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Infoleht

Metaboliitide stabiilsuse hindamine vereplasmas

vedelikkromatograafia-massispektromeetria meetodil

Kokkuvote. Metaboloomika eesmidrk on tuvastada organismis sisalduv biomolekulide,
metaboliitide, komplekt. Metaboliitide véartuste reprodutseeritavust voivad mdjutada erinevad
preanaliiiitilised tingimused. Vaatamata mitmekiilgsetele uuringutele ei ole kirjanduse andmed
kliinilise t66voo jaoks piisavad. Eestis on esmakordselt vdimalus SA TUK Geneetika ja
personaalmeditsiini kliinikus kasutusele votta QTOF massispektromeeter, et seda rakendada
kliinilisteks analiiiisideks. Seetottu on vajalik saadavaid tulemusi kontrollida ja vorrelda
kirjanduses avaldatutega. Magistritoo iildine eesmérk oli vilja selgitada sobivad vereplasma
sdilitustingimused - séilitades alikvooditud materjali kolmel erineval temperatuuril ja analiilisides
neljas erinevas ajapunktis. T66 tulemused toetavad teooriat, mille kohaselt esineb metaboliitide

hulgas ebastabiilseid analiiiite, mis vajavad standardiseeritud preanaliiiitikat.

Mirksonad: metaboloomika, preanaliiiitika, stabiilsus, LC-MS,

CERCS kood: B110 Bioinformaatika, meditsiiniinformaatika, biomatemaatika, biomeetrika,
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Evaluation of Metabolite Stability in Blood Plasma
Using Liquid Chromatography-Mass Spectrometry

Summary. The aim of metabolomics is to identify the set of metabolites in an organism. Various
pre-analytical conditions can affect metabolite value reproducibility. Despite extensive studies,
literature data is insufficient for clinical workflows. In Estonia, the QTOF mass spectrometer can
be introduced at Tartu University Hospital's Clinic of Genetics and Personalized Medicine for
clinical analyses. Therefore, results need validation and comparison with published data. This
master's thesis aimed to determine suitable blood plasma storage conditions by storing aliquots at
three temperatures and analysing them at four time points. The results support the theory that

some metabolites are unstable and require standardised pre-analytics.
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Kasutatud liithendid

Da - dalton - mootiihik, mida kasutatakse aatomite ja molekulide massi viljendamiseks
IS - sisestandard (ingl internal standard)

CV - variatsioonikoefitsent (ingl Coefficient of variation)

ESI - elektropihustusionisatsioon

GC-MS - gaasikromatograafia-massispektromeetria  (ingl Gas chromatography—mass

spectrometry)
MS - massispektromeetria (ingl mass spectrometry)

LC-MS - vedelikkromatograafia-massispektromeetria (ingl Liquid chromatography—mass

spectrometry)

LoD - avastamispiir (ingl limit of detection)

NMR - tuumamagnetresonantsi spektroskoopia (ingl Nuclear magnetic resonance spectroscopy)
QTOF - kvadrupool-lennuaja massispektromeeter (ingl Quadrupole Time-of-Flight - QToF)

SA TUK - Sihtasutus Tartu Ulikooli Kliinikum

SD - standardhilve (ingl standard deviation)



Sissejuhatus

Metaboloomika on osa oomikast ning selle eesmirk on tuvastada organismis sisalduv
biomolekulide komplekt, metaboliidid, mis esindavad kdige paremini molekulaarset fenotiiiipi.
Inimese metaboloom on keeruline, diinaamiline ja muutustele reageeriv. Metaboliitide
kontsentratsioonid muutuvad kiiresti vastusena flisioloogilistele muutustele ja annavad olulist

infot biokeemilises radades toimuva kohta kindlal ajahetkel.

Metaboloomika abil saab analiiiisida nii kudesid, rakke kui ka kehavedelikke: uriin,veri, siilg,
tserebrospinaalvedelik, bronhoalveolaarne loputusvedelik. Meetodit rakendatakse erinevates
valdkondades bioloogiliste silisteemide funktsionaalsuse késitlemiseks. Metaboloomikat on
praktiseeritud juba aastakiimneid ja selle oluliseks eesmirgiks on omistada metaboliitidele

bioloogilised tdhendused ja astuda nii l1dhemale haiguse mehhanismide véljaselgitamisele.

Metaboliitide reprodutseeritavust proovides vdivad mdjutada erinevad preanaliiiitilised
tingimused. Metaboliitide stabiilsuse véljaselgitamiseks on 1dbi viidud mitmeid uuringuid, kuid
need ei ole kliinilise t6&voo jaoks piisavad. Niiiid on vdimalus esmakordselt Eestis SA TUK
Geneetika ja personaalmeditsiini kliinikus kasutusele votta QTOF massispektromeeter. Eesmérk
on anallisaator kaasata kliinilisse to0sse, et pakkuda tdpsemaid ja uusimaid analiiiisivdimalusi
geneetiliste haiguste varajaseks avastamiseks ning monitoorimiseks. Selleks on vajalik 14bi viia

erinevaid metoodika arenduse etappe.

Magistritdds uuriti metaboliitide stabiilsust. Eksperimentaalse osa iildine eesmérk oli vélja
selgitada vereplasma sobivad siilitustingimused - sdilitades alikvooditud materjali kolmel
erineval temperatuuril (4 °C, —20 °C, —80 °C) ja analiilisides neljas erinevas ajapunktis (0 pdeva,
7 pédeva, 28 pdeva, 56 pdeva). Uurimustod kdigus kontrolliti kirjanduses olevaid andmeid ja
vorreldi saadud tulemustega, et vélja selgitada plasmade optimaalne siilitustemperatuur.
Magistritods analiiiisiti, kas plasmade lithiajaline sdilitamine korgemal temperatuuril kui —80 °C
mojutab metaboliitide kontsentratsioone. Eksperiment aitas optimeerida meetodit, mida saab

hiljem rakendada kliinilises t60s.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Metaboloomika

Oomika metoodikate eesmérk on bioloogiliste slisteemide mitmetasandiline iseloomustamine, et
tuvastada rakus, koes voi organismis sisalduv biomolekulide komplekt, tekitades suurel hulgal
andmeid, mida hiljem hinnata bioinformaatika ja statistika vahenditega (Tebani jt., 2016, Klassen
jt., 2017). Selline ldhenemine pakub Tebani jt. (2016) andmetel voimalusi haiguste
soeluuringuks, diagnoosimiseks ja ravi jalgimiseks. Oomika metoodikate hulka kuuluvad Klassen
jt. (2017) jargi genoomika, transkriptoomika, proteoomika ja metaboloomika, millest viimane on

uudseim valdkond.

Metaboliitide suhtelise kontsentratsiooni muutust moddeti 1998. aastal, vaadeldes seda nii geeni
deletsiooni kui iileekspressiooni korral ning see tdi kirjandusse mdiste “metaboloom”, mida
kasutati kogu organismi siinteesitud metaboliitide kohta (Oliver jt., 1998). Esimesed metaboolsed
uuringud teostati Oliver jt (1998) andmetel parmi rakkudega. Organismi metaboloomi moodustab
Yanes jt. (2020) pohjal orgaaniliste iihendite, metaboliitide komplekt, mis périneb
elusorganismides toimuvate keemiliste reaktsioonide jadast, st ithe biokeemilise reaktsiooni
produkt saab substraadiks teistele reaktsioonidele, tagamaks nii organismi elutegevuseks
vajalikke sisetingimusi. Metaboliidid on madala molekulmassiga (50-1500 daltonit (Da))
biokeemilised iihendid, mis peegeldavad rakkude ja kudede biokeemilist olekut, esindades kdige

paremini molekulaarset fenotiiiipi (Yanes jt., 2020, Fomenko jt., 2022).

Inimese metaboloom on keeruline, diinaamiline ja muutustele reageeriv. Metaboliitide
kontsentratsioonid muutuvad kiiresti vastusena fiisioloogilistele muutustele ja annavad olulist
infot biokeemilises radades toimuva kohta kindlal ajahetkel (Tebani jt., 2016). Mitmed
metaboliidid juhivad olulisi raku funktsioone: energia tootmine ja salvestamine, signaaliiilekanne
ja apoptoos (Johnson jt., 2016). Rakkudes, biovedelikes, kudedes ja organismides esinevaid
viikesi molekule uurib metaboloomika, liigitades need endogeenseteks ja eksogeenseteks, millest
esimesed tekivad kehas toimuvate reaktsioonide kdigus, teised aga parinevad mikroorganismidest
vOi saadakse toitainete ja ravimite tarbimisel (Johnson jt., 2016, Rahman jt., 2023). Metaboliitide
biokeemilised toimed on vidga ulatuslikud (Johnson jt., 2016) ning muutused endogeensetes
metaboliitides peegelduvad fenotiilibis, andes olulist informatsiooni patoloogilise seisundi

diagnoosimisel, haiguse progresseerumisel ja ka ravitdhususe hindamisel (Rahman jt., 2023).
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Metaboliitide hulka kuuluvad Rahman jt. (2023) jiargi mitmekesise struktuuri ja biokeemiliste
omadustega aminohapped, peptiidid, lipiidid ja siisivesikud, 1dmmastikalused ja vitamiinid, mis
on mojutatud nii geneetilistest kui keskkonna teguritest. Metaboloomika abil saab analiilisida nii
kudesid, rakke kui ka kehavedelikke: uriin, seerum, plasma, siilg, tserebrospinaalvedelik,
bronhoalveolaarne loputusvedelik (Dunn, 2011, Johnson jt., 2016, Chetwynd jt., 2017, Rahman
jt., 2023). See on muutumas {iiheks voOimsamaks bioloogiliste siisteemide funktsionaalsuse
kisitlemise ldhenemisviisiks erinevates valdkondades: kliinilistes ja biomeditsiinilistes
uuringutes, toksikoloogias, farmakoloogias, samuti toidu- ja keskkonnateaduses (Alseekh, 2021).
Metaboloomikat on praktiseeritud juba aastakiimneid ja selle oluliseks eesmérgiks on omistada
metaboliitidele bioloogilised tihendused ja astuda nii ldhemale haiguse mehhanismide

viljaselgitamisele (Johnson jt., 2016, Alseekh jt., 2021).

1.2 Tuumamagnetresonantsi spektroskoopia ja massispektromeetria

Tavaliselt tehakse metaboliitide analiilis kahe analiiiitilise platvormi abil: tutumamagnetresonantsi
(NMR - Nuclear magnetic resonance spectroscopy) spektroskoopia ja vedelik- (LC-MS - Liquid
chromatography—-mass  spectrometry)  vO0i  gaasikromatograafia  (GC-MS -  Gas
chromatography—mass spectrometry), millele jairgneb massispektromeetriline analiilis (Fomenko
jt., 2022), need platvormid peaksid tagama korge spetsiifilisuse ja tundlikkuse (Rahman jt.,
2023). Igal uuringu meetodil on omad eelised ja puudused, jirgnevalt tuuakse vilja nende

peamised omadused. Lithemalt on need kirjeldatud ka tabelis (Tabel 1).

