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1 KIRJALLISUUSKATSAUS

1.1 Johdanto

Ihmiset saavat D-vitamiinia ravinnosta tai vaihtoehtoisesti sitd voi muodostua ihossa
UV-siteilyn vaikutuksesta (Higashi ym. 2010). D-vitamiinilla on merkittivd rooli
ihmisen kalsiumaineenvaihdunnassa (Holick 2007). D-vitamiinin puutos voi aiheuttaa
osteomalasiaa, riisitautia ja osteoporoosia. D-vitamiininilla on myds havaittu
vaikutuksia aivoissa ja sen puutos saattaa liittyd esimerkiksi psykiatrisiin sairauksiin
(Hoogendijk ym. 2008) ja Alzheimerin tautiin (Annweiler ym. 2013). Kolesteroli
puolestaan on elintdrked osa solukalvoa ja toimii elimistossd steroidihormonien
prekursorina (Faust ja Kovacs 2014). Kolesterolista muodostuvia hapettuneita
kolesterolijohdoksia kutsutaan oksisteroleiksi (Olkkonen ja Lehto 2005). Muutokset eri
oksisterolien méarédssd elimistdssé voivat olla yhteydessd moniin neurodegenaratiivisiin

sairauksiin (Leoni ja Caccia 2011).

Jotta ymmarrettdisiin paremmin oksisterolien ja D-vitamiiniin liittyvien yhdisteiden
roolia erilaisissa sairauksissa, on tdrkedd pystyd tutkimaan niitd mahdollisimman
tehokkaasti erilaisista biologisista naytteistd. Ndiden yhdisteiden tutkimiseen on viime
vuosina kiytetty kaasukromatografia-massaspektrometria (GC-MS) —menetelmid seki
sahkosumutusionisaatiota (ESI) (Yamashita ja Fenn 1984), ja kemiallista ionisaatiota
ilmanpaineessa (APCI) (Covey ym. 1986) hyodyntdvid nestekromatografia-
massaspektrometria (LC-MS) -menetelmii (Griffiths ym. 2013, Higashi ym. 2010). LC-
MS-menetelmilld on kuitenkin omat heikkoutensa, joiden vuoksi tarvitaan usein
tutkittavien yhdisteiden suhteellisen tyoldstd ja aikaa vievdd derivatisaatiota.
Derivatisaation avulla saadaan parannettua menetelmien herkkyyttd ja selektiivisyytta.
Liséksi derivatisaatiolla voidaan estdd oksisterolien analytiikassa ongelmallista
sdilytyksen ja ndytteenkésittelyn aikana tapahtuvaa kolesterolin auto-oksidaatiota, silld
yleensd kolesterolia on niytteissi 10° kertaa enemmin kuin mitisn oksisterolia

(Griffiths ym. 2013). Tdma tekee oman haasteensa oksisterolien tutkimiseen.



Perinteisesti kaytetyilld menetelmilld ei mydskédn voida tarkasti madrittdéd tutkittavan
yhdisteen sijaintia ndytteessd tai sen suhteellista mé&édrdd eri puolilla néytetta.
Massaspektrometrisessa kuvantamisessa on perinteisesti kiytetty paljon MALDI-MS —
menetelmid, mutta niissd rajoituksena voi olla kdytettdvin matriisin aiheuttama tausta
etenkin pienid molekyylejd tutkittaessa (Drexler ym. 2007; Hsieh ym. 2007, Hsieh ym.
2006). Massaspektrometrisessa kuvantamisessa voidaan kayttid my0s avoimessa
ympéristossd tapahtuvia desorptioionisaatiomenetelmid (P6l ym. 2009; Hsu ym. 2015;
Rao ym. 2015). Niilld pystytdéin analysoimaan erilaisia yhdisteitd ja ndytteitd kokonaan
ilman esikésittelyd suoraan laboratorion huoneilmassa tai ndytteiden luonnollisessa

ympdaristossd (Venter ym. 2008).

1.2 Oksisterolit ja D-vitamiiniin liittyvit yhdisteet aivoissa

Kun puhutaan D-vitamiinista ihmisen elimistossd, tarkoitetaan itse asiassa
kolekalsiferolia (Ds-vitamiini) ja ergokalsiferolia (D,-vitamiini) sekd molempien
metaboliitteja (Higashi ym. 2010). Thminen voi saada D;- ja Dj-vitamiinia myds
ruoasta. D>-vitamiinin ldhteend ovat pelkdstddn kasvit ja ravintolisdt. Sekd Ds- ettd D,-
vitamiini metaboloituvat ihmiselimistdssé siten, ettd ne ovat samalla tavoin biologisesti
aktiivisia. D-vitamiini hydroksyloituu maksassa 25-hydroksi-D-vitamiiniksi (25-OH-D-
vitamiini) (Higashi ym. 2010). 25-OH-D-vitamiini taas metaboloituu edelleen
munuaisissa varsinaiseksi aktiiviseksi metaboliitiksi, 1a,25-dihydroksi-D-vitamiiniksi
(1,25(OH),-D-vitamiini). Padidmetaboliitti verenkierrossa on 25-OH-D-vitamiini. D-
vitamiinin tarkkoja vaikutuksia aivoissa ei tunneta kovin hyvin, mutta se voi olla
yhteydessa esimerkiksi psykiatrisiin sairauksiin (Hoogendijk ym. 2008). Liséksi

tiedetdin, ettd D-vitamiinireseptoreita 10ytyy myds aivokudoksesta (Eyles ym. 2014).

Ravinnosta saadun D-vitamiinin lisdksi D-vitamiinia muodostuu elimistdssd myds
thossa kolesterolin esiasteesta, 7-dehydrokolesterolista, UV-siteilyn vaikutuksesta. 7-
dehydrokolesteroli on kolesterolisynteesissd viimeinen vélituote ennen kolesterolin
muodostumista (Acimovic ja Rozman 2013). Kolesterolisynteesié uskotaan tapahtuvan
nisdkkailld kéaytinnossd kaikissa soluissa asetyylikoentsyymi A:sta monivaiheisen

synteesiketjun avulla (Kuva 1). Elimiston kokonaiskolesterolista noin 25% sijaitsee



aivoissa (Leoni ja Caccia 2011). Sen pitoisuus on ihmisen keskushermostossa on
keskiméérin jopa noin 23 mg/g (Dietschy ja Turley 2004). Kolesteroli ei juurikaan
kulkeudu veri-aivoesteen ldpi verenkierrosta aivoihin, vaan de novo —synteesi vastaa

lahes kaikesta aivojen kolesterolista.
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Kuva 1. Kolesterolin biosynteesin vaiheet esitetty yksinkertaistettuna (kuva muokattu
artikkelista Acimovic ja Rozman 2013). Kolesterolin biosynteesi voi tapahtua kahta eri
reittid. Kandutsch-Russellin reitin viimeisessd vaiheessa 7-dehydrokolesterolista
muodostuu  kolesterolia.  Vastaavasti  Blochin reitin = viimeisessd  vaiheessa
desmosterolista muodostuu kolesterolia.

Sen liséksi, ettd kolesteroli on elintdrked yhdiste solukalvon normaalille toiminnalle, se
toimii myods steroidihormonien prekursorina (Acimovic ja Rozman 2013). Téllaisia
hormoneja ovat esimerkiksi kortisoli, progesteroni, estrogeeni ja testosteroni. Aivoissa
steroidihormonit osallistuvat useisiin toimintoihin kuten kehitykseen, metaboliaan ja

kéayttdytymiseen (Faust ja Kovacs 2014).



Steroidihormonien lisdksi kolesteroli toimii myds oksisterolien prekursorina.
Oksisteroleja voi syntyd elimistossd sekd entsymaattisten ettd ei-entsymaattisten
hapetusreaktioiden seurauksena (Olkkonen ja Lehto 2005). Lisdksi myds ldnsimaisessa
ruokavaliossa arviolta noin 1 % kolesterolista on hapettuneessa muodossa.
Aivokudoksessa oksisterolien miérd on tavallisesti alhainen (ng/g - pg/g) kolesterolin
miirdn ollessa huomattavasti suurempi (mg/g) (Wang ja Griffiths 2008). Eri
oksisterolien méérd elimistossd voi olla yhteydessd erilaisiin aivojen toimintaan
liittyviin sairauksiin kuten esimerkiksi Alzheimerin tautiin, MS-tautiin ja Huntingtonin
tautiin (Leoni ja Caccia 2011). Oksisterolit voivat myos vaikuttaa kehittyvien aivojen

neurogeneesiin (Sacchetti ym. 2009).

1.2.1 D-vitamiini

D-vitamiinin on osoitettu vaikuttavan olennaisesti sekd kehittyviin ettd aikuisten
aivoihin (Eyles ym. 2013; Groves ym. 2014; Cui ym. 2015). D-vitamiinin esiintymista
aivokudoksessa on kuitenkin kirjallisuuden mukaan tutkittu vain vdhidn, mutta sen
sijaan D-vitamiinireseptoreita tiedetdin olevan aivoissa ainakin hippokampuksen ja
aivokuoren alueella (Annweiler ym. 2009). Ndméa alueet aivoissa liittyvét vahvasti
kognitiivisiin toimintoihin ja onkin havaittu, ettd D-vitamiini voi olla yhteydessé
ihmisen kognitiiviseen suorituskykyyn (Annweiler ym. 2009, Brouwer-Brolsma ja de
Groot 2015). On my0s osoitettu, ettd D-vitamiinista voi olla monia fysiologisia hyotyja
liittyen aivojen toimintaan solutasolla (Brouwer-Brolsma ja de Groot 2015). D-vitamiini
saattaa edistdd aivojen neurogeneesid, synaptogeneesid ja ehkdisti hermosolujen
kuolemaa aivoissa. Solutason vaikutusten lisdksi D-vitamiini on yhteydessd moniin
aivojen toimintaan liittyviin suhteellisen yleisiin sairauksiin, kuten masennukseen
(Hoogendijk ym. 2008), Alzheimerin tautiin (Annweiler ym. 2013) ja Parkinsonin
tautiin (Knekt ym. 2010).



1.2.2 7-dehydrokolesteroli

Kolesterolisynteesin viimeisti vaihetta katalysoivan steroli-A’-reduktaasin heikentynyt
aktiivisuus aiheuttaa kudosten alhaisen kolesterolipitoisuuden ja 7-dehydrokolesterolin
kohonneen pitoisuuden (Fitzky ym. 1998; Wassif ym. 1998; Waterham ym. 1998). Tété
kolesterolisynteesin hdiriotd kutsutaan Smith-Lemli-Opitzin syndroomaksi. Se vaikuttaa

esimerkiksi aivoihin aiheuttaen henkisti jilkeenjdéneisyyttd (Tint ym. 1995).

7-dehydrokolesterolin on liséksi osoitettu olevan erittdin altis vapaiden radikaalien
aiheuttamalle hapettumiselle (Xu ym. 2009). Se on jopa yli 200 kertaa reaktiivisempi
kuin esimerkiksi kolesteroli. =~ 7-dehydrokolesterolin hapettumisen seurauksena
syntyneiden oksisterolien on osoitettu olevan biologisesti aktiivisia (Korade ym. 2010).

Ne aiheuttavat esimerkiksi morfologisia muutoksia hermosoluissa.

1.2.3 Desmosteroli

Desmosteroli voi toimia nisékdssoluissa kolesterolin tavoin ylldpitden solujen kasvua ja
sddtelemélld lipidihomeostaasia (Rodriguez-Acebes ym. 2009). Desmosteroli on tirked
osa kehittyvien aivojen solujen solukalvoa (Mutka ym. 2004). Nisdkkiilld, myos
ihmisilld, kehittyvien aivojen steroleista jopa 30 % on desmosterolia, mutta sen

muodostumisen mekanismia ei ole tdysin selvitetty (Jansen ym. 2013).

Desmosterolin  ylimddrdinen kertyminen elimistoon aiheuttaa desmosteroloosiksi
kutsutun tilan (Clayton ym. 1996). Kyseessd on kuitenkin hyvin harvinainen sairaus ja
todettuja tapauksia ihmiselld 10ytyykin kirjallisuudesta vain muutamia (FitzPatrick ym.
1998; Andersson ym. 2002; Schaaf ym. 2011). Kaikissa tapauksissa on havaittu
epdmuodostumia aivoissa. Desmosteroloosissa desmosterolin  mddrd suhteessa
kolesterolin midrddn elimistdssd on normaalia suurempi. Esimerkiksi aivokudoksessa
desmosteroli/kolesteroli-suhde oli tutkittavalla potilaalla 1,06, kun kontrolleilla

vastaava luku oli 0,067-0,166 (n=4) (FitzPatrick ym. 1998).



1.2.4 7-ketokolesteroli

7-ketokolesteroli eroaa rakentecltaan kolesterolista ainoastaan siten, ecttd siind on
ketoryhmd 7-asemassa kahden vetyatomin tilalla (Lyons ja Brown 1999). 7-
ketokolesteroli kuuluu ei-entsymaattisten hapetusreaktioiden kautta muodostuviin
oksisteroleihin, joita syntyy elimistossd esimerkiksi vapaiden happiradikaalien
vaikutuksesta. Lisdksi 7-ketokolesteroli kuuluu yhtend yleisimpiin ravinnosta

16ydettyihin oksisteroleihin (Brown ja Jessup 1999).

7-ketokolesterolia on havaittu ihmisen aivokudoksessa (Miayjima ym. 2001). Sen
pitoisuus ihmisen aivokudoksessa on 146-1162 ug/g ja sen pitoisuus vaihtelee eri
puolilla aivoja. Solutasolla 7-ketokolesterolin on havaittu indusoivan apoptoottista
solukuolemaa vaikuttamalla solujen kalsiumtasapainoon ja mitokondrioiden toimintaan

haitallisesti (Berthier ym. 2004; Han ym. 2007).

1.3 Oksisterolien ja D-vitamiiniin liittyvien yhdisteiden analysointi biologisista

néytteistd

Klassisia menetelmid oksisterolien tutkimuksessa ovat olleet ohutkerroskromatografia
ja nestekromatografia. Ohutkerroskromatografia on yksinkertainen ja nopea
erotusmenetelmé, mutta se ei sovellu hyvin monimutkaisten nédytteiden kuten kudosten
analysointiin  (Schroepfer Jr 2000). Nestekromatografiaa on taas kéytetty
monimutkaisempien oksisteroliseosten erotteluun (Kudo ym. 1989). Menetelmissd on
todella ty6lds esikdsittely, johon kuuluu esimerkiksi saponifikaatio, uutto ja
derivatisointi. Johdoksista voidaan tehdd isotooppileimattuja, jolloin voidaan paremmin
arvioida analyysissd muodostuneiden oksisterolien madrda. Herkkyydessd pddstddn ng
tasolle, mutta menetelmi on niin tydlds, ettd se ei sovellu hyvin suurten ndyteméérien
analysointiin. LC-menetelmissd ongelmana voi olla myds oksisterolien heikko vaste
paljon kiytettyyn UV-detektioon, mutta signaalia pystytdin parantamaan derivatisaation

avulla jopa nelinkertaiseksi (Zhang ym. 2001).



Oksisterolien tavoin D-vitamiinin ja sithen liittyvien yhdisteiden tutkimuksessa on
perinteisesti kdytetty nestekromatografisia menetelmid, mutta liséksi on kdytetty paljon
immunologisia menetelmid (Mawer ym. 1998; Wallace ym. 2010). Immunologiset
menetelmit ovat teknisesti yksinkertaisia ja ne ovat myds automatisoitavissa (Wallace
ym. 2010). Ne ovat kuitenkin alttiita matriisin vaikutukselle ja eivit siten sovi niin
hyvin monimutkaisten biologisten niytteiden analysointiin. Immunologisilla

menetelmilld padstadn nmol/l luokkaa oleviin havaintoalarajoihin.

Tand pdivdnd kaasukromatografia-massaspektrometria (GC-MS) on laajasti
oksisterolien tutkimuksessa kéytetty menetelma (Griffiths ym. 2013). GC-MS:n avulla
saavutetaan yhdisteille hyvad selektiivisyys ja herkkyys, mutta menetelmi vaatii
kuitenkin tutkittavien yhdisteiden tyolddn ja aikaa vievdn esikdsittelyn sekd
derivatisaation (Liitjohann ym. 1996; Griffiths ym. 2013). Kudoksia tutkittaessa
kromatrografisten menetelmien esikdsittely on monivaiheinen ja siithen niytteen
homogenisaatio, uutto, suodatus, pesu ja hydrolyysi (Liitjohann ym. 1996).
Menetelmélld aivokudoksesta maédritetyt oksisterolipitoisuudet ovat 3,8-15,1 ng/mg

(kostea kudos).

GC-MS:n lisdksi on kehitetty LC-MS-menetelmid oksisterolien analysointiin (Griffiths
ym. 2013). LC-MS-menetelmilld ongelmana on, ettd monet isomeeriset yhdisteet
saattavat tuottaa samanlaisen spektrin ja lisdksi oksisterolit ionisoituvat heikosti paljon
kéytetyillda ESI:lla ja APCLlla. Tidmad ongelma on pystytty GC-MS:n tavoin
ratkaisemaan derivatisaation avulla. APPL:lla oksisterolit ja D-vitamiiniin liittyvét
yhdisteet ionisoituvat tehokkaasti ilman derivatisaatiota (Ahonen ym. 2014). Tama
mahdollistaa nopeamman analyysin kuin esimerkiksi ESI. APPI:lla saavutettavat
havaintoalarajat yhdisteille ovat 0,5-25 ng/ml. Edelli mainittujen menetelmien
heikkoutena on tyoldyden lisdksi on se, ettd esimerkiksi aivokudosta tutkittaessa ei

voida tarkasti maarittd4, missé péin aivoja tutkittava yhdiste sijaitsee.



1.4 Normaalin ilmanpaineen desorptioionisaatiotekniikat

Bioanalytiikassa perinteisesti laajasti kéytettyjen GC-MS- ja LC-MS-menetelmien
rinnalle on kehitetty avoimen ympériston desorptioionisaatiomenetelmid, joista
ensimmaiset olivat desorptiosdhkdsumutusionisaatio (DESI) (Takats ym. 2004) ja suora
analyysi reaaliajassa (DART) (Cody ym. 2005). Niiden jéilkeen uusia menetelmii on
julkaistu lukuisia (Alberici ym. 2010). Yksi edelld mainittuja uudempia menetelmid on
desorptiofotoionisaatio (DAPPI) (Haapala ym. 2007). DAPPL:n esittelivdt ensimméisen

kerran Haapala ja muut vuonna 2007.

Normaalin ilmanpaineen desorptioionisaatiotekniikat voidaan jakaa luokkiin sen
mukaan, minkd massaspektrometrian ionisaatiomenetelmdn pohjalta ne on kehitetty
(Venter ym. 2008). ESI esimerkiksi sopii hyvin poolisten tai kohtalaisen poolisten
yhdisteiden analysointiin. ESIin pohjalta kehitetty ensimmaéinen
desorptioionisaatiomenetelmd normaalissa ilmapaineessa on DESI (Takats ym. 2004).
Muita ESI:n pohjalta kehitettyji desorptioionisaatiomenetelmid ovat esimerkiksi
sahkosumutus laserdesorptioionisaatio (ELDI)(Shiea ym. 2005) ja laser ablaatio
sahkosumutusionisaatio (LAESI)(Nemes ja Vertes 2007). ELDI:ssa ja LAESI:ssa
ionisaatio noudattaa samoja periaatteita kuin ESI:ssa, mutta desorptiossa hyddynnetién
laseria. DESI:ssa puolestaan hyoddynnetddn liuotinsumua tutkittavien yhdisteiden

desorptiossa (Takats ym. 2004).

Toinen normaalissa ilmanpaineessa tapahtuvien desorptioionisaatiotekniikoiden ryhma
on APCLin pohjautuvat menetelmét (Venter ym. 2008). Kyseisissd menetelmissa
desorptioon kéytetddn tavallisesti lammitettyd kaasuvirtausta. Niiden avulla voidaan
tehokkaasti ionisoida pienid poolisia ja poolittomia yhdisteitd. Kemialliseen
ionisaatioon ilmanpaineessa liittyvid desorptioionisaatiomenetelmid ilmanpaineessa
ovat esimerkiksi DART (Cody ym. 2005) ja desorptio kemiallinen ionisaatio
ilmanpaineessa (DAPCI) (Takats ym. 2005).

Desorptioionisaatiomenetelmé ilmanpaineessa voi pohjautua my6s APPL:in. Esimerkki

tallaisesta menetelmédstd on DAPPI (Haapala ym. 2007). Menetelma soveltuu erityisesti



neutraaleille ja poolittomille yhdisteille. DAPPI:a ei ole tutkittu yhtd paljon kuin
esimerkiksi DESI:a, mutta DESI:n tavoin sitd voidaan hyoddyntdd bioanalytiikan
sovelluksissa (P61 ym. 2009; Vaikkinen ym. 2015). DAPPI:ssa, kuten muissakin
desorptioionisaatiotekniikoissa, on mahdollista kéyttdd néytealustana monia eri
materiaaleja (Luosujarvi ym. 2008; Venter ym. 2008). Nayte voi olla nestemédinen tai
kiinted ja tyypillisid néytteitd ovat esimerkiksi tabletti (Haapala ym. 2007), kasvin lehti
(Kauppila ym. 2011) tai rotan aivoleike (P61 ym. 2009). Autenttista niytettd tutkittaessa
matriisi voi vaikuttaa menetelmdn herkkyyteen heikentden sitdi DAPPI:ssa 2-15-

kertaisesti ja DESI:ssa jopa 20-160 kertaisesti (Suni ym. 2011).

Desorptioionisaatiomenetelmien etuja aivokudosta tutkittaessa ovat nopeus ja
yksinkertaisuus (P61  ym. 2009; Vismeh ym. 2012). Herkkyydessé
desorptioionisaatiomenetelmilld ei kuitenkaan pddstd samalle tasolle kuin LC-MS- ja
LC-MS*-menetelmilld (Suni ym. 2011). Esimerkiksi DAPPI:Ila saavutetaan tyypillisesti
yksi tai kaksi kertaluokkaa heikompi herkkyys kuin LC-MS-menetelmilld. Lisdksi yksi
ongelma analysoitaessa monimutkaisia biologisia néytteitd ilman esikésittelyd on
spektrin monimutkaisuus (P6l ym. 2009). Korkean resoluution laitteistolla voidaan
kuitenkin entistd luotettavammin tunnistaa yhdisteitdi monimutkaisista biologisista
néytteistd. Toiseksi toistettavuus kudosten analysoinnissa voi myos olla huono riippuen

kéytettdvastd laitteistosta ja asemoinnista (Tillner ym. 2016).

1.4.1 Desorptiosdhkdsumutusionisaatio

DESI-laitteistossa (Kuva 2) liuotin sumutetaan ndytteen pinnalle (Takats ym. 2004).
Néytepinnalta desorboituneet molekyylit kerdtddn massaspektrometriin  (MS)
esimerkiksi kapillaarijatkeen kautta. Laitteistoon on johdettu korkea jénnite ja siind
pumpataan liuotinta liuotinlinjaa pitkin sisempédén liuotinkapillaariin. Ulompaan
sumutuskapillaariin tulee sumutuskaasu, jonka avulla liuotin sumutetaan sovelluksen
mukaan valittavassa kulmassa (o, Kuva 2) niytepintaan. Myos MS:n sisdéntulon tulee

olla sopivassa kulmassa (3, Kuva 2) ndytepintaan nidhden.
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Kuva 2. Kaavakuva DESI-laitteistosta (muokattu artikkelista Costa ja Cooks 2008)

Tietokonemallinnuksen avulla DESI:n desorptiomekanismi on saatu varmennettua
(Costa ja Cooks 2007). Padpiirteissddn se koostuu kolmesta eri vaiheesta. Aluksi
sumutus- tai sumutettava liuotin muodostaa tutkittavalle pinnalle ohuen kalvon. Témén
jilkeen kiintedssd faasissa olevat analyytit liukenevat liuotinkalvoon. Liuotinpisarat
tormaavét kalvoon suurella nopeudella. Optimaalinen nopeus ndyttiisi olevan 100 ja
120 m/s vililld (Venter ym. 2006). Térmayksen seurauksena muodostuu analyyttid
sisdltdvid pisaroita (Costa ja Cooks 2007). Muodostuvien pisaroiden koko, nopeus ja
lahtokulma vaihtelee. Kuten ESI:ssa, DESI:ssa muodostuneiden varautuneiden
pisaroiden pieneneminen johtaa lopulta siithen, ettd analyytit padtyvit kaasufaasiin
(Kebarle ja Tang 1993; Costa ja Cooks 2008). Ionit voivat paétyd kaasufaasiin kahden
eri mekanismin kautta (Kebarle 2000). Toisessa mekanismissa pienentyneiden
pisaroiden varaus kasvaa niin, ettd alkaa tapahtua ionien suoraa emissiota kaasufaasiin
(ion evaporation —malli). Toisessa mekanismissa ionit paédtyvit kaasufaasiin neutraalien

liuotinmolekyylien haihtumisen seurauksena (charged residue —malli).

DESI:ssa paras herkkyys saavutetaan yhdisteille, jotka voivat helposti protonoitua tai
deprotonoitua (Kauppila ym. 2006). Matriisi voi vaikuttaa vaikuttaa herkkyyteen
merkittdvisti (Kauppila ym. 2006; Suni ym. 2011). Esimerkiksi virtsandytteesté
tutkituille lddkeaineille havaintoalarajat voivat olla jopa 20-160-kertaiset verrattuna
sithen, ettéd ladkeaineita tutkitaan suoraan puhtaasta liuoksesta (Suni ym. 2011). Virtsan
lisdksi matriisi voi DESI:ssa olla esimerkiksi tabletti (Leuthold ym. 2006), voide
(Weston ym. 2005), kangas (Talaty ym. 2008) tai rotan aivoleike (Wiseman ym. 2008).
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Aivokudoksesta DESI:lla voidaan tutkia sekd yhdisteen esiintymistd aivoissa ettd sen
suhteellista ja méardd eri puolilla aivoja (Kertesz ym. 2008; Pol ym. 2009; Hsu ym.
2015; Rao ym. 2015). Suhteellisen méadrén lisdksi DESI:lla on mahdollista myds
kvantitatiivisesti tutkia yhdisteen esiintymistd aivoissa (Vismeh ym. 2012).
Kuvantamisessa DESI:a on hyddynnetty paljon esimerkiksi tutkittaessa erilaisten
lipidien, kuten kolesterolin, jakautumista aivokudoksessa (P61 ym. 2009; Eberlin ym.
2010; Eberlin ym. 2012). Eri lipideji voidaan kiayttdd kudoksessa esimerkiksi
biomarkkereina syovélle ja niiden erilaisen jakautumisen perusteella pystytddn
erottelemaan normaali kudos syOpdkudoksesta (Dill ym. 2009) sekd luokittelemaan
syopakasvaimia eri luokkiin (Eberlin ym. 2012). Syovén lisdksi muutokset kudosten
lipideissd voivat liittyd muihinkin sairauksiin, kuten Alzheimerin tautiin (Montine ym.

2002).

1.4.2 Desorptiofotoionisaatio ilmanpaineessa

Fotoionisaatio ilmanpaineessa (APPI) esiteltiin ensimmaiisen kerran vuonna 2000 ja sen
avulla pystyttiin LC-MS-menetelmélld aiempaa paremmin analysoimaan neutraaleja ja
poolittomia molekyylejd (Robb ym. 2000, Syage ym. 2000). APPI-laitteiston tapaan
DAPPI-laitteistoon kuuluu kryptonpurkaus UV-lamppu (Haapala ym. 2007). DAPPI:ssa
hyodynnetdan APPI:sta tuttuja dopantteja ja kaasufaasireaktioita. DAPPL:n avulla
pystytddnkin  havaitsemaan aiemmin kehitettyji  desorptioionisaatiotekniikoita
herkemmin juuri neutraaleja ja poolittomia yhdisteitd (Haapala ym. 2007; Pol ym.

2009).

Kokonaisuudessaan DAPPI-laitteistoon kuuluu xyz-suunnassa liikuteltava néytetaso,
lammitettdvd sumutusmikrosiru ja fotonionisaatiolamppu (Haapala 2007)(Kuva 3).
Fotoionisaatiolamppu on kryptonpurkaus UV-lamppu, joka emittoi energialtaan 10,0 ja
10,6 eV suuruisia fotoneja. Lisdksi massaspektrometriin kiinnitetdén laitteistoa varten
erillinen kapillaarijatke, jonka kautta analysoitavat ionit kulkevat massaspektrometriin.
Myos kuivauskaasuna kiytetty typpikaasu tulee MS:sta ulos kapillaarijatkeen ulomman
kanavan kautta. DAPPI:ssa sumutusmikrosirulta tuleva kuuma kaasumainen

livotinvirtaus desorboi tutkittavat yhdisteet niytteestd. lonisaatio tapahtuu desorption
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jilkeen kaasufaasissa fotoionisaatiolampun vaikutuksesta (Luosujarvi ym. 2008).

Kaasufaasissa tapahtuviin reaktioihin vaikuttaa olennaisesti kdytetty sumutusliuotin.

Mikrosiru, josta liuos sumutetaan, on valmistettu lasista ja siind on kaksi lasilevyi
liitettynd toisiinsa (Saarela ym. 2007). Mikrosirussa on kanava liuottimelle ja
sumutuskaasulle. Siind on myds platinasta valmistettu ldmmityselementti.
Sumutusliuotin tulee mikrosiruun silikakapillaarin kautta ja liuotinkanava yhdistyy
sumutuskaasukanavaan. Kaasu avustaa liuottimen sumuttamista sumutinkérjen kautta

haluttuun kohteeseen.

Eri néytealustoja vertailtaessa saadut tulokset tukevat sitd ajatusta, ettéd
desorptioprosessi DAPPI:ssa on péddasiassa ldmpdtilariippuvainen (Luosujdrvi 2008).
Materiaalin alhainen l&dmmonjohtokyky aiheuttaa sen, ettd kuuma liuotinkaasu
lammittééd niytepisteen tehokkaammin kuin siind tapauksessa, ettd limpoenergia levidisi
helposti koko ndytealustan alueelle. Tété teoriaa tukee myds se, ettd ohut alumiinifolio
toimii ndytealustana paremmin kuin paksumpi alumiinilevy, joka pystyy varastoimaan
enemmdn ldmpoenergiaa kuin folio. Tdmén vuoksi ohut alumiinifolio kuumenee
tehokkaammin pienemmélté alueelta. Lisdksi pienet yhdisteet desorboituvat nopeammin
kuin suuremmat molekyylit, joilla on korkeampi kichumispiste. Suni ja muut ovat
havainneet, ettd suuret molekyylit kuten fosfolipidit ja sfingolipidit vaativat pieniin
molekyyleihin verrattuna (4,5W) korkeamman liuottimen ldmmitystehon (7W)

desorboituakseen (Suni ym. 2012).

DAPPI:ssa ionisaatioon vaikuttavia ominaisuuksia ovat esimerkiksi yhdisteen
poolisuus, ionisaatioreitti,  ionisaatioenergia  (IE),  protoniaffiniteetti  (PA),
elektroniaffiniteetti (EA) ja happamuus kaasufaasissa (Luosujiarvi ym. 2008). APPI:ssa
ionisaatioon vaikuttavat systeemissd olevat reaktantti-ionit (Kauppila ym. 2002).
Reaktantti-ionien koostumus systeemissd riippuu taas monesta eri tekijistd kuten
livottimesta, kantajakaasusta ja epdpuhtauksista. Myods ympérdivin ilman koostumus
vaikuttaa reaktantti-ioneihin. DAPPI:ssa desorptioliuotin valitaan tyypillisesti niin, ettd
liuotinmolekyylit ionisoituvat suoraan kryptonpurkauslampun emittoimien 10,0 ja 10,6

eV fotonien vaikutuksesta (Taulukko 1, reaktiot 1) (Luosujirvi ym. 2008).
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Liuotinmolekyyleisti syntyneet radikaalikationit reagoivat edelleen

analyyttimolekyylien kanssa.

Taulukko 1. Positiivi-ioni-DAPPIL:n ionisaatioreaktiot. S tarkoittaa sumutusliuotin- ja M
analyyttimolekyylid (Luosujarvi ym. 2008, Kauppila ym. 2002)

S+hv—S"+¢ (1)
S"+M— S+M",jos IE(M) < IE(S) (2)
S™+M — [S-H] + [M+H]", jos PA(M) > PA([S-H]") (3)
S™ +S — [S+H]" +[S-H]  , jos PA(S) > PA([S-H]") 4)
[S+H]" + M — [M+H]" + S, jos PA(M) > PA(S) (5)

Positiivi-ioni-DAPPI:ssa  analysoitavan  yhdisteen ionisaatio  voi  tapahtua
varauksenvaihdon tai protoninsiirron kautta (Luosujdrvi ym. 2008). Radikaalikationit
reagoivat varauksenvaihdon kautta analyyttien kanssa muodostaen analyytti-ioneja
(M"™). Témai tapahtuu silloin, kun analyytin IE on pienempi kuin sumutusliuottimen IE
(Taulukko 1, reaktio 2). Sumutusliuottimena kéytetyn tolueenin IE on 8,8 eV ja anisolin
IE on 8,2 eV (NIST Chemistry WebBook 69). Jos siis analysoitavan yhdisteen IE on
pienempi kuin 8,8 eV, voi siitd muodostua radikaalikationi, kun kéytetdén tolueenia
sumutuslivottimena (Luosujdrvi ym. 2008). Jos taas analysoitavan yhdisteen IE on
pienempi kuin 8,2 eV, voi siitd muodostua myds radikaalikationi, kun kédytetién anisolia

sumutuslivottimena.

Jos puolestaan analysoitavan yhdisteen PA on suurempi kuin livottimen PA,
liuottimesta muodostuneet reaktantti-ionit luovuttavat protonin analyytille, jolloin
muodostuu ioni [M+H]" (Taulukko 1, reaktio 3). Ionisaatio voi tapahtua myds siti
kautta, ettd liuotin itseprotonoituu (Taulukko 1, reaktio 3). Jos tutkittavan yhdisteen
protoniaffiniteetti on suurempi kuin liuottimen PA, luovuttaa protonoitunut liuotin
protoninsa analyyttimolekyylille muodostaen protonoidun analyytin [M+H]" (Taulukko
1, reaktio 5).

DAPPIL:lla aikaansaatavista harvinaisemmista reaktiomekanismeista voi olla hydtyd

kehitettdessd sovelluksia. Esimerkiksi analysoitaessa kannabista, DESI:lla ei voida
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erottaa sen vaikuttavaa ainetta tetrahydrokannabinolia ja saman molekyylimassan
inaktiivista kannabidiolia toisistaan, silld niiden protonoituneet molekyylit
fragmentoituvat samalla tavoin (Rodriguez-Cruz 2006). DAPPIL:lla edelld mainitut
yhdisteet pystytddn ionisoimaan siten, ettd muodostuu molekyyli-ionit, jotka

fragmentoituvat eri tavoin (Kauppila ym. 2013).

DAPPL:n ja DESL:n herkkyyttd vertailtaessa on havaittu, ettd poolisille yhdisteille
DAPPL:n havaintoalarajat ovat samaa luokkaa DESI:n kanssa (Kauppila ym. 2006;
Haapala ym. 2007). Neutraaleilla yhdisteilld, kuten testostosteronilla, DAPPI:lla
havaintoalaraja on fmol luokkaa, kun taas DESI:lla saavutetaan pmol luokkaa oleva
herkkyys. DAPPL:lla on pystytty myds selvittiméddn kolesterolin jakautumista hiiren
aivoleikkeissd (P61 ym. 2009). Kuvantamisessa DAPPIL:lla saavutettu spatiaalinen
resoluutio on noin yhden millimetrin luokkaa, mutta koska se riippuu kéaytetysti
mikrosirusta ja ndytealustan limmonjohtavuudesta, sitd voi olla mahdollista parantaa.
Hienomman livotinsumun tuottava mikrosiru ldmmittdisi nidytettd kerrallaan
pienemmalti alueelta, mikd osaltaan parantaisi resoluutiota. Liséksi heikommin [dmpoa
johtava alusta ldmpidisi tehokkaammin ldmmitettédvistd kohdasta. Téalloin [ampo ei levid

niin herkisti laajalle alueelle ja resoluutio paranisi.

Vaikka DAPPI:lla tehty kuvantamista, on tdhdn mennessd kéytetty pddasiassa
kvalitatiivisissa tutkimuksissa. Menetelmalld on kuitenkin pystytty saamaan lineaarinen
vaste kuudella eri yhdisteelld eri konsentraatioilla puolentoista kertaluokan alueella
(Vaikkinen ym. 2010). Esimerkkeji yhdisteistd ja ndytteistd, joita DAPPI:1la on pystytty

tutkimaan, on koottu taulukkoon 2.

Taulukko 2. Esimerkkejd yhdisteistd, joita DAPPI:lla on méiéritetty kvalitatiivisesti
erilaisista niytteista.

Nayte Tutkittu yhdiste Viite

tabletti tematsepaami Haapala ym. 2007
khat-lehti katinoni Kauppila ym. 2011
psilosybiinisieni psilosiini Kauppila ym. 2011
virtsa steroidien metaboliitit Vaikkinen ym. 2015
vitamiinikapseli alfa-tokoferoli Suni ym. 2012

hiiren aivoleike kolesteroli Po6l ym. 2009



15

1.5 Ty6n tavoite

Tyon tavoitteena oli tutkia havaitaanko valittuja biologisesti aktiivisia oksisteroleja ja
D-vitamiiniin liittyvid yhdisteitd rotan aivoleikkeistd. Niiden tutkiminen DAPPI:lla
voisi auttaa ymmadrtimddn paremmin niiden roolia aivoihin liittyvissd biologisissa
vaikutuksissa. Alustavissa tutkimuksissa rotan aivoleikkeistd havaittiin korkean
resoluution DAPPI-MS-menetelmilld ioneja. joiden alkuperd haluttiin tdssi
erikoistyossa selvittdd. Havaitut ionit vastaavat tarkalta massaltaan tiettyjd oksisteroleja
ja D-vitamiiniin liittyvid yhdisteitd. Tutkimukseen valitut yhdisteet olivat Ds-vitamiini,
25-OH-Ds-vitamiini,  7-dehydrokolesteroli,  desmosteroli,  7-ketokolesteroli  ja
kolesteroli. Ty0ssd kiytettiin ioniloukkumassaspektrometrid, koska silld pystyttiin
tekemddn MS" mittauksia luotettavampien tulosten saavuttamiseksi. Jatkossa DAPPI:1la

olisi mahdollista maarittdd myos missi kohdassa aivoja tutkittavia yhdisteitd esiintyy.

2 KOKEELLINEN OSA

2.1 Analyytit ja liuottimet
Tutkimuksessa kéytetyt liuottimet sekd niiden laatu on listattu taulukossa 3.
Tutkimuksessa kéytetty vesi oli puhdistettu Milli-Q vedenpuhdistuslaitteistolla

(Millipore, Molsheim, Ranska).

Taulukko 3. Kéytetyt liuottimet

Liuotin Laatu (puhtaus-%) Valmistaja (kaupunki, maa)
Asetoni Lichrosolv (= 99,9 %) Merck (Darmstadt, Saksa)

Etanoli Etax Aa (= 99,5 %) Altia (Rajaméki, Suomi)
Metanoli Chromasolv (= 99,9 %) Sigma-Aldrich (Steinheim, Saksa)
Tolueeni Chromasolv (= 99,9 %) Sigma-Aldrich (Steinheim, Saksa)

Tutkittavia yhdisteitd oli yhteensd kuusi. Tutkittavat yhdisteet ja niiden valmistajat on

lueteltu taulukossa 4. Yhdisteistd valmistettiin pitoisuudeltaan 10 mM kantaliuokset
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(poikkeuksena 25-OH-Ds-vitamiinin  kantaliuoksen pitoisuus oli 100 uM).
Kantaliuoksissa kéytetyt liuottimet on esitetty taulukossa 4 kunkin tutkittavan yhdisteen
kohdalla. Liuokset sdilytettiin 25-OH-D;-vitamiinia lukuun ottamatta pakkasessa -18°C.

25-OH-Ds-vitamiinin kantaliuos séilytettiin -70°C pakkasessa.

Taulukko 4. Tutkittavat yhdisteet ja niiden valmistajat sekd kantaliuoksissa kaytetyt
liuottimet.

Yhdiste (puhtaus) Valmistaja (kaupunki, maa) Liuotin

Desmosteroli (>99%) Avanti Polar Lipids inc. (Alabaster, etanoli
USA)

Ds;-vitamiini (>99%) Alexis  Biochemicals  (Lausanne, metanoli
Sveitsi)

25-OH-Ds-vitamiini (>98%)  Sigma-Aldrich (Steinheim, Saksa) etanoli

Kolesteroli (99%) Genzyme pharmaceuticals (Liestal, metanoli
Sveitsi)

7-dehydrokolesteroli (>98%)  Sigma-Aldrich (Steinheim, Saksa) asetoni

7-ketokolesteroli (>99%) Avanti Polar Lipids inc. (Alabaster, etanoli
USA)

2.2 Laitteisto

DAPPI-MS-laitteistossa massaspektrometrind kdytettiin ioniloukkumassaspektrometrii
(Agilent 6330 ioniloukku, Agilent Technologies, Santa Clara, USA). DAPPI-laitteiston
eri komponenttien asemointia ja laitteiston eri parametreja ei optimoitu erikseen tétad
tutkimusta varten, vaan kéytettiin arvoja, jotka olivat mahdollisimman ldhelld
aikaisemmassa tutkimuksessa optimoituja parametreja (Luosujarvi ym. 2008).
Parametrien arvot on lueteltu taulukossa 5. Tutkimuksessa sumutusmikrosiru ja
massaspektrometrin kapillaarinjatke oli samansuuntaisesti asemoitu kuten néhdddn

DAPPIL:n kaavakuvassa (Kuva 3).
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Kuva 3. DAPPI-laitteiston kaavakuva. Numeroitujen etdisyyksien ja kulman arvot on
listattu taulukossa 5. Kuva on muokattu artikkelista Luosujarvi ym. 2008.

Taulukko 5. Tyossd kiytetyt DAPPI-MS-laitteiston parametrien arvot. Taulukossa
numeroidut parametrit 1.-4. on esitetty kuvassa 3 (Luosujérvi ym. 2008).

parametri kaytetty arvo

1. niytteen x-suuntainen asema 0 mm

2. ndytteen y-suuntainen asema 3 mm

3. mikrosirun ja ndytealustan vélinen kulma 45°

4. mikrosirun kérjen ja niytealustan vidlinen 3 mm

pystysuora etéisyys

mikrosirun ldammitysteho 4,5W
sumutusliuottimen virtausnopeus 10 uL/min
sumutuskaasun virtausnopeus 180 mL/min
kuivauskaasun virtausnopeus 4 L/min
kuivauskaasun lampétila 285°C
kapillaarin jatkeen jannite -4kV
kéytetty mittausalue 50-600 m/z

Kaasun virtausnopeus rajoitettiin rajoittimen (SMC Pneumatics precision regulator
IR1000-F01, Tokyo, Japan) avulla. Erillisen mittarin (Aalborg Mass flow controller gfc,
Orangeburg, NY, USA) avulla voitiin varmistua sumutuskaasun oikeasta
virtausnopeudesta.  Mikrosirua  ldmmitettiin ~ erillisen  virtaldhteen  (Iso-Tech
programmable power supply IPS-603, Huntingdon, England) avulla ja liuotinta
pumpattiin ruiskupumpulla (Harvard Apparatus PHD 2000 infusion, Holliston, MA,



18

USA). Datan késittelyyn kiytettiin DataAnalysis —ohjelmaa (versio 6.1) (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA).

2.3 Naytteet

Aivoleikkeet  valmistettiin =~ Helsingin ~ Yliopiston farmaseuttisen tiedekunnan
farmakologian ja toksikologian osastolla. Wistar-kannan urosrotat (Harlan,
Alankomaat) dekapitoitiin ja rottien aivot jaddytettiin kuivajidlld (Susanne Béck,
sdahkopostiviesti kirjoittajalle 13.9.2011). Tdmén jéilkeen aivot siirrettiin -80°C:seen.
Jadtyneistd aivoista leikattiin kryostaatilla (Leica CM 3050, Leica Instruments GmbH,
Nussloch, Saksa) 40 um paksuisia leikkeitd. Leikkeet siirrettiin gelatinoiduille
objektilaseille -20°C:seen. Leikkeet otettiin pois pakastimesta huoneenldmpdon juuri
ennen analysointia. Vertailumittaukset avioleikkeiden ja standardien vélilld tehtiin aina
saman pdivdn aikana lukuun ottamatta desmosterolia. Aivoleikkeiden tapaan myos
kaikki standardit analysoitiin lasilevylle applikoituina. Standardit mitattiin siten, ettd
pipetoitiin 1 uL analyytin liuosta lasilevylle ja annettiin liuottimen haihtua. Kéytetyt
lasilevyt olivat esipuhdistettua mikroskooppilasia (Thermo Scientific, Braunschweig,

Saksa).

3 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Aivoleikkeestd  mitatuissa  scan-spektreissd  intensiivisin  ioni oli  tolueeni
sumutusliuottimena m/z 368 (Kuva 4) ja asetoni sumutusliuottimena m/z 369. Kyseessi
on todennikdisesti tolueenilla kolesterolista muodostunut [M-H,O]™ ja asetonilla
kolesterolista muodostunut [M-H,O+H]" (Murphy ym. 2009; Pol ym. 2009; Griin ja
Besseau 2016). Toiseksi intensiivisin ioni scan-spektrissd oli tolueenilla 386 ja
asetonilla 387. Kyseessi on todennikdisesti tolueenilla kolesterolista muodostunut M
ja asetonilla [M+H]". Liséksi aivoleikkeisti havaittiin tolueenilla ionit m/z 384 ja 400
(Kuva 4). Asetonilla puolestaan havaittiin ionit m/z 385 ja 401. Alustavissa

tutkimuksissa korkean resoluution DAPPI-menetelmilld aivoleikkeistd havaittiin ionit



19

samalla massalla. Tarkalta massaltaan alustavissa tutkimuksissa havaitut ionit vastaavat
tutkimukseen  valittuja  yhdisteitd: = 25-OH-Ds-vitamiinia,  Ds-vitamiinia, 7-
dehydrokolesterolia, desmosterolia, 7-ketokolesterolia. Liséksi haluttiin tutkia voivatko

havaitut ionit johtua kolesterolista.

Intens. +MS, 2.1-3.Zmin Ai253-3407)
x107 | 368.3

385.3

301.3 <+18.3

2l

T T T T T
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Kuva 4. Rotan aivoista DAPPI-MS:lla mitattu spektri (ylld) kéytetylld mittausalueella ja
sama spektri tarkennettuna tutkitulle alueelle (alla). Sumutusliuottimena kéytettiin
tolueenia.

Sumutusliuottimiksi valittiin tolueeni ja asetoni, jotta tutkittavat yhdisteet ionisoituisivat
eri tavalla. Erilaisen ldhtdionin perusteella olisi mahdollista saada aikaan yhdisteen
erilainen fragmentoituminen. FErilaisen fragmentoitumisen avulla pystyttiin entistd
luotettavammin toteamaan havaitaanko tutkittava yhdiste aivoleikkeestd. Taulukossa 6
on esitetty tutkittujen yhdisteiden molekyylikaavat ja DAPPI-ionisaatiossa havaitut

ionit.
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Taulukko 6.  Tutkittujen  yhdisteiden = DAPPI-ionisaatiossa ~ muodostuneet
intensiivisimmait ionit, kun sumutusliuvottimena kéytettiin tolueenia tai asetonia.
Mittauksissa kéytettiin 25-OH-Ds-vitamiinia ja 7-ketokolesterolia 10 pmol per
ndytepiste. 7-dehydrokolesterolia, desmosterolia ja kolesterolia kéytettiin 100 pmol per
ndytepiste. Ds3-vitamiinin méérd per ndytepiste oli 50 pmol. Taulukossa n tarkoittaa siti,
miten monesta ndytepisteestd mittaukset tehtiin.

Yhdiste Havaitut ionit (suhteellinen intensiteetti (%) =+
(molekyylikaava) keskihajonta (%) )
(molekyylimassa) tolueeni asetoni
25-OH-Ds-vitamiini 256 (100%) 271 (100%),
(C27H4402) 263 (71% = 41%), 289 (77% * 4%),
(400,64) 289 (60% + 22%)), 307 (63% =+ 2%),
n=4 400 (M™) (53% £ 45%) 383 ([M-H,O+H]") (33% =
19%)
401 ([M+H]") (12% + 7 %)

D;-vitamiini 384 (M™) (100%) 282 (100%)
(C27H440) 256 (51% + 16%)
(384,64)n=16 385 (IM+H]") (19% + 13%)
7-Dehydrokolesteroli 384 (M™) (100%) 367 ([M-H,O+H]") (100%)
(C7H440) (384,64)n =15
Desmosteroli 271 (100%) Ei havaittu
(C27H440) 340 (85% + 21%)
(384,64) 300 (77% =+ 2%)
n==6 384 (M) (66% + 2%)

299 (64% + 3%)

270 (54% + 2%)

416 (29% =+ 4%)

358 (28% £ 7%)

357 (26% £ 7%)

7-ketokolesteroli
(C27H4403)
(400,64)

n=2_8

Kolesteroli
(C27H460)
(386,65)
n=>5

401 ([M+H]") (100%)
415 (22% + 2%)

386 (M™) (100%)

368 (M"-H,0) (86% +

13%)

385 (47% + 6%)
301 (27% + 1%)
400 (9% + 1%)

Fi tutkittu

369 ([M-H,O+H]") (100 %)

Taulukosta 6 huomataan, ettd kiytettdessa tolueenia sumutusliuottimena, tapahtui
kohdeyhdisteiden ionisaatio todenndkodisemmin varauksenvaihdon kautta eli
muodostui ioni M". Asetonia kiytettiessi taas todennikdisemmin muodostuui

protonoitu  molekyyli [M+H]". Tdmd tulos on yhteneviinen DAPPI:n
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ionisaatiomekanismin teorian kanssa (Kappale 1.4.2). Poikkeuksen edelld mainittuun

muodosti 7-ketokolesteroli, josta muodostui tolueenilla [M+H]".

Taulukosta 6 ndhddin, ettd aivoleikkeen scan-spektreissd tolueenilla havaittu ioni m/z
384 voi johtua Ds-vitamiinista, 7-dehydrokolesterolista tai desmosterolista. loni m/z 400
voi  puolestaan  johtua 25-OH-Ds;-vitamiinista tai  kolesterolista.  Asetoni
sumutuslivottimena on mahdollista, ettd aivoista havaittu ioni m/z 385 johtuu D;-
vitamiinista ja ioni m/z 401 25-OH-Ds-vitamiinista. Aivoleikkeitd ja standardeja

tutkittiin kuitenkin vield tarkemmin MS"-mittausten avulla.

3.1. 25-OH-Ds-vitamiini

25-OH-Ds-vitamiinin standardin MS?>-spektristi ([M+H] —) havaittiin
intensiivisimpind ionit m/z:1la 383 ja 365, kun kiytettiin asetonia sumutusliuottimena.
Spektrin intensiivisimpien tuoteionien m/z-ero ldhtdioniiin ndhden oli 18 ja 36
yksikkod. 25-OH-Ds-vitamiinissa on kaksi hydroksyyliryhmédd (Kuva 5), jotka siis
todennikoisesti lohkeavat vetend muodostaen ndmi intensiivisimmét fragmentti-ionit
([M-H,0+H]" ja [M-2H,O+H]"). Samat fragmentit havaittiin my&s aivoleikkeesti ionin
m/z 401 MS*-spektrissi. Koska veden lohkeaminen yhdisteestd on hyvin tavallista,

mitattiin niistd kahdesta ionista vield MS’-spektrit.

Kuva 5. 25-OH-Djs-vitamiinin kemiallinen rakenne.
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Tonista 383 mitatussa MS>-spektrissi (401—383—) selkednd peruspiikkind oli seki
aivoleikkeistd etti 25-OH-Ds-vitamiinista mitatuissa spektreissd 365 ([383-H,0]").

Muiden ionien intensiteetit olivat hyvin alhaiset ja tulokset sen vuoksi epdluotettavia.

Spesifimpien fragmenttien 16ytdmiseksi aivoleikkeistd ja standardista mitattiin lisdksi
MS?-spektrit siirtymilli 401—365—. Ne olivat yhteneviiset m/z 295 ja titi
suuremmilla m/z-suhteilla (Kuva 6). Molemmissa spektreissa ionit olivat pidasiassa 14

m/z-yksikon vilein, joka viittaisi sithen, ettd rakenteesta lohkeaa aina CH,-ryhma.

Intens. { +MS3(401.4->365.4), 117.4-120.6min #(3617-3691)

] 253.2
250 157.1

239.2

2004
] 3a$.3

150+ 211.1
B 309.3

1 281.2
1004

2953 3233

50 337.3

1 | A
-1 T
250 300 350 m/z

Intens. | +MS3(401.4->365.4), 13.5-13.6min #(348-350)

269.2

400 255.3

283.2

2072 241.2
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Kuva 6. Aivoleikkeestd (ylld) ja 25-OH-Ds-vitamiinin standardista (10 pmol, alla)
mitattu MS3-spektri siirtyméstd 401 (0,30) —365 (0,60)—. Suluissa on kéytetty
fragmentaatioenergia. Sumutusliuottimena kaytettiin asetonia.
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Taulukko 7. Taulukossa on vertailtu kuvan 6 spektreissd havaittavien ionien suhteellisia
intensiteettejd. Vertailu on tehty siten, ettd 25-OH-Ds-vitamiinin standardin intensiivisin
ioni m/z 269 on 100 % ja muita ioneja verrattiin sithen. Taulukkoon valittiin standardin
10 intensiivisintd ionia, joista vertailu tehtiin.

Ioni Havaitun ionin suhteellinen intensiteetti (%)
standardi (n=1) aivoleike (n =1)

269 100 % 100 %

309 74 % 285 %

255 70 % 158 %

283 57 % 141 %

241 51% 68 %

227 48 % 81 %

215 40 % 40 %

295 37 % 158 %

159 34 % 298 %

213 33% 140 %

Pienemmilld m/z-suhteilla kuin 295, ionisuhteet eivdt kuitenkaan olleet yhtenevéiset
(Taulukko 7). Esimerkiksi aivoleikkeesti ndkyivit intensiivisind ionit m/z 253, 239, 225
ja 211. Standardista mitatussa spektrissd nikyivét puolestaan ionit kaksi yksikkod
suuremmilla m/z-suhteilla eli ionit m/z 255, 241, 227 ja 213. Tami voisi mahdollisesti
johtua siitd, ettd aivoleikkeessd oli 25-OH-Ds-vitamiinia muistuttava yhdiste, jonka
rakenteessa on esimerkiksi kaksoissidos eri paikassa. Tulosten perusteella voidaan

todeta, ettd aivoista ei havaittu DAPPI:1la 25-OH-Ds-vitamiinia.

3.2 Ds-vitamiini

Ds-vitamiinin fragmentoitumista tutkittiin MS*- ja MS’-mittauksilla seki tolueeni etti
asetoni sumutusliuottimena. Aluksi tutkittiin tolueenilla ionin M" (m/z 384) ja
asetonilla ionin [M+H]" (m/z 385) pilkkoutumista erilaisiksi fragmenteiksi. MS*-
spektristd havaitaan tolueenilla ioni m/z 366 (Kuva 7) ja asetonilla ioni m/z 367. Lahto-
ja tuoteionien 18 m/z yksikon ero johtuu todennidkoisesti neutraalin veden
lohkeamisesta. Tilldin tolueenilla muodostuu ioni [M-H,O]" ja asetonilla [M-
H,O0+H]". Koska veden lohkeaminen yhdisteestd on hyvin tavallista, mitattiin ndisti

ioneista vield MS*-spektrit.
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Kuva 7. D;-vitamiinin standardista (mdird 100 pmol) mitattu MS>-spektri (siirtyma
384—). Sumutusliuottimena kéytettiin tolueenia. Fragmentaatioenergia oli 0,32 V.

Aivoista havaittiin vastaavien ionien spektreissd samat tuoteionit MS-mittauksissa.

Niistd ioneista mitattiin MS’-spektri tolueenilla (384—366—) (Kuva 8) ja asetonilla

(385—367—). Aivoista ja standardista havaittuja spektreja verrattiin toisiinsa. Asetoni

sumutusliuottimena tehdyissd vertailumittauksissa ei saatu toistettavia MS’-spektreji

standardista (médrd 50 pmol), silld ionien intensiteetit olivat vain noin 100 yksikén

luokkaa.
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Kuva 8. Aivoleikkeestd (ylld) ja Ds-vitamiinin standardista (100 pmol, alla) mitattu
MS>-spektri siirtyméstd 384 (0,32) —366 (0,70)—. Suluissa on mainittu kiytetty
fragmentaatioenergia. Sumutusliuottimena kaytettiin tolueenia.
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Selkeimpidnd erona huomattiin, ettd standardin intensiivisintd ionia m/z 118 ei havaita
aivoleikkeistd ollenkaan. Téman vuoksi aivoleikkeen spektreistd ionien intensiteettejé
verrattiin ioniin m/z 253, joka oli aivoleikkeen spektrin intensiivisin ioni ja Ds-
vitamiinin standardin spektrin 2. intensiivinen ioni (79 % £ 24 %, n = 4). Lisdksi ionin
m/z 311 suhteellinen intensiteetti standardista mitattaessa oli 78 % (+ 39 %, n = 4).
Aivoista mitattaessa saman m/z-suhteen ionin suhteellinen intensiteetti oli vain 15 % (£
14 %, n = 4). Ndma erot spektreissd ovat hyvin niin huomattavia, ettd niiden perusteella

voidaan todeta, ettd rotan aivoleikkeistd ei havaittu Ds-vitamiinia.

Halusimme kuitenkin myo6s selvittdd, mikd on pienin Ds-vitamiinin méérd, joka
voitaisiin aivoleikkeestd havaita. Tatd tutkittiin koejdrjestelylld, jossa lisdttiin Ds-
vitamiinia suoraan aivoleikkeisiin. Aivoleikkeisiin lisdtyt absoluuttiset Ds-vitamiinin
médrdt olivat 10 fmol, 100 fmol ja 1 pmol (1 uL livosta per kohta). Yhdelle
aivoleikkeelle pipetoitiin pelkkdd liuotinta, jotta ndhtdisiin pelkén liuottimen vaikutus

aivoleikkeeseen.

Applikoinnin jéilkeen leikkeiden annettiin olla jddikaapissa (2-8°C) noin 2 tuntia ennen
analysointia. Aivoleikkeisti mitatuissa spektreissi (scan, MS® ja MS®) ei havaittu
merkittdvid eroja oli nithin lisétty sitten pelkkdd liuotinta tai 1 pmol Ds;-vitamiinia.
Tastd voidaan paatelld, ettd aivoleikkeissd olevan Ds-vitamiinin méérd on niin pieni, ettd
DAPPI-MS:n herkkyys ei riitd havaitsemaan sitd. Toisaalta voi olla my0s niin, ettd
jotakin samalla massalla esiintyvdd yhdistettd on aivoleikkeissd niin suuri méérd D;-

vitamiiniin verrattuna, ettd D;-vitamiinia ei ole mahdollista havaita DAPPI:1la.

3.3 7-Dehydrokolesteroli

7-dehydrokolesterolin standardista ja aivoleikkeestd  havaitusta ionista m/z 384

mitattuja MS*-spektrej verrattiin toisiinsa (Kuva 9).
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Kuva 9. Aivoleikkeesti (ylld), 7-dehydrokolesterolin standardista (100 pmol, keskelld)
ja desmosterolin standardista (100 pmol, alla) mitattu MS>-spektri siirtymastd 384
(0,32)—. Suluissa on kéytetty fragmentaatioenergia. Sumutusliuottimena kaytettiin
tolueenia.

7-dehydrokolesterolin standardista havaitut ionit havaittiin my0s aivoleikkeista.
Standardista mitatussa spektrissd intensiivisin ioni oli m/z 351. Aivoleikkeen spektrissa
intensiivisin ioni oli m/z 369, jonka suhteellinen intensiteetti on 554 % (+ 105 %, n = 4),
kun verrataan ioniin m/z 351. Tadmén lisdksi selkeimmit erot suhteellisissa
intensiteeteissd havaitaan ioneilla m/z 366 ja 271. lonin m/z 366 suhteellinen
intensiteetti standardista oli vain 57 % (= 2 %, n = 4), kun vastaava luku aivoista oli 243
% (£ 28 %). Puolestaan ionin m/z 271 suhteellinen intensiteetti aivoleikkeistd (125 % =+
9 %) oli huomattavasti suurempi kuin standardin spektrissi (35 % = 2 %). Tarkemman
informaation saamiseksi sekd aivoista ja 7-dehydrokolesterolin standardista mitattiin

vield myos MS’-spektrit siirtymilld 384—366— (Kuva 10).
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Kuva 10. Aivoleikkeestd (ylld), 7-dehydrokolesterolin standardista (100 pmol, keskelld)
ja desmosterolin standardista (100 pmol, alla) mitattu MS’-spektri siirtymastd 384
(0,32) —366 (0,70)—. Suluissa kéytetty fragmentaatioenergia. Sumutusliuottimena
kéytettiin tolueenia.

MS’-mittauksista saatiin samansuuntaiset tulokset kuin MS*-mittauksista eli standardin
spektrissd (n = 4) havaittavat ionit havaittiin myds aivoista (n = 4), mutta ionien
suhteelliset intensiteetit eivit olleet yhtenevéiset. Standardin spektrissé intensiivisin ioni
oli m/z 351. Aivoleikkeen spektrissid intensiivisimpdnd ionina oli m/z 253 ja sen
suhteellinen intensiteetti oli 143% (+ 33%), kun verrataan ionin m/z 351 intensiteettiin.
Lisdksi huomattavat eroavaisuudet spektreissd havaittiin ioneilla m/z 325 ja 226. Niiden
suhteelliset intensiteetit standardista olivat 47 % (= 13 %) ja 61 % (= 2 %).
Aivoleikkeistd vastaavat luvut olivat 11 (= 11 %) ja 89 % (£ 20 %).
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Aivoleikkeistd mitatuissa MS3-spektreisséi (siirtymd 384—366—) intensiteetit olivat
kuitenkin hyvin pienid eivitkd spektrit olleet toistettavia. Intensiivisimmén ionin m/z
253 intensiteetti oli keskimdirin reilun 100 yksikon luokkaa. Aivoleikkeistd ettd 7-
dehydrokolesterolista mitattiin MS’-spektrit myds siirtymasti 384— 351—. Aivoista
mitattujen spektrien intensiteetit olivat kuitenkin vield pienempid kuin siirtyméllad
384—366—, civitkd spektrit olleet toistettavia. Niiden tietojen perusteella voidaan

todeta, ettd DAPPI:lla ei havaittu 7-dehydrokolesterolia rotan aivoleikkeista.

3.4 Desmosteroli

Desmosterolistandardia (100 pmol) ei havaittu DAPPIL:lla, kun sumutusliuottimena
kéytettiin asetonia. Tolueeni sumutusliuottimena desmosterolista havaittiin ioni m/z 384
M". Timin perusteella oli mahdollista, etti desmosteroli voitaisiin havaita
aivoleikkeisti DAPPI:lla tolueeni sumutusliuottimena. Desmosterolin standardista
tehtiin MS*-mittauksia, joita verrattiin aivoleikkeisti tehtyihin MS*mittauksiin (Kuva

9).

Desmosterolin hajottamiseen tarvittiin véhemmaén energiaa, kuin aivoista vastaava ioni
tarvitsi (siirtymé 384—). Samaa energiaa kdytettdessd intensiivisin ioni desmosterolin
spektrissd oli m/z 271 (n =1). Aivoleikkeessé puolestaan intensiivisin ioni oli m/z 369 ja
sen suhteellinen intesiteetti oli 442 % (£ 55 %, n = 4) verrattaessa ioniin m/z 271. My0s
esimerkiksi ionin 366 suhteelliset intensiteetit olivat tdysin eri luokkaa: desmosterolin
standardista ionin m/z 366 suhteellinen intensiteetti oli 82 % ja aivoista 195 % (£ 16

%).

Lisdksi vertailtiin aivojen ja desmosterolin MS’-spektreji siirtymilld 384 —366 —
(Kuva 10). Desmosterolin standardin spektrissd intensiivisin ioni oli m/z 351 (n = 2).
Aivoleikkeiden spektrin intensiivisin ioni oli m/z 253 ja sen suhteellinen intensiteetti oli
143 % (£ 33 %, n = 4) verrattaessa ioniin m/z 351. Standardin spektrissd ionin m/z 253
suhteellinen intensiteetti oli pieni, vain noin 31 %. Néiden tietojen perusteella voidaan

todeta, ettd desmosterolia ei havaittu rotan aivoleikkeistd DAPPI:1la.
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3.5 7-ketokolesteroli

7-ketokolesterolistandardista mitattuja spektrejd verrattiin aivoleikkeistd mitattuihin
spektreihin kiyttien asetonia sumutusliuottimena. MS>-spektreissd (siirtymi 401—)
aivoista ja 7-ketokolesterolin standardista havaittiin selkeédsti intensiivisimpind
fragmentteina ionit m/z 383 ja 365. Spektrin intensiivisimpien tuoteionien m/z-ero on 18
ja 36. 7-ketokolesterolissa on kaksi hydroksyyliryhmdd (Kuva 11), jotka
todennikoisesti lohkeavat vetend muodostaen ndmi intensiivisimmét fragmentti-ionit
([M-H,0+H]" ja [M-2H,0+H]"). Koska veden lohkeaminen yhdisteestdi on hyvin

tavallista, mitattiin ndistd kahdesta ionista vield MS>-spektrit.

HO O

Kuva 11. 7-ketokolesterolin kemiallinen rakenne.

Fragmentin m/z 383 tuoteionispektri ei myoOskddn tuonut juurikaan lisdinformaatiota,
koska seké aivoista ettd standardista mitatussa spektrissd selkedsti suurimpana piikkini
havaittiin ioni m/z 365 ja seuraavaksi intensiivisimmén ionin suhteellinen intensiteetti
oli vain noin 20 %. Spektrit olivat kuitenkin yhteneviiset. Fragmentista 365 mitatut
MS’-spektrit  taas  toivat monipuolisempaa tietoa  tutkittavan  yhdisteen

fragmentoitumisesta (kuva 12).
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Kuva 12. Aivoleikkeestd (ylld) ja 7-ketokolesterolin standardista (100 pmol, alla)
mitattu MS’-spektri siirtymastd 401 (0,32) —365 (0,68)—. Suluissa on mainittu
kéytetty fragmentaatioenergia. Sumutusliuottimena kaytettiin asetonia.
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Taulukko 8. Taulukossa on vertailtu kuvassa 12 esitettyjen spektrien ionien suhteellisia

intensiteetteja.
Ioni Havaitun ionin suhteellinen intensiteetti (%)
Standardi (n = 4) Aivoleike (n = 4)
157 100 % 100 %
253 75%+9 % 89 % +9 %
159 55%+5% 61 %+4%
239 57 %+ 12 % 64 % +4%
211 46 % £ 7 % 68 % =12 %
197 43 % +9 % 39% £ 16 %
225 39% +2% 47 % £ 9 %
309 37% +4 % 48 % £ 14 %
199 37%+5% 40 % £+ 14 %
185 35%+4% 32%+2%
281 29 % +2 % 35 %+5%
213 26 % +4 % 25%+3 %
171 23 % +2 % 25% +8 %
183 23 % +2 % 22 % +3 %
323 22 % +3 % 21 % +£2 %
267 22 % +6 % 28 % +6 %
252 21 % +1% 16 % +3 %
283 21 % +£5% 31 % +2 %
142 19% +3 % 18% +3 %
145 18% +3 % 20% +7 %
131 10% +£2 % 14 % +8 %
105 8% +2 % 11%+2%

Taulukkoon 8 kootuista MS’-spektrien suhteellisista intensiteeteisti havaitaan, etti
standardin ja aivoleikkeen spektrit ovat hyvin yhtenevidiset. Keskimddrin kaikki
suhteelliset intensiteetit olivat alle 30 % prosentin sisilld toisistaan standardissa ja
aivoleikkeessd, mitd pidetdén luotettavana tunnistuksena MS"-mittauksissa esimerkiksi
torjuntaineanalytiikan alalla (SANCO/12571/2013). Voidaan siis todeta, ettd DAPPI:1la

havaitaan 7-ketokolesteroli rotan aivoleikkeesta.

3.6 Kolesteroli

Kolesterolista havaittiin asetoni sumutusliuottimena intensiivisimpani ionina m/z 369
eli [M-H,O+H]" (Taulukko 6). Kolesterolista havaittiin asetonilla my®s ionit m/z 385 ja

401 (Kuva 13). Ionin 385 suhteellinen intensiteetti kolesterolin spektrissd oli kuitenkin
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pieni, vain noin 2 % (+ 0,5 %, n = 5) ja ionin 401 suhteellinen intensiteetti vain noin 1
(= 0,5 %, n = 5). Koska aivoistakin havaittiin asetonilla ionit m/z 385 ja 401, haluttiin

MS’-mittauksilla tutkia voisivatko aivoista havaitut ionit m/z 385 ja 401 johtua

kolesterolista.

Intens. 3853 +MS, 28.6-29.3min #(1802-1869), Background Subtracted

5000

4000

3000 3833

2000

1000 3843

0_-||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

3825 385.0 3875 390.0 3025 305.0 3075 400.0 4025  miz

Kuva 13. Kuvassa on kolesterolista (méérd 500 pmol) asetonilla mitattu spektri. Siitd
voidaan havaita ionit m/z 385 ja 401.

Kéayttiméllimme kolesterolin miarélld (500 pmol per néytepiste) ei kuitenkaan saatu
riittivéi intensiteettia MS>-spektreihin (401—365—). Intensiteetit olivat vain alle sadan
yksikon luokkaa, minkd vuoksi saadut spektrit eivit olleet toistettavia. Tdémén vuoksi

spektreistd voitu tehdd mitéén johtopaatoksia.

4 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Aivot ovat monimutkainen biologinen matriisi, jossa voi esiintyd useita yhdisteitid
samalla m/z-suhteella. DAPPI:1la nditd yhdisteitd ei ole mahdollista erotella toisistaan.
Témin vuoksi tdssd tutkimuksessa mielenkiinnon kohteina olleiden tiettyjen
aivoleikkeistd havaittujen ionien alkuperdn selvittiminen vaati MS"-mittauksia. Niiden
avulla pystyttiin mahdollisimman luotettavasti toteamaan havaitaanko tutkittava yhdiste
aivoleikkeistd. Aivoissa samalla m/z-suhteella esiintyvét yhdisteet voivat kuitenkin

johtaa ionisuhteiden muutoksiin aivoista mitatuissa spektreissé verrattaessa standardista
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mitattuihin spektreihin. Jos aivoleikkeestd ja standardista havaitaan samat ionit, mutta
ionien suhteelliset intensiteetit eivdt ole yhteneviiset, voi se johtua aivoleikkeessé
olevasta yhdesti tai useammasta samalla m/z-suhteella esiintyvistd yhdisteestd. Tassé
tutkimuksessa 25-OH-Ds-vitamiinin, 7-dehydrokolesterolin ja desmosterolin kohdalla
samat ionit havaittiin sekd standardista ettd aivoleikkeistd. Ionien suhteelliset
intensiteetit eivit kuitenkaan olleet yhtenevidiset. Tdmdn vuoksi ei voida luotettavasti
todeta, ettd tutkittava yhdiste havaittaisiin aivoleikkeestd. On kuitenkin mahdollista, ettéd
aivoista havaitut spektrit ovat yhdistelmé tutkittavasta yhdisteestd ja jostakin toisesta

yhdisteesta.

Tutkittavista yhdisteistd 25-OH-Ds-vitamiinia (Ahonen ym. 2014), desmosterolia
(Wang ja Griffiths 2008; Ahonen ym. 2014) ja 7-dehydrokolesterolia (Tint ym. 1995)
on aiemmin pystytty havaitsemaan aivokudoksesta muilla menetelmilld. Aiemmissa
tutkimuksissa desmosterolia on havaittu hiiren aivokudoksesta 7,95-12,3 ng/g
pitoisuuksina (Ahonen ym. 2014). Hiiren vasta kehittymdssd olevissa aivoissa
desmosterolin pitoisuus on huomattavasti suurempi, jopa 10-40 ng/g (Wang ja Griffiths
2008). Jatkossa voitaisiin tutkia, havaitaanko desmosterolia kehittyvistd aivoista. 25-
OH-Ds-vitamiinia on aiemmin havaittu aivokudoksesta vain yhdessd tutkimuksessa
(Ahonen ym. 2014). Sen pitoisuus hiiren aivokudoksessa oli noin 4 ng/g. Tdma viittaa
sithen, ettd 25-OH-Ds-vitamiinin pitoisuus aivokudoksessa on niin alhainen, ettd siti ei

ole DAPPI:1la mahdollista havaita.

Myo6skddn Ds-vitamiinia ei havaittu DAPPL:lla rotan aivoleikkeistd. Ds-vitamiinin
kohdalla erot standardin ja aivoleikkeiden spektrien vililld olivat niin selkedt, ettd
todennékoisesti Ds-vitamiini ei ole edes osana aivoista mitatussa spektrissi. Sitd ei
tietddksemme ole aiemmin pystytty havaitsemaan aivokudoksesta muillakaan
menetelmilld. Halusimme kuitenkin tutkia Ds-vitamiinin standardilisdyksen avulla,
mika olisi pienin méérd, jonka voisimme DAPPI:1la aivokudoksesta havaita. Suurin
standardilisdys, jonka teimme oli 1 pmol ja sitd ei havaittu aivoleikkeestd. Aiemmin Ds-
vitamiinin analysointiin aivokudoksesta kehitetyn menetelmin havaintoalaraja on 1,0
ng/ml (Ahonen ym. 2014). Témi viittaa sithen, ettd Dj;-vitamiinin madré

aivokudoksessa on niin pieni, etti DAPPL:n herkkyys ei riitd sen havaitsemiseen
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aivokudoksesta. Jo aiemmin on osoitettu, ettd biologinen matriisi voi heikentda
DAPPL:n herkkyyttd ja nostaa havaintoalarajoja jopa 20-160-kertaisiksi, jos verrataan
puhtaasta liuoksesta maidritettyihin havaintoalarajoihin (Suni ym. 2011). Muiden

tutkittavien yhdisteiden kohdalla standardilisdysti aivoleikkeisiin ei kokeiltu.

Valituista yhdisteistd kolesterolia on aiemminkin tutkittu DAPPI:1la aivokudoksesta
(P61  ym.  2009). Tutkimuksessamme  havaitsimme DAPPI:lla  asetoni
sumutusliuottimena ionit m/z 369 ja tolueenilla vastaavasti ioni m/z 368. Vaikka emme
tutkineet edelld mainittujen ionien MS"-spektrejd, niin kirjallisuuden perusteella
kyseessi on todennikdisesti tolueenilla kolesterolista muodostunut [M-H,O]™ ja
asetonilla kolesterolista muodostunut [M-H,O+H]" (Murphy ym. 2009; P61 ym. 2009;
Griin ja Besseau 2016). MS"-mittausten perusteella ei voitu tdmén tutkimuksen
perusteella sanoa, johtuvatko aivoista asetonilla nédhtdvit ionit m/z 385 ja 401
kolesterolista. Samat ionit havaittiin kolesterolistandardin scan- ja MS*-spektreissi.
MS’-mittausten avulla saavutetettaisiin kuitenkin parempi spesifisyys, mutta kiytetyilld

pitoisuuksilla ei saatu toistettavia MS>-spektreja.

Kaytettyjen  tunnistuskriteerien  perusteella  voidaan  todeta, ettd  asetoni
sumutusliuottimena rotan aivoleikkeistd havaitaan 7-ketokolesterolia. DAPPI:lla 7-
ketokolesterolia ei ole tietddksemme aiemmin havaittu aivokudoksesta. Sitd on
kuitenkin pystytty havaitsemaan aivokudoksesta muilla menetelmilld (Miayjima ym.

2011; Cheng ym. 2011; Ahonen ym. 2014).

Oksisteroleja, kuten 7-ketokolesterolia, tutkittaessa ongelmana kuitenkin on, ettd niité
voi muodostua kolesterolin auto-oksidaation seurauksena tutkittavien néytteiden
késittelyn ja varastoinnin aikana (Griffiths ym. 2013). Endogeenisesti elimistdssé
muodostuneiden oksisterolien rakenne voi olla tdysin samanlainen kuin ilman
vaikutuksesta muodostuneiden. Esimerkiksi Diestel ja muut (2003) havaitsivat MS-
tautia sairastavien potilaiden selkdydinnesteesséd 7-ketokolesterolia jopa noin 7 mg/ml
pitoisuuksina. Myohemmin Leonin ja muiden (2005) tekemissd tutkimuksessa
médritetyt 7-ketokolesterolin pitoisuudet olivat jopa 1000 kertaa pienempid kuin

ailemmin Diestelin ja muiden (2003) raportoimat pitoisuudet. Kolesterolin auto-



35

oksidaatiota voitaisiin vdhentdd esimerkiksi poistamalla kolesteroli niytteestd
mahdollisimman nopeasti ja vilttdmilld korkeita ldmpotiloja (Griffiths ym. 2013).
DAPPIL:a kéytettdessd kumpikaan ndistd ei ole mahdollista, silld desorptio perustuu
lampdon ja tarkoituksena on tutkia aivoleikkeitd suoraan ilman esikésittelyvaiheita.
Témin takia voidaan epdilld, ettd DAPPIL:lla havaittu 7-ketokolesteroli voi johtua

néytteessd olevasta kolesterolista.

Yhteenvetona voidaan sanoa, etté tutkituista yhdisteistd 7-ketokolesteroli on ainoa, joka
DAPPI:1la havaitaan rotan aivoleikkeistd. Havaitusta 7-ketokolesterolista on tdmidn
tutkimuksen perusteella mahdotonta sanoa, onko se endogeenisesti muodostunut vai

muodostuuko se nédytteiden séilytyksen ja analyysin aikana.
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