaattia
sekd asparagiinia tuotetaan sitruunahappokierron oksaloasetaatista ja glutamaattia, glutamiinia
sekd proliinia sitruunahappokierron o-ketoglutaraatista. Osa ndistd aminohappojen
synteesireiteistd ovat hyvin lyhyitd, kun puolestaan osa hyvinkin monimutkaisia. Kuitenkin
yksinkertaisesti havainnollistettuna, edelld mainittuja aminohappoja tuotetaan glykolyysin ja

sitruunahappokierron vili- tai lopputuotteista (kuva 6).°

Kun solujen annetaan vaikuttaa '*C-isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa, alkavat solut

tuottamaan aineenvaihduntatuotteita vilittdmaésti, joihin nidmé edelld mainitut aminohapot
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my®ds kuuluvat. Téstd *C-isotooppileimatusta glukoosiliuoksesta leimautuneet hiilet siirtyvit
aineenvaihduntareitteji pitkin aminohappoihin, kun '*C-leimattu glukoosi siirtyy kisiteltiviksi
esimerkiksi glykolyysiin ja siitd eteenpdin sitruunahappokiertoon. Leimatun glukoosin
siirtyminen aineenvaihduntatuotteisiin voidaan havaita analysoimalla muodostuneita
aineenvaihduntatuotteita HPLC-MS analytiikan avulla. Etenkin UHPLC kéyttd yhdessé
kolmoiskvadrupoli massaspektrometrin kanssa, on tehokas analyysimenetelmé leimattujen
metaboliittien tunnistamiseen sekd maérittimiseen. HPLC-MS analytiikkaa voidaan hyodyntaa
myo0s havaitsemaan, kuinka nopeasti leimautuneet hiilet siirtyvdt aminohappoihin ja tdmé
voidaan havaita analysoimalla aminohappojen isotopologien runsautta. HPLC-MS analytiikkaa
voidaan siis hyodyntdd suurelta osin fluksomiikan tutkimuksessa ja sen avulla voidaan saada
kattavaa tietoa solunsiséisestd toiminnasta sekd etenkin aineenvaihduntareittien virtauksista eli

fluksista.

GL
<———— "“C-isotooppileimattu glukoosi
Glukoosi-6-fosfaatti
Fruktoosi-6-fosfaatti

Fruktoosi-1,6-bifosfaatti
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1.3-bifosfoglyseraatti
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Seriini
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2-tosfoglyseraatti
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Fosfofenoiipyruvaatti

>
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Kuva 6. Yksinkertaistettu kuva aminohappojen muodostuksesta soluissa *C-

isotooppileimatusta glukoosista glykolyysin ja sitruunahappokierron sivutuotteena.
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4. Fluksomiikan tutkimuksen analyyttiset menetelmét

Yleisimpid metabolomiikan sekd fluksomiikan tutkimisessa kéytettdvid analyysimenetelmid
ovat NMR, kaasukromatografia — massaspektrometria (GC-MS, gas chromatography — mass
spectrometry) ja korkean erotuskyvyn nestekromatografia — massaspektrometria (HPLC-MS,
high performance liquid chromatography — mass spectrometry). Vaikka NMR pidetddn
kvantitatiivisempana ja toistettavuudeltaan parempana menetelménd, on MS-pohjaisilla
menetelmilld etuna se, ettd ne ovat herkkyydeltdéin huomattavasti parempia. MS voidaan
yhdistdd monen eri kromatografisen menetelmén kanssa, joka mahdollistaa monenlaisten eri
yhdisteiden analysoinnin. GC-MS ja HPLC-MS menetelmét ovat yleisimmin kéytettyjd
menetelmii, joiden avulla voidaan tunnistaa tuhansia yhdisteitd samanaikaisesti biologisista
ndytteistd. Selektiivisyytensd ansiosta ndméi menetelmit soveltuvat hyvin metabolomiikan ja

etenkin timin tutkimuksen osalta fluksomiikan tutkimiseen.'®

Kuten edelld jo todettiin, fluksomiikan tutkimuksessa voidaan hyodyntdd monia analyyttisid
menetelmid, mutta kuitenkin yleisimmait niistd ovat massaspektrometria (MS, mass
spectrometry) ja ydinmagneettinen resonanssispektroskopia (NMR, nuclear magnetic
resonance spectroscopy). Molemmilla niistd edelld mainituista analyyttisistd menetelmisté on
omat hyodyt ja rajoitteensa. Kuitenkin niitd kahta menetelméé verratessa toisiinsa, voidaan
todeta MS soveltuvan herkkyytensd vuoksi paremmin fluksomiikan tutkimiseen. MS herkkyys
on kuitenkin hyvin paljon riippuvainen laitteistosta ja etenkin siind kdytetystd ionildhteesta.
Verratessa  esimerkiksi  massaspektrometriassa  kéytetyimpid elektroni-ionisaatio —
massaspektrometria ~ (EI-MS,  Electron  ionization —— mass  spectrometry) ja
sahkosumutusionisaatio - massaspektrometrid (ESI-MS, electrospray ionization — mass
spectrometry) toisiinsa, suurin ero muodostuu sithen, kuinka pienen kokoluokan omaavia
analyytteja ne voivat havaita. EI-MS on kykenevi havaitsemaan 10 M konsentraation omaavia
analyytteja, kun puolestaan ESI-MS voi havaita jopa 107> M konsentraation omaavia
analyytteja. Néiden edelld mainittujen herkkyyttd parantavien ominaisuuksien lisdksi MS

mahdollistaa useita eri tekniikoita, joilla voidaan analysoida tarkastelussa olevia analyytteja.
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4.1 Massaspektrometria yleisesti

Massaspektrometria on keskeinen osa nykypéivin laboratorioissa suoritettavaa analytiikkaa. Se
on erittiin yleisesti kdytetty menetelmé, jonka avulla voidaan tutkia fysikaalisia, kemiallisia ja
biologisia ominaisuuksia. Massaspektrometria soveltuu hyvin orgaanisten yhdisteiden
tunnistamiseen ja yhdisteiden pitoisuuksien mééritykseen. Analyysin luonteesta riippumatta,
massaspektrometriset menetelmét voidaan jakaa kahteen analyyttiseen painopisteeseen, jotka
ovat kvalitatiivinen ja kvantitatiivinen analyysi. Massaspektrometrian avulla voidaan tunnistaa
tuntemattomia yhdisteitd, maiérittdd yhdisteiden isotooppikoostumuksia sekd maarittad

yhdisteiden rakenteita tarkastelemalla niisti muodostuneita pilkeioneita.'”

Massaspektrometri koostuu kolmesta osasta, jotka ovat ionildhde, massa-analysaattori ja
detektori (kuva 7). Ionildhteen tehtdvéni on ionisoida analysoitavana olevat yhdisteet ja ohjata
ne ionisoimisen jdlkeen kohti massa-analysaattoria. lonisaatiomenetelmid 16ytyy monia
erilaisia, joten oikean ionildhteen valitseminen on avainasemassa siihen, millaisia ndytteitd
massaspektrometrilld voidaan analysoida. Yleisimpid massaspektrometriassa kéytettdvid
ionisaatiomenetelmid ovat sdhkdsumutusionisaatio (ESI, electrospray ionization), elektroni-
ionisaatio (EI, electron ionization) ja matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio (MALDI,
matrix-assisted laser desorption ionization). Kuitenkin ndiden lisdksi on olemassa myds monia
muita ionisaatiomenetelmid, kuten kemiallinen ionisaatio (Cl, chemical ionization),
kenttdionisaatio (FI, field ionization), kenttddesorptioionisaatio (FD, field desorption),
desorptioséihkosumutusionisaatio (DESI, desorption electrospray ionization) ja ilmanpaineessa
tapahtuva kemiallinen ionisaatio (APCI, atmospheric pressure chemical ionization). Kuitenkin
tamén tutkimuksen kannalta keskitytddn enemmén tarkastelemaan ESI, EI ja MALDI
ionisaatiomenetelmié, jotka ovat kdytetyimpid ionisaatiomenetelmid niin metabolomiikan kuin
fluksomiikan tutkimuksessa. Néiden edelld mainittujen ionisaatiomenetelmien erona on se, ettd
ESl-ionisaatiomenetelmissd ndyte sumutetaan ioneiksi jatkuvalla syo6tolld hyodyntden
sdahkdvirtaa, El-ionisaatiomenetelméssd kaasumainen nédyte ionisoidaan sdahkolld kuumennetun
filamentin eli hehkulangan avulla ja MALDI:ssa niyte ionisoidaan néytelevyltd hyvin lyhyen

ja intensiivisen laserpulssin avulla vakuumissa.!”!8
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Massaspektrometri - MS

Massa- Detektori Catan

lonildhde _ o
analysaattori : kasittelija

Massaspektri

Kuva 7. Yksinkertaistettu kuva massaspektrometrin toiminnasta.

Massaspektrometrissi ionilidhteen jalkeen tulee massa-analysaattori, jonka tehtdvana on erotella
ionilédhteen muodostamat ionit toisistaan niiden massan suhteen. Yleisimmin kdytetyt massa-
analysaattorit ovat lentoaikamassa-analysaattori (TOF, time of flight), magneettiset ja
sdhkostaattiset sektorimassa-analysaattorit, kvadrupolimassa-analysaattori (Q, quadrupole),
ioniloukkumassa-analysaattori (IT, ion trap), orbitrap-massa-analysaattori sekd Fourier-
muunnosionisyklotroniresonanssimassa-analysaattori (FTICR, fourier transform ion cyclotron
resonance)."” Fluksomiikan sekd metabolomiikan tutkimuksessa on myds hyddynnetty niin
kutsuttuja hybridimassa-analysaattoreita, joissa esimerkiksi TOF- sekd kvadrupolimassa-

analysaattori on yhdistetty toisiinsa.

Kun ionit on eroteltu massa-analysaattorin avulla, ohjataan ne kohti detektoria, jossa erotellut
ionit havaitaan ja niistd tehddan kuvaaja eli massaspektri. Massaspektrissa x-akselilla kuvataan
detektorilla havaitut ionien m/z-arvot ja y-akselilla ndiden havaittujen m/z-arvojen suhteellinen
intensiteetti. Kokonaisuudessaan detektorin tehtdvidnd on muodostaa massa-analysaattorilta

saapuvista ioneista dataa, jotta voidaan analysoida mitd kukin ndyte siséltd4 ja kuinka paljon.

4.1.1 Ionisaatiomenetelmit

Ionisaatiomenetelmid tunnetaan wuseita ja ne sopivat erilaisiin kéyttotarkoituksiin

ominaisuuksiensa mukaan. Ionisaatiomenetelmit voidaan jakaa karkeasti kahteen osaan, jotka
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ovat energeettiset ja pehmeét ionisaatiomenetelmit. Energeettisiin ionisaatiomenetelmiin
kuuluvat EI ja CI, kun puolestaan pehmeisiin ionisaatiomenetelmiin FI, FD, APCI, MALDI,
ESI ja DESI. Energeettisissi ionisaatiomenetelmissd ionisaatio tapahtuu kaasufaasissa ja niita
voidaan hyddyntdi ainoastaan vain haihtuviin ja ldmpdstabiileihin yhdisteisiin. Energeettisissé
ionisaatiomenetelmissd havaitaan myds yleenséd hyvin paljon fragmentoitumista, jonka vuoksi
EI ja CI luokitellaan energeettisiin ionisaatiomenetelmiin. On kuitenkin hyvd huomioida,
vaikka energeettiset ionisaatiomenetelmét tapahtuvat kaasufaasissa ja niitd voidaan hyddyntda
ainoastaan haihtuviin ja lampostabiileihin yhdisteisiin, ei ndma edelld mainitut seikat yksinddn
maédrittele onko ionisaatiomenetelmd energeettinen vai pehmed ionisaatiomenetelma.
Esimerkiksi vaikka FI ja APCI luokitellaan pehmeisiin ionisaatiomenetelmiin, vaativat ne
myos, energeettisten ionisaatiomenetelmien tavoin, ldmpostabiilit yhdisteet. Tdméan liséksi,
vaikka kenttdionisaatio ja -desorptio ionisaatiomenetelmét tapahtuvat kaasufaasissa,
luokitellaan ne pehmeiksi ionisaatiotekniikoiksi, koska niissd fragmentoitumista tapahtuu
hyvin véhin tai ei juuri ollenkaan. Sama ilmi6 on havaittavissa APCI, MALDI, ESI ja DESI
ionisaatiomenetelmissd, joissa yhdisteiden ionisoiminen tapahtuu normaali-ilmanpaineessa,
jolloin  fragmentoitumista ei tapahdu niin voimakkaasti mitd energeettisissd
ionisaatiomenetelmissd. N&diden edelli mainittujen seikkojen perusteella oikean
ionisaatiomenetelmén valitseminen on iso osa massaspektrometristi tutkimusta. Thanteellinen
ionisaatiomenetelmi valitaan yleensd kiinnostuksen kohteena olevan analyytin rakenteen ja

koon perusteella seki mihin tarkoitukseen analysointia tehdi#in. >

4.1.1.1 Sahkosumutusionisaatio (ESI)

Sédhkosumutusionisaatio eli ESI on tind pdivdnd yksi kdytetyimmistd ionisaatiomenetelmisté
kemiallisissa ja biokemiallisissa analyyseissa. Yhdistettynd massaspektrometriin se
mahdollistaa nestemdisten niytteiden molekyylikoostumuksien tutkimisen ja sen avulla
voidaan ionisoida monia erilaisia yhdisteitd. ESI:1la ei ole rajoituksia molekyylipainon suhteen,
joten se mahdollistaa jopa suurten ei-kovalenttisten proteiinikompleksien tutkimisen. Se
kykenee ionisoimaan molekyylejd suoraan nestefaasista ja se on yhteensopiva monien
perinteisten kromatografisten menetelmien kanssa, joita hyddynnetddn laajalti analyyttisessa
kemiassa. ESI on maailmanlaajuisesti tunnettu ionisaatiomenetelma4, jolla on erittdin alhainen

kemiallinen spesifisyys. Sdhkosumutusionisaation muodostamat ionit ovat erittdin stabiileja ja
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monivarauksellisia, mikd mahdollistaa sen, ettei ionit hajoa nopeasti, kuten esimerkiksi monet

MALDI:n tuottamat ionit.>'

ESI on niin sanottu ”soft” eli pehmeé ionisaatiomenetelmai, jonka toiminta perustuu siihen, etti
laimennettu niyteliuos ajetaan ohuen metallisen kapillaarin ldpi, joka on korkeassa
sdahkokentéissd. Muodostuneet ionit ohjataan kohti kapillaarin kdrked ja saman varauksen
omaavat ionit kerdéntyvét liuoksen pinnalla muodostaen Taylorin kartion, joka tdmén jdlkeen
tyontyy ulos kapillaarin kérjestd. Kun saman varauksen omaavien ionien vilinen repulsio
ylittdd pintajénnityksen, rikkovat ne liuoksen pinnan synnyttéen erittdin varautuneita pisaroista,
jotka muodostavat ionisuihkun. Kuumennettu kuivakaasu haihduttaa liuottimen nédiden
muodostuneiden pisaroiden ympdriltd ja kaasufaasi-ioneita muodostuu. Nadmi muodostuneet

kaasufaasi ionit ohjataan kohti massa-analysaattoria, jossa ionit erotellaan toisistaan (kuva 8).2?

Esipisarat Loppupisarat

ESI kapillaari

S
- e
3
- /b’b
_ R

Kuva 8. ESI ionildhde ja sen toimintaperiaate.

4.1.1.2 Elektroni-ionisaatio (EI)

Elektroni-ionisaatio eli EI on niin kutsutta kova” eli energeettinen ionisaatiomenetelma, jossa
molekyylejd pommitetaan elektronisuihkulla, joka saa molekyylit ionisoitumaan seké yleensi

fragmentoitumaan. El:ssd nédyte syGtetdédn ionildhteeseen, jossa néytteessd olevat molekyylit
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hoyrystetddn ja ohjataan kohti kammiota, jossa molekyylit altistetaan elektronisuihkulle
(kohtisuorassa néyteinjektoriin nidhden). Elektronisuihku syntyy kammioon kuumennetun
filamenttilangan avulla, josta se ohjataan suuntaamaan kammion l&pi kohti ansaa (trap).
Kammioin molemmilla reunoilla sijaitsee magneetit, jotka muodostavat kammioon
magneettikentéin, joka fokusoi elektronisuihkun. Hoyrystetty ndyte ohjataan muodostetun
elektronisuihkun ldpi, josta seuraten ndytteessd olevat analyytit ionisoituvat elektroni-
molekyyli reaktioiden vaikutuksesta. Témén jilkeen ionit jatkavat matkaansa kohti massa-

analysaattoria (kuva 9).!
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Kuva 9. EI ioniléhde ja sen toimintaperiaate. '’

4.1.1.3 Matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio (MALDI)

Matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio eli MALDI on maailmanlaajuisesti kéytetty
menetelmd suurten, lampostabiilien biomolekyylien karakterisointiin. Sen avulla voidaan
muodostaa peptidien ja proteiinien yksivarauksellisia ioneja, mikid puolestaan minimoi
spektrien monimutkaisuutta. Etuina téssd ionisaatiomenetelméssid on sen korkea herkkyys,

korkea suorituskyky ja hyvd sovellettavuus monenlaisten yhdisteiden analysointiin.
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MALDI:ssa néyte asetetaan kohdelevylle yhdessd matriisin kanssa, jolloin matriisi muodostaa
kiintedn liuoksen néytteen ja sen analyyttien kanssa. Kohdelevylle kohdistetaan tdma jélkeen
laserpulssi, jonka matriisi absorboi itseensd ja sen seurauksena kiinted nidyte/matriisiliuos
ionisoituu. Kiintedn liuoksen ldmpdrelaksaatio saa aikaan sen, ettd ndyte sekd matriisi siirtyy
kaasufaasiin ja kaasupilvi muodostuu ionildhteessd. Kaasufaasissa olevat varautuneet ionit

ohjataan kohti massa-analysaattoria, jossa ionit erotellaan toisistaan (kuva 10).%}

% Massa-analysaattorille

C T Matriisi ioni

Analyytti ioni

Analyytti/matriisi

@ kiinted liuos C_,) i

Kuva 10. MALDI ionilidhde ja sen toimintaperiaate.?*

4.1.2 Massa-analysaattorit

Massa-analysaattoreiden tehtédvéni on erotella ionildhteesti tulevat ionit toisistaan niiden m/z-
arvon suhteen. Kuten aiemmin jo todettiin, massa-analysaattoreita 16ytyy monenlaisia ja ne
soveltuvat ominaisuuksiensa perusteella erilaisiin kéyttokohteisiin. Riippuen analysoinnin
kohteesta voidaan massaspektrometrin ominaisuuksia muokata massa-analysaattorin avulla
kullekin mittaukselle sopivaksi. Néin ollen oikean massa-analysaattorin valitseminen ja

optimointi on universaali ja kdytdnnéllinen tapa parantaa massaspektrometrin ominaisuuksia.
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Massa-analysaattoreita voidaan verrata toisiinsa eri ominaisuuksien perusteella, joita ovat

resoluutio, massatarkkuus, massa-alue, herkkyys, dynaaminen alue, kvalifiointi herkkyys,

nopeus, ionildhde seki helppokiyttdisyys (taulukko 2).!” Nykypéivini tutkimus on keskittynyt

etenkin analysoimaan kvadrupoli-, TOF-, IT-, Orbitrap- ja FTICR-analysaattorien vaikutusta

massaspektrometrin analysointiominaisuuksiin. Tutkimus aiheen ympérilld on tuottanut paljon

analyyttisia

sovellutuksia, joiden avulla pystytddn optimoimaan massaspektrometrin

ominaisuuksia, massa-analysaattorin nidkokulmasta, esimerkiksi biologisten ja kemiallisten

nédytteiden analysoinnissa. Biologisten ndytteiden osalta on kuitenkin todettu, ettd parhaiten

niiden analysointiin soveltuvat massa-analysaattorit ovat kvadrupoli-, TOF- sekd Orbitrap-

analysaattori, joita kisitelldin tarkemmin tulevissa luvuissa.?’

Taulukko 2. Eri massa-analysaattoreiden ominaisuuksien vertailua toisiinsa'”

Analyzer TOF Sector Q IT Orbitrap FTICR
Resolution Low-high Very high Low-medium Low-high Very high Highest
Mass High Very high Low Low- Very high Very high
accuracy medium
m/z range Very high Medium Low Low- Low Medium
medium
Sensitivity High High High High Medium Medium
Dynamic Medium Very high High Low- Medium Medium
range medium
Qualification Medium- Very good Good-very Poor Medium Medium
good good
Speed Fast Slow Medium-fast ~ Medium- Slow- Slow-
fast medium medium
Ion source Pulsed/ Continuous Continuous Pulsed/ Pulsed/ Pulsed/
continuous continuous  continuous continuous
Handling Easy- Medium- Easy Easy Medium Demanding
medium demanding
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4.1.2.1 Lentoaikamassa-analysaattori (TOF)

Lentoaikamassa-analysaattorin eli TOF-massa-analysaattorin toiminta perustuu siihen, etti
ionildhteeltd saapuville ioneille annetaan sama liike-energia sdhkokentén avulla, josta ne
johdetaan tilaan, jossa sdhkokenttd ei endd vaikuta. Talloin ionit alkavat erottumaan toisistaan
m/z-arvojen perusteella ja ndin ollen, vaikka ioneilla on sama energia, litkkuvat suuren massan
ionit pienempi massaisia ioneita hitaammin. Ndmd eri ajan matkaavat ionit havaitaan
detektorilla, jossa ionien lentoajan sekéd niille annetun energian perusteella voidaan laskea
ionien m/z-arvot detektorilla havaitusta signaaleista TOF-massa-analysaattori erottelee
ionildhteeltd saapuvat ionit lentoajan mukaan. Aikaero muodostuu alkusignaalin ja pulssin
vilill4, joka syntyy, kun ioni osuu detektoriin.!” TOF-massa-analysaattorit ovat usein kytketty
yhteen MALDI-ionildhteen kanssa, koska MALDI soveltuu hyvin kaytettdviksi TOF-massa-
analysaattorin kanssa sen tuottaman lyhyen ionisuihkun ansioista. TOF-massa-analysaattori
voidaan my0s kytked yhteen toisen massa-analysaattorin kanssa niin kutsutuksi
hybridianalysaattoriksi. Metabolomiikan ja fluksomiikan tutkimuksen ndkokulmasta TOF-
analysaattoria voidaan hyddyntdd yhdessd kvadrupolianalysaattorin kanssa, jossa ndmé kaksi
analysaattoria on kytketty perdkkdin toisiinsa. T&atd hybridianalysaattoria kutsutaan

kvadrupolilentoaikamassa-analysaattoriksi (QTOF, quadrupole time-of-flight)."’

QTOF-MS-laitteisto yhdistdd kahden erilaisen massa-analysaattorin, kvadrupoli- ja
lentoaikamassa-analysaattori, edut toisiinsa (kuva 11). Tdssd niin kutsutussa uniikissa
hybridianalysaattorissa yhdistyy Q-analysaattorin korkea yhdisteiden fragmentointitehokkuus
sekd TOF-analysaattorin nopea analysointitehokkuus sekd korkea massaresoluutiokyky
lentoajan suhteen. QTOF-massa-analysaattori yhdistelméssd ensimméinen kvadrupoli (Q1)
toimii niin sanottuna massasuodattimena, jonka avulla voidaan valita spesifi ryhmi ioneita
niiden m/z-arvojen suhteen (yleensd ensimméistd kvadrupolia edeltdd QO kvadrupoli, joka
toimii torméysvaimentimena). Toisen kvadrupolin (Q2) tehtidviné on toimia torméiyskennona,
niin kuin kolmoiskvadrupolissa (kolmoiskvadrupolia tarkastellaan enemmén luvussa 4.1.2.2),
jossa valittuja ioneja pommitetaan kaasumolekyyleilld ja siitd seuraten syntyy fragmentteja.
Yleensd tormiyskaasuna kiytetddn joko argonia tai typped. Q2 jéilkeen ionit kiithdytetdén
uudelleen vaadittuun energiaan ja ionit kohdistetaan ionioptiikan avulla séteeksi, joka

suunnataan tasaisena virtana kohti TOF-analysaattorin ionimodulaattoria. Tima edelld mainittu
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vaihe on vield tarkempi mité kolmoiskvadrupoli-analysaattorissa, koska TOF-analysaattori on
paljon herkempi niin sanotulle ionisdteen “laadulle”, kuin Q3 kolmoiskvadrupolissa. Kun
kaikki ionit on saatu ohjattua TOF-analysaattorin lentoaikaputkeen ja niilld on sama kineettinen
energia, erotellaan ne toisistaan niiden massan suhteen. Ionit, joiden massa on kevyempi, on
niilld lyhyempi lentoaika, kun puolestaan raskaimmilla ioneilla kestdd kauemmin kulkea
lentoradalla kohti detektoria. Nykyaikaiset TOF-analysaattorit kayttavét lisdksi myo0s
reflektroni laitetta, joka korjaa kineettisen energian hajoamista ja avaruudellista levidmisté
ionien osalta, jotka omaavat saman m/z-arvon, mutta niilldi on eri nopeudet. Tédma
heijastuskorjaus mahdollistaa ionien, joilla sama m/z-arvo, saapumisen ilmaisimelle saman

aikaisesti. Liséksi reflektroni parantaa lentoradan pituutta, mikd puolestaan parantaa

massaresoluutiota.>6%’
Reflektorin
lonin lentorata
ESI Drift-tila
(Q1) massafiltteri
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Kuva 11. Q\TOF-massa-analysaattorin rakenne. Kuva muokattu lihteesti.

QTOF- eli kvadrupolilentoaikamassa-analysaattoria hyddynnetddan nykypéivand paljon

metabolomiikan sekd fluksomiikan tutkimuksessa ja sen avulla voidaan tehdd biologisille
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ndytteille kohdentamatonta analysointia, jossa nédytteen siséltivid analyytteja havaitaan
samanaikaisesti. QTOF-MS kéyttd yhdessé UHPLC:n kanssa on saanut paljon huomiota
viimeisen vuosikymmenen aikana analyyttisessa kemiassa ja sitd on hyddynnetty laajalti
biologisten ndytteiden seulonnassa, laittomien ja laillisten aineiden analysoimisessa, niin
kliinisessi  kuin  oikeusteknisessd  toksikologiassa.?®?’  Ultrakorkean erotuskyvyn
nestekromatografia — kolmoiskvadrupoli massaspektrometri (UHPLC-QTOF-MS, ultra-high
performance liquid chromatography — quadrupole time-of-flight mass spectrometry).on hyvin
spesifi ja erittdin herkkd menetelmd, joka mahdollistaa tutkimuksen metabolomiikan seka
fluksomiikan tutkimusalueella. Se tarjoaa nopeita sekd kattavia seulontaratkaisuja, jotka ovat
saamassa suurta suosioita kliinisissd laboratorioissa yhé enenevissd miérin. Se on laajalti
hyviéksytty tekniikka monella eri tieteen osa-alueella, kuten biologisessa sekd farmaseuttisessa
tutkimuksessa, joihin kuuluu esimerkiksi metaboliittien tunnistus, peptidianalyysi sekd

huumeanalytiikka.2¢

4.1.2.2 Kvadrupolimassa-analysaattori (Q)

Kvadrupolimassa-analysaattorit eli Q-massa-analysaattori koostuvat neljastd lieriomaéisesta
sauvaelektrodista, jotka on asetettu yhdensuuntaisesti tarkoin maééritellyn etdisyyden padhin
toisistaan. Kvadrupolimassa-analysaattoreissa ionien erottelu perustuu niiden lentoratojen
vakauksien eroihin. Ionit fokusoidaan ionildhteeltd ionilinssin lépi, joka keskittdd ionisuihkun
tiiviiksi, ja tdma tiivis ionisuihku ohjataan neljdn yhdensuuntaisen sauvaelektrodin lipi, joiden
vililld vallitsee kohtisuora sdahkokenttd. Sdhkokenttd muodostetaan sauvaelektrodien vilille
siten, ettd kvadrupolin vastakkaiset sauvaelektrodit ovat keskenddn samassa sdhkoisessa
potentiaalissa, kun taas puolestaan vierekkdiset ovat toisiinsa ndhden vastakkaisissa
potentiaaleissa. S&hkokenttd muodostetaan nédiden kahden, eri varauksissa olevien,
sauvaelektrodien vilille tasavirran (DC, direct current) ja vaihtovirran (AC, alternating

current) avulla.>

Kvadrupolin tehtédvind on ikédn kuin toimia suodattimena, joka antaa ionien kulkea sen ldpi
riippuen niiden m/z-suhteesta. Kun ionit saapuvat muuttuvaan sidhkokenttddn, ne kohtaavat

puoleensa vetdvin voiman, joka muuttuu nopeasti hylkivéksi voimaksi. Tdma saa aikaan sen,
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ettd ionit vérdhtelevdt kohtisuorassa niiden alkuperidiseen liikkeeseen néhden. Jos ionien
véardhtely on liian suurta, tormaivét ne sauvaelektrodien kanssa eivitkd néin ollen ldpéise
kvadrupolia eli ioneilla on téllin epéstabiili lentorata. Kuitenkin tietyn m/z-arvon omaavat ionit
lapdisevit kvadrupolin, jolloin ne kulkevat kohti detektoria ja havaituista ioneista voidaan
muodostaa massaspektri. Kuvassa 12 on havainnollistettu kvadrupolianalysaattori ja sen

toimintaperiaate.*
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Kuva 12. Kvadrupolianalysaattori, sen rakenne ja toiminta. Kuva muokattu lihteesti.*°

Kuten jo luvussa 4.1.2.1 todettiin, massa-analysaattoreita voidaan kytked perdkkdin niin
kutsutuksi hybridianalysaattoriksi, josta esimerkkind kéytettiin QTOF-massa-analysaattoria.
Tamén yhdistelmén lisdksi on myds mahdollista kytked kvadrupolimassa-analysaattoreita
sarjaan, joka mahdollistaa monipuolisempia analyyseja verraten QTOF-massa-analysaattoriin.
Hyva esimerkki téllaisesta sarjaan kytketystd kvadrupolimassa-analysaattorista on
kolmoiskvadrupolimassa-analysaattori (QQQ, triple quadrupole). Kolmoiskvadrupolimassa-
analysaattori on suosittu menetelmi kohdennetussa analytiikassa ja sitd voidaan hyodyntéa
metabolomiikan sekd fluksomiikan tutkimuksessa. Kolmoiskvadrupoli koostuu nimenséd
mukaisesti kolmesta kvadrupolista Q1-3. Ensimmdinen ja kolmas kvadrupoli ovat normaaleja
kvadrupoleja, mutta toinen kvadrupoli toimii tormadyskammiona, joka sisdltid matalapaineista
inerttid kaasua, kuten N (kuva 13). Toisen kvadrupolin tehtivind on fragmentoida
ensimmaisestd kvadrupolista saapuvat ldhtdionit, jonka jélkeen l&htdioneista muodostuneet
fragmentoidut ionit eli tuoteionit erotellaan selektiivisesti toisistaan kolmannen kvadrupolin

avulla, jonka jilkeen ne havaitaan detektorilla.!
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Kuva 13. Kolmoiskvadrupolin rakenne.

Kuten aikaisemmin mainittiin  kolmoiskvadrupolia voidaan hyodyntdd erityisesti
kohdennetussa analytiikassa, kun halutaan analysoida suuri méédrd eri analyytteja.
Kohdennetussa analytiikassa voidaan hyddyntéd useita eri tekniikoita, joita ovat muun muassa
SIM (selective ion monitoring), SRM (single reaction monitoring), useiden reaktioiden
seuranta (MRM, multiple reaction monitoring) sekd MS/MS fragmentointi. N&diden
tekniikoiden avulla on mahdollista saada paljon uutta tietoa molekyylien isotooppipattereista,
sekd molekyylit voidaan havaita ilman sen suurempaa puhdistamista muista yhdisteitd
tekniikoiden korkean massaresoluution ansiosta. Néistd edelld mainituista tekniikoista etenkin
MRM on pitkddn kéytetty metaboliittien kohdennetussa kvantitoinnissa yhdessi
kolmoiskvadrupolin kanssa ja sitd pidetdén “kultaisena standardina” pienten molekyylien ja
etenkin metaboliittien tutkimuksessa. Tyypillisesti MRM tekniikkaa hyddynnettidessd, MS:n
laiteparametrit sekd siirtymdt 1dht6- ja tuoteionien vililld on esioptimoitu kullekin
analysoitavana olevalle metaboliitille, jotta laitteistolla voidaan saavuttaa optimaalinen
herkkyys. MRM tekniikassa analyytteja havainnoidaan niille asetetuissa aikaikkunoissa niiden
13ht6- ja tuoteionien avulla. Namé 1dhto- ja tuoteionit muodostetaan MS/MS fragmentoinnin
avulla eli tandem-massaspektrometrian avulla MRM tekniikkaa hyddyntdessd ensimmaéisen
kvadrupolin tehtdvdni on valita analysoinnin kohteena oleva liht6ioni, toisen kvadrupolin
tehtdvéni on toimia tormdyskennona l&htdionien fragmentoimiseksi ja kolmannen kvadrupolin
tehtdvand on eristdd ldhtdionin fragmentoitumisesta muodostunut haluttu tuoteioni (kuva 14).
Kuitenkin vaikka MRM ja kolmoiskvadrupoli yhdistelmd on todettu erittdin toimivaksi
analyysimenetelméksi tutkittaessa metaboliitteja, on silldi my6s omat rajoitteensa.
Kolmoiskvadrupoli omaa hyvin alhainen resoluutio, joka saattaa johtaa suhteellisen suureen
riippuvuuteen kemiallisesti tuotetuista standardeista kullekin metaboliitille, joita tarvitaan

menetelmin rakentamisessa ja kehittdmisessd. Néitd edelld mainittuja kemiallisesti tuotettuja
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standardeja  tarvitaan esimerkiksi metaboliittien retentioaikojen maéédrittimiseen ja

laiteparametrien optimoimiseen.'#3?

Q1 Q2 Q3
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valinta fragmentointi ionin valinta

Kuva 14. MRM ja kolmoiskvadrupoli yhdistelmén toimintaperiaate.

4.1.2.3 Orbitrap-massa-analysaattori

Orbitrap-massa-analysaattori on wuusin lisdys korkea resoluution massaspektrometria
analysaattoreiden perheeseen. Orbitrap-massa-analysaattorin kehittiminen sai alkunsa siité,
ettd haluttiin kehittdd massa-analysaattori, joka peittoaisi kaikki aikaisempien massa-
analysaattorien, kuten FTICR-massa-analysaattorin monimutkaisuuden sekd koon ja TOF-
massa-analysaattorin alhaisen herkkyyden sekd dynaamisen alueen ja resoluution. Orbitrap-
massa-analysaattori yhdistdd suuren nopeuden hyviin kvantifionti-ominaisuuksiin ja on suosittu
analysaattori monissa analyyttisissa sovellutuksissa. Kuten sen nimestd voidaan paitella,
orbitrap-massa-analysaattori luokitellaan ioniloukuksi, mutta se ei ole kuitenkaan
tavanomainen ioniloukku. Orbitrap-massa-analysaattorin toiminta perustuu siithen, ettd se
kayttdd sdhkostaattisia kenttid napatakseen ioneita. Néin ollen se poikkeaa tavanomaisesta
ioniloukusta siind, ettd se ei pidd ioneja sisdllddn radiotaajuuden tai magneetin avulla. Ionien
erottelu orbitrap-massa-analysaattorilla perustuu ionien resonanssitaajuuksien eroihin, jotka
muodostetaan edelld mainittujen sihkostaattisten kenttien avulla. Orbitrap-analysaattori
koostuu tynnyriméisesté ontosta elektrodista, jonka sisilld sijaitsee kiinted elektrodi. Kiintedn
elektrodin tarkoituksena on siepata ionit kiertdvéddn liikkeeseen itsensd ympdrille. Kiinted
elektrodi ja sen jénnite aiheuttaa sen, ettd ionit jadvit loukkuun onton elektrodin ja kiintedn
elektrodin viélille kiertimidn elliptisid ratoja. Ionien saama kiertdvd liike muodostaa

sdhkovirran muutoksia ulkoiselle elektrodille, joka ympér6i kiintedd elektrodia. Ndma



32

sdahkdvirran muutoksien aiheuttamat taajuudet muutetaan fourierin-muunnoksen avulla m/z-
arvoiksi ja muunnetut m/z-arvot havaitaan massaspektrissd. Jotta ionit saadaan suihkutettua
kammioon, ja kiertimdan elliptisid ratoja pitkin, elektrodien vélistd jannitettd madalletaan
aluksi. Kun ionit on saatu ohjattua kammioon, nostetaan elektrodien vilisti jannitettd, jotta ionit

voivat saavuttaa halutun kiertoradan.33-3

Yleensd kaupallisissa orbitrap-analysaattoreissa kammioon saapuvat ionit jaotellaan C-loukun
avulla ennen orbitrap kammioon siirtdmistd. C-loukku koostuu useista C:n muotoon
tavutetuista elektrodeista, joiden keskellé on tila ionien litkkumista varten. Ionien saapuessa C-
loukkuun, loukun pééllimmdisiin ja alimmaisiin elektrodeihin muodostetaan muuttuvia
sdahkokenttid vaihtovirran avulla, joka johtaa ionit lilkkumaan tietylle alueella C-loukussa. Kun
ionit ovat saavuttaneet halutun energian, asetetaan C-loukun elektrodeihin erisuuruiset
tasavirrat, joka aiheuttaa ionien suihkuna sinkoamisen C:n muotoisen loukun sisékaarta pitkin
ulos orbitrapiin analysoitavaksi. Kuvassa 15 esitetty orbitrap-analysaattorin rakenne ja

toiminta.>?
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Kuva 15. Orbitrap-analysaattorin rakenne.
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4.1.3 Detektorit

Kun ionit on saatu eroteltua toisistaan massa-analysaattorin avulla, voidaan ionit havaita
detektorilla niiden m/z-arvojen mukaan. Nykypéivind on olemassa monia erilaisia detektoreita,
joita voidaan hyoddyntdd massaspektrometriassa. Kuitenkin detektorin valinta riippuu
laitteistosta ja siitd millaisia analyyttisid sovellutuksia laitteistolla suoritetaan, koska
massaspektrometriassa hyddynnetddn erilaisia ldhestymistapoja havaitakseen ioneja.
Kokonaisuudessaan detektoreiden tehtéva on kuitenkin hyvin yksinkertainen. Se havaitsee ionit
aina niiden varauksen, massan ja nopeuden perusteella. Joidenkin detektoreiden, kuten
esimerkiksi Faradayn kupin, toiminta perustuu tasavarausvirran muodostumiseen, joka syntyy,
kun ioni osuu sen pintaan ja neutralisoituu. Kun taas puolestaan elektronimonistin detektorin
toiminta perustuu kineettisen energian siirtoon, kun ionit térméévit pintaan, joka tuottaa
sekundédrisid elektroneja, joita edelleen vahvistetaan tuottaen sdhkodvirtaa. Myds osa massa-
analysaattoreista, kuten Orbitrap ja FTICR ovat itsessddn jo detektoreita, joten
massaspektrometreissd, joissa nditd massa-analysaattoreita hyOodynnetddn, ei ole erillistd
detektoria. Nédiden edelld mainittujen detektorien lisdksi on myds olemassa muita detektoreita,
kuten photographic plate- ja electro-optical ion-detektorit, mutta ndmaé ei ole nykypéivéni endd
niin suuressa suosiossa. Kokonaisuudessaan massaspektrometriset detektorit voidaan jakaa
kahteen luokkaan. Toinen luokka koostuu detektoreista, jotka laskevat ioneita yksi kerrallaan
niiden massan suhteen, kun ne saapuvat perdkkéin detektorille havaittavaksi. Toinen luokka
puolestaan koostuu detektoreista, jotka kykenevit laskemaan useita massoja samalla kertaa ja

havaitsemaan niiti samanaikaisesti detektorin pinnalla saapumisjirjestyksesti riippumatta.*’

4.2 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia-massaspektrometria (HPLC-
MS)

Korkean erotuskyvyn estekromatografia — massaspektrometria on laajalti kaytetty
analyysimenetelma ja sen vahvuus on sen korkea analyyttinen selektiivisyys. Tadssé kyseisessd
analyysimenetelméssd nestekromatografi hoitaa molekyylien erottelun liikkuvan ja kiintedn
faasin vilisten vuorovaikutusten perusteella, kun puolestaan massaspektrometrin tehtdvéni on

havaita ndmé erotellut analyytit tosistaan. HPLC-MS on hyvin selektiivinen sekd herkki
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analyysimenetelméd ja sen avulla pystytddn erottelemaan haluttuja analyytteja toisistaan
hyvinkin haastavista ndytematriiseista. Analyysimenetelmdd voidaan soveltaa monenlaisiin
biologisiin molekyyleihin ja sen analyysinopeuden ansioista on mahdollista analysoida useita
yhdisteitd samanaikaisesti. HPLC-MS avaa ovet moniin erilaisiin analyyseihin riippuen siiti
mitd halutaan tutkia. Massaspektrometrin massa-analysaattoria vaihtamalla, voidaan luoda
uusia ulottuvuuksia analyyseihin ja timén avulla HPLC-MS analytiikkaa voidaan hyddyntada

monella eri tieteen osa-alueella.’!

HPLC-MS analytiikassa voidaan hyddyntdd perinteisen HPLC:n sijasta myds ultrakorkean
erotuskyvyn nestekromatografia (UHPLC, ultra-high performance liquid chromatography).
Néami edelld mainitut kaksi nestekromatografian menetelméi eroavat tosistaan muun muassa
partikkelikoon, kolonnin mittojen, virtausnopeuksien seké paineen osalta. Partikkelikoon osalta
HPLC:ssé kiintedn faasin partikkelikoot ovat tyypillisesti luokkaa 3-5 pm, kun puolestaan
UHPLC:114 on tunnusomaista 2 pum tai jopa sitd pienempi partikkelikoko kiinteédn faasin osalta.
Kolonnin mittojen osalta nestekromatografit eroavat toisistaan partikkelikoon tavoin
tyypillisesti siind, ettd mitat pienenevat UHPLC:114. Tyypillinen HPLC-kolonnin sisdhalkaisija
on 4,6 mm ja pituus 150 mm, kun puolestaan UHPLC-kolonnin sisdhalkaisija on luokkaa 2,1
mm tai jopa vihemmain ja sen pituus on lyhempi mitd HPLC:n eli noin 100 mm luokkaa.
Virtausnopeuksien osalta nestekromatografien ero nékyy siind, ettd HPLC-laitteistolla voidaan
operoida huomattavasti pienemmilld virtausnopeuksilla (0,2-0,7 ml/min), kun UHPLC-
laitteistolla vastaavasti lukema on luokkaa 1-2 ml/min. Kuitenkin vaikka virtausnopeuksien
vililld on ero, ndiden kahden nestekromatografin vililld, on niiden suuruudet kytkoksissi
operointipaineeseen. HPLC-laitteisto toimii tyypillisesti 400-600 bar maksimipaineessa, kun
UHPLC-laitteistolla maksimipaineet voivat olla jopa 1500 bar. Maksimipaineen suuruus
kytkeytyy ldheisesti virtausnopeuteen siksi, ettd se omalta osaltaan rajoittaa virtausnopeuksien
suuruutta nestekromatografien vélilli. Néiden edelld mainittujen ominaisuus erojen lisiksi
UPHLC on toiminnaltaan nopeampi nestekromatografi ja se tarvitsee huomattavasti vihemmaén

puskuriliuosta.>®-7

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia — massaspektrometriassa voidaan menetelmai
muokata, UHPLC:n hyddyntdmisen lisdksi, my0s vaihtamalla massaspektrometrissd olevaa

massa-analysaattoria. Téstd esimerkkind on UHPLC-QQQ-MS-laitteisto, joka koostuu
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ultrakorkean erotuskyvyn nestekromatografista sekd massaspektrometristd, jossa massa-
analysaattorina toimii kolmoiskvadrupoli (kuva 16). UHPLC-QQQ-MS eroaa monista muista
LC-MS menetelmisti siind, ettéd siind on perinteisen HPLC-nestekromatografin sijasta UPHLC
nestekromatografi ja massaspektrometrin monipuolisuutta on parannettu hyodyntdmalla

kolmoiskvadrupolimassa-analysaattoria.
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Kuva 16. UHPLC-MS laitteiston rakenne ja toimintaperiaate. Kuva muokattu lihteesti.*¢

UHPLC-QQQ-MS toimii analyysimenetelména siten, ettd UHPLC erottaa néytteessé olevat
analyytit toisistaan, jonka jdlkeen ionildhde ionisoi ne ennen massa-analysaattorille siirtymista.
Massa-analysaattorin, tissd tapauksessa kolmoiskvadrupolin, tehtivdnd on erotella ionit
toisistaan niiden m/z-arvojen suhteen. Erotteluun voidaan kdyttdéd erilaisia mittausmetodeja
riippuen analyysin luonteesta, kuten esimerkiksi SIM, SRM ja MRM, joita késiteltiin
tarkemmin luvussa 4.1.2.2. Kun ionit on eroteltu toisistaan niiden m/z-arvojen perusteella,
havaitaan ndméd ionit lopuksi massaspektrometrin detektorilla. Nestekromatografin eli
UHPLC:n tehtdvéni on erotella analyytit tosistaan niiden vuorovaikutuksen perusteella, kun
ndytteen annetaan vaikuttaa nestekromatografin kiintedn faasin (kolonnin) ja nestefaasin
(liikkuva faasi) kanssa. Namé vuorovaikutukset perustuvat useisiin mekanismeihin, kuten
polariteettiin, ionivuorovaikutukseen sekd ionien koko eroihin. Nestekromatografiassa
yleisimmin kéytetddn kéainteisfaasinestekromatografiaa (RPLC, reversed-phase liquid
chromatography), jossa kiinted faasi on vdhemmén polaarisempi mitd nestefaasi, jonka
seurauksena ei-polaariset molekyylit absorboituvat kiintedédn faasiin, kunnes vield vihemmin
polaarisempi nestefaasi kulkee kolonnin lépi. Puolestaan normaalifaasinestekromatografiassa
(NPLC, normal phase liquid chromatography) kiinteé faasi on polaarisempi miti nestefaasi,

kun niyte injektoidaan kolonniin.*®
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Kuten jo aikaisemmin todettiin, UHPLC-QQQ-MS-laitteistossa, kolmoiskvadrupolin tehtévin
on erotella analyytit toisistaan niiden l&ht6- ja tuoteionien perusteella. Kolmoiskvadrupoli on
laajalti kéytetty massa-analysaattori metabolomiikan sekd fluksomiikan tutkimuksessa. Sen
rinnalla kdytetddn hyvin usein MRM menetelméé, josta puhuttiin tarkemmin luvussa 3.2, jonka
avulla  voidaan erotella  metaboliitteja  hyvinkin  haastavista  nidytematriiseista.
Kolmoiskvadrupolin etuna on sen korkea herkkyys seké laaja lineaarisuus, jonka ansioista sen
avulla pystytddn analysoimaan hyvinkin pieniékin pitoisuuksia eri metaboliitteja. Etuna
kolmoiskvadrupolille on lisdksi se, ettd sen avulla voidaan havaita sekéd positiivisesti ettd
negatiivisesti ionisoituneita yhdisteitd. Tdméin ominaisuuden ansiosta voidaan analysoida
huomattavasti enemmén eri komponentteja erilaisista néytteistd. Kuitenkaan haasteilta ei
kolmoiskvadrupolin kanssa viltytd. Itse MRM-menetelmén tekeminen laitteistolle voi olla
hyvinkin haastavaa, koska QQQ vaatii retentioaikojen tarkan méérityksen kullekin analyytille,
jotta ne voidaan havaita oikeassa aikaikkunassa. Tdméa omalta osaltaan hankaloittaa biologisten

niytteiden analysointia, koska ne voivat sisiltii usein hyvinkin haastavan niytetaustan.*%*

4.3 Kaasukromatografia-massaspektrometria (GC-MS)

Kaasukromatografia-massaspektrometriaa eli GC-MS pidetéén yleisesti hyvin monipuolisena
analyysimenetelménd sen kestdvyyden, erinomaisen erotuskyvyn, selektiivisyyden,
herkkyyden ja toistettavuuden ansiosta. Ndiden edelld mainittujen lisdksi GC-MS-laitteiston
etuna on sen helppokéyttdisyys (analyysiajan ja kdyttokustannusten suhteen) ja sen kyky tuottaa
dataa yhdisteiden tunnistamiseksi. GC-MS mahdollistaa monien erilaisten metaboliittien, kuten
nopeasti haihtuvien (ketonit, aldehydit, alkoholit, sulfidit ja lipidit), haihtumattomien tai
puolihaihtuvien (sokerit, sokerifosfaatit, sokerialkoholit, orgaaniset hapot, aminohapot, peptidit
jne.) mittaamisen. GC-MS analytiikassa kdytetddn yleisimmin kahta eri ionisaatiomenetelmés,
jotka ovat elektroni-ionisaatio (EI) ja kemiallinen ionisaatio (CI). Kuitenkin EI on nykypdivéna
ndistd kahdesta eniten kéytetty ionisaatiomenetelmid metabolomiikan sekd fluksomiikan

tutkimuksessa.*’

GC-MS laitteiston toiminta perustuu siihen, etti néyteliuosta sydtetddn (noin 0.1-1 pl)

kaasukromatografin injektoriin, jossa nidyte hoOyrystetddn ja ohjataan kromatografiseen
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kolonniin kantajakaasun avulla (yleensd helium, argon tai vety). Naytemolekyylit erotetaan
kolonnissa toisistaan kiintein faasin ja niytteen vélisten vuorovaikutusten avulla. Jotta
kaasukromatografilla voidaan saavuttaa korkein mahdollinen resoluutio, tulee sen sisdltdma
kolonni valita huolellisesti ja sen valinta riippuu paljon analysoitavasta niytteestd. Esimerkiksi
kolonnin pituutta lisdamélla voidaan parantaa sen tehokkuutta ja valikoituvuutta, joka soveltuu
paremmin erittdin monimutkaisten ndytteiden analysointiin. Puolestaan lyhyempéda kolonnia
voidaan kdyttdd vihemmén monimutkaisten ndytteiden analysoimiseen. Niytteen analysointi
perustuu siihen, kuinka siind olevat yhdisteet vaikuttavat kolonnin kiintedn faasin kanssa, joten
ndin ollen kolonnin pituudella on merkitystd analysointia ajatellen. Yhdisteiden erottumiseen
kolonnissa, kolonnin pituuden lisdksi, vaikuttaa myos paljon niiden rakenne, polaarisuus,
kiraaliset ominaisuudet, molekyylin koko seké niiden hoyrystymisldmpétila. Eri yhdisteilld on
erilaiset vuorovaikutukset kolonnissa kadytettivdan kiintedn faasin kanssa, mikd aiheuttaa
ndytteiden eriaikaisen viipymisen kolonnissa. Niin ollen myos kiinteéllé faasilla on merkitysti
analyysin kulun kannalta, koska sen materiaali myos vaikuttaa yhdisteiden viipymiseen
kolonnissa. Néin ollen yhdisteet saapuvat detektorille eri aikoina, jonka perusteella yhdisteet
voidaan tunnistaa ja madrittdd niiden pitoisuus ndytteessd. Yhdisteiden kulkemaa aikaa,

kolonnin liipi kohti detektoria, kutsutaan retentioajaksi (RT, retention time).***

Kun yhdisteet kulkevat GC-MS-laitteistossa kolonnin ldpi, saapuvat ne detektorille eli
massaspektrometrille havaittavaksi. Massaspektrometrille saapuessaan yhdisteet ionisoidaan
ionildhteen avulla. Kuten jo aikaisemmin todettiin, EI on nykypdivdnd eniten kéytetty
ionisaatiomenetelmd GC-MS analytiikassa, joten tarkastellaan sitd hieman tarkemmin GC-MS-
laitteiston ionisaatioldhteend. EI on niin kutsutta “kova” ionisaatiomenetelmi, jossa
molekyyleji pommitetaan elektronisuihkulla, joka saa molekyylit ionisoitumaan seki
fragmentoitumaan. Kun ionisoidut molekyylit ja fragmentit on saatu muodostettua, ohjataan ne
ionisaatioldhteeltd kohti massa-analysaattoria. Yleensd GC-MS analytiikassa massa-
analysaattorina kéytetddn joko Q-massa-analysaattoria. Massa-analysaattorin tehtdvidnd on
erotella ionisoidut molekyylit sekd fragmentit toisistaan niiden m/z-arvojen suhteen. Erottelun
jélkeen havaituista m/z-arvoista muodostetaan kromatogrammi, josta voidaan analysoida miti

yhdisteiti niyte sisiltii ja kuinka paljon (kuva 17).4!
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Kuva 17. GC-MS-laitteiston rakenne.

4.4 Ydinmagneettinen resonanssispektroskopia (NMR)

NMR eli ydinmagneettinen resonanssispektroskopia on hyvin yleisesti kéytetty
analyysimenetelméd metabolomiikassa ja sen tutkimuksessa massaspektrometrian lisdksi.
Ydinmagneettista resonanssispektroskopiaa hy6dynnetdén paljon biologisten
makromolekyylien rakenteen, dynamiikan sekd vuorovaikutusten tutkimukseen. Biologisten
analyysien lisidksi NMR:aa hyodynnetdén laajalti muilla tieteen osa-alueilla, kuten kemiassa,
fysiikassa sekd lddketieteessd. Vaikka nykypdivdnd massaspektrometria on johtavassa
asemassa metabolomiikan tutkimuksessa, on NMR:lla monia hyvid ominaisuuksia ja etuja
MS:aan verrattuna. NMR:an avulla voidaan tarkastella runsaampia yhdisteitd nesteisté, solu-
uutteista sekéd kudoksista ilman nédytteiden monimutkaista valmistelua ja fragmentointia, toisin
kuin massaspektrometriassa. NMR tarjoaa mahdollisuuden analysoida yhdisteitd, joita on
vaikea ionisoida tai ne vaativat derivatisointia MR:lle. Sen avulla voidaan tunnistaa yhdisteita,
joilla on sama massa, mukaan lukien ne, joilla on erilainen isotopomeerijakauma. NMR
soveltuu erinomaisesti tuntemattomien yhdisteiden rakenteiden maérittimiseen ja
hyodyntdmilld stabiileja isotooppileimoja, voidaan analysoida aineenvaihduntareittien seké

metaboliittien muodostuksen dynamiikkaa ja mekanismeja.*>*

Kuten jo aikaisemmin todettiin, NMR:aa hyddynnetddn paljon yhdisteiden rakenteen,
dynamiikan ja vuorovaikutusten tutkimiseen. NMR-laitteisto koostuu suprajohtavista

magneeteista, radiotaajuuslidhettimestd sekd detektorista ja sen toiminta perustuu siihen, kuinka



39

aktiivisten atomien ytimet kayttdytyvdt magneettikentdssd, kun nédytteeseen kohdistetaan
radiotaajuista sdteilyd (kuva 18). Kiytdnnossd NMR-analyysissd nestemdinen néyte lisdtddn
ndyteputkeen, joka asetetaan NMR-spektrometrin ndytekammioon. Naytekammio on tiytetty
nestemdiselld heliumilla ja nidytekammiota ympérdi suprajohtavat magneetit. Niytteessd
ydinhiukkasten pariton méérd saa aikaan atomille ydinspinin, jonka yhteisvaikutuksesta ytimen
varauksen kanssa syntyy magneettikenttd. Jos ndytettd ei ympéaroisi ulkoinen magneettikentta,
olisi atomien ytimet suuntautuneet satunnaisesti eri suuntiin. Koska néytettd ja sen atomien
ytimid ympéroi ulkoinen magneettikenttd, saa se aikaa sen, ettid osa ytimistd asettuu ulkoisen
magneettikentéin suuntaisesti ja osa sen vastaisesti. Kentén suuntaisilla ytimilld on jonkin verran
alempi energia kuin kenttdd vastaan suuntautuneilla ytimilld. Tamén lisdksi ytimet voivat siirtyé
perusenergiatilaltaan korkeammalle tai matalammalle energiatilalle. Kun ytimet ovat
suuntautuneet ulkoisen magneettikentin vaikutuksesta, joko kentdn suuntaisesti tai sitd vastaan,
kohdistetaan néytteeseen radiotaajuista sdhkomagneettistaséteilyd. Sateilyd kohdistetaan
ndytteeseen lyhytkestoisien RF-pulssien avulla, jonka atomien ytimet ensin absorboivat ja sitten
emittoivat. Siteily saa aikaan sen, ettd ytimien spinit vaihtavat suuntaa eli ytimet virittyvét
energiatiloilta toisille, kun ytimet absorboivat séteilyd. Kun ndmé viritystilat purkautuvat,

havaitsee niytteen ympirilli oleva detektori purkautumisessa emittoituvan séteilyn méréin.

Radiotaajuus-
lahetin

Magneetti Detektori Magneetti

Kuva 18. NMR-laitteisto, jossa kuvattuna ndytekammio/néyte, jota ympérdivét suprajohtavat
magneetit, radiotaajuusléhetin ja detektori.
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NMR-spektroskopiassa on kaksi yleisintd niin kutsuttua lajia orgaanisten yhdisteiden rakenteen
kuvaamiseen, ja ne ovat 1IH-NMR ja '*C-NMR. Niiden kahden lisiksi on my&s olemassa '°N-
NMR ja 3'P-NMR lajit, mutta niiti ei kiiytetd niin yleisesti miti 1H-NMR ja '*C-NMR. Ero
1H-NMR ja '*C-NMR lajin vililld on se, etti IH-NMR kiytetisin méarittimiin molekyylin
vetyatomien lukuméiirds, kun puolestaan '*C-NMR molekyylin hiiliatomien lukuméirin
madrittdmiseen. Koska NMR:n avulla voidaan havaita ainoastaan ytimid, joilla on pariton
massaluku, soveltuvat ndmi edelld mainitut tekniikat hyvin orgaanisten yhdisteiden
analysointiin. NMR:n avulla voidaan muodostaa orgaanisten yhdisteiden hiilivety runko ja
yhdessi esimerkiksi IR avulla voidaan maérittdd yhdisteen funktionaaliset ryhmét ja MS avulla
yhdisteen moolimassa. Metabolomiikan tutkimuksessa IH-NMR on kaikkein eniten kaytetty
tekniikkaa verrattuna '>*C-NMR tekniikkaan, koska sen herkkyys on kaikista parhain.?
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KOKEELLINEN OSA

5. Tyon tarkoitus

Kokeellisen osan tarkoituksena oli perehtyd ihmisen sekd hiiren lihassolunéytteiden
soluviljelyyn, ndytteiden kerdykseen seki nédytteiden analysoitiin UHPLC-QQQ-MS-laitteistoa
hyodyntéen. Tutkimuksessa perehdyttiin syvemmin, kuinka lihassolujen aineenvaihduntareitit
tuottavat tiettyjd kiinnostuksen kohteena olevia aminohappoja seki kuinka nopeasti ne tuottavat
niitd tietyissi aikapisteissd. Néytteiden analysoinnin osalta tutkimuksessa keskityttiin ensin
optimoimaan UHPLC-MS/MS-menetelméé kuoppatestin sekd aikapistevertailun avulla. Kun
menetelma oli saatu optimoitua mittauksiin sopivaksi, analysoitiin ihmisen lihassolundytteista
aineenvaihduntareittien virtausnopeutta eli fluksomiikkaa. Fluksomiikan tutkimisessa
hyddynnetiin isotooppileimausta, jossa ihmisen lihassolujen annettiin vaikuttaa '3C-
isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa eri aikapisteiden verran. Isotooppileimattuja
glukoosiliuoksia valmistettiin kokeellista osaa varten kahta erilaista, joissa niiden pitoisuudet
sdddettiin HS (horse serum) - ja FBS (fetal bovine serum) -seerumien avulla 2 ja 20
prosenttisiksi. Eri seerumipitoisten gluukosiliuosten tarkoituksena oli stimuloida ihmisen
lihassolujen aineenvaihduntareittejd ja tarkoituksena oli analysoida, onko isotooppileimatun

glukoosiliuoksen vikevyydelld merkittdvié vaikutusta aminohappojen tuotantoon.

6. Naytteiden ja liuosten valmistus

6.1. Kasvatus- ja erilaistusmediumien valmistus

Tamén tutkimuksen kokeellinen osa aloitettiin valmistamalla kasvatusmedium (GM, growth
medium) ja erilaistusmedium (DM, Differentiation medium), jotka olivat oleellinen osa
soluviljelyd. GM ja DM sdilyivét hyviné n. 3 viikkoa, joten niiden valmistusmééaré suhteutettiin
sen mukaan, kuinka paljon mediumeita tarvittiin sen sdilyvyysaikana. Molemmat liuokset

sisdlsivit samat ainesosat, mutta FBS (Fetal bovine serum) prosenttiosuus liuoksen tilavuudesta
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vaihteli kasvatus- ja erilaistusmediumien viélilli. GM ja DM liuoksiin tarvittavat ainesosat ja
niiden maérit suhteessa DMEM (Dulbecco's modified Eagle medium) méiriin on esitetty
taulukossa 3. DMEM on pohja mediumliuoksille ja sen mitattu tilavuus ratkaisee, kuinka paljon
muita mediumin valmistukseen tarvittavia ainesosia tulee mitata. GM ja DM liuoksia
valmistettiin soluviljely kerran mukaan siten, etti DMEM maééré oli tilanteesta riippuen 25-40

ml.

Taulukko 3. GM ja DM liuosten tarvittavat aineosat ja niiden prosenttiosuudet DMEM

tilavuuteen ndhden

GM DM
DMEM (Lonza™, #BE12-614Q) DMEM (Lonza™, #BE12-614Q)
10 % FBS (Gibco, #10270-106) 5 % FBS (Gibco, #10270-106)

1 % L-glutamiini (Lonza™, #BE17-605E) 1 % L-glutamiini (Lonza™, #BE17-605E)

1 % P/S (Gibco, #15140-122) 1 % P/S (Gibeo, # (15140-122)

DMEM on yksi perusmediumeista, joita voidaan kiyttdd GM tai DM liuoksen valmistuksessa.
Kaytettdvd solulinja ja kéyttokohde méiirittdvat mitd perusmediumia kéytetddn. Téssd
tutkimuksessa kdytettiin DMEM perusmediumia liuosten valmistuksessa, koska se oli
solulinjaa ja kiyttokohdetta ajatellen parhain. Kuten aiemmin todettiin, DMEM perusmediumia
ei voida kiyttad yksindédn kasvatus- tai erillaistusmediumina, vaan siihen tulee liséta taulukossa
3 olevia seerumia (FBS), antibiootteja (P/S) sekd L-glutamiinia tilanteen mukaan. Seerumi
siséltad tekijoitd, jotka edesauttavat solujen kasvamista, jakautumista sekd kiinnittymistd,
antibiootit puolestaan estivit bakteerikontaminaatioita ja L-glutamiini on térked aminohappo,

joka toimii energialdhteend solujen lisdéntymiselle.
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6.2 Soluviljelmien ylléipito

Soluviljely oli osa ndytteiden valmistusta ja siitd alkoi koko analysointiprosessi kohti valmiiden
nédytteiden mittausta, kun aikaisemmassa luvussa tehdyt medium liuokset oli saatu valmistettua.
Soluviljelyn avulla soluja kasvatettiin haluttuun maérdén asti, jotta niitd voitiin erilaistaa
jatkoprosessia varten. Soluviljely perustuu siihen, ettd eldimestd, ihmisestd tai kasvista
irrotetaan kudosta tai elinti, joita kasvatetaan keinotekoisessa, kasvua tukevassa ympéristossa.
Soluviljelysséd viljelmid ylldpidetiin muoviastiassa, jossa solut vaikuttivat kasvatusmediumin
kanssa. Riippuen kuinka kauan soluja haluttiin kasvattaa, tuli kasvatusmediumia (GM, growth
medium) vaihtaa sekd soluja jakaa sen mukaan, jotta solut mahtuivat jakautumaan astiassa sekd
ne saivat tarpeeksi tarvittavia ravintoaineita elddkseen ja kasvaakseen. Kun soluja oli saatu
kasvatettua soluviljelyn avulla tarpeeksi, siirryttiin soluja erilaistamaan erilaistusmediumin
(DM, diffrentiation medium) avulla. Erilaistusmediumin avulla kasvatetut solut erilaistettiin

myotuubeiksi, jotka olivat timén tutkimuksen osalta oleellisia.

Soluviljely poikkesi muista laboratoriotekniikoista siind, ettd soluviljelytiloissa pyrittiin
sdilyttiméédn aseptiikka (aseptisella tekniikalla tarkoitetaan steriilityoskentelyd, jolla pyritddn
estimdin kontaminaatioita). Kaiken materiaalin, joka oli suoraan kosketuksessa
soluviljelmiin kanssa, tuli olla steriili. Soluviljely tuli suorittaa aina laminaarikaapissa,
kaikki pinnat (etenkin laminaarikaapin tyoskentelyalusta, ennen ja jilkeen soluviljelyn)
seki tyoskentelyvilineet (automaatti-/tiyspipetit, mittapipetit, reagenssipullot seki
astiat) tuli puhdistaa aina 70 % etanolilla. Soluviljelyssd optimaalisena kasvuldmpétilana
pidetddn 37 °C, joten reagenssit tuli kdyton mukaan l&dmmittdd vesihauteessa kyseiseen
lampdtilaan, jotta olosuhteet olivat optimaaliset soluviljelmid kisiteltdessd. Téamén lisdksi
soluviljelmiéd pyrittiin pitdméén ulkona inkubaattorista, jossa tasainen ldmpdétila, CO2-

pitoisuus ja kosteus, mahdollisimman lyhyen aikaa.

Soluviljelmé vaati kasvatusmediumin vaihtamista sddnnollisesti, kun solut jakaantuivat
solumaljalla/-pullossa (konfluenssi 50-60 %) ja tdtd prosessia kutsuttiin siirrostukseksi.
Siirrostus tapahtui sille tehdyn ohjeistuksen mukaisesti. Soluviljelmén késittely, eli siirrostus,

aloitettiin aina siten, ettd soluviljelma mikroskopoitiin ja tarkistettiin, ettd solut olivat kasvaneet
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riittdvésti ja ettei silmin néhtdvid kontaminaatioita havaittu. Mikroskopoinnin jédlkeen siirryttiin

kisitteleméén soluviljelmé laminaarikaapissa.

Siirrostus aloitettiin imemalld vanha GM liuos varovaisesti pasteur-pipetilld solupullosta siten,
ettd pyrittiin olla osumatta solujen kasvualustaan. Kun vanha GM oli saatu poistettua,
huuhdeltiin solut 10 ml fosfaattipuskuroitua suolalivosta (PBS, phosphate buffered saline).
Huuhtelun jélkeen PBS imettiin pois varovasti solupullon pinnalta, vilttden koskemista solujen
kasvualustaan. Pesun jdlkeen solupulloon liséttiin 3 ml 0,25 % trypsiini + EDTA-liuosta ja
inkuboitiin solupulloa 6 minuuttia (trypsiinin tarkoituksena on irrottaa solut kasvatusalustasta).
Kun solut olivat olleet 6 minuuttia inkubaattorissa (37 °C), tarkistettiin mikroskoopin avulla,
ettd solut ovat irronneet kasvualustasta. Tdméan jdlkeen siirryttiin inhiboimaan solupulloon
lisatty 0,25 % trypsiini laminaarikaapissa lisddmalld solupulloon 7 ml GM. Lisdyksen
yhteydessd soluja suspensoitiin GM avulla imemadlld suspensioliuosta mittapipettiin ja
valuttaen liuosta solupullon seindmid pitkin 5 kertaa sekd 10 kertaa siten, ettd suspensiota
imettiin ja tyhjennettiin mittapipetin avulla solupullon kulmassa. Kun solut saatiin suspensoitua
GM kanssa, siirrettiin suspensio 50 ml falcon-putkeen ja suspensioita sentrifugoitiin 3
minuuttia 1200 rpm huoneenldmmdossd. Sentrifugoinnin jalkeen falcon-putki putsattiin 70 %
etanolilla ennen laminaarikaappiin siirtimistd, jossa neste poistettiin, varovasti imemalla,
pohjaan painuneen solupelletin pééltd. Témén jilkeen liséttiin solupellettiin automaattipipetilld
1 ml GM ja suspensoitiin liuosta 10 kertaa. Suspensoinnin jélkeen liséttiin falcon-putkeen loput
9 ml GM ja sekoitettiin vield muutamia kertoja pipetilld pumpaten. Taulukossa 4 esitetty

siirrostuksessa kéytetyt reagenssit ja niiden valmistajat.

Taulukko 4. Soluviljelyn siirrostuksessa kdytetyt reagenssit ja niiden valmistajat

Reagenssi Valmistaja
PBS Gibco, (#ref 10010-015)
0,25 % trypsiini + EDTA Santa Cruz, (#ref sc-391060)

Kun uusi GM oli saatu liséttyd solujen sekaan, otettiin 2 kertaa automaattipipetilld 0,1 pl
suspensioliuosta ja siirrettiin se hemosytometriin (C-chip), jonka avulla laskettiin solut

ndytteessd solulaskurilla (laite ilmoittaa tuloksen solua/ml). Solujen miéiréd naytteessa lasketaan
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kahden rinnakkaisen tuloksen keskiarvona ja saadun tuloksen avulla voidaan méérittda, kuinka
paljon suspensiota tulee mitata uusiin solupulloihin. Uuteen solupulloon asetetaan soluja siten,
ettd soluja on n. 150 000 kappaletta/solupullo. Mitattava suspension mééra laskettiin kaavan 1

avulla.

haluttu solumaara uuteen solupulloon

V= (1)

laskettu solumaara

Alla esimerkki lasku suspension mittatilavuuden laskemisesta, kun solujen méadrén haluttiin
olevan 150 000 solua/solupullo. Laskuissa ei tarvitse ottaa huomioon uuden solupullon pinta-

alaa, kun solujen méairé suspensiossa laskettu solulaskurissa.

- 150 000 solua
"~ 1,67 x 105 solua/ml

= 0,898 ml = 898 ul

Suspensiota mitattiin uuteen solupulloon laskettu miéra ja lisdttiin GM siten, ettd solupullon
kokonaisliuostilavuus on 20 ml. Kun siirrostus oli tehty onnistuneesti, solupullot siirretddn

inkubaattoriin kasvamaan, jossa olosuhteet 37 °C ja 5 % COs.

Siirrostuksen jélkeen, kun solut oli kasvatettu haluttuun solumédirddan asti, siirryttiin soluja
erilaistamaan DM liuoksen avulla. Soluja kasvatetaan yleensd johonkin tiettyyn
siirrostuslukuun saakka, jonka jidlkeen ne kisitelldin DM liuoksella ja annetaan kasvaa
erilaistusliuoksen avulla haluttuun muotoon (tutkimuksen ndkokulmasta lihassoluista haluttiin
erilaistaa myotuubeja). Erilaistuksessa soluja késiteltiin samalla tavalla kuin siirrostuksessa,
mutta erona on se, ettdi GM liuoksen sijasta kiytettiin DM liuosta ja solut viljeltiin kuusi

kuoppalevyille solupullojen sijaan.
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6.3 Niytteiden valmistus

Aiemmassa luvussa perehdyttiin soluviljelyyn ja kuinka soluviljelmistd voidaan kasvattaa ja
erilaistaa soluja haluttuun méairdan ja muotoon. Téssd luvussa kdydédén lapi, kuinka nédistd
kasvatetuista ja erilaistetuista lihassoluista valmistettiin lihassoluniytteet massaspektrometrille,
jotta ne soveltuivat laitteella mittaamiseen mydhdisemmassé vaiheessa. Kuten aiemmin jo
todettiin, soluja voitiin kasvattaa solupulloissa GM liuoksen avulla tai erilaistaa niitd
kuoppalevyilld, jossa niiden annettiin vaikuttaa DM liuoksen kanssa. Lihassolundytteiden
valmistuksen kannalta juuri solujen erilaistaminen oli tdrkedssé roolissa. Kun solut oli saatu
erilaistettua haluttuun muotoon, voitiin soluja jatkokésitelld ja valmistaa niistd ndytteet, jotka

soveltuivat massaspektrometrilla mittaamiseen.

Lihassolundytteet valmistettiin tutkimusta varten siten, ettd kuoppalevyille erilaistettujen
solujen annettiin vaikuttaa inkubaattorissa, '*C-isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa, eri
aikapisteiden verran. Tiettyjen aikapisteiden jélkeen solut kerittiin kuoppalevyiltd ja niistd
valmistettiin ndytteet viinilasimuotoisiin kromatografiapulloihin (wine-glass shaped, Micro-V
vials, 1500 pl, Agilent). Itse néytteiden kerdys suoritettiin siten, ettd kuoppalevyt siirrettiin
inkubaattorista jdilli tiytettyyn astiaan ja kuopista imettiin '*C-isotooppileimattu glukoosiliuos
varovasti, samalla kuoppalevyé kallistaen, jotta imupipetti ei olisi kontaktissa kuoppalevyn
pohjan kanssa, johon solut olivat kiinnittyneet. Kun '3C-isotooppileimattu glukoosiliuos saatiin
imettyd pois kuoppalevyiltd, pestiin solut 2 kertaa 1 ml kylméa 0,9 % NaCl-liuosta (pesuliuos
imettiin samalla tavoin pois kuin glukoosiliuos). Pesujen jélkeen kuoppalevyn kuoppiin liséttiin
n. 15 ml nestemdistd typped ja annettiin sen haihtua (nestemdisen typen tarkoituksena oli
pysdyttdd solujen aineenvaihdunta). Nesteméisen typen haihtumisen jilkeen kuopille liséttiin
500 ul metanoli-vesiliuosta (liuoksen suhde 80 % metanolia 20 % vettd). Metanoli-vesiliuos
lisayksen jdlkeen kuoppien pohjia raaputettiin n. 30 sekuntia muovikérkiselld raaputtimella,
jotta solut irtoavat kuopan pohjasta liuoksen sekaan. Raaputuksen jélkeen kuopista pyrittiin
keradmain kaikki neste eppendorf-putkiin automaattipipetin avulla seké nesteen kerdyksessd
yhteydessé validoitiin, kuinka monta kuoppaa haluttiin kerétd kutakin ndytettd kohden. Kun
ndytteet oli saatu kerdttyd eppendorf-putkiin, sentrifugoitiin niitd 20 minuuttia olosuhteissa,

jossa pydrimisnopeus oli 16000 G ja lampétila 4 °C. Sentrifugoinnin jilkeen eppendorf-putkista
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pyrittiin kerddméédn supernatantti kromatografiapulloihin siten, ettd pohjalle jdisi ainoastaan

sentrifugoinnissa sinne painunut proteiinipelletti.

Kun solunédytteet oli saatu kerdttyd kromatografiapulloihin, siirryttiin kuivaamaan naytteet
typpihaihduttimella. Typpihaihdutuksen tarkoituksena oli haihduttaa metanoli-vesiliuos
metaboliittien ympdériltd, jotta varsinaiset ndytteet voitiin pakastaa -80 °C pakastimeen
odottamaan mittauksia massaspektrometrilld. Ennen varsinaista mittausten tekemisté
massaspektrometrilld néytteet siirrettiin -80 °C pakkasesta -18 °C pakkaseen. Kun oli aika
mitata néytteet massaspektrometrilld, néytteet siirrettiin -18 °C pakkasesta jadhtyméin
huoneenldmpddn. Tdmaén jélkeen valmistettiin liuotin néytteitd varten, joka sisélsi 50 % ACN
ja 50 % H20. Kun liuotin oli saatu valmistettua, liuotettiin kuivatut ndytteet mittaustilanteen
mukaan 40400 pl livotinta. Néytteiden valmistuksessa kdytetyn liuottimen médiré riippui,
kuinka monta kertaa yhdestd niytteestd haluttiin mittauksia tehdd UHPLC-QQQ-MS-laitteella
kullakin mittauskerralla (UHPLC injektoi yhdelld mittauskerralla 3 pl niytettd, joten mitattava
livottimen maird niytettd kohden tuli laskea timédn mukaan, jotta laite pystyi injektoimaan
ndytettd riittdvin monta kertaa). Lopuksi tuli varmistaa, ettd metaboliitit varmasti sekoittuvat
kromatografiapullossa liuottimeen, joten jokaista nédytettd vorteksoitiin 30 sekuntia ennen

mittauksia UPHLC-QQQ-MS-laitteistolla.

Varsinaisten ndytteiden lisdksi tuli myds valmistaa standardindyte (QC, quality control) seka
nollandyte (blank) mittauksia varten. Blank-néyte valmistettiin kromatografiapulloon 50:50
suhteessa 100 % ACN ja 100 % H20. Standardindytteet puolestaan tehtiin valmiista
standardiliuoksista ja niiden konsentraatio médrdytyi sen mukaan, mitattiinko néytteitd
positiivisella vai negatiivisella polarisaatiolla. Negatiivisella polarisaatiolla mitattaessa
kéaytettiin konsentraatioltaan 1-90 puM standardeja ja positiivisella 10-900 pM. Valmista
standardiliuosta otettiin mittaustilanteen mukaan 70-100 pl. Mittaustilanteissa mitattava
standardiliuoksen mééra riippui siitd, kuinka monta kertaa standardia haluttiin mitata mittausten
aikana (UHPLC injektoi yhdelld mittauskerralla 3 pl). Standardiliuokset sisdlsivét liitteessa 1
esitetyt reagenssit ja ne oli valmistettu siten, ettd reagenssien konsentraatiot liuoksessa
vastasivat standardiliuosten konsentraatiota. Taulukossa 5 on esitetty mittauksissa kéytettyjen

valmiiden standardiliuosten konsentraatiot kummallekin polarisaatiolle.
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Taulukko 5. Valmiit standardiliuokset ja niiden konsentraatiot positiiviselle ja negatiiviselle

polarisaatiolle

Standardiliuoksien konsentraatiot (pos.)  Standardiliuoksien konsentraatiot (neg.)

10 uM 1 uM
50 uM 2,5 uM
125 uM 5uM
250 uM 10 uM
500 uM 25 uM
900 uM 50 uM

90 uM

Kun néytteet seki standardi- ja nollandytteet oli saatu valmistettua, voitiin ne siirtyd mittamaan
UHPLC-QQQ-MS-laitteistolla. Naytteet analysoitiin UHPLC-QQQ-MS-laitteistolla siten, ettd
alkuun injektoitiin QC-néyte 8 kertaa, jonka jélkeen mitattiin biologiset néytteet satunnaisessa
jarjestyksessd siten, ettd jokaisen 8. ndytteen jilkeen yksi QC-ndyte. Niyte ajon lopuksi

analysoitiin vield kertaalleen QC-néyte sekd nollanéyte.

6.4 Puskuriliuosten valmistus

Soluviljelyn ja ndytteiden valmistuksen lisdksi, tutkimuksessa tuli valmistaa puskuriliuokset A
ja B, joita kéytettiin mittausten aikana ndytteitd analysoitaessa. Puskuriliuokset tuli valmistaa
tarkasti ohjeiden mukaan, jotta mittauksissa voitiin saavuttaa mahdollisimman toistettavia sekd
luotettavia mittaustuloksia. Puskurilivosten valmistuksessa ja kaikissa sen vaiheissa oli
erityisen tarkedd kayttdd MS-laatuisia liuottimia. Puskuriliuokset A ja B valmistettiin 150 mM

ammoniumbikarbonaatti kantaliuoksesta seuraavasti:

Puskuriliuos A: 15 mM ammoniumbikarbonaatti vedessi, pH= 9,00

Puskuriliuos B: 15 mM ammoniumkarbonaatti 90 % ACN/10 % H>O liuoksessa, pH=9,00
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Ennen puskuriliuosten valmistusta, tuli valmistaa 150 mM ammoniumbikarbonaatti kantaliuos.
Kantaliuos valmistettiin 200 tai 500 ml mittapulloon ja sen valmistus aloitettiin punnitsemalla
3,718 g ammoniumbikarbonaattia ja liuotettiin se joko 170 tai 470 ml vettd dekantterilasissa
magneettisekoittajalla samalla sekoittaen. Kun ammoniumbikarbonaatti oli liuennut veteen,
mitattiin liuoksen pH magneettisekoittajalla sekoittaen. Liuoksen pH:ksi tuli saada 9,00, joten
sitd sdddettiin lisddmalld liuoksen 28 % ammoniumhydroksidia pasteur-pipetilld. Kun pH oli
saatu asetettumaan halutulle tasolle, siirrettiin liuos 200 tai 500 ml mittapulloon ja tdytettiin se
merkkiin asti vedelld. Merkkiin tiyton jélkeen kantaliuosta sonikoitiin ultraddnihauteessa 20
minuuttia tai niin kauan, ettd kaikki kiinted sakka liuennut. Valmista kantaliuosta tulee

sdilyttiaa jadkaapissa.

Kun kantaliuos oli saatu tehtyd, siirryttiin valmistamaan puskuriliuokset A ja B. Puskuriliuos
A valmistettiin siten, ettd kantaliuosta otettiin 25 ml, liséttiin kantaliuos 250 ml mittapulloon ja
taytettiin se merkkiin asti vedelld. Merkkiin asti tidyton jélkeen puskurilivos A:ta
ultrasonikoitiin 20 minuuttia, jonka jdlkeen se suodatettiin Wulffin pulloa sekd
suodatinsysteemid ja -paperia kédyttden (suodatinpaperina kaytettiin whatman 42). Puskuriliuos
B valmistettiin ottamalla 50 ml ammoniumbikarbonaatti kantaliuosta ja siirtimalla se 500 ml
mittapulloon sekéd tiyttdmadlld se merkkiin asti asetonitriililld. Puskuriliuvos B muodosti
asetonitriililld merkkiin tiyttdessé valkoista sakkaa mittapulloon, joten oli erityisen térkeéé, ettd
livosta ultrasonikoitiin riittdvésti. Ultrasonikointi tehtiin vdhintdén 20 minuuttia (pidempdin
ellei sakka liukene), jonka jidlkeen liuos suodatettiin samalla tavoin kuin puskuriliuos A.

Puskuriliuokset siirrettiin suodatuksen jélkeen niille tarkoitettuihin linospulloihin.

7. Kaytetyt laitteet ja menetelmiit

Tutkimuksessa ndytteiden analysointi suoritettiin UPHLC-QQQ-MS-laitteistoa hyddyntéen,
jossa nestekromatografina toimi Agilent Technologies 1290 Infinity, massaspektrometrind
Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS. Laitteessa kiytettiin ionildhteend Agilent Jet
Stream (AJS) sdhkdsumutusionisaatioldhdetti. Kuivauskaasuna mittauksissa kéytettiin typpeé
(N2), joka tuotettiin typpigeneraattorilla. Torméyskaasuna kéytettiin myods typped, joka

johdettiin laitteeseen kaasupullosta (N2 5.0). Naytteiden mittauksissa hyddynnettiin
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kohdennettua analytiikkaa ja metaboliitteja analysoitiin MRM:n avulla. Taulukossa 6 on

esitetty UHPLC-QQQ-MS mittauksissa kdytetyt laiteparametrit.

Taulukko 6. Mittauksissa kéytetyt laiteparametrit

Laiteparametri Arvo

Nebulizer 50 psi

Drying gas 13 I/min

Sheat gas temp 350 °C

Sheath gas flow 12 1/min

Vcap 3000 V

Acquistition time 1 spectra/s

Measurement time 10 min + 1 min post-time
Polarization +/-

UHPLC-menetelméssa kolonnina kaytettiin Watersin AtlantisTM Premier BEH Z-HILIC (1.7
um, 2.1 x 100 mm), esikolonnina VanGuard™ Fit ja kolonnin limpétilana 40 °C.
Naytevirtauksena kéytettiin 0,7 ml/min ja injektiotilavuutena 3 pl. Tutkimuksessa ndyteajossa
kaytettiin 10 minuutin gradienttia, joka koostui seuraavasti: aluksi ajettiin luottimia suhteessa
A 10 %/ B 90 % 1 minuutin ajan, jonka jdlkeen liuotinsuhde muutettiin lineaarisesti seuraavan
5 minuutin aika niin, ettd lopuksi luotinsuhde oli A 35 % ja B 65 %. Tdmén viiden minuutin
jilkeen siirryttiin liuotinsuhdetta nostamaan lineaarisesti niin, ettd 2 minuutin jélkeen
liuotinsuhde oli A 10 % ja B 90 %. Gradientin lopuksi liuotinsuhdetta A 10 % ja B 90 %

pidettiin 2 minuuttia ennen seuraavaa injektiota.

Tutkimuksen tarkoituksena oli miérittdd aminohappoja lihassolunéytteisti UPHLC-QQQ-MS-
laitteistoa hyddyntden. Analysoitavana olevat aminohapot olivat alaniini, asparagiini,
aspartaatti, glutamaatti, glutamiini, glysiini, proliini ja seriini. N4itd edelld mainittuna
aminohappoja analysoitiin biologisista ndytteistd useiden reaktioiden seurannalla eli MRM
avulla. MRM tarkoituksena oli analysoida aminohappoja niille asetetuissa aikaikkunoissa,

niiden 14ht6- ja tuoteionien perusteella. Tutkimuksessa aminohapoille maéritetyt retentioajat
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olivat isossa roolissa tulosten oikeellisuuden kannalta. Téstd seuraten ennen varsinaisten
ndytteiden analysointia, tuli retentioajat méérittdd standardien avulla jokaisen mittaus kerran
yhteydessa. Télld varmistettiin, ettd menetelmén avulla voitiin analysoida luotettavia tuloksia
ja metaboliitit voitiin havaita niille asetetuissa aikaikkunoissa. Molemmille seki positiiviselle,
ettd negatiiviselle polarisaatiolle mitattiin omat standardit, riippuen kummalla polarisaatiolla
mitattiin ensin itse niytteitd. Negatiivisille polarisaatioille kéytettiin 25 puM standardia ja
positiiviselle 50 uM. Riippuen mittaustilanteesta ja kuinka monta kertaa standardia mitattiin
mittausten aikana, standardia pipetoitiin viinilasin muotoiseen kromatografiapulloon 40—100 pl
(UHPLC injektoi néytettd 3 pl/mittauskerta). Retentioaikojen muokkaamiseksi menetelméén,
standardi mitattiin 5 kertaa ja retentioajat muokattiin aina viidennen rinnakkaismittauksen
mukaan. Kuitenkin ennen standardien ja varsinaisten néytteiden mittauksia tuli huolehtia, etti
kolonnia tasapainotettiin riittdvésti noin 0,5-2 tuntia. Kolonnin riittivdn tasapainottamisen
avulla pyrittiin valttdiméédn tutkittavien aminohappojen retentioaikojen “driftaamista” eli

vilttimaén ettei analysoitavat aminohapot vaeltaisi ohi niille asetetusta aikaikkunasta.

Kun retentioajat oli saatu muokattua standardindytteiden avulla, siirryttiin mittaamaan
biologiset néytteet. Kuten jo aikaisemmin mainittiin, néyteajot suoritettiin UHPLC-QQQ-MS-
laitteistolla siten, ettd ensin analysoitiin 8 kertaa QC-néyte, jonka jilkeen biologiset néytteet
analysoitiin satunnaisessa jarjestyksesséd siten, ettd joka 8. ndyte oli QC-ndyte. Analyysin
lopuksi mitattiin vield yksi QC- ja nollandyte. Mittauksissa kéytettiin taulukon 7 mukaisia
siirtymid eli 1dht6- ja tuoteioneja kullekin aminohapolle. Mittausten tarkoituksena oli
analysoida biologisista néytteistd aminohappoja ja niiden eri isotopologeja. Jokaiselle
isotopologille oli méairitetty yksi tai useampi siirtymé, joiden perusteella pyrittiin havaitsemaan

aminohappojen isotopologeja néytteista.

Yleensd ndytemittaukset suoritettiin kahden mittauspéivin aikana siten, ettd toinen piivisti
kéytettiin negatiivisen polarisaation mittauksiin ja toinen positiivisen. Laitteisto pyrittiin
pitdméén kdynnissé ja kolonni tasapainossa mittauspdivien vélissd, hyodyntdmalld ndyteajojen
paétteeksi niin sanottua stop-menetelmad. Tdssd menetelmdsséd virtausta laskettiin, kolonnin
pestiin néytteiden jdljiltd puhtailla liuottimilla seka jitettiin ne virtamaan tietyssd suhteessa,

kuten 95 % ACN/ 5 % H»O, virtausnopeudella 0,05 ml/min y6n ajaksi.
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Taulukko 7. Analyysimenetelmdéin mééritellyt aminohapot ja niiden isotopologien ldhto- ja

tuoteionit
Aminohappo M+0 M+1 M+2 M+3 M+4 M+5 M+6
Alaniini 90/44 91/44 92/45 93/46

91/45 92/46

Asparagiini 133/74  134/74 135/74 136/75  137/76
134/75 135/75 136/76
135/76

Aspartaatti 134/74  135/74 136/74 137/75  138/76
135/75 136/75 137/76
136/76

Glutamaatti 148/84  149/84 150/85 151/86  152/87  153/88
149/85 150/86 151/87  152/88

Glutamiini 147/84  148/85 149/86 150/87  151/88  152/88

Glysiini 76/30 77/30 78/31
77/31
Proliini 116/70  117/70 118/71 119/72  120/73  121/74

117/71 118/72 119/73  120/74

Seriini 106/60  107/61 108/62 109/62

8. Tulokset ja johtopaitokset

Kokonaisuudessaan tutkimuksen kokeellinen osa koostui soluviljelystd ja -kerdyksesti,
menetelméin kehittdmisestda UHPLC-QQQ-MS laitteistolle sekd ihmisenlihassolundytteiden
analysoinnista kehitetyn analyysimenetelmidn avulla. Tamén tutkimuksen tulokset ja
johtopéitokset keskittyvét kuitenkin tarkemmin menetelmin kehitykseen UHPLC-QQQ-MS

laitteelle ja varsinaisten lihassolundytteiden analysointiin. Menetelmén kehitys keskittyi
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muokkaamaan jo olemassa olevaa menetelmaai siten, etté se olisi herkkyydeltdén sellainen, ettid
se kykenee analysoimaan konsentraatioltaan hyvin pienid néytteitd. Tutkimuksen tarkoituksena
oli tutkia ihmisen lihassolunéytteistd fluksomiikkaa UHPLC-QQQ-MS-laitteistolla, joten
menetelmin muokkaus analysoimiseen sopivaksi oli isossa roolissa. Fluksomiikkaa tutkittiin
UHPLC-QQQ-MS-laitteella analysoimalla tiettyjd aminohappoja, joita lihassolut tuottivat, kun
lihassolujen annettiin vaikuttaa '*C-isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa. Menetelmin
kehityksessd keskeisessd roolissa olivat puskureiden konsentraation, aminohappojen
isotopologien siirtymien ja laiteparametrien optimointi. Optimointi tehtiin esimerkiksi
vertailemalla saatuja mittaustuloksia kahden eri puskurikonsentraation vélilld, muuttamalla
isotopologien siirtymid sekd muutamalla laiteparametrien osalta esimerkiksi muutamalla

retentioaikoja ja niiden aikaikkunoiden suuruutta.

Menetelmin kehityksen sekd varsinaisten ihmisen lihassolundytteiden lisdksi, tutkimuksen
kokeellisessa osassa testattiin menetelmén toimivuutta myos UHPLC-QTOF-MS-laitteistolla
sekd mitattiin varsinaisten ihmisen lihassolujen mediumnéytteitd. Kuitenkin kiireellisen
aikataulun vuoksi, niistd saatuihin mittaustuloksiin ei ehditty pureutumaan sen tarkemmin.
Lyhykéisyydessdén voitiin kuitenkin todeta, ettd menetelmd toimi myés UHPLC-QTOF-MS-
laitteistolla. Laitteistolta saatiin mittausdataa analysoitavaksi, mutta haasteilta ei kuitenkaan
selvitty. Néyteajojen aikana havaittiin suurta paineiden nousua, jonka seurauksena mittausten
aikana paineet saattoivat nousta yli turvarajojen, mika keskeytti analysoinnin. Painevaihtelun
korjaaminen ja paineen tasapainottaminen olisi vaatinut parempaa perehtymistd menetelmén
sekd sen parametrien muokkaamiseen laitteistolle sopivaksi, jotta olisi voitu saavuttaa
optimaaliset mittausolosuhteet. Thmisen lihassolujen mediumniytteiden osalta ehdittiin
tekemddn kokeellisen osan aikana itse ndytteiden mittaukset, mutta aikarajan vuoksi
mittausdataa ei ehditty késittelemaén kokonaisuudessaan, jonka vuoksi niiden tulokset rajattiin

tulostarkastelun ulkopuolelle.
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8.1. Puskuriliuosten konsentraation optimointi

Tutkimus aloitettiin puskuriliuosten konsentraation optimoinnilla laitteistolle ja menetelmalle
sopivaksi. Ennen tutkimuksen aloittamista, menetelméén oli optimoitu puskuriliuokset A ja B.
Kuitenkin hyvin alussa tutkimusta huomattiin, ettd nimai jo optimoidut puskuriliuokset olivat
konsentraatioltaan huomattavasti suunniteltua vékevimpid. Kirjallisuuden perusteella
puskuriliuosten konsentraation tuli olla 15 mM, mutta laskuvirheen vuoksi menetelmééin
optimoitujen puskuriliuosten konsentraatio oli 23,5 mM. Kun tdmi laskuvirhe todettiin,
paidyttiin menetelméd optimoimaan ja testaamaan kahdella eri puskurikonsentraatiolla eli tissi
tapauksessa 15 mM ja 23,5 mM. Tdmédn testin tarkoituksena oli selvittdd kumpi

puskurikonsentraatio olisi tutkimuksen ja analysoinnin kannalta parempi vaihtoehto.

Testissd valmistettiin molemmat, 15 ja 23,5 mM, puskuriliuokset, joita hyodyntden
analysointiin  sekd positiivisella, ettd negatiivisella polarisaatiolla metaboliitteja
standardindytteistd. Testimittauksissa kéytettiin negatiivisella polarisaatiolla mitattaessa 1uM
ja 10 uM standardinéytteitd ja positiivisella polarisaatiolla mitattaessa 10 pM ja 900 uM
standardindytteitd. Standardindytteistd tehtiin rinnakkaismittaukset siten, ettd negatiivisella
polarisaatiolla 10 uM standardi mitattiin neljd kertaa sekd 1 uM kolme kertaa ja positiivisella

polarisaatiolla 10 uM mitattiin nelja kertaa ja 900 uM kolme kertaa.

Kun mittaukset oli saatu tehtyé, verrattiin saatuja tuloksia toisiinsa ja analysoitiin, 16ytyiko
puskuriliuoksien viakevyyksien vélilld merkittavia eroja. Tulosten perusteella voitiin todeta, ettd
kirjallisuuden mukaiset 15 mM puskuriliuokset antoivat luotettavimpia tuloksia kuin 23,5 mM
puskuriliuokset.*® Havaittiin, ettd 15 mM puskuriliuokset tuottivat prosentuaalisesti 35 + 7 %
runsaampia tuloksia, 23,5 mM puskuriliuoksiin ndhden, positiivisella polarisaatiolla mitattuna
ja 13+ 12 % negatiivisella polarisaatiolla mitattuna. Laskettujen muutos-% ja niiden keskiarvon
perusteella voitiin siis todeta, ettd 15 mM puskuriliuokset tuottivat prosentuaalisesti runsaampia
tuloksia verrattuna 23,5 mM puskuriliuoksiin (kuva 19). Prosenttiosuudet on saatu laskemalla
ensin jokaiselle analysoitavalle metaboliitille rinnakkaismittausten pinta-alojen keskiarvo

(kummallekin sekd 15 mM ettd 23,5 mM). Pinta-alojen keskiarvon laskemisen jdlkeen laskettiin
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muutoksen prosentuaalinen osuus jokaiselle metaboliitille, 15 mM ja 23,5 mM tulosten vilillé,

jonka jélkeen niistd laskettiin keskiarvo seké keskihajonta.
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Metaboliitit

Kuva 19. Havainnollistava kuva metaboliittien pinta-alojen keskiarvoista kahden eri
vikevyisen puskuriliuoksen vilill4.

8.2. Menetelmin muokkaus UHPLC-QQQ-MS laitteistolle

Menetelmin kehitystd sekd muokkausta tehtiin useassa eri vaiheessa. Se koostui erilaisten
nédytteiden analysoinnista sekd itse menetelmén optimoinnista. Menetelmén kehityksen osalta
analysointia tehtiin hiiren ja ihmisen lihassolundytteilld. Niiden analysoinnista saatujen tulosten
perusteella pyrittiin  muokkaamaan analyyttien isotopologien siirtymid sekd niiden
retentioaikoja optimaalisiksi, jotta menetelmd soveltui kokeellisen osan loppupuolella
varsinaisten ihmisen lihassoluniytteiden analysoimiseen. Ndin ollen menetelmén kehitys ja
muokkaus oli isossa roolissa kokeellisessa osassa, koska sen avulla pyrittiin optimoimaan

menetelma sellaiseksi, ettd se pystyy tuottamaan laadullisesti hyvid analyysituloksia.
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Menetelmin kehitys ja muokkauksen lisdksi kokeellisessa osassa kiinnitettiin huomioita
ndytteiden valmistukseen ja etenkin ndytekerdykseen. Naytekerdyksessd isossa roolissa oli
aikapisteet, joissa ndytekerdys suoritettiin, sekd kuinka monta kuoppaa kuoppalevyilté keréttiin
kutakin ndytettd kohden. Niin kutsutun kuoppatestin tarkoituksena oli selvittdd, mika on riittdva
médrd kuoppia néytettd kohden, jotta voidaan saavuttaa massaspektrometrilla riittdva runsaus.
Puolestaan aikapistevertailun tehtdvidnd oli havaita kuinka paljon metaboliitteja syntyy
niytteessd, kun sen on annettu vaikuttaa '*C-isotooppileimatun glukoosin kanssa eri
aikapisteiden verran. Aikapistevertailu oli isossa roolissa koko kokeellisen osan ajan, mutta
etenkin kokeellisen osan loppupuolella, kun mitattiin-ihmisen lihassolundytteet tutkimusta
varten. Aikapistevertailun tarkoituksena oli havainnoida lihassolujen aineenvaihduntareittien
virtausnopeutta, jota analysoitiin tutkimalla naytteisti UHPLC-QQQ-MS avulla tiettyja

metaboliitteja ja niiden isotooppipattereita eli isotopologeja.

8.2.1 Aikapistevertailu

Aikapistevertailun tarkoituksena oli havainnoida metaboliittien leimaantumista tietyissi
aikapisteissd. Aikapistevertailu suoritetiin hiiren lihassolundytteilld siten, ettd lihassolujen
annettiin vaikuttaa '*C-isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa joko 2, 4 tai 6 tuntia.
Oletuksena oli, ettd mitd kauemmin lihassolujen annettiin vaikuttaa glukoosiliuoksen kanssa,
sitd runsaammin metaboliittien hiilet leimaantuivat '*C:ksi. T#t4 ilmiétd on havainnollistettu
kuvaajilla, joissa on esitetty alaniinin, glutamaatin, seriinin ja glysiinin isotopologien
suhteelliset prosenttiosuudet 2, 4 ja 6 tunnin aikapisteissé (kuvat 20-23). Kuvaajissa on esitetty
alaniinin M+0-3, glutamaatin M+0-5, seriinin M+0-3 ja glysiinin M+0-3 isotopologeja ja niiden
muodostumista ajan funktiona. Jokaiselle isotopologille laskettiin suhteellinen prosenttiosuus
kussakin aikapisteessd kaavan 2 avulla ja tulokset sijoitettiin kuvaajiin siten, ettd x-akselilla on
esitetty aminohappojen eri isotopologit ja y-akselilla niiden suhteelliset prosenttiosuudet

kussakin aikapisteessa.
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Kuva 20. Alaniinin isotopologien suhteelliset prosenttiosuudet 2, 4 ja 6 tunnin aikapisteissa.

M+0=90/44, M+1=90/44 ja 91/45, M+2=92/45 ja 92/46, M+3=93/46.
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Glutamaatin isotopologit

Kuva 21. Glutamaatin isotopologien suhteelliset prosenttiosuudet 2, 4 ja 6 tunninaikapisteissa.
M+0=148/84, M+1=149/84 ja 149/85, M+2=150/85 ja 150/86, M+3=151/86 ja 151/87,
M+4=152/87 ja 152/88, M+5=153/88.
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Kuva 22. Seriinin isotopologien suhteelliset prosenttiosuudet 2, 4 ja 6 tunnin aikapisteissa.

M+0=106/60, M+1=107/61, M+2=108/62, M+3=109/62.
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Kuva 23. Glysiinin isotopologien suhteelliset prosenttiosuudet 2, 4 ja 6 tunnin aikapisteissa.

M+0=76/30, M+1=77/30, M+2=77/31, M+3=78/31.
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suhteellinen — % = Isotopologin pinta — ala x 100 2)
isotopologien pinta — alojen summa

Alla esimerkki lasku seriinin M+3 isotopologin suhteellisen prosenttiosuudesta laskemisesta

aikapisteessé 2 tuntia.

9537,44
hteelli — 0% = X 100 =~ 10,47
sunteellinen Yo 9537,44 + 75761,29 + 5402,31 + 393,81 '

Tarkasteltaessa esimerkiksi alaniinin isotopologien suhteellisia prosenttiosuuksia voidaan
todeta, ettd eniten koko tarkasteluaikavilin aikana havaittiin isotopologeja M+0 (alaniini 90/44)
ja M+3 (alaniini 93/46). Huomattavaa on myods se, ettd M+3 isotopologin suhteellinen
prosenttiosuus kasvoi M+0 nihden, miti kauemmin lihassolujen annettiin vaikuttaa '3C-
isotooppileimatun glukoosin kanssa. Havainnon perusteella voidaan todeta, ettd 6 tunnissa
lihassolujen muodostamasta alaniinista, prosentuaalisesti suurempi osuus on isotopologiltaan
M+3 (tdmé tarkoittaa sitd, ettd alaniinin rakenteesta (C3H7NO;) kaikki kolme hiiltd ovat
leimaantuneet '3C-isotoopilla). Verratessa 6 tunnin aikapistettd 2 tunnin aikapisteeseen voidaan
huomata, kuinka iso vaikutus vaikutusajalla '*C-isotooppileimatun glukoosin kanssa on
isotopologien muodostumiseen. Kuten kuvasta 20 voidaan huomata, kahden tunnin
vaikutusajan jilkeen M+0 ja M+3 isotopologeja havaittiin prosentuaalisesti toisiinsa ndhden
yhtd paljon. Tutkimuksen aikana lisdksi todettiin, ettd leimaantuminen jatkuu vield 6 tunnin
jilkeen. Leimaantumisen jatkumista, ajan funktiona, tarkastellaan tarkemmin kappaleessa

8.3.2.

Verrattuna muihin metaboliitteihin, kuten esimerkiksi seriiniin, alaniinin hiilet leimaantuivat
huomattavasti tehokkaammin 6 tunnin aikapistetarkastelun aikana. Tdmé voidaan havaita
tarkastelemalla kuvaa 23, jossa seriniin isotopologia M+0 havaittiin huomattavasti enemmén,

koko 6 tunnin ajanjakson aikana, verrattuna sen muihin isotopologeihin. Lisédksi tuloksista
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ilmeni, ettd aikapisteiden vélilla seriinin isotopologien suhteellinen prosenttiosuus ei muuttunut
merkittavasti, verrattuna esimerkiksi alaniinin muutoksiin. Tdma sama 1lmi6 havaittiin seriinin
lisdksi myds glysiinin ja glutamaatin osalta, joissa M+0 isotopologia esiintyi huomattavasti

enemmén verrattuna metaboliitin muihin isotopologeihin.

Yhteenvetona ndistd edelld mainituista havainnoista voidaan todeta, ettd vaikutusajalla
lihassolujen ja '}C-isotooppileimatun glukoosin kanssa, voi olla suurikin merkitys
muodostuviin isotopologeihin erilaisten metaboliittien osalta. Namé havainnot ovat myos
kytkoksissd  aineenvaihduntareittien  virtausnopeuksiin  eli  fluksiin, koska osa
aineenvaihduntareiteistd voivat toimia tehokkaammin mité toiset. Tdma ilmid voidaan havaita
esimerkiksi vertaamalla alaniinin isotopologien muodostumista seriinin isotopologien

muodostumiseen.

8.2.2 Kuoppatesti

Kuoppatestin tarkoituksena oli mairittdd, kuinka monta kuoppaa keréttdisiin yhtd ndytetta
kohden kuoppalevyiltd, joihin lihassoluja oli erilaistettu ja annettu vaikuttaa '3C-
isotooppileimatun glukoosin kanssa. Tutkimuksessa keskityttiin tarkastelemaan kuoppien
médrdn vaikutusta tuloksiin, kun kuoppia keréttiin yhteen néytteeseen joko 1, 2 tai 3 kuoppaa.
Kuoppatesti suoritettiin soluviljelemélld ja keradamalld ihmisen lihassolunéytteitd. Tutkimuksen
aikana tehtiin kuoppatestejd myds hiiren lihassolundytteille, mutta koska menetelmaé haluttiin
muokata juuri ihmisen lihassolujen analysointiin, otettiin tulosten tarkastelussa ainoastaan
huomioon ihmisen lihassoluniytteille tehdyt kuoppatestit. Taémaé siksi, koska hiiren lihassolut
tuottavat prosentuaalisesti tehokkaammin metaboliitteja mitd ihmisen lihassolut, joten vaikka
yksi kuoppa/ndyte olisi riittdnyt hiiren lihassoluille antamaan luotettavia mittaustuloksia, ei

ndin olisi vélttdmattd tapahtunut ihmisen lihassolujen osalta.

Tarkastellessa kuoppatestin tuloksia ihmisen lihassolundytteistd voitiin huomata, ettd pinta-
alojen keskiarvot laskivat suhteessa kuoppien miirdan ndhden. Tarkastelun kohteena olivat

metaboliitit alaniini, asparagiini, aspartaatti, glutamiini, glutamaatti, glysiini, proliini sekd
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seriini ja niiden isotopologien keskiarvolliset pinta-alat. Kuvissa 24-26 on esitetty
havainnollistavat kuvaajat alaniinin, proliinin ja glutamaatin osalta ja kuinka kuoppien méara
vaikutti metaboliittien havaittuun runsauteen néytteessé (kuvaajissa on merkitty diagrammien
yhteyteen kunkin metaboliitin 18ht6- ja tuoteionit, jotka oli ennalta mééritetty menetelméén
mittauksia varten). Kuten kuvaajista voidaan havaita, jokaisella kuoppamaérélld voidaan saada
luotettavia ja riittdvan runsaita tuloksia. Huomattavaa kuitenkin saaduissa tuloksissa on se, etté
proliinin osalta voidaan havaita, ettd 2 kuoppaa/ndyte tuottaa keskiarvollisesti pinta-alaltaan
runsaampia tuloksia verrattuna muihin kuoppaméérin. Timéa ero on havaittavissa jokaisessa

proliinin isotopologissa, poikkeuksena proliini 118/72.

Kuoppatestin tuloksia analysoidessa voitiin todeta, ettd tutkimuksen kannalta sopivin kuoppa
maidrd/ndyte on kaksi kuoppaa. Tdhén tulokseen pdéddyttiin saatujen mittaustulosten perusteella
ja sen lisdksi haluttiin minimoida mahdollisuutta, ettd metaboliitteja ei havaittaisi tarpeeksi, jos
kuoppia olisi kerdtty yksi kappale/ndyte. Ndiden edelld mainittujen lisdksi haluttiin pyrkid
minimoimaan yliméérdinen ty0 soluviljelyn ja ndytekerdyksen osalta, koska mitd vihemmaén
kuoppia on keréttdvini ndytettd kohden, sitd vihemmaén tarvitsee soluja viljelléd ja erilaistaa
kuoppalevyille. Tehtyjen kuvaajien perusteella voitiin my0s todeta, ettd joidenkin
metaboliittien osalta kaksi kuoppaa ndytettd kohden tuottaa keskiarvollisesti pinta-alaltaan

runsaampia tuloksia.

1000000 3 kuoppaa
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100000 L kuoppa
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o

=
o

Alaniinin isotopologit

Kuva 24. Kerittyjen kuoppien vaikutus alaniinin isotopologien runsauteen. M+0=90/44,
M+1=91/44 ja 91/45, M+2=92/45 ja 92/46, M+3=93/46.
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Proliinin isotopologit

Kuva 25. Kerittyjen kuoppien vaikutus proliinin isotopologien runsauteen. M+0=116/70,
M+1=117/70 ja 117/71, M+2=118/71 ja 118/72, M+3=119/72 ja 119/73, M+4=120/73 ja
120/74.
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Kuva 26. Kerittyjen kuoppien vaikutus glutamaatin isotopologien runsauteen. M+0=148/84,
M+1=149/84 ja 149/85, M+2=150/85 ja 150/86, M+3=151/86 ja 151/87, M+4=152/87 ja
152/88, M+5=153/88.
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8.3. Ihmisen lihassolunaytteiden analysointi

Varsinaisten ihmisen lihassolundytteiden analysointi keskittyi tarkastelemaan aikapisteiden ja
kahden eri seerumin vaikutusta saatuihin mittaustuloksiin. Aikapistevertailu toimi samalla
tavalla kuin hiiren lihassoluniytteilld tutkittaessa, joissa verrattiin vaikutusajan merkitysté
isotopologien muodostumiseen niytteissd. Kahden eri seerumin vaikutuksen analysoinnin
tarkoituksena oli puolestaan selvittdd, kuinka niiden seerumien eri miird kahdessa eri '*C-
isotooppileimatussa glukoosilinoksessa stimuloisi metaboliittien leimaantumista. Ndiden edelld
mainittujen liséksi ihmisen lihassolundytteistd analysoitiin kiinnostuksen kohteena olevien
aminohappojen alaniinin, asparagiinin, aspartaatin, glutamiinin, glutamaatin, glysiinin,
proliinin seké seriinin tiettyjd isotopologeja ja niiden runsautta eri aikapisteissé. Isotopologien
tutkimisessa haluttiin erityisesti keskittyd kuinka leimattujen ja leimaamattomien metaboliittien

runsaus poikkeaa prosentuaalisesti toisiinsa ndhden tietyissé aikapisteissa.

Ihmisen lihassoluniytteitd valmistettiin tutkimuksia ja analysointia varten 24 kappaletta, joista
puolissa kaytettiin 13C-isotooppileimattua glukoosiliuosta, jossa vihemmén HS-seerumia ja
puolissa 13C-isotooppileimattua glukoosiliuosta, jossa enemmin FBS-seerumia. Naytteiden
annettiin vaikuttaa niiden kahden eri '*C-isotooppileimatun glukoosin kanssa 1, 3, 6 tai 24
tuntia. Ndiden aikapisteiden lisdksi 4,5 tunnin aikapisteessd keréttiin niytteet, jotka toimivat
tdssd tutkimuksessa testindytteind ja niiden avulla menetelmid vield muokattiin kokeellisen

osan loppupuolella, ennen viimeisid varsinaisten ihmisen lihassolundytteiden mittaamista.

Lihassolundytteet mitattiin satunaisessa jirjestyksessd positiivisella sekd negatiivisella
polarisaatiolla UHPLC-QQQ-MS-laitteistolla. Kuitenkin laitteiston kanssa ilmenneiden
ongelmien vuoksi, lihassolundytteille saatiin ainoastaan analysoitua mittaustulokset
positiivisella polarisaatiolla. Positiivisella polarisaatiolla mittaaminen oli tutkimuksen osalta
keskeisimmasséd roolissa, koska aminohapot havaittiin juuri kyseisen polarisaation avulla.
Negatiivinen polarisaatio antoi puolestaan dataa muista aineenvaihduntatuotteista, jotka eivit

olleet timén tutkimuksen kannalta keskeisessid roolissa.
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8.3.1 Testiniiytteet ja menetelmin optimointi

Kuten jo aikaisemmin todettiin, testindytteind kaytettiin ihmisen lihassolunéytteité, joiden oli
annettu vaikuttaa *C-isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa 4,5 tuntia. Testindytteet oli
valmistettu siten, ettd yhteen ndytteeseen oli kerétty kolme kuoppaa néytettd kohden.
Testindytteitd valmistettiin 2 kappaletta, joista toiseen kdytettiin korkeapitoista seerumia ja
toiseen matalapitoista. Testindytteiden avulla pyrittiin optimoimaan menetelméai analysoitavien
metaboliittien 18htd- ja tuoteioneita. Ennen testindytteiden mittausta menetelmdn l&hto- ja
tuoteionien m/z-arvoja muutettiin aikaisempien mittaustulosten perusteella, kun huomattiin,
ettd osa aminohappojen siirtymistd antoi virheellisi tuloksia tai ei tuloksia ollenkaan. Ndiden
jilkeen testindytteet mitattiin UHPLC-QQQ-MS-laitteella ja saatuja mittaustuloksia
analysoitiin sekd niiden perusteella tehtiin muutokset menetelméén siirtymien osalta.
Testindytteiden mittauksissa analysoitiin alaniinin, asparagiinin, aspartaatin, glutamiinin,
glutamaatin, glysiinin, proliinin seké seriinin isotopologeja ja analyysitulosten perusteella

tehtiin muutoksia isotopologien 1dht6- ja tuoteioneihin.

Testindytteiden avulla muutettiin seriinin, glutamiinin ja aspartaatin siirtymid menetelmaén,
koska nédiden aminohappojen osalta huomattiin, ettd aikaisemmat mittaustulokset eivéit
tuottaneet tarpeeksi luotettavia tuloksia. Siirtymien muokkaamisen tarkoituksena oli parantaa
eri isotopologien havaitsemista, jotta halutut 14ht6- ja tuoteionit voitiin havaita kullekin
isotopologille niille asetetuissa aikaikkunoissa. Néiden muokkausten avulla pyrittiin
optimoimaan menetelma sellaiseksi, ettd sen avulla voitiin luotettavasti ja tarkasti analysoida
metaboliittien isotopologeja. Menetelmaa haluttiin muokata 18ht6- ja tuoteionien osalta siksi,
ettd aikaisemmissa mittauksissa, joita tutkimuksen aikana tehtiin hiiren ja ihmisen lihassoluilla,
huomattiin tiettyjen metaboliittien isotopologien antavan virheellisid tuloksia tai ei tulosta
ollenkaan. Saatujen mittaustulosten perusteella todettiin, etté seriinin, glutamiinin ja aspartaatin
osalta menetelmddn muokatut siirtymét ovat fluksomiikan tutkimuksen kannalta paremmat,
jotta voidaan saada luotettavia mittaustuloksia (lopulliset mittauksissa kéytetyt siirtymét

esitetty taulukossa 7).



65

8.3.2 Aikapistevertailu

Aikapistevertailun tehtdvind oli selvittdd ajan vaikutusta aminohappojen muodostumiseen
aineenvaihduntareitteja pitkin. Kuten jo aikaisemmin todettiin, ndytteet valmistettiin siten, ettd
niiden annettiin vaikuttaa *C-isotooppileimatun glukoosin kanssa 1, 3, 6 tai 24 tuntia. Niytteiti
valmistettiin yhteensd 24 kappaletta, joista puolet annettiin vaikuttaa korkeampi pitoisen
seerumin kanssa ja puolet matalampi pitoisen seerumin kanssa. Seerumien vaikutuksiin
saatuihin mittaustuloksiin perehdytddn tarkemmin luvussa 8.3.3. Aikapistevertailu tehtiin
kaikille analysoitaville aminohapoille, jotka olivat alaniini, asparagiini, aspartaatti, glutamiini,
glutamaatti, glysiini, proliini sekd seriini. Jokaista aikapistettd kohden kerdttiin néytteitd 6
kappaletta ja jokaisesta niytteestd, kullekin aikapisteelle, analysoitiin edelld mainitut

metaboliitit ja niiden eri isotopologit.

Oletuksena oli, ettd mittaustulosten avulla voitaisiin havainnoida ihmisen lihassolujen
aineenvaihduntareittien fluksomiikkaa ja sitd, kuinka nopeasti ne tuottavat kiinnostuksen
kohteena olevia aminohappoja sekd niiden eri isotopologeja. Oletuksena oli, ettd mitd
kauemmin lihassolujen annettiin vaikuttaa '*C-isotooppileimatun glukoosin kanssa, siti
enemmin havaittaisiin isotopologeja, joissa useampi hiili aminohapoista olisi leimaantunut '*C-
isotoopilla. Kuvaajien avulla voitiin havainnollistaa alaniinin ja seriinin isotopologien
suhteelliset prosenttiosuudet toisiinsa néhden (kuva 27 ja 28). Kuten kuvaajista voidaan
huomata, on aminohappojen isotopologien muodostumisessa huomattavia eroja, kun niiden
muodostumista verrataan aikapisteiden suhteen. Merkittdvin ero esimerkiksi on havaittavissa
alaniinin ja seriinin osalta. Alaniinin hiilet leimaantuvat sitd voimakkaammin, mitd kauemmin
solujen on annettu vaikuttaa '’C-glukoosiliuoksen kanssa. Seriinin kuvaajasta voidaan
puolestaan havaita, ettd 1 tunnin kohdalla voidaan prosentuaalisesti havaita seriinin kaikkia
isotopologeja hyvin runsaasti muihin aikapisteisiin verrattuna. Alaniinin leimautumiseen
verrattuna, seriinin isotopologeja voidaan havaita runsaasti hyvin varhaisessa vaiheessa, mutta
mitd pidemmalle aikapisteissd mennddn sitd vihemmaén prosentuaalisesti aineenvaihduntareitit
tuottavat seriinid. Tdmén havainnon perusteella voidaan todeta, ettd seriinin isotopologien
muodostuminen on hyvin voimakasta alussa, mutta sen tuotanto hidastuu mitd kauemmin
lihassolujen on annettu vaikuttaa isotooppileimatun glukoosin kanssa. Puolestaan alaniinin
M+0 isotopologia havaitaan 1 tunnin kohdalla runsaasti, mutta systemaattisesti sen

prosenttiosuus laskee mitd kauemmin lihassolut vaikuttavat isotooppileimatun glukoosin
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kanssa. Merkittdvéa on kuitenkin se, ettd alaniinin M+0 isotopologin prosentuaalisen osuuden

laskiessa, ajan suhteen, kasvaa siind samassa suhteessa M+3 isotopologin prosenttiosuus.
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Kuva 27. Alaniinin isotopologien suhteelliset prosenttiosuudet 1, 3, 6 ja 24 tunnin aikapisteissa.

M+0=90/44, M+1=91/44 ja 91/45, M+2=92/45 ja 92/46, M+3=93/46
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Kuva 28. Seriinin isotopologien suhteelliset prosenttiosuudet 1, 3, 6 ja 24 tunnin aikapisteissé.

M+0=106/60, M+1=107/61, M+2=108/62, M+3=109/62.
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Naistd edelld mainituista havainnoista voidaan todeta, alaniinin ja seriinin vélill4, ettd niiden
aineenvaihduntareitit toimivat eri virtausnopeuksilla toisiinsa néhden. Aineenvaihduntareitti,
joka muodostaa seriinié toimii aluksi hyvin vilkkaasti, mutta se kuitenkin hidastuu vaikutusajan
kasvaessa *C-isotooppileimatun glukoosin kanssa. Puolestaan alaniinin aineenvaihduntareitin
virtausnopeus pysyy ajansuhteen tasaisena. Tdmé voidaan havaita kuvaajassa 21 siind, ettd
alaniinin hiilet leimaantuvat sitd voimakkaammin, mitd kauemmin lihassolujen on annettu

vaikuttaa leimatun glukoosin kanssa.

Naéitd samoja edelld mainittuja ilmiditd voidaan havaita myds kuvaajissa 29 ja 30, joissa on
kuvattu glutamiinin ja aspartaatin isotopologien suhteelliset prosenttiosuudet ajan suhteen.
Kuitenkin merkittdvdnd erona voidaan ndhdi, ettdi glutamiini ja aspartaatti tuottavat
prosentuaalisesti eniten M+0 isotopologia, kun muita isotopologeja havaitaan alle 5 %.
Kuvaajista voidaan liséksi huomata, ettd glutamiini tuottaa M+0 isotopologia saman verran
suhteessa aikaan eli toisin sanoen merkittivdd eroa M+0 isotopologin muodostumisessa ajan
suhteen ei ole. Tdma voi olla merkki siitd, ettd lihassolut kayttévét glutamiinia sitd mukaa, kun
sitd tuotetaan. Tétd havaintoa tukevat myos se, etti ajan suhteessa glutamiinin muita
isotopologeja ei huomata yhtd runsaasti mitd M+0. Tdmi sama ilmié voidaan myds néhda
aspartaatin kuvaajassa, jossa M+0 isotopologia muodostuu suhteessa muihin huomattavasti
enemmén. Kuitenkaan isotopologien muodostuminen ei ole yksiselitteisesti kytkoksissé
glutamiinin ja aspartaatin kulutukseen suhteessa niiden tuotantoon, vaan isotopologien
vahdisyys M+0 ndhden voi selittyd myos aineenvaihduntareitin virtausnopeuden perusteella.
Niin kuin jo aikaisemmassa kappaleessa todettiin, aminohappojen aineenvaihduntareittien
virtausnopeudella eli fluksilla on iso merkitys muodostuvien isotopologien runsauteen ajan

suhteen.
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Glutamiini isotopologit

Kuva 29. Glutamiinin isotopologien suhteelliset prosenttiosuudet 1, 3, 6 ja 24 tunnin
aikapisteissd. M+0=147/84, M+1=148/85 ja 149/86, M+2=150/87, M+3=151/88,
M+4=152/89.
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Aspartaatin isotopologit

Kuva 30. Aspartaatin isotopologien suhteelliset prosenttiosuudet 1, 3, 6 ja 24 tunnin
aikapisteissd. M+0=134/74, M+1=135/74 ja 135/75, M+2=136/74, 136/75 ja 136/76,
M+3=137/75 ja 137/76, M+4=138/76.



69

8.3.3 Seerumin vaikutus mittaustuloksiin

Tutkimuksen tarkoituksena oli aikapistevertailun liséksi selvittdd, kuinka paljon kaksi eri
seerumia (HS- ja FBS-seerumi) ja niiden eri miri '*C-isotooppileimatussa glukoosiliuoksessa
vaikutti saatuihin mittaustuloksiin. Oletuksena oli, ettd seerumit stimuloisivat aminohappojen
ja niiden isotopologien muodostumista eri tavalla. Tutkimuksessa valmistettiin kaksi eri '3C-
isotooppileimattua glukoosiliuosta eli mediumliuosta, joihin liséttiin eri maard HS- ja FBS-
seerumia (taulukko 9). Niiden kahden '3C-isotooppileimatun glukoosiliuoksen annettiin
vaikuttaa lihassolujen kanssa aikaisemmin mainittujen aikapisteiden mukaisesti. Seerumeja
liséttiin glukoosiliuoksiin eri méér4, jotta glukoosiliuosten pitoisuudet eroaisivat huomattavasti
toisistaan prosentuaalisesti (toinen glukoosiliuoksista oli 2 % ja toinen 20 %).
Isotooppileimattujen glukoosiliuosten haluttiin eroavan toisistaan, seerumien osalta, jotta
mittaustuloksista pystyttiin havaitsemaan, onko seerumin pitoisuudella merkittévisti vaikutusta
aminohappojen muodostumisessa. Seerumien vaikutusta alaniinin ja seerinin M+3 isotopologin

osuuteen kussakin aikapisteessé havainnollistettiin kuvaajien avulla (kuvat 31 ja 32).

Taulukko 9. Kahden eri '*C-isotooppileimatun glukoosiliuosten valmistukseen tarvittavat

liuokset ja niiden mitattavat méaéréit halutun konsentraation saavuttamiseksi

2 % HS-medium 20 % FBS-medium

54 ml DMEM (ilman glukoosia, pyruvaattia 54 ml DMEM (ilman glukoosia, pyruvaattia

ja L-glutamiinia) ja L-glutamiinia)
540 pl P/S 540 pl P/S
440 pl pyruvaatti 540 pul pyruvaatti
338 pl L-glutamiini 540 pl L-glutamiini
1,230 ml *C-glukoosi 1,230 ml *C-glukoosi
1,08 ml HS 10,8 ml FBS

10,02 ml DMEM (1 g/ml glukoosia, 4 mM

L-glutamiinia ja | mM pyruvaattia)
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Kuva 31. HS- ja FBS-mediumin vaikutus alaniini M+3 isotopologin muodostumiseen

ajansuhteen.
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Kuva 32. HS- ja FBS-mediumin vaikutus seriinin M+3 isotopologin muodostumiseen

ajansuhteen.

M+3 isotopologin osuus kussakin aikapisteessd on laskettu kaavan 2 mukaan. Kaavassa
isotopologin osuus aikapisteissd 1, 3, 6 ja 24 tuntia on laskettu niin, ettd M+3 isotopologin
pinta-ala jaettiin kaikkien havaittujen leimaantuneiden M+3 molekyylien yhteenlasketulla
madralld. M+3 isotopologin osuus laskettiin jokaiselle aikapisteelle kummankin vaikuttavan

mediumin osalta ja sovitettiin saadut tulokset kuvaajaan ajan funktiona.
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Va3 M + 3 pinta — ala 3
osuus ( )= M + 3 kokonaisméaara (1 — 24 h)

Alla esimerkki lasku, kuinka M+3 isotopologin osuus M+3 kokonaismédristd on laskettu
kussakin aikapisteessd. Esimerkissd laskettu alaniinin M+3 isotopologin osuus aikapisteessi 1

tunti, kun vaikuttavana mediumina kéytetty matalapitoista HS-mediumia.

o 27895,96 0.09
osuus (M +3) = 57895,96 + 50083, 21 + 72789,32 + 16253100 ~

Kuten alaniinin kuvaajasta voidaan todeta HS- ja FBS-mediumilla ei ole merkittavaa vaikutusta
toisiinsa néhden alaniinin M+3 isotopologin muodostumisessa. Puolestaan kuvaajassa voidaan
ndhdd merkittdva ero seriinin M+3 isotopologin muodostumisessa etenkin aikapisteessd 24
tuntia. 24 tunnin jilkeen FBS-mediumin vaikutus M+3 muodostumiseen on merkittdva
verrattuna HS-mediumiin. Tdma havainto voi kertoa siité, ettd eri pitoisten seerumien vaikutus

isotopologin muodostumiseen voidaan havaita vasta pidemmén vaikutusajan jalkeen.

8.3.4 Aminohappojen isotopologien runsaus

Edelld mainittujen aikapistevertailun sekd seerumien vaikutuksen liséksi, tutkimuksessa
tarkasteltiin aminohappojen tiettyjen isotopologien runsautta verrattuna leimaamattomaan M-+0
molekyyliin. Tarkastelun alla olivat taulukossa 10 esitetyt aminohappojen isotopologit, joita
verrattiin M+0 molekyyliin aikapisteissd 1, 3, 6 ja 24 tuntia. Tdmén vertailun tarkoituksena oli
vertailla, kuinka ihmisen lihassolut tuottavat tdysin tai ldhes tdysin leimaantuneita
aminohappoja. Saatujen mittaustulosten perusteella voitiin  tehdd johtopdatoksia
aineenvaihduntareittien virtausnopeuksista eli fluksista, kun tarkasteltiin kuinka paljon
aminohappojen  aineenvaihduntareitit, tuottivat haluttuja  isotopologeja  verrattuna

leimaamattomaan M+0 isotopologiin.
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Taulukko 10. Tutkimuksen kannalta oleellisimmat aminohapot ja niiden isotopologit

Aminohappo Isotopologit
Seriini M+3
Alaniini M+3
Glysiini M+2
Asparagiini M+1-4
Aspartaatti M+1-4
Glutamiini M+1-4
Glutamaatti M+1-4
Proliini M+1-4

Alaniinin M+3 sekd glysiinin M+2 isotopologien runsaudet verrattuna niiden M+0
isotopologiin havainnollistettiin tutkimuksessa kuvaajien avulla (kuvat 33 ja 34). Kuvaajissa
kaytettiin isotopologien suhteellisia prosenttiosuuksia ja verrattiin néitd toisiinsa ajan
funktiona. Kuvaajista voitiin havaita alaniinin kohdalla, ettd suhteessa M+0 isotopologiin M+3
suhteellinen prosenttiosuus kasvaa progressiivisesti sitd mukaa mitd pidemmalle ajan suhteen
edetdén. Puolestaan M+0 isotopologin suhteellinen prosenttiosuus pienenee suhteessa M+3
ajan kasvaessa. Kuten jo aikaisemmin mainittiin, timén havainnon perusteella voidaan todeta,
ettd alaniinin aineenvaihduntareitin virtausnopeus on tehokkaampi suhteessa muihin
aminohappojen aineenvaihduntareitteihin. Ero eri aminohappojen aineenvaihduntareittien
virtausnopeuksissa voidaan havaita glysiinin kuvaajassa, jossa M+0 sekd M+2 tuottaminen on
hyvin tehokassa 1 tunnin aikana, kunnes tuotanto hidastuu merkittévésti jo 3 tunnin jélkeen.
Tamé kertoo siité, ettd glysiinin aineenvaihduntareitin toiminta hidastuu eli virtausnopeus
laskee suhteessa aikaan. Muiden aminohappojen, seriinin, asparagiinin, aspartaatin,
glutamiinin, glutamaatin ja proliinin, kiinnostuksen kohteina olevien isotopologien
suhteellisten prosenttiosuuksien vertailu M+0 isotopologiin on esitetty kuvaajien avulla

liitteessa 2.
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Kuva 33. Alaniinin M+3 (93/46) isotopologin suhteellinen prosenttiosuus verrattuna M+0
(90/44) isotopologin suhteelliseen prosenttiosuuteen ajan suhteen.
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Kuva 34. Glysiinin M+3 (78/31) isotopologin suhteellinen prosenttiosuus verrattuna M+0
(76/30) isotopologin suhteelliseen prosenttiosuuteen ajan suhteen.

9. Yhteenveto

Kokeellisen osan tarkoituksena oli perehtyd ihmisen sekd hiiren lihassolundytteiden
soluviljelyyn, ndytteiden kerdykseen sekd ndytteiden analysoitiin UHPLC-QQQ-MS-laitteistoa
hyodyntden. Tutkimuksessa perehdyttiin lihassolujen aineenvaihduntareitteihin = sekd
kiinnostuksen kohteena olevien aminohappojen tuottamiseen tietyissé aikapisteissi. Naytteiden

analysoinnin osalta tutkimuksessa keskityttiin ensin optimoimaan analyyttistdi menetelméaa



74

kuoppatestin seké aikapistevertailun avulla. Kun menetelma oli saatu optimoitua, mittauksiin
sopivaksi, analysoitiin ihmisen lihassoluniytteistd aineenvaihduntareittien virtausnopeutta eli
fluksomiikkaa. Fluksomiikan tutkimisessa hyddynnetiin isotooppileimausta, jossa ihmisen
lihassolujen annettiin vaikuttaa '3C-isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa eri pituisia
aikoja. Isotooppileimattuja glukoosiliuoksia valmistettiin kahta erilaista, joissa niiden
pitoisuuksia sédédettiin kahden seerumin (HS- ja FBS-seerumi) avulla. Eri pitoisuuksien
tarkoituksena oli stimuloida ihmisen lihassolujen aineenvaihduntareittejd ja tarkoituksena oli
analysoida, onko isotooppileimatun glukoosiliuoksen vikevyydelld merkittdvdd vaikutusta

aminohappojen tuotantoon.

Menetelmin kehityksessd isossa roolissa oli selvittdd, kuinka kuoppien maard niytettd kohden
sekd aikapisteet vaikuttavat saatuihin mittaustuloksiin. Kuoppatestin avulla pyrittiin
selvittdmédn mikd kuoppamédird néytettd kohden soveltuisi parhaiten tuottamaan luotettavia
sekd riittdvan runsaita mittaustuloksia. Testissd kdytettiin hiiren lihassoluista kerdttyjd nédytteita,
joihin oli ndytettd kohde kerdtty 1, 2 tai 3 kuoppaa. Testin tuloksena todettiin, ettd kaksi
kuoppaa niytettd kohden on riittivd ja jirkevésti keréttdvissd oleva médrd tuottamaan
tutkimuksen kannalta luotettavia sekd riittdvdn runsaita ioneja. Kuoppatestin lisdksi
menetelmén kehityksessd nousi isoon rooliin aikapistevertailu, jota tehtiin kokeellisen osan
alussa 2, 4 sekd 6 tunnin aikapisteissd. Aikapistevertailun tarkoituksena oli havainnoida
lihassoluissa ilmenevdd fluksomiikkaa eli aineenvaihduntareittien virtausnopeuksia.
Virtausnopeuksia analysoitiin mittaamalla néytteistd tiettyji aminohappoja kussakin
aikapisteessd. Aikapistevertailu tehtiin kokeellisen osan alussa hiiren lihassolunaytteistd, jotka
oli valmistettu siten, etti lihassolujen oli annettu vaikuttaa '*C-isotooppileimatun
glukoosiliuoksen kanssa, joko 2, 4 tai 6 tuntia. Hiiren lihassolundytteille tehtyjen
aikapistevertailujen tuloksena todettiin, ettd ajalla on merkittdvd vaikutus tiettyjen
aminohappojen muodostumiseen ajan suhteessa. Kuitenkin tuloksissa oli huomioitavaa se, etté
joidenkin aminohappojen osalta aineenvaihduntareittien virtausnopeus laski suhteessa aikaan,

jolloin aminohappoja ja niiden isotopologeja muodostui suhteessa vihemman.

Kun menetelma oli saatu optimoitua mittauksia varten, mitattiin kokeellisen osan loppupuolella
tutkimuksen kannalta tirkeimmdt ndytteet eli ihmisen lihassolundytteet. Naille
lihassolundytteille tehtiin aikapistevertailu 1, 3, 6 ja 24 tunnin aikapisteissd seki tarkasteltiin

eri vidkevyisten seerumien vaikutusta aminohappojen ja niiden eri isotopologien
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muodostumiseen ajan funktiona. Varsinaisten néytteiden analysoinnissa aikapistevertailu
tehtiin samalla tapaa, miten se oli suoritettu hiiren lihassolundytteilli 2, 4 ja 6 tunnin
aikapisteissi. Kuitenkin téssé aikapistevertailussa tarkastelujaksoa kasvatettiin, jolloin voitiin
havaita pidemmin ajan vaikutus aminohappojen muodostumiseen sekd tehdd tulkintoja
aineenvaihduntareittien virtausnopeuksista. Aikapistevertailun liséksi ndytteiden annettiin
vaikuttaa kahden eri vahvuisen *C-isotooppileimatun glukoosiliuoksen kanssa (joissa kahta eri
seerumia, eri médrd) ja analysoitiin, oliko niilld stimuloivaa vaikutusta muodostuneiden

aminohappojen runsauteen.

Aikapistevertailun osalta voitiin todeta sama mitd todettiin hiiren lihassoluille tehdyssd
aikapistevertailussa eli ajalla oli merkittivd vaikutus tiettyjen aminohappojen ja niiden
isotopologien muodostumiseen ajan suhteen. Kuitenkin merkittdvai oli se, ettd titd havaintoa
ei ndhty kuitenkaan kaikkien tarkastelussa olevien aminohappojen osalta. Fluksomiikan
ndkokulmasta tdma kertoi siitd, ettd osa aminohappojen aineenvaihduntareiteistd toimii
huomattavasti vilkkaammin mitd toiset. Puolestaan kahden eri vékevyisen seerumin
stimuloivasta vaikutuksesta, aminohappojen muodostumiseen, ei 10ydetty yksiselitteisesti

merkittdvéa eroa etenkdén aikapisteiden 1- 6 h osalta.

Kokonaisuudessaan pro gradu -tutkimuksen kokeellisen osan tavoitteena oli tutkia
fluksomiikkaa ihmisen lihassolunéytteisté ja tehdd havaintoja aiheesta aikapistevertailun seké
seerumistimuloinnin avulla. Kokonaisuudessaan tima asetettu tavoite saavutettiin tutkimuksen
kokeellisessa osassa ja siitd saatujen mittaustulosten avulla voitiin tehdd merkittdvid havaintoja
aminohappojen aineenvaihduntareiteisté ja niiden virtausnopeuksista. Mittaustulokset tuottivat
haluttuja seké ennalta oletettuja tuloksia. Kuitenkin saatujen mittaustulosten luotettavuuden ja
toistettavuuden kannalta, tulevaisuudessa tutkimusta olisi hyvé jatkaa toistamalla tehdyt

analyysit ihmisen lihassolunéytteille.
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11. Liitteet

1. Negatiiviselle ja positiiviselle polarisaatiolle valmistettujen standardiliuosten reagenssit

ja puhtausasteet.

2. Puskuriliuostestin tulokset positiivisella sekd negatiivisella polarisaatiolla mitattuna
(sisdltden pinta-alojen keskiarvo, muutoksen prosentuaalinen osuus ja muutoksen

prosentuaalinen keskiarvo seké suhteellinen keskihajonta).

3. Seriinin M+3 seké aspartaatin, asparagiinin, proliinin, glutamaatin ja glutamiinin M +

1-4 isotopologien runsaudet verrattuna leimaamattomaan M+0 isotopologiin.



LITE 1

Standardiliuos (neg.)

Standardiliuos (pos.)

reagenssi puhtausaste reagenssi puhtausaste
2-Oxoglutaric Acid 299 % Adenosine 99 %
3-Hydroxybutyrate sodium salt 298 % Glycine 98,5 %
6-Phosphogluconic acid trisodium salt >97 % L-3-Aminoisobutyric acid >97 %
Acetyl coenzyme A sodium salt >93 % L-Alanine 99 %
Adenosine 3',5'-Cyclic Monophosphate >99 % L-Arginine 99 %
Adenosine 5'-Diphosphate 295 % L-Asparagine Anhydrous 98 %
monopotassium salt dihydrate
Adenosine-5'-monophosphate >98 % L-Aspartic Acid 99 %
disodium salt
Citric acid 299 % L-Cysteine 98 %
Creatine phosphate disodium salt >98 % L-Glutamic acid 99 %
tetrahydrate
Creatine >99 % L-Glutamine 99 %
D-(-)-3-Phosphoglyceric acid disodium >93 % L-Histidine 98 %
salt
D-(+)-Glucono-1,5-lactone >98 % L-Isoleucine 98,5 %
D-Erythrose 4-phosphate sodium salt 250 % L-Leucine 98,5 %
D-Fructose 6-phosphate dipotassium 297 % L-Lysine 97 %
salt
D-Fructose-1,6-bisphosphate trisodium - L-Methionine 99 %
salt
D-Glucose 6-phosphate disodium salt >98 % L-Norvaline 99 %
hydrate
Dihydroxyacetone phosphate 293 % L-Phenylalanine 98 %
D-Ribose-5-phosphate disodium salt - L-Proline 99 %
hydrate
D-Ribulose 5-phosphate disodium salt 296 % L-Serine 98,5 %
Fumaric acid 299 % L-Threonine 99 %
Guanosine 5'-Monophosphate hydrate 298 % L-Tryptophan 98 %
Inosine-5'-monophosphate disodium 298 % L-Tyrosine 98,5 %
salt hydrate
L-(-)-Malic Acid >98 % L-Valine 98,5 %
Phospho(enol)pyruvic acid >97 % O-Phospho-L-serine -
monopotassium salt
Sodium (S)-B-hydroxyisobutyrate 296 % B-Alanine 99 %
Sodium L-Lactate =98 %
Sodium Pyruvate 297 %
Succinic acid 299 %
Uridine 5’-monophosphate disodium 299 %
salt
Uridine-5'-diphosphate disodium salt 298 %
Uridine-5'-triphosphate trisodium Salt 297 %




Positiivisella polarisaatiolla saadut mittaustulokset

Muutoksen suuruus prosentuaalisesti (15 mM - 23.5 mM)/15mM*100%

15mM
Average Area

13C4-Aspartate (ISTD)
Alanine
Arginine
Asparagine
Aspartate
BAIBA
Beta-Alanine
Glutamate
Glutamine
Glycine
Isoleucine
Leucine

Lysine
Methionine
Phenylalanine
Phospho-serine
Proline
Serine
Threonine
Tryptophan
Tyrosine
Valine

23.5mM

636,14
48499
453902
7178,25
2364,585
28284,5
105132
33970
174477,5
537,03
406624,5
206564,5
39733

75991,755

462693
772,21

1287303,5

6953
34366
406773,5
9644,78

1002190,5

Average Area

Muutos (%) (15 mM -23.5 mM)/15 mm*100%

457,63 28,061433
28452,5 41,333842
246952,5 45,593432
5460,36 23,931878
1582,14 33,090162
19227 32,022839
64574,5 38,577693
20274,95 40,315131
117611,5 32,592168
285,605 46,817682
265212 34,777172
135229 34,53425
21315,5 46,353157
54718,5 27,994162
346952,5 25,014534
495,895 35,782365
877399 31,842103
3705,82 46,701855
24269 29,380783
289316,5 28,875283
6593 31,641779
679388,5 32,209645
Keskiarvo 34,883789

Keskihajonta 7,0214854

Negatiivisella polarisaatiolla saadut mittaustulokset

Muutoksen suuruus prosentuaalisesti (15 mM - 23.5 mM)/15mM*100%

Metabolite
2-oxoglutarate_101.1
2-Oxoglutarate_57.1
3-HB

Acetyl-CoA

AMP

Cyclic-AMP

Creatine
Creatine-Phosphate
Dihydroxyacetone phospha
Fructoce 6-phosphate
Glucose 6-phosphate
Fumarate

GMP

IMP

Lactate

13C3-Lactate (Smooth)
Phosphoenolpyruvate
Pyruvate

Ribulose 5-phosphate
Ribose 5-phosphate
Succinate

umMpP

15 mM
Average Area

4457,07
1454,556667
231,18
994,33
1551,106667
28500,62667
861,5966667
562,1666667
402,9766667
854,8566667
546,2833333
319,7566667
773,5833333
733,0766667
88,54666667
28,68666667
431,8766667
75,71333333
963,7033333
781,51
642,12
1358,33

23.5mM
Average Area

3829,906667
1236,013333
220,24
987,78
1407,093333
22166,10667
899,16
536,0233333
354,51
619,1866667
473,8033333
353,1266667
680,2066667
649,8666667
83,76666667
28,21
414,5933333
67,31666667
652,0033333
569,2533333
426,0273333
950,14

Muutos (%)
14,07120223
15,02473835
4,732243274
0,658735028
9,284553824
22,22589726
-4,35973522
4,650459532
12,02716452
27,56836429
13,26784025

-10,43606075
12,07066681
11,35079096
5,398283391

1,66163142
4,001914127

11,0900766
32,34397861
27,15981455
33,65300359
30,05087129

Keskiarvo
Keskihajonta

12,61347427
11,99530529

(15 mM -23.5 mM)/15 mm*100%
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Seriini 106/60 Seriini 109/62
Seriinin isotopologit

Seriinin M+3 (109/62) isotopologin suhteellinen prosenttiosuus verrattuna M+0 (106/60)
isotopologin suhteelliseen prosenttiosuuteen ajan suhteen.
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Aspartaatti Aspartaatti Aspartaatti Aspartaatti Aspartaatti Aspartaatti Aspartaatti Aspartaatti Aspartaatti
134/74 135/74 135/75 136/74 136/75 136/76 137/75 137/76 138/76

Aspartaatin isotopologit

Aspartaatin M+1 (135/75 ja 135/75), M+2 (136/74, 136/75 ja 136/76), M+3 (137/75 ja
137/76) ja M+4 (138/76) isotopologin suhteellinen prosenttiosuus verrattuna M+0 (134/74)
isotopologin suhteelliseen prosenttiosuuteen ajan suhteen.
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Asparagiini Asparagiini Asparagiini Asparagiini Asparagiini Asparagiini Asparagiini Asparagiini Asparagiini
133/74 134/74 134/75 135/74 135/75 135/76 136/75 136/76 137/76

20

Isotopologien suhteelliset osuudet %
o

Asparagiinin isotopologit

Asparagiinin M+1 (134/74 ja 134/75), M+2 (135/74, 135/75 ja 135/76), M+3 (136/75 ja
136/76) ja M+4 (137/76) isotopologin suhteellinen prosenttiosuus verrattuna M+0 (133/74)
isotopologin suhteelliseen prosenttiosuuteen ajan suhteen.
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Proliini  Proliini Proliini  Proliini  Proliini Proliini  Proliini ~ Proliini  Proliini
116/70 117/70 117/71 118/71 118/72 119/72 119/73 120/73 120/74

Isotopologien suhteelliset osuudet %
o

Proliinin isotopologit

Proliinin M+1 (117/70 ja 117/71), M+2 (118/71 ja 118/72), M+3 (119/72 ja 119/73) ja M+4
(120/73 ja 120/74) isotopologin suhteellinen prosenttiosuus verrattuna M+0 (116/70)
isotopologin suhteelliseen prosenttiosuuteen ajan suhteen. (¥*Tama isotopologi oli jonkun
muun yhdisteen
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Glutamaatti ~ Glutamaatti ~ Glutamaatti ~ Glutamaatti  Glutamaatti ~ Glutamaatti  Glutamaatti ~ Glutamaatti ~ Glutamaatti
148/84 149/84 149/85 150/85 150/86 151/86 151/87 152/87 152/88

Glutamaatin isotopolgit

Glutamaatin M+1 (149/84 ja 149/85), M+2 (150/85 ja 150/86), M+3 (151/86 ja 151/87) ja
M+4 (152/97 ja 152/88) isotopologin suhteellinen prosenttiosuus verrattuna M+0 (148/84)
isotopologin suhteelliseen prosenttiosuuteen ajan suhteen.
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Glutamiini 147/84 Glutamiini 148/85 Glutamiini 149/86 Glutamiini 150/87 Glutamiini 151/88

Isotopologien suhteelliset osuudet %
o

Glutamiini isotopologit

Glutamiinin M+1 (148/85), M+2 (149/86), M+3 (150/87) ja M+4 (151/88) isotopologin
suhteellinen prosenttiosuus verrattuna M+0 (147/84) isotopologin suhteelliseen
prosenttiosuuteen ajan suhteen.