NMR spektroskoopia on metaboolsete uuringute jaoks sobiv meetod tdnu oma suurele
reprodutseeritavusele, lihtsale proovide ettevalmistamisele ja vOimalusele mddta erinevaid
viikese molekuliga metaboliite (Tebani jt., 2016, Rahman jt., 2023). Seda peetakse Klassen jt.
(2017) andmetel universaalseks metaboliitide tuvastamise tehnikaks, kus proove saab analiiiisida
otse minimaalse ettevalmistusega ja samaaegselt modta paljusid metaboliitide klasse. Eelistena
toovad Rahman jt. (2023) vilja reaalajas ja kontrollitud temperatuuril toimuvad modtmised, mis
sobivad nii vedelikele kui tahketele proovimaterjalidele ning see vdoimaldab tuvastada enamikku
orgaanilisi aineklasse. Puudusteks on NMR puhul madal tundlikkus (Tebani jt., 2016, Klassen jt.,
2017), kallis aparatuur ja metaboliitide vdhene katvus (Rahman jt., 2023). Samuti peetakse
puudusteks spektraalset keerukust ja signaalide katvust teatud spektripiirkondades, mis muudab

selge identifitseerimise keeruliseks (Klassen jt., 2017). NMR kasutatakse Rahman jt. (2023)
7



andmetel peamiselt prekliinilistes sdeluuringute laborites, et varakult diagnoosida metaboolset

stindroomi uriinist, seerumist voi plasmast.

Massispektromeetria (MS - mass spectrometry) on NMR-iga vorreldes tundlikum ja
spetsiifilisem, méérates molekulide identiteeti nende massi kaudu (Klassen jt., 2017, Johnson jt.,
2016). MS nduab eelnevat eraldamise etappi, mis on oluline proovi keerukuse vihendamiseks ja
ionisatsiooni parssimise mdjude minimeerimiseks, suurendades seeldbi tuvastamise tundlikkust ja
suurendades metaboolsete ainete katvust (Klassen jt., 2017, Alseekh jt., 2021). Erinevad
eraldamistehnikad: gaaskromatograafia (GC - Gas chromatography), korgjoudlusega
vedelikkomatograatia (HLPC - High-performance liquid chromatography) voi iliefektiivne
vedelikkomatograafia ~ (UPLC -  Ultra-performance  liquid  chromatography) ja
kapillaarelektroforees (CE - Capillary electophoresis) (Klassen jt., 2017). Kuna proovimaterjalis
voib esineda tuhandeid erinevaid ioone, minimeerib Johnson jt. (2016) jdrgi kromatograafiline
eraldamine enne massispektromeetrisse sisenemist signaali summutamise. Seeldbi suurendatakse
tundlikkust, mis vdib veelgi paremini aidata kaasa metaboliitide tuvastamisele (Johnson jt.,
2016). Massispektromeetriat iseloomustab korge tundlikkus ja hilisemat andmeanaliiiisi toetav
spetsiaalne tarkvara (Dunn, 2011). Tegemist on mittekvantitatiivse analiisaatoriga, mis nduab
kalibreerimist (Dunn, 2011). Rahman jt. (2023) andmetel ei saa seda kasutada mittelahustuvate

proovimaterjalide korral ning uue {ihendi tuvastamine voib osutuda keeruliseks.

GC-MS sobib hésti madalmolekulaarsete (<650 Da) ja lenduvate metaboliitide jaoks (Dunn,
2011). Ténu derivatiseerimisele ehk funktsionaalriihma modifitseerimisele saab GC-MS-iga
miirata ka erinevaid polaarseid ja korge keemistemperatuuriga metaboliite (Klassen jt., 2017).
GC-MS on suurepdrase tundlikkusega, mille avastamispiir (limit of detection, LoD) ehk
madalaim analiitidi kontsentratsioon, mida on vdimalik metoodikaga usaldusvédrselt tuvastada
(Leito ja Viitak, 2007), on nanomolaarses suurusjidrgus (Dunn, 2011). Sellele seadmele on
Rahman jt. (2023) pdhjal iseloomulik lai metaboliitide katvus, lihtne proovide ettevalmistus ning
hilisemat andmeanaliiiisi toetav eritarkvara. Analiisaatorit kasutatakse pohjaliku metaboloomika

analiiiisi teostamiseks (Rahman jt., 2023).

LC-MS-il pohinevad metaboloomika meetodid vdimaldavad tavapéraselt tuvastada ligikaudu 500
- 1000 erinevat metaboliiti (Rahman jt., 2023). Kromatograafiliste meetodite puhul on signaali

intensiivsus sOltuv iga metaboliidi ionisatsiooniefektiivsusest ja sisestatava lahuse kogusest
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(Leito ja Viitak, 2007, Fomenko jt. 2022). Seetdttu vdib Fomenkot jt. (2022) jargi
kontsentratsioonide kvantitatiivne modtmine proovis olla iisna keeruline. Sel pdhjusel
kasutatakse LC-MS meetodit sageli eksperimentaalsete ja kontrollproovide metaboolsete
profiilide vordlemiseks (Fomenko jt., 2022). Massispektromeetrias saab Dunn (2011) andmetel
metaboliitide tuvastamiseks kasutada ka kahte erinevat ioonireziimi: positiivset ja negatiivset.
Nendes 1oonireziimides ioniseeruvad erinevad molekulid, millel on voime loovutada voi vastu
votta prootoneid, saades seeldbi posititvse vOi negatiivse laengu (Dunn, 2011). Positiivse
reziimiga tuvastatakse nditeks amiine, fenoole ja steroide ning negatiivses ioonireziimis
ioniseeruvad molekulid on karbokstiiilhapped, fosfaadid ja sulfaadid (Dunn, 2011). Mitme
tehnoloogia kombineerimine laiendab metaboliitide ulatust ja uuritavate proovide tiiiipe (Rahman

it., 2023).

Tabel 1. Metaboloomika analiiiisi platvormid

Eelised Puudused Rakendamine
NMR e Lihtne proovide e Madal tundlikkus e Prekliinilised
ettevalmistus o Madal metaboliitide uuringud
e Sobib erinevatele katvus
proovimaterjalidele

e Tuvastab enamiku
orgaanilisi aineklasse

GC-MS |e Hea tundlikkus e Nouab kalibreerimist e Madal-
e Seotud andmeanaliiiisi (@ Tahked proovimaterjalid | molekulaarsed
tarkvaradega ei sobi metaboliidid (<650
e Lai metaboliitide e Absoluutne Da)
katvus kvantiseerimine
keeruline
LC-MS |e Lai metaboliitide e Absoluutne e Pohjalik
katvus kvantiseerimine metaboloomika
e Hea avastamispiir keeruline analiiiis
(LoD — 0.5 nM)
e Seotud andmeanaliiiisi
tarkvaradega




1.3 Sihtmargistatud ja sihtmargistamata metaboloomika

Kasutatud tehnikate pdhjal jaotatakse metaboloomika kahte pdhikategooriasse: globaalne ehk
sihtmérgistamata (untargeted) ja sihtmargistatud (fargeted) (Rahman jt., 2023, Johnson jt., 2016).
Léahenemisviisi valik méérab, kuidas toimub katse kavandamine, proovide ettevalmistamine ja
milliseid analiiiitilisi meetodeid kasutatakse (Alseekh jt., 2021). Sihtmérgistamata meetodi abil on
voimalik patsiente ilma taustteadmisteta profiilida, leida uusi potentsiaalseid biomarkereid ja
jouda eesmirgiviliste leidudeni (Johnson jt., 2016, Coene jt., 2018). Tavaliselt kasutatakse
Rahman jt. (2023) jargi sellist voimalust uurimistdos hiipoteeside loomiseks. Metaboliitide tiiiipe
mojutavad ka valitud ekstraheerimis- ja analiiisimeetod, kuid tulemuseks on alati suur
andmekogum, mis nduab hilisemat analiilisiprotsessi (Johnson jt., 2016). Nii on Klassen jt.
(2017) andmetel voimalik leida metaboliitide seosed erinevate metaboolsete radade vahel ja ka
voimalik seos fenotiilibiga. Sihtmirgistamata metaboloomika peamiseks kitsaskohaks peetakse
Tautenhahn jt. (2012) pdhjal suurt analiiiisitavate andmete hulka. Kuid mdotetulemuste analiitisi
kiirendab ligipdds erinevatele metaboliitide andmebaasidele/raamatukogudele, holbustades
seeldbi ka iildist to6voogu (Tautenhahn jt., 2012). Kuna selle metoodikaga on vdimalik
analiilisida viga laia metaboliitide spektrit, on selle eelduseks korge eraldusvoimega

massispektromeetri kasutamine (Johnson jt., 2016).

Teiseks ldhenemisviisiks on sihtmérgistatud metaboloomika, mida mairatletakse kui
kvantitatiivset vo1 poolkvantitatiivset analiilisi metaboliitidele voi metaboolsetele substraatidele,
mis voivad olla seotud kindlate ainevahetusradadega voi spetsiifiliste keemiliste/biokeemiliste
omadustega (Tebani jt., 2016, Klassen jt., 2017). See ldhenemisviis pakub Johnson jt. (2016)
andmetel sihtmérgistamata metaboloomikast paremat tundlikkust ja selektiivsust, mis on
metoodika vOime eristada analiilisitav komponent teistest ning modta selle kontsentratsiooni
(Leito ja Viitak, 2007). Samas aga eeldab sihtmargistatud metaboloomika varasemaid teadmisi, et
piistitada uurimishiipotees voi1 koostada spetsiifilistes bioloogilistes radades esinevate
metaboliitide profiil (Tebani jt., 2016, Klassen jt., 2017). Metaboolse profiili koostamine sai
Klassen jt. (2017) pdhjal voimalikuks korge eraldusvdimega massispektromeetrite kasutusele
vOtmisega, kus metaboliite analiilisitakse mdne sekundiliste tsiiklitena mitme tunni jooksul.
Sihtmiérgistatud ldhenemisviisi kasutatakse Rahman jt. (2023) jdrgi ravi vOi geneetiliste
modifikatsioonide efekti uurimisel kindlale ensiiiimile, lisaks ka farmakokineetilistes uuringutes.

Vilja on ka toodud kolmas ldhenemisviis, osaline sihtmirgistatud (semi-targeted) analiiiis, mille
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kdigus kvantifitseeritakse sadu teada olevaid metaboliite ning samaaegselt tuvastatakse ka
hiipoteesi véliselt leitud analiilite (Rahman jt., 2023). Koik ldhenemisviisid jargivad sarnast

proovide analiilisimise jada (Klassen jt., 2017).

Metaboliitide midramiseks bioloogilisest materjalist ehk metabotiipiseerimiseks saab Rahman jt.
(2023) jargi kasutada erinevaid analiilisistrateegiaid: metaboolsete sormejilgede (fingerprinting),
jalajilgede votmine (footprinting) ja metaboolse profiili koostamine. Metaboolsete sormejdlgede
midramist kasutatakse peamiselt sihtmirgistamata metaboloomikas, kus saab méérata koik
metaboliitide signaalid, mis esindavad organismi seisundit konkreetsel ajahetkel (Rahman jt.,
2023). Selle strateegia eesmirk ei ole iiksikute metaboliitide eraldamine, vaid analiiiisi kdigus
kogutakse proovide spektrid, mille tulemusi vorreldakse statistiliste meetodite abil ja leitakse
proove eristavad spektripiirkonnad (Chetwynd jt., 2017). Saadud spetsiifiline muster kirjeldab
metaboliitide taseme muutusi konkreetsete slisteemide tingimustes (Rahman jt. 2023). Klassen jt.
(2017) toovad vilja, et metaboolse jalajélje strateegiat rakendatakse peamiselt mikobioloogilistes
ja molekulaarbioloogia uuringutes, et tuvastada sodtmes oleva raku eritatud metaboliite.
Tervikliku metaboolse profiili koostamist, kus moddetakse kindlaksméédratud metaboliite,
rakendatakse nditeks vastsiindinutel kaasastindinud ainevahetushédirete (inborn errors of
metabolism) kahtluse korral, kasutades sihtmérgistatud analiiiise (Tautenhahn jt., 2012, Coene jt.,

2018).

1.4 Kliinilised metaboloomika uuringud

Uha enam rakendatakse kliinilises diagnostikas kogu eksoomi sekveneerimise tulemusi ja see on
Coene jt. (2018) andmetel omakorda tekitanud vajaduse geneetiliste variantide funktsionaalse
tolgendamise jirele. Kaasasiindinud ainevahetushiired on geneetilised muutused, mis on Tebani
jt. (2016) jargi kill harva esinevad, kuid olulise mdjuga, sest pdhjustavad fiitisiliste ja
neuroloogiliste kahjude teket. Need on Lanpher jt. (2006) pdhjal tingitud biokeemilise raja
defektidest, mis on pohjustatud ensiiiimi, selle transporteri vdi kofaktori puudulikkusest,
pOhjustades substraadi kuhjumist vdi puudumist, vOides hdlmata seejuures peaaegu koiki
organeid ja siisteeme. Kliinilised siimptomid vdivad olla mittespetsiifilised ja seetdttu on nende
testimine ja varajane diagnoosimine dirmiselt oluline (Wikoff jt., 2007, Tebani jt., 2016).
Kliinilised nédhud on suuresti mdjutatud keskkonnategurite poolt ja voivad seega ilmneda inimese

igas vanuses (Lanpher jt., 2006). Teostatakse kiill erinevaid vastsiindinute soeluuringuid, kuid
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Coene jt, (2018) pdhjal rutiinsed wuuringud kahjuks kdoiki ravitavaid kaasasiindinud
ainevahetushiireid ei kata. Piiratud valiku metaboolsete radade uurimine takistab uute defektide
avastamist ja seetOttu ei jouta alati dige diagnoosini (Coene jt., 2018). Lanpher jt. (2006) toovad
vilja, et sama geneetilise muutuse korral on tdheldatud erinevaid fenotiilipe. Analiiiisimiseks on
levinud sihtmérgistatud paneelid, mis Coene jt. (2018) andmetel pohinevad erinevatel
analiiiitilistel tehnikatel ja nduavad seetottu laboritelt erinevaid analiisaatoreid ja tdomahukaid
meetodeid. Samuti toovad Coene jt, (2018) vélja, et kliinilise vajaduse ndudmisele vastamiseks
tuleks kasutada metaboliitide analiiiisimiseks terviklikku ldhenemisviisi, mis on voimalik
sihtmirgistamata  metaboloomikat ~ vOimaldava  kvadrupool-lennuaja  kdorgresolutisooni
massispektromeetriga (Quadrupole Time-of-Flight - QToF). Uuringud NMR-ja LC-QTOF-iga on
Wikoff jt. (2007) andmetel ndidanud, et metaboliitide samaaegne sihtmérgistamata tuvastamine
suurendab uute biomarkerite tuvastamise vOimalust ja pakub seeldbi haiguste tdpsemat
kategoriseerimist ja ravi. Isegi pohjalikult uuritud haiguste puhul avastatakse jitkuvalt uusi

haigusseoselisi metaboliite (Wikoff jt., 2007).

To6voo aluseks on uuringu eesmaérgi selge ja arusaadav sonastus, millele jargi saab valida katse
mudeli ja analiiiitilise strateegia (Tebani jt., 2016, Chetwynd jt., 2017, Rahman jt., 2023). Sellest
lahtuvalt saab korraldada proovide ettevalmistamist, andmete kogumist ja statistilist analiiiisi, et
vihendada hilvete (bias) tekkimist ja saada usaldusvéérsed tulemused (Tebani jt., 2016, Rahman
jt., 2023). Enne proovide analiilisimist on oluline teada uuringu protsesside kulgemist, et kogutud
proovi tiilip vastaks uuritavatele hiipoteesile ja metoodikale, sest erinevate kudede,
rakukultuuride ja kehavedelike puhul vdivad ettevalmistusprotsessid erineda (Sumner jt., 2007,

Yin jt., 2013, Chetwynd jt., 2017, Alseekh jt., 2021).

Metaboliitide analiilis massispektromeetria meetodite abil annab Alseekh jt. (2021) andmetel
vOoimaluse tuvastada ja kvantifitseerida tuhandeid metaboliite. Metaboliitide iilempiiri on
keeruline méirata, sest erinevaid metaboliite on védga suurel hulgal (Alseekh jt., 2021). Kuna
metaboloom on oma olemuselt viga diinaamiline, siis ithendite tuvastamine ja usaldusvdirne
kvantifitseerimine nduab rangeid preanaliiiitilisi standardeid (Valo jt., 2022). Metaboliitide véiga
suur mitmekesisus tingib ka nende erineva stabiilsuse, osad analiilidid on séilitustingimuste ja

-aja suhtes tundlikumad kui teised (Haid jt., 2018). Adekvaatsete vastuste tagamiseks on véga
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oluline rakendada proovidele korrektseid preanaliiiitilisi tingimusi, sest nendele mittevastavus

voib mojutada katse edukust (Yin jt., 2013, Chetwynd jt., 2017, Alseekh jt., 2021).

1.5 Preanaliiiitika

Preanaliititilisteks protsessideks loetakse proovide kogumine, ettevalmistamine, alikvootimine,
transport, sdilitamine ja sulatamine (Dunn, 2011, Yin jt., 2013, Alseekh jt., 2021, Rahman jt.,
2023). Preanaliiiitikale pooratakse jérjest enam tdhelepanu ja kdik need protsessid peavad olema
analiilisi korrektseks onnestumiseks standardiseeritud (Yin jt., 2013, Alseekh, 2021, Zeleznik jt.,
2022, Rahman jt., 2023). Lisaks mojutavad metaboliitide taset suuresti kditumuslikust ja
elustiilist tulenevad niiansid. Neid on Zeleznik jt. (2022) andmetel palju, nditeks toitumine,
fliiisiline aktiivsus, naistel menopausi staatus ja sellega kaasnev ravi, lisaks vanus,

kehamassiindeks.

Koige sagedamini kasutatakse metaboliitide analiilisimiseks uriini ja verd (Dunn, 2011,
Chetwynd jt., 2017). Veremetaboliitde madramiseks saab kasutada nii seerumit kui plasmat
(Rahman jt., 2023). Téisverest saadakse seerum ja plasma erinevate meetoditega. Seerumi
kogumiseks jdetakse Yin jt. (2013) andmetel veri hiiilibima ja tsentrifuugides eraldatakse settinud
trombist supernatant. Protsessi kéik voib esile kutsuda erinevaid ensiimaatilisi reaktsioone ja sealt
tulenevalt ka metaboolseid muutusi (Yin jt., 2013). Vereplasma saamiseks kasutatakse
antikoagulante, mis vOivad saastada proove ja mdjutada analiiiise 14bi ioonide supressiooni ja/voi
voimendamise (Yin jt., 2013). Vajalik on teada ja valida proovi tiiiibile sobiv ensiimaatiliste
reaktsioonide katkestamise meetod, et peatada kodik keemilised protsessid ja sdilitada algses
elusrakus esinev metaboliitide profiil (Alseekh jt., 2021). Néiteks kasutatakse Rahman jt. (2023)
andmetel sihtméirgistamata metaboloomikas valkude sadestamiseks (depletion) tavaliselt

orgaanilist lahustit, millele jargneb tsentrifuugimine voi filtreerimine.

Jargnevates alapunktides on vilja toodud ning selgitatud erinevate preanaliiiitiliste tingimuste
kvaliteedi modju metaboolsele profiilile. Lidhemalt on vaadeldud erinevaid uuringuid, mis
kirjeldavad preanaliiiitilisi tingimusi: proovimaterjali valik, verekatsuti valik, paastumine,

proovivotu aeg, hemoliiiisi esinemine, alikvootmine ja sdilitamine.
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1.5.1 Proovimaterjali valik

Kuigi metaboolseid analiilise saab teostada erinevatest proovimaterjalidest, siis vastavalt
uurimustdod eesmargile keskendutakse vaid vere metaboliitide médramisele. Esmalt vaadeldakse
plasma ja seerumi vahelisi erinevusi ja tutvustatakse erinevate uuringute tulemusi. Uldiselt on
vere metaboliitide stabiilsuse uuringutes keskendutud pigem plasmale kui seerumile, kuid neid on
ka vorreldud (Yu jt., 2011, Breier jt., 2014, Nishiumi jt., 2018, Paglia jt., 2018, Valo jt., 2022).
MS meetoditel pohinevad uuringud néitasid, et mdddetud metaboliitide kontsentratsioonid olid
seerumis iildiselt kdrgemad, see voib tuleneda valkude mahuosa vdhendamisest, mis muudab
iilejdénud viikese molekulmassiga koostisosad kontsentreeritumaks (Yu jt., 2011, Breier jt 2014,
Nishiumi jt, 2018, Paglia jt., 2018). Vordlusuuringus on tuvastatud seerumis korgema
kontsentratsiooniga tulemused aminohapete ja biogeensete amiinide puhul, vorreldes plasmaga
(Paglia jt. 2018) Eraldi tuuakse védlja ka veel asparagiinhappe, tauriini ja serotoniini
kontsentratsiooni tdus seerumi puhul (Paglia jt., 2018). Lisaks on leitud seerumis arginiini
kdrgemat kontsentratsiooni, mille pdhjuseks voib olla selle vabanemine trombotsiiiitidest
hiitibimisprotsessi ajal (Yu jt., 2011). Sarnane analiiiit on Yang jt. (2013) andmetel ka serotoniin,

mis paikeb vereliistakutes ja mis v3ib neist vabanedes anda kdrgenenud véértusi ka plasmas.

Kahes lidbiviidud uvuringus hinnati plasma usaldusvéarsust kdrgemalt ning tddeti, et plasma tagab
reprodutseeritavamad metaboolsed profiilid (Yu jt., 2011, Breier jt., 2014). Yu jt. (2011) leidsid,
et plasma parem reprodutseeritavus vOib tuleneda asjaolust, et plasma kogumisel ei kulu aega
hiiiibimisele ja seetdttu on protsess lihtsam ning kiirem. Seerumi hiilibimisprotsessi kéigus
vabaneb erinevas koguses vererakkudest périnevaid metaboliite, mis vdivad modjutada
metaboliitide kontsentratsioone rohkem kui plasma ettevalmistus (Nishiumi jt., 2018).

Kokkuvottes voib jareldada, et metaboolse profiili uuringutes on eelis pigem plasmal.
1.5.2 Verekatsuti valik

Vere kogumisel voib kasutada erinevaid proovindusid, millel voib olla moju analiiiisitulemustele.
Jargnevalt on kirjeldatud erinevaid uuringuid, kus teostati vordluskatseid koagulandi moju
hindamiseks. Uuringutes, kus vorreldi NMR meetodil hepariini ja EDTA lisandite moju tldisele
metaboolsele profiilile, erinevusi ei tdheldatud (Pinto jt., 2014, Townsend jt., 2013, Midttun jt.,
2014). Townsend jt (2013) vdrdlesid 158 metaboliidi tulemusi, millest 92% olid sarnase
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varieeruvusega, sarnased tulemused leidsid ka Midttun jt. (2014), vorreldes 38 metaboliidi
stabiilsust. Yin jt. (2013) on ndidanud, et LC-MS meetodil vorreldud EDTA, tsitraadi,
naatriumfluoriidi, liittumhepariini katsutisse voetud tiihiproovides ja plasma metaboolsetes
profiilides esines kdige vahem katsutist tulenevat miira EDTA ning naatriumfluoriidi puhul, kuid
tsitraadi lisandiga katsuti tiihiproov nditas vaid moningaid lisasignaale. Yin jt. (2013) jéreldasid,
et keemiline miira voib pirineda katsutites olevatest plasthelmestest ning leidsid, et kdige
usaldusvédrsemad tulemused saadakse EDTA katsuteid kasutades. Lisaks eelnimetatud plasma
katsutitele analiiiistiti ka seerumi proovindud ning selle miira hulk oli sarnane liitiumhepariini

proovindule (Yin jt., 2013).

Uuringus, kus 80 inimeselt koguti veri EDTA, tsitraadi ja seerumi verekatsutisse, leiti EDTA
katsutist sarkosiini sisaldus, seega ei sobi EDTA plasma sarkosiini tdpseks mdotmiseks (Paglia
jt., 2018). Hepariini, EDTA ja tsitraadi lisandite mdju vordlusuuringus metaboolsele profiilile
pidasid Hebels jt. (2013) parimaks valikuks hepariini sisaldusega verevotu katsutit, sest selle
proovindu korral oli tdendosus ioonsupressiooni tekkeks minimaalseim. Samuti leidsid Hebels jt.
(2013), et erinevate verevotu katsutitesse voetud plasmaproovide analiilisitulemusi ei tohiks
omavahel vorrelda (Hebels jt., 2013). Kuid siiski on leitud, et suurimad metaboloomi erinevused
tulenevad pigem seerumi ja plasma erinevustest, kui plasma erinevate verekatsutite lisanditest
(Paglia jt., 2018). Nende uuringutega tutvumise jérel ei saa véita, et kindla lisandiga katsutil on
teiste ees selge eelis. Soovituslikult peaksid proovivdtu tarvikud parinema samalt tootjalt, sest

need mojutavad proovi ja tulemused kajastuvad analiiiisivastuses (Sumner jt., 2007).

1.5.3. Paastumine

Uheks preanaliiiitiliseks tingimuseks, mis vdib mdjutada metaboolset profiili, peetakse ka
paastumist. Uuringus, kus Townsend jt. (2013) vordlesid rohkem kui kaheksa tundi paastunud ja
mitte paastunud patsientide vereplasmasid, jdi erinevate metaboliitide klasside piikide pindalade
erinevus <6%. Uldiselt leiti, et paastumine ei mdjuta enamiku metaboliitide laboratoorset
varieeruvust (Townsend jt., 2013). Hilisemas uuringus vaadeldi erinevate paastumisaegade moju
metaboolse profiili tulemustele ja Townsend jt. (2016) tdid vélja erinevate aineklasside
varieeruvuse. Uuringus selgus, et aminohapete tase vereproovis oli langenud alles parast >5-13
tunnist paastu, selle pohjal peaks nende tapsel mdotmisel kaaluma pikemat paastu (Townsend jt.,
2016). Kuid enamiku (>80%) aminohapete piikide pindalade protsentuaalsed erinevused olid
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<15% ja seega jdreldasid Townsend jt. (2016), et paastumine ei mdjuta oluliselt aminohapete
modtetulemusi. Uuringus osutusid aga sapphapped ja vitamiinid kdige varieeruvamateks
metaboliitideks, mille muutlikkus oli suur <4 tunnise paastu jirel, see tuleneb toitainete
tarbimisest ja keha fiisioloogiliste protsesside eripdradest (Townsend jt., 2016). Lisaks lugesid
Townsent jt. (2016) varieeruvateks ka orgaanilised happed ning puriinid ja pilirimidiinid, mille
tasemete puhul leiti kerge erinevus ka <4 tunnise paastu jarel. Kuigi uuringus on toodud vélja
erinevate aineklasside varieeruvused, siis kokkuvdtlikult jireldatakse, et paastumise on

preanaliiiitilise tingimusena metaboolsete uuringute tulemuste suhtes vihe oluline (Townsend jt.,

2016).

Paastumise modju uuringuid on tehtud ka vereseerumitega, kus leiti paastumise moju
aminohapetele ja atsiililkarnitiinidele (Thomson jt., 2012). On leitud, et paastumise mojul keha
muudab enda gliikkogeeni varud rasvhapeteks, mistottu atstiiilkarnitiinide tase organismis tduseb,
samas kui mittepaastumine suurendab aminohapete ning vidhendab atsiiiilkartnitiinide
kontsentratsiooni (Thomson jt., 2012). Paastumise mdju atsiililkarnitiinidele on leidnud ka
Carayol jt. (2015). On nédidatud, et paastuseerumi tulemused on erinevates ajapunktides
moddetuna reprodutseeritavamad, kui mitte paastumise korral (Carayol jt., 2015). Kokkuvotvalt
el ole leitud paastumise/mittepaastumise suurt moju enamikule metaboliitidele, seega ei peeta
metaboolsete uuringute puhul seda preanaliiiitilist tingimust niivord oluliseks mdjutajaks. Kuid
kui ldhtuda Townsend jt. (2016) uuringu tulemusest, siis soovitavalt tuleks paastumine

preanaliiiitilise tegurina fikseerida, et sellega tulemuste vordluses vajadusel arvestada.

Metaboliitide kontsentratsioonide stabiilsust seoses paastumisega on uuritud ka indiviidi tasemel.
Paastunud doonoritelt kahenddalase perioodi jooksul kolmel korral kogutud vereproovides
sdilisid koikide analiiiisitud metaboliitide kontsentratsioonid stabiilsetena (Breier jt., 2014).
Paastunud naistelt 10 aastase vahega kogutud proovide analiilisimisel hinnati metaboliidid
stabiilseteks, kuid muutusi oli rohkem vorreldes lithema perioodiga (Zeleznik jt., 2014). Nii pika
aja jooksul muutuvad inimese kditumuslikud ja elustiililised tegurid, mis omavad teatavat mdju
metaboliitidele (Zeleznik jt., 2014). Uuringus jareldati, et metaboliitide iildine stabiilsena
plisimine annab olulist informatsiooni, et seostada suuremaid korvalekaldeid haiguste riskidega
(Zeleznik jt., 2014). Kokkuvdtlikult saab jireldada, et paastumisel vdib olla indiviidisisese

metaboolse stabiilsuse jadlgimisel oluline osa (Breier jt., 2014, Zeleznik jt., 2022).
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1.5.4 Proovivotu aeg

Kuna metaboloom on tundlik erinevatele teguritele, on plasmaproovide kogumise puhul uuritud
ka metaboliitide tasemete koikumisi vastavalt kellaajale ja aastaajale (Ang jt., 2012, Townsend
jt., 2016). Uuringus, kus plasma koguti kaheksalt rangetele eeltingimustele vastavalt patsiendilt,
leiti 19% 1069-st metaboliidi tunnusest igapdevane bioloogiline varieeruvus (Ang jt., 2012).
Muutust mérgati Ang jt. (2012) andmetel metaboliitidel nagu kortikosteroidid, bilirubiin,
atstiiilkarnitiinid ja fosfolipiidid ja moned aminohapped. Oluline 66pédevane kdikumine leiti
aminohapetel: liisiin, proliin, leutsiin, metioniin, feniiiilalaniin ja tiirosiin (Ang jt., 2012). Olulist
muutumist ei tdheldatud Ang jt. (2012) jdrgi alaniini, arginiini, triiptofaani ja valiini korral.
Uuringus, kus enne analiiiisi vOtmist paastuti rohkem kui kaheksa tundi, eelnevalt mainitud kuue
muutliku aminohappe 60pdevast koikumist ei leitud (Townsend jt., 2016). Uuringus, kus
keskenduti aastaaegadest tingitud metaboolse profiili mojudele, leiti et péikesevalguse
intensiivsus ja olemasolu vOib mdjutada sapphapete, orgaaniliste hapete ning puriinide ja
piirimidiinide tulemusi (Townsend jt. 2016). Uuringus jéreldati, et leiud viitavad erineva kellaaja
vOi aastaaja modjudele ainult konkreetsete metaboliitide puhul, mis suures plaanis ei pdhjusta

olulisi tulemuste varieeruvust (Townsend jt., 2016).

1.5.5 Hemoliiiis

Uheks preanaliiiitiliseks muutujaks, mis vdib mddtetulemusi mdjutada, peetakse hemoliiiisi (Yin
jt., 2013, Kamlage jt., 2014). Uuringud, mis viidi 1&bi MS meetodil, kasutati plasma esilekutsutud
hemoliiiisi hindamisel kaheastmelist skaalat, hinnates moddukaks voi raskeks (Yin jt., 2013,
Kamlage jt., 2014). Mdlema raskusastme korral tdheldasid Yin jt. (2013) vaba hemoglobiini,
aspartaat transferaasi ja kaaliumi olulist suurenemist. Teises uuringus leidis Kamlage jt. (2014), et
hemoliiiisi raskusastme suurenedes kasvas mdjutatud metaboliitide arv, olles modduka puhul 18%
ja raske korral 30%. Mdlemas uuringud jdreldati, et hemoliilis mdjutas oluliselt viga paljusid
metaboolseid tunnuseid ja seetdttu on sellel negatiivne mdju metaboolsele uuringule (Yin jt.,
2013, Kamlage jt., 2014). Nende uuringute pohjal voib jareldada, et hemoliiiisil on metaboolsele

profiilile oluline mdju ja selle véltimine preanaliiiitilise tingimusena on véga oluline.
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1.5.6 Tsentrifuugimine

Proovide tsentrifuugimise eelsel ajal on oluline iiksteisest soltuvad temperatuur ja aeg.
Sihtmaérgistamata MS meetodil on 1dbi viidud uuringud, kus kasutati iiht kuni nelja ajapunkti ja
kahte erinevat temperatuuri: toatemperatuuri 18-25 °C ja jahedat, 0 kuni 4 °C (Yin jt., 2013,
Nishiumi jt., 2018) ning Kamlage jt. (2013) kasutasid enda uuringus lisaks veel kolmandat
temperatuuri punkti, lisades eelnevatele 12 °C tingimused. Yin jt. (2013) leidsid, et metaboliitide
tasemed ja profiillid muutusid kiiremini, kui tsentrifuugimise eelsel ajal hoiustati proove
toatemperatuuril. Puriini derivaadi, hiipoksantiini taseme tous oli méarkimisvédéarne parast 4 tundi
toatemperatuuril hoidmist (Yin jt., 2013). Samas kui vereproovid asetati enne plasma eraldamist
jadvette, olid muutused hiipoksantiini ja teiste metaboliitide tasemetes Yin jt. (2013) tulemustel
ebaolulised. Nishiumi jt. (2018) leidsid, et hiipoksantiini tase tdusis hoolimata erinevatel
temperatuuridel sdilitamisest, sest eriitrotsiiiitidest ja trombotsiiiitidest vabanenud hiipoksantiin
oli mojutanud plasma tulemusi enne tsentrifuugimist. Hiipoksantiini saab laboris kasutada
preanaliiiitilise markerina, et tuvastada tsentrifuugimisel tehtavad siistemaatilised vead (Yin jt.,

2013).

Liihim uuritud tsentrifuugimise eelne viivitus toatemperatuuril oli 15 min ja juba sellise viivituse
korral mdned metaboliidid muutusid, nt tdusis piiroviinhape ja sahharoosi tase, samas kui 4 °C
sdilitustingimuses hoituna sahharoos ei muutunud, aga piiroviinhappe tase langes (Nishiumi jt.,
2018). Pérast 30 min moddumist olid muutused tdheldatavad juba rohkemates metaboliitides
(Kamlage jt., 2014, Nishiumi jt.,, 2018). Serotoniini, tauriini kontsentratsioonidele mojus
tsentrifuugimiseelne viivitus, kuid ei mdjunud plasma sdilitamine toatemperatuuril (Kamlage jt.,
2014). Uuringus, kus vorreldi proovivotmise nullpunktil ja 24-tunnise viivituse jérel toodeldud
proove, leiti siisivesikute, puriinide, piirimidiinide ja derivaatide metaboliitide komplekt, mille
tulemusi ei saa viivitusega proovides adekvaatselt hinnata (Townsend jt., 2013). Kokkuvotvalt
saab jdreldada, et rohkem kui 15 minutit tsentrifuugimise eelset viivitust voib mérkimisvéarselt
mdjutada plasma metaboliitide profiili analiiiisi, seega on kvaliteedi tagamiseks vajalik sellist
preanaliiiitilist viivitust véltida voi dokumenteerida (Yin jt., 2013, Nishiumi jt., 2018). Viivituse
korral tuleb arvestada, et kodige olulisemad metaboolsed muutused toimuvad energiaga seotud
metaboliitides (nt gliikkoos, piiruvaat, laktaat) (Kamlage jt., 2013). Kui erandolukorras ei ole
voimalik koheselt proove tsentrifuugida, siis peaks proovid asetama jddvette, kuid mitte

kauemaks kui paariks tunniks (Yin jt., 2013, Kamlage jt., 2014).
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Uuringus, kus vaadeldi tsentrifuugimistingimuste mdju metaboliidi profiilile plasmas ja seerumis,
teostati mdotmised MS meetodil (Ammerlaan jt., 2014). Tsentrifuugimistingimuste juures
arvestati tsentrifugaaljoudu, temperatuuri, aega ja pidurdusjoudu ja leiti, et nende varieeruvus
uuritud ulatuses ei modjuta oluliselt metaboolseid profiile (Ammerlaan jt., 2014). Samuti ei
tdheldatud olulisi varieeruvusi spetsiifiliste metaboliitide tasemetes temperatuuride 4 °C ja 20 °C
vordluses (Ammerlaan jt.,, 2014). Plasma puhul leiti, et eelistada tuleks toatemperatuuril
tsentrifuugimist, mis annab vdhem mikroosakesi ja viiksema toendosuse hemoliilisiks ning
optimaalseks peeti iihte 20 minutilist tsentrifuugimist 2000 g juures (Ammerlaan jt., 2014). Kdige
olulisem on metaboolsete uuringute ldbiviimisel tsentrifuugimistingimused standardiseerida,

kasutades tootjapoolseid soovitusi (Sumner jt., 2007).

1.5.7 Alikvootimine

Erinevad uuringud soovitavad proovide kogumise jirgselt need koheselt alikvootida ja kiilmutada
soovitavalt —80 °C juures, et sdiliks metaboolne reprodutseeritavus (Breier jt., 2014, Pinto jt.,
2014, Zhang jt., 2015, Nishiumi jt., 2017, Haid jt., 2018). On leitud, et alikvootide arv tuleb
valida soltuvalt uuringu mahust ja eesmérkidest ning soovitavalt ei tohiks neile rohkem kui kolm
korda sulatamise ja kiilmutamise protsessi teostada (Breier jt., 2014, Zhang jt., 2015). Pérast {iht
sulatustsiiklit leidis Breier jt. (2014) muutuse ainult metioniin sulfoksiidi kontsentratsioonis ja
parast kaht sulatustsiiklit 159st testitud metaboliidist 11 puhul, sh kolmel aminohappel:
isoleutsiin, triiptofaan ja valiin. Alates kahes sulatustsiiklist leidsid Yin jt. (2013) L-karnitiini
vihenemist 70% vorra. Samas rohkem kui kolme tsiikli kordamine tekitas muutusi lipiidide,
koliini sisaldavate iihendite, aminohapete ja energiaga seotud metaboliitide tasemetes (Pinto jt.,
2014). Lisaks mojutab temperatuuri kdikumine valkude stabiilsust ning seega on labori t66voos
soovitatav kiilmutus- ja sulatusprotsessid dokumenteerida (Ammerlaan jt., 2014). Zhang jt.
(2015) toid olulise niiansina vidlja kemikaalidega seotud silisteemsete kdorvalekallete

minimeerimise, kasutades alikvootimiseks alati sama tootja proovindudest parinevat materjali.

Proovide transpordi eelselt tuleks alikvootide kiilmutamine teostada kogumiskohas ning seejérel
viltida uuesti {iles sulatamist (Pinto jt., 2014, Breier jt., 2014). On ndidatud, et kui kogumiskohas
ei ole voimalik proove —80 °C juures siilitada, v3ib plasma alikvoote hoida —20 °C juures kuni
iiks nddal ning 4 °C juures kuni kaks tundi ( Pinto jt., 2014). Ajutise sdilitamise jarel on kindlasti

vaja proovid viia —80 °C juurde kuni analiiiiside teostamiseni (Pinto jt., 2014).
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1.5.8 Plasma sailitamine

Plasma metaboloom on tundlik sdilitustemperatuuri ja -aja suhtes (Moriya jt., 2016, Yang jt.,
2013). Enamik plasma metaboliite on pérast tsentrifuugimist stabiilsed temperatuuril —80 °C
(Moriya jt., 2016, Yang jt., 2013). Kui sdilitustingimused ei ole korrektsed, hakkab metaboliitide
profiil ajas muutuma (Yin jt., 2013, Kamlage jt., 2014, Pinto jt., 2014, Moriya jt., 2016).
Jargnevalt on ldhemalt tutvustatud erinevaid metaboliitide stabiilsuse uuringuid. On vaadeldud
plasma aminohapete kontsentratsioonide muutumist ajas ning leitud mitmeid muutujaid
(Kamlage jt., 2014). Plasmaproove siilitati kolmel erineval temperatuuril (4 °C, 12 °C, ja
toatemperatuur 18-25 °C) ning moddeti lisaks nullpunktile ka erinevates ajapunktides (30 min,
2h, 5h, 16 h) (Kamlage jt., 2014). Téheldati glutamaadi kontsentratsiooni tdus nii 4 °C
sdilitustingimustes kui ka toatemperatuuril 16 tunni jdrel, olles viimase puhul viie kordne
(Kamlage jt., 2014). Samas kui tsiisteiini kontsentratsioon vdhenes toatemperatuuril sdilitades
Kamlage jt. (2014) hinnangul 16 tunni jarel umbes poole vorra. Tsiisteiin on Moriya jt. (2016)
pohjal aminohapetest kdige muutlikum ja taseme vdhenemise pohjuseks peetakse tema kiiret
okstlideerumist tsiistiiniks. Lisaks tsiisteiinile on muutlikud ka asparagiin ja glutamiin, muutudes
enda dikarboskiililhappe analoogideks: aspartaadiks ja glutamaadiks (Kamlage jt., 2014).
Glutamiini kontsentratsiooni langus oli toatemperatuuril 16 tundi séilitatud plasmas 60%
(Kamlage jt. 2014). Selliseid ebastabiilseid markereid soovitatakse kasutada plasma
kvaliteedimarkeritena (Pinto jt., 2014).

Kamlage jt. (2014) toid vélja, et aminohapetest ei esinenud toatemperatuuril 16 tundi séilitatud
plasmas olulist muutust metioniini, proliini, serotoniini, triiptofaani, tauriini, leutsiini ja
ketoleutsiini kontsentratsioonis. Metioniini stabiilsust kinnitasid uuringus ka Moriya jt. (2016).
Samas kui Pinto jt. (2014), leidsid tdheldasid iihe kuu mé6dumisel proliini konsentratsioonis 25%
tousu. Kuid tsentrifuugimiseelne viivitus mojutas neist koiki peale metioniini (Kamlage jt.,
2014). Alaniini kontsentratsioonis tdheldati toatemperatuuril minimaalset tdusu, samas kui valiini
kontsentratsioon 4 °C siilitustingimustel langes, mdlema analiiiidi CV oli 5% (Kamlage jt.,
2014). Uldiselt peetakse aminohapetele iseloomulikuks tasemete langust, sarnaselt siisivesikutele
(Moriya jt., 2016). Kuid Kamlage jt. (2014) leidsid, maltoosi kontsentratsiooni suurenemise
koikidel analiiiisitud temperatuuridel (4 °C, 12 °C, 18-25 °C), samas kui gliikoosi
kontsentratsioon samadel tingimustel vihenes. Maltoosi kontsentratsioon 4 °C siilitustingimustel

kasvas 16 tunni méodumisel 2,6 korda (Kamlage jt., 2014).
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Lisaks leidsid Kamlage jt. (2014), et plasma siilitamine kdrgemal kui —80 °C, mdjutab tugevalt
ka lipiidide metaboolset reprodutseeritavust. Vabadele pikaajalistele rasvhapetele on iseloomulik
kontsentratsiooni suurenemine nii toatemperatuuril kui 4 °C juures, pdhjuseks ensiimaatilised
reaktsioonid (Moriya jt., 2016). Lisaks ensiimaatilistele reaktsioonidele voivad metaboliitides
Haid jt. (2018) jirgi muutusi pdhjustada ka oksilidatsioonireaktsioonid ning happeline voi
aluseline hiidroliiiis. Kontsentratsioonide vdhenemist on leitud lithikese ahelaga rasvhapete puhul
(Moriya jt., 2016). On wuuritud ka nukleosiidide kontsentratsioonide muutusi ja leitud
6-metiililadenosiini  kontsentratsiooni tdusu toatemperatuuril kuni kuue tunni ja 4 °C
sdilitustingimustes lihe nddala moddumisel, pdhjuseks metiililtransferaasi aktiivsuse tdusus, mis
viitab mRNA lagundamisele RNaaside poolt (Moriya jt., 2016). Samas kui nukleosiid

I-metiitiladenosiini kontsentratsioon piisis Moriya jt. (2016) andmetel 66pédeva jooksul stabiilne.

Sarnaselt teostatud uuringus leidisd Breier jt. (2014) 24 tundi toatemperatuuril inkubeeritud
plasmas heksooside tasemete langused. Leitud on, et siilitustemperatuurid voivad mdjutada
konkreetsete valkude stabiilsust, mérkimisvédrset valgukadu tdheldati sdilitustingimustel:
toatemperatuuril iile 4 tunni ja temperatuuril 4 °C 24 tundi (Ammerlaan jt., 2014). Valkude
lagunemist on leitud ka seerumi siilitamisel —20° C juures ehk temperatuur ei olnud piisav

ensiimaatilise aktiivsuse peatamiseks (Valo jt., 2022).

Proovide siilitamisel —30 °C siilitustingimustel {ihe nddala véltel muutusi ei leitud, erinevalt kuu
pikkusest perioodist, kus tasemed muutusid umbes 10%-1 metaboliitidest (Moriya jt., 2016).
Samas kui nddal aega 4 °C juures sdilitatud proovides esines muutusi umbes kolmandikus
metaboliitide kontsentratsioonides (Moriya jt., 2016). Naiiteks jdi madalamal temperatuuril
5-oksoproliini kontsentratsioon stabiilseks, kuid tdusis 4 °C siilitustingimustes juba 24 h
moddumisel (Moriya jt.,, 2016). Uuringus jéreldati, et liilhemate viivituste ja madalama
sdilitustemperatuuri korral on vdimalik minimeerida ensiimaatilisi reaktsioone ning tagada hea

reprodutseeritavus ja metaboolsete andmete jirjepidevus (Moriya jt., 2016).

On 1dbi viidud uuring, kus plasmasid séilitati ja analiiiisiti pikema perioodi jooksul. Kasutati
EDTA katsutitesse kogutud plasmaproove, sdilitades neid —80 °C juures kuni 16 aastat ja leiti
olulised muutused kontsentratsioonides seitsme aasta mododudes (Wagner-Golbs jt., 2019). Kdige
enam leiti modjutused aminohapete, lipiidide, rasvhapete ja energiaga seotud metaboliitide

kontsentratsioonides (Wagner-Golbs jt., 2019). Sarnaselt eelpoolkirjeldatud uuringutele tiaheldati
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aspartaadi kontsentratsiooni suurenemine ajas, mis viitab taaskord asparagiini muutumisele
aspartaadiks (Wagner-Golbs jt., 2019). Sarnaselt taheldati ka tsiisteiini oksiideerumist tsiistiiniks
(Wagner-Golbs jt., 2019). Leiti, et koige parema metaboolse profiili reprodutseeritavuse tagab
plasmade séilitamine —80 °C juures (Wagner-Golbs jt., 2019). Ka Pinto jt. (2014) hinnangul
plasma séilitamine —80 °C juures tagab proovi metaboolse reprodutseeritavuse kuni viis aastat.
Autorid jéreldasid, et pikaajalisel plasma séilitamisel —80 °C juures on kiill vdhene mdju
metaboliitide kontsentratsioonidele, kuid analiilisid tuleks pérast proovide votmist voimalikult

kiiresti teostada (Haid jt., 2018, Wagner-Golbs jt., 2019).

Uuritud on ka koondplasma (pooled plasma sample) ehk valitud arvu erinevate indiviidide
lildetud proovide metaboliitide kontsentratsioonide pikaajalist sdilimist =80 °C juures (Haid jt.,
2018). Kokku analiiiisiti koondplasma proovis 111 metaboliiti ja umbes poole
kontsentratsioonides leiti viie aasta jooksul statistiliselt olulised muutused, sh. aminohapped ja
heksoosid, kuid keskmine muutus jdi <15% (Haid jt., 2018). Pika perioodi jooksul muutuvad
erinevate metaboliidi klasside kontsentratsioonid erinevalt, nt aminohapete tase on stabiilne voi
tousnud, keskmiselt 15,4%, mis vdib tuleneda peptiidide ja valkude lagunemisest (Haid jt., 2018).
Kontsentratsiooni tousu tdheldati arginiini, gliitsiini ja seriini puhul (Haid jt., 2018).
Atstitlilkarnitiinide ja fosfatidiiiilkoliinide kontsentratsioonid olid stabiilsed voi vdhenenud,
keskmiselt 12,1% ja 15,1% (Haid jt., 2018). Atsiiiilkarnitiinide puhul v3ib pdhjuseks olla
karnitiini ja rasvahapete vaheliste estersidemete hiidroliiis ning koliinide puhul peariihma

vastuvotlikkus hiidroliiiisile (Haid jt., 2018).

Eelpoolkirjeldatud  uuringute pdhjal saab jireldada, et metaboloomika uuringutes
reprodutseeritavate ja usaldusvéirsete tulemuste saamiseks on vajalik kvaliteedikontrollide
rakendamine, preanaliiiitiliste tingimuste standardiseerimine ja fikseerimine, et analiilisimisel
erinevaid preanaliiiitilisi tingimusi arvesse votta (Kamlage jt., 2014, Valo jt., 2022). Analiiiitiliste
protsesside lihtsed kvaliteedikontrolli protsessid tagavad metaboolsete andmete jérjepidevuse

(Moriya jt., 2016).

Ulalkirjeldatud uuringutes on vaadeldud viga erinevaid temperatuure, kuid valitud ajaperioodid
on kliinilise t66voo seisukohast liiga lithikesed voi pikad. Lithemate ajaperioodide uuringutes on
keskendutud metaboliitide kontsentratsioonide muutustele pigem tundide kui pdevade voi

nddalate kaupa (Pinto jt., 2014, Kamlage jt., 2014, Moriya jt. 2016). Pinto jt., (2014) teostasid
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lisaks paastumise ja verede transporditingimuste uuringule pdgusa iilevaate ka EDTA katsutitesse
kogutud plasma sdilitamist —20 °C juures kuni iihe kuu. Jdreldati, et plasma alikvoote voib
sdilitada —20 °C juures kuni iiks nddal ning 4 °C juures kuni kaks tundi (Pinto jt., 2014).
Teostatud on ka pikaajalisemad uuringud, kus metaboliitide stabiilsusi on hinnatud mitme aasta
moddumisel (Haid jt., 2018, Wagner-Golbs jt., 2019). Metaboliitide stabiilsusuuringuid on 14bi
viidud {isna vdhe ja enamasti on tulemustes avaldatud ainult iiksikute analiiiitide detailsed
muutused, pigem on tehtud {ildistusi aineklasside kaupa. See on tinginud olukorra, kus

metaboliitide kontsentratsioonide stabiilsusi peaks kliinilise tdovoo tingimustes jalgima.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Magistritoo iildiseks eesmérgiks oli vélja selgitada metaboolseks analiiiisiks sobivad vereplasma
sdilitustingimused. Pinto jt. (2014) andmetel tagab plasma séilitamine —80 °C juures metaboolse
profiili reprodutseeritavuse, kuid korgematel temperatuuridel sdilitamine tingib mdnede
analiiitide kontsentratsioonide muutumise (Kamlage jt. 2014). Kliinilises t60s voib tekkida
olukordi, kus plasma kohene kiilmutamine —80 °C juures ei ole aparatuuri olemasolu tottu
voimalik. Sailitustingimuste véljaselgitamiseks hinnati eksperimendis 10 doonori plasma
metaboliitide sisaldust erinevates ajapunktides pérast proovi votmist (0 pdeva, 7 pdeva, 28 pdeva,
56 péeva), sdilitades vereplasmasid kolmel erineval temperatuuril (4 °C, =20 °C, =80 °C). Selle

saavutamiseks piistitati alaeesmargid:

1. Hinnata, kas proovide sdilitamine lilhemat aega korgemal kui —80 °C mdjutab
analiiisitulemusi. Kontrollides hiipoteesi, et erinevatel temperatuuridel séilitatud
plasmade analiilitide kontsentratsioonides metaboolse profiili mdotmisel erinevusi ei
esine.

2. Vorrelda magistritoos erinevatel temperatuuridel ja ajapunktides saadud tulemusi

kirjanduses avaldatud andmetega.

Magistritoé on oluliseks aluseks metaboloomika meetodite arendusel SA TUK Geneetika ja

personaalmeditsiini kliinikus.
2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Proovide kogumine ja ettevalmistamine

Kuna magistritdd eksperimendis kasutati inimverd, siis taodeldi Tartu Ulikooli inimuuringute
eetikakomitee kooskdlastus (Protokolli number: 384/T-11), mis viljastati uuringule novembris
2023. Seejdrel koguti proovid hea iildise enesetundega 20—65 aastastelt doonoritelt, kes olid
valitud juhuslikult ning nende terviseandmeid arvesse ei vdetud. Enne vereproovi kogumist
allkirjastasid doonorid vastava ndusolekuvormi, kinnitamaks oma proovide kasutamise

metaboloomi stabiilsusuuringus. Uuritavatelt koguti vereanaliiiisid tavapdrase veenivere
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punktsiooni kdigus. Uuringu jaoks koguti kaks EDTA (etiileendiamiintetraatsetaadiga) katsutit
ehk 2x3 ml verd. Veeni punktsiooni teostas SA TUK Geneetika ja personaalmeditsiini kliiniku
meditsiini dde, koik jargnevad etapid teostas uurimustdod teostaja. Proovid koguti spetsiaalselt
selle vurimistd6 jaoks, veenipunktsiooni ei tihildatud teiste diagnostiliste analiitiside kogumisega.
Uuringu jaoks fikseeriti proovide kogumise tépne aeg, et anoniilimseid proove iiksteisest eristada.
Doonoritelt ei ndutud eelnevat paastumist ega protokollitud vastavalt. Verekatsutid tsentrifuugiti
koheselt toatemperatuuril, 2000 x g juures 10 minutit ja eraldati seejirel plasma, mis alikvooditi
margistatud 1,5 ml mikrotsentrifuugituubidesse. Proovid siilitati enne analiilisimist digitaalse
hiirega kiilmikutes, vastavalt uuringus toodud kolmel erineval temperatuuril (4 °C, —20 °C, —80

°Q).
2.2.2 Meetodi optimeerimine

Plasmaproove analiitisiti Agilent 1290 {iilikorge joudlusega LC-siisteemil, mis oli tihendatud
massispektromeetriga Agilent 6546 QTOF (Quadrupole Time-of-Flight) (Agilent Technologies,
Inc., USA). Viimane on varustatud kahekordse elektropihustusionisatsiooni (Agilent Jet Stream
ESI) allikaga. Tegemist on esmakordsete mdotmistega, meetod on arendusfaasis, mistottu teostati
meetodi optimeerimiseks vajalikud protseduurid, l&htudes peamiselt Coene jt. (2018) avaldatud
artiklist. Proove mdddeti nii positiivses kui ka negatiivses ionisatsioonireziimis. Ettevalmistatud
plasmaproovi alikvoot siistiti 40 °C juurde termostateeritud kolonni (Waters ACQUITY Premier
HSS T3 with VanGuard FIT, 1.8 um, 2.1 x 100 mm). Kromatograafilised eraldamised teostati
binaarse mobiilse faasi abil. Positiivse ESI reziimis tehtud analiiiiside puhul koosnes mobiilfaas
A veest, mis sisaldas 0,1% sipelghapet ja mobiilfaas B oli vesi/metanool (1:99), mis sisaldas
0,1% sipelghapet. Negatiivses ESI reZiimis tehtud analiiiiside puhul koosnes mobiilfaas A veest,
mis sisaldas 10 mmol/l dddikhapet, ja litkuv faas 2 oli vesi/metanool (1:99 maht/maht), mis

sisaldas 10 mmol/l 44dikhapet. Voolukiirus oli 0,4 ml/min;

Meetodite optimeerimiseks korraldati vordluskatse, kus QTOF massispektromeetril loodi nii
positiivsete kui negatiivsete ioonide reziimis kahed erinevad parameetrid vastavalt kirjanduses
kasutatud andmetele ja tootjapoolsetele soovitustele. Esimeste parameetritena kasutati
vordluskatsetel modlemas ioonireziimis nebulisaatori gaasi rohuga 45 psi, kuivatusgaasi
temperatuuriga 225 °C ja voolukiirusega 8 1/min. Kapillaarpinge oli negatiivse reZiimi puhul

4500 V ja positiivse puhul 3500 V. Vordluseks loodi erinevate parameetritega reziimid, kus need
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omadused olid negatiivsel 3000 V, 45 psi, 325 °C ja 10 I/min. Positiivses reziimis
kapillaarpingega 3500 V, nebulisaatori gaasi rohuga 45 psi, kuivatusgaasi temperatuuriga 275 °C
ja voolukiirusega 10 1/min. Massispektri andmed koguti profiilireziimis, kasutades
skaneerimisvahemikku 60-1700 m/z. Eelpool kirjeldatud vordluskatsetes teostati mdotmised
kiirustel 1, 2 ja 3 skaneeringut sekundis, vastavalt oli skanneerimisaeg 1s, 0,5 s ja 0,33 s.
Lihtetingimus 3 skaneeringut sekundis oli valitud Coene jt. (2018) avaldatud artikli alusel, kuid
sooviti hinnata, kas sagedust saaks vdhendada. Sellest tulenevalt teostati molemas reziimis kuus
modtmist ning vorreldi tulemusi. Oluliseks peeti leitud kromatograafiliste signaalide hulka, nende
intensiivsust ning modtepunktide hulka kromatograafilises piigis. Mida viiksem
skanneerimisaeg, seda enam on andmepunkte kromatograafilises piigis, kuid selle arvelt viheneb
signaalide intensiivus ning iiheskoos sellega ka tundlikkus ning kromatograafiliste signaalide
koguhulk. Mdlema reziimi puhul otsustati valida modte kiiruseks 2 skaneeringut sekundis, mis
andis piisava arvu andmepunkte (vihemalt 10) kdikide uuritud kromatograafiliste piikide jaoks.
Positiivsel reziimil jdddi esmaste parameetrite juurde. Negatiivse reziimi puhul osutusid

modtmistulemused paremaks teisena loodud parameetrite korral.

Labori t66voo holbustamiseks loodi metaboliitide raamatukogu, milleks kasutati seitsmest
mikrotiiterplaadist koosnevat komplekti (MSMLS-1EA, 230-16, Sigma-Aldrich, USA), mis
sisaldavad iile 600 erineva korge puhtusastmega biokeemilist molekuli. Sellise suurusega
metaboliitide raamatukogu sisaldab erinevaid iihendite klasse (karboksiiiilhapped, aminohapped,
biogeensed amiinid, polilamiinid, nukleotiidid, koensiilimid ja vitamiinid, samuti mono- ja
disahhardiidid ning rasvhapped, lipiidid, steroidid ja hormoonid), hdlmates esmaseid metaboliite
ja nende vahesaadusi, millega peaks olema kaetud peamised metaboolsed rajad. Raamatukogu
loomisega tekitati usaldusvddrne meetod proovides leiduvate metaboliitide identifitseerimiseks
(Sumner jt., 2007). Standardiseeritud metaboliitide plaadid valmistati ette vastavalt juhendile
(Iroa Technologies v20231214) ja siistiti nii positiivses kui negatiivses ioonireziimis, eelnevalt
optimeeritud meetoditel, 2 skaneeringut sekundis. Uhtlasi moddeti ka metaboliitide
fragmentatsioonispektrid Auto MS/MS reziimis kasutades kolme erinevat kollisioonienergiat (10
V, 20 V ja 40 V). Moodtetulemuste pdhjal sai tootjapoolset eriprogrammi (MSMLSDiscovery)
kasutades koostada digitaalse metaboliitide raamatukogu koos iihenditele vastavate
identifikaatorite, retentsiooniaegade ning massi- ja fragmentatsioonispektritega, mida kasutati

hiljem metaboliitide identifitseerimiseks proovimaterjalides.
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2.2.3 Analiiiisi teostamine

Analiitisi teostamiseks kasutati kiimnelt erinevalt doonorilt kogutud plasmat, mis valmistati ette
vahetult enne vastavat ajapunkti pirast proovide votmist, eelpoolkirjeldatud meetodil. Proovid
jagunesid 50% mees- ja 50% naisdoonorite plasmadeks, mis olid kogutud 20-65 aastastelt hea
iildise enesetundega vabatahtlikelt. Lisaks ettevalmistatud {iksikutele plasmaproovidele sisaldas
iga analiiiitiline partii ka doonoriplasmadele sarnaselt ettevalmistatud tiihiproovi (blank). Samuti
valmistati sarnaselt doonori proovidele ette koondplasma (pooled plasma sample), mis sisaldas

vordses koguses koiki tiksikuid plasmaproove.

Uuringu jaoks kogutud kiilmutatud etiileendiamiintetraatsetaadiga antikoaguleeritud plasma
alikvoodid sulatati toatemperatuuril. Pipeteeriti 50 upl plasmat, mida eelnevalt segati
automaatpipetiga, 1,5 ml mikrotsentrifuugituubidesse. Lisati 200 pl jadkiilma metanooli, mis
sisaldab iiheksat sisestandardit (L-valiin, 13C5, 15 N; dodetsiiiilfosfokoliin, D38; L-karnitiin:
HCI, D3; nikotiinamiid, D4; kreatiin, D3; L-feniiiilalaniin, D5; hipuurhape, D5; kusihape, 15N2).
Toolahuse sisestandardite kontsentratsioonid on vélja toodud tabelis (Tabel 2). Lahust segati
seadmel Vortex (Scientific Industries, Inc., USA) 30 sekundit. Inkubeeriti {iks tund -20 °C juures.
Tsentrifuugiti 4 kraadi juures 15 min, 16 000 X g juures. Eraldati supernatant uude 1,5 ml
mikrotsentrifuugituubidesse. Proovid kuivatati ldmmastiku joas (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
USA) ja lahustati 100 pl metanool-vesi segus (1:1). Sonikeeriti ultrahelivannil jadkiilmas vees 1
minut ja tsentrifuugiti 15 min 16 000 % g, 4 °C juures. Supernatant eraldati UPLC viaalidesse
(Agilent Technologies, Inc., USA). Uurimistoo kdigus teostati neli erinevat modtmist, mille jaoks

valmistati proovid ette vahetult enne analiiiisi teostamist.
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Tabel 2. Toolahuse sisestandardite kontsentratsioonid.

Sisestandard Toolahuse kontsentratsioon, pnM
L-valiin, 13C5, 15N 4,00
Dodetsiiiilfosfokoliin, D38 2,00
L-karnitiin: HCI1, D3 2,00
Nikotiinamiid, D4 3,00
Kreatiin, D3 4,00
L-feniiiilalaniin, D5 3,00
Hipuurhape, D5 2,00
Kusihape, 15N2 4,00

Ettevalmistatud proovidele teostati sihtmérgistatama analiilis optimeerimise kéigus saadud
meetodil. Plasmaproovid mdddeti nii positiivses kui ka negatiivses ionisatsioonireziimis, kahes
korduses. Meetodi kvaliteedi hindamiseks moddeti nullpdeval ettevalmistatud koondplasma
proove (pooled plasma sample) kuues korduses, et jdlgida meetodi korduvust (repeatability), mis
véljendab samadel ettevalmistus tingimustel teostatud proovide modtmist lithikese aja jooksul
(Leito ja Viitak 2007). Korratavuse puhul hinnati erinevatel ajapunktidel tehtud —80 °C juures

sdilitatud plasmade mdotetulemusi.

Korduvus ja korratavus on verifitseerimisprotsessi osad, mille eesmérgiks on kinnitada, et saadud
tulemusi on voimalik korrata ning kontrollida tulemuste adekvaatsust nii kliinilises to0s haiguste
diagnoosimisel kui ka ravikulu jdlgimisel (Imre jt 2008). Uurimistdd eesmérgiks ei olnud
metoodika pohjalik verifitseerimine, vaid oluline oli korduvuse ja korratavuse pdhjal hinnata
viljatootatud metoodika sobivust metaboliitide usaldusviirseks ja jarjepidevaks mdotmiseks ning
tuvastada seeldbi ka metoodika kitsaskohti. Korduvust esitati lihel ajapunktil ehk samal
seeriamodtmisel teostatud proovide korduva modtmise tulemusena (Leito ja Viitak, 2007).
Korratavuse modtmisel oli muutujaks proovide ettevalmistamise aeg ning sel juhul hinnati

erinevatel ajapunktidel tehtud modotmistulemusi (Leito ja Viitak, 2007, Imre jt 2008). Mdlemad
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on  kvantitatiivselt  véljendatavad  standardhdlbe  (standard  deviation, SD) ja
variatsioonikoefitsienti (coefficient of variance, CV) kaudu (Leito ja Viitak, 2007).
Andmeanaliilisis kasutati andmete viljendamiseks CV, mis on standardhilbe ja mdotetulemuste
aritmeetilise keskmise vaheline suhe, mida viljendatakse protsentides (Z-4: Mean... 1999").
Mootetulemused, mille variatsioonikoefitsient jadb <10% hinnatakse vdga headeks (Z-4: Mean...
1999). Variatsioonikoefitsenti hinnates tuleb vaadelda ka keskmisi védrtusi, sest madalate
kontsentratsioonide korral voib CV olla kdrge ja vastupidi (Z-4: Mean... 1999). Modtmiste kédigus
tuleb arvestada ka juhuslike vigadega (Imre jt 2008).

Kromatograafiliste mootmistest tingitud eripdrade tottu voivad tulemuste toorandmed olla
muutlikud, sest kromatograafiliste meetodite modtmistel on analiiiitilise signaali intensiivsus
pohjuslikus seoses sisestatava aine kogusega (Leito ja Viitak, 2007). Tulemuste
standardiseerimisega tagatakse analiiiisi tdpsus, usaldusviirsus ja proovide vaheline vorreldavus,
kompenseerides analiiiitilisi kdikumisi (Miller ja Miller, 2010). Sisestandardi (IS) valiku puhul on
oluline jdlgida, et aine fiilisikalis-keemilised omadused oleks analiitidile voimalikud sarnased, ei
héiriks analiitidi médramist ja ldbiksid koik ettevalmistusetapid (Leito ja Viitak, 2007). See on
oluline, et ettevalmistuse kdigus tekkivad voimalikud aine vihenemised mdjuksid sarnaselt nii

analtiiitidele kui ka sisestandarditile (Miller ja Miller, 2010).
2.2.4 T-Test ja Benjamini-Hochbergi korrektsioon

Analiiiisitulemuste hindamiseks rakendati statistilise meetodina T-testi, mida kasutatakse kahe
grupi keskmiste vaheliste erinevuste hindamiseks. Sellega saab tuvastada, kas kahe rilhma
keskmine erineb oluliselt {liksteisest voi mitte. Tostatatakse hiipotees ja kui T-testi teostamise
jargselt on tulemus, p-véartus <0,05, siis hiipotees lilkatakse timber ja muutus on statistiliselt
oluline. P-vdirtuste kohandamiseks kasutati Benjamini ja Hochberg (1995) kirjeldatud
Benjamini-Hochbergi statistilist meetodit. See aitab kontrollida valepositiivsete tulemuste hulka,
hoides viiksena tdendosust juhuslike tekkinud p-vdirtuste (p<0,05) esinemiseks ja seeldbi
valepositiivsete tulemuste leidmiseks. Toendosus valepositiivseteks tulemusteks on p<0,05 korral
5%. Benjamini-Hochbergi korrektsiooni abil leitakse iga p-véartuse jaoks kriitiline punkt, mis on
oluline hiipoteesi hindamisel. Benjamini-Hochbergi korrektsiooni rakendamiseks leitakse

p-védrtused hiipoteeside testimiseks, seejdrel reastatakse saadud p-véértused kasvavas jérjekorras,

! https://www.westgard.com/lesson34.htm
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nummerdatakse vastavalt tekkinud jérjekorrale ning saadakse uus korrigeeritud p-véartus véartus

kasutades valemit: N/R * p.
N- testitud hiipoteeside koguarv
R- p-véirtuse jérjestuse aste

p- algne p-védrtus

Pérast korrektsiooni teostamist hinnatakse saadud p-véértuste tulemusi uuesti vastavalt kriitilisele

lavele (p<0,05) ja leitakse statistilised olulised muutujad. (Benjamini ja Hochberg, 1995)
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2.3 Tulemused ja arutelu

Mootetulemused sisestati Microsoft Excel for Mac 2019 (versioon 16.29.1) programmi. Lisa 1 on
toodud eksperimendi kéigus saadud tulemused ning hinnang analiiidi muutumisest

sdilitustemperatuuri mojul (Lisa 1, Tabel 14 ja 15).

Uurimistood kidigus teostati neli erinevat modtmist, mille jaoks valmistati nii tiksikud kui ka
koondplasma proovid ette vahetult enne analiiiisi teostamist. Kuna uurimustod eesmérgiks on
vorrelda nelja erineval ajapunktil teostatud modtmist, siis on vajalik erinevaid seeriamddtmisi
optimeerida. Proovide ettevalmistamise kéigus lisati igale doonori proovile ja tiihiproovile
(blank) vordses koguses metanooli, mis sisaldab iiheksat sisestandardit (IS), mis on loetletud iilal.
Sisestandardid ldbisid kdik ettevalmistusetapid. Optimaalse sisestandardi leidmiseks kasutati
koondplasma (pooled plasma sample) proovide modtmisel saadud tulemusi, arvutades nende
variatsioonikoefitsendi iga analiilidi kohta enne ja pédrast standardiseerimist. Analiiiitidele

sobivaimad sisestandardid on vilja toodud lisas 1.

Positiivses  ioonireziimis kasutati vOrdlusel sisestandardeid: L-valiin, 13C5, 15N;
dodetsiitilfosfokoliin, D38; L-karnitiin: HCI, D3; nikotiinamiid, D4; Kkreatiin, D3;
L-feniiiilalaniin, D5; hipuurhape, D5 ning leiti sobivaim variatsioonikoefitsiendi kaudu (Lisa 1,
Tabel 19). Positiivse ioonireziimi tulemused on toodud Lisa 1 (Lisa 1, Tabel 19).
Standardiseerimise jargselt langes koondplasmas moddetud analiilitide keskmine CV 30% ning
<10% variatsioonikoefitsendiga oli 93% analiilitidest. Pdrast standardiseerimist esines ka
analiiiite, mille CV jai >10%, need olid: inosiin, atseetoatsetaat, seriin, spermidiin (Lisa 1).
Nende analiiiitide puhul olid piigid ebakorrapirased ning seetdttu halvasti integreeritavad. Neid ei
loetud optimaalseteks tulemusteks ja eemaldati seetdttu edasisest andmeanaliilisist. Tulemuste
optimeerimise kdigus paranesid variatsiooni koefitsendid kdige rohkem metioniinil 83%,

tiirosiinil 80%, isoleutsiinil 78%, fentiiilalaniinil 77% ja metiiiil-4-aminobutiiraatil 74% vdorra.

Negatiivses ioonireziimis kasutati optimeerimiseks sisestandardeid: L-valiin, 13C5, 15N;
L-feniiiilalaniin, DS5; hipuurhape, D5 ja kusihape, 15N2 ning leiti sobivaim
variatsioonikoefitsendi kaudu. Negatiivse ioonireziimi tulemused on toodud Lisa 1 (Lisa 1, Tabel
20) Standardiseerimise jargselt langes koondplasmas mdddetud analiilitide keskmine CV 13%
vorra ning <10% variatsioonikoefitsendiga oli 75% analiilitidest. Sarnaselt positiivsele

ioonireziimile esines ka negatiivses analiiiite, mille koondplasma CV jii pérast optimeerimist
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>10%, need olid: kolaat, N-atsetiililneuraminiilaat, indoksiiiilsulfaat, D-gliitkuronolaktoon,
indool-3-atsetaat, ribitool, riboos, hiidroksiiproliin, N-atsetiiiilalaniin, pipekolaat, treoniin,
2-hiidroksiibutiiraat, L-alaniin ja gliitsiin. Nimetatud analiiiitidel esinesid integreerimisel
ebakorrapdrased piikide kujud. Neid ei saa lugeda optimaalseteks tulemusteks ja seetottu
eemaldati edasisest andmeanaliiiisist. Standardiseerimise kéigus paranesid CV kdige rohkem

valiinil 83%, alfa-D-gliikoosil 63%, hippuraadil 63% ja gamma-linolenaadil 53% vorra.

Korduvuse ja korratavuse mddtmised ei olnud uurimistdd eesmérk ja seetdttu ei teostatud neid
rangelt verifitseerimisprotokolli tingimusi jirgides. Tegemist oli esialgsete katsetega meetodi
arendusel. Korduvuse puhul hinnati nullpdeval teostatud —80 °C juures siilitatud plasmade
koondplasma analiiliside tulemusi, mddtmised teostati kuues korduses. Positiivses ioonireZiimis
jdi analtiiitidest 98% CV <10%, keskmine koondplasma korduvuse CV 3,5%. Negatiivsest
ioonireziimis jdi analiititidest 88% CV <10%, keskmine koondplasma korduvuse CV oli 4,6%.
Mblemal juhul jdid keskmised CV <5%, mida loetakse analiiiitilises keemias véiga headeks

tulemusteks.

Korratavuse puhul hinnati erinevatel ajapunktidel teostatud —80 °C juures sdilitatud plasmade
modtetulemusi. Ainus muutuja korratavuse puhul oli analiiiisi teostamise aeg. Positiivse
ioonireziimi korral oli korratavuse keskmine CV 20,45% ning <10% oli 19% analiiiitide CV
tulemustest. Negatiivse reziimi korral oli keskmine CV 42,91% ning <10% jdi 38% analiiiitide
CV tulemusest. Nende tulemuste korral saab jdreldada, et iiheks jargmiseks metoodika arenduse
eesmargiks oleks modteseeriate vahelise vorreldavuse parandamine. Selleks tuleb teostada
metoodika edasine optimeerimine. Kirjanduse andmetel soovitatakse kromatograafiliste
analtiiiside korral kasutada eksperimentaalsete proovide kdrval ka pikaajalisi kontorollproove,
mille tulemused on teada (Fomenko jt., 2022). Partiide vahelise mootmise parandamiseks on
vélja tootatud ka 13C-isotoopmaérgistusega sisestandardina kasutatav parmiekstrakt, mis sisaldab
suurt osa endogeensetest metaboliitidest (Iroatech?). Kontrollproovide ja laiema katvusega

sisestandardi lisamine igale seeriamdotmisele tagaks parema proovide reprodutseeritavuse.

Koikidel seeriamddtmistel teostati igal valitud temperatuuril sdilitatud plasmade koondplasma
analiitisi modtmine kolmes korduses. Leiti keskmised véértused. Kuna korratavuse hindamisel ei

saadud optimaalseid tulemusi ja kirjanduse andmetel on enamik plasma metaboliite pirast

2 https://www.iroatech.com/iroa-yeast-internal-standard-gc-workflow-kit/
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tsentrifuugimist stabiilsed temperatuuril —80 °C (Moriya jt., 2016), siis teostati temperatuuride
vordlus alati samal ajapunktil siilitustingimustel —80 °C saadud tulemustega. Tulemuste
vordlemiseks piistitati nullhiipotees, et erinevatel temperatuuridel siilitatud plasmadele teostatud
metaboolse profiilli modtmisel analiilitide kontsentratsioonides erinevusi ei esine. Tulemuste
analiilisiks teostati kahepoolset T-testi, kus vdrreldi samal pédeval erinevatel temperatuuridel
sdilitatud plasmade modtmistulemusi. Kasutati muuthajuva dispersiooni funktsiooni, eeldusel, et
jaotuse dispersiooni kohta info puudub ja seda ka eraldi ei testitud. Saadud T-testi tulemustele
rakendati Benjamini-Hochbergi korrektsiooni. Metaboliitide tulemuste olulisuse hindamiseks
seati tdiendav tingimus, et saadud tulemuste vahel on diagnostiliselt oluline muutus, kui

tulemused erinevad vihemalt 20% vorra. Saadud tulemusi kirjeldatakse jérgnevalt.

Positiivses ioonireziimis ajapunktidel 7. ja 28. pédev leiti —80 °C kraadi ja —20 °C kraadi
vordluses serotoniinil 31% ja 30% tdus. Tulemused on toodud tabelis (Tabel 3). Hiljem ega 4 °C
juures serotoniini tousu ei leitud. Stabiilsuse uuringus toob Yang jt. (2013) vilja, et serotoniini
tous voib olla ka tingitud trombotsiiiitide jadkidest plasmas, sest analiiiit paikneb veres peamiselt
vereliistakutes. On tddetud, et ka 4 °C siilitustingimustel vdivad vererakud olla veel aktiivsed
ning sellest voib tuleneda ebaselge serotoniini tdus plasmas (Yang jt., 2013). Serotoniini tasemes
el leidnud Kamlage jt. (2014) 16 tundi toatemperatuuril séilitatud plasmas muutusi, kuid
tsentrifuugimiseelne viivitus tingis kontsentratsiooni languse, mis ei kattu magistritods saadud
tulemustega. Hinnates iiksikute patsientide proovide muutusi, siis koondplasmaga sarnast tdusu
leiti vaid kahes plasmas. Seega mdjutab kahe iiksiku plasma serotoniini tdus ka koondplasma
tulemust. Magistritdos teostatud eksperimendis voib tegemist olla ebaselge muutusega. Samas ei
tohiks ka ebaselget muutust laboratoorsetes analiilisides méirkamata jétta. Serotoniini taseme tdus
veres vOib olla seotud teatud ravimite voi toidulisandite liigtarvitamisega ja selline valepositiivne
leid voib klinitsistidele anda vale informatsiooni (Mayoclinic, Mayo Foundation for Medical

Education and Research’).

Tabel 3. Serotoniini kontsentratsiooni muutused —20 °C séilitustingimustel.

Analiiiit loonireziim 0. paev 7. paev 28.péev 56. paev

Serotoniin Posititvne 100% 131% 130% 114%

3 https://www.mayoclinic.org/
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Positiivses ioonireziimis teisel ajapunktil ehk 7. pdeval leiti 4 °C siilitustingumustel olnud
plasmades putresiini 23% langus (Tabel 4). Putresiini langus tuvastati ka hilisemates
ajapunktides, vastavalt 41% ja 50% (Tabel 4). Madalamal temperatuuril jdi analiiiit stabiilseks.
Negatiivses ioonireziimis putresiini kontsentratsiooni ei moddetud ja seega puudub
vordlusvdimalus. Analiitidil leiti kdigis iiksikutes plasmaproovides langus samas suurusjirgus.
Kirjanduse iilevaates vaadeldud uuringu tulemustes putresiini kontsentratsioonide muutusi vilja
el toodud. Putresiin on seotud rakkude kasvuga ning selle langus voib tdhendada, et rakkude kasv
ja jagunemine on pérsitud (Marshall jt., 2014). Plasma pikaaegsel siilitamisel on selline muutus
loogiline, aga kui laboris saadakse valepositiivne tulemus voib see viidata poliiamiinidega seotud
stinteesi héiretele (Marshall jt., 2014). Lisaks on amiinid tundlikud oksiidatsiooni suhtes v3i on

langus pohjustatud diaminooksidaasi enstimaatilise aktiivsuse sdilimisest (Mayoclinic).

Tabel 4. Putresiini, tauriini ja L-ornitiini kontsentratsioonide muutused 4 °C siilitustingimustel.

Analiiiit [oonireziim 0. paev 7. paev 28.pédev 56. paev
Putresiin Positiivne | 100% 77% 59% 50%
Tauriin Positiivne 100% 137% 118% 129%
L-ornitiin Positiivne 100% 129% 142% 159%

Tauriini kontsentratsioonides leiti tdus alates teisest ajapunktist 4 °C séilitustingimustel (Tabel 4).
Aminohappel esines sarnane tdus mdlemas ioonireziimis. Madalamal temperatuuril jdi analiiit
stabiilseks. Kamlage jt. (2014) tauriini kontsentratsioonis toatemperatuuril 16 tunni jooksul
muutusi ei tdheldanud, ajaperioodide mittekattuvuse tottu tulemusi vorrelda ei ole vdimalik.
Uksikute plasmade tulemuste analiiiisil selgus, et tdus tauriini kontsentratsioonis esines 80%
doonoritest, 20% jii analiilit stabiiseks. See tingib olukorra, kus vajalikud oleksid edasised
uuringud suurema patsientide hulgaga, et pistitada tauriini tousu hiipotees. Vead
sdilitustingimustel voivad pohjustada ebakorrektseid viiteid podletikule organismis, liigsele
toidulisandite voi energiajookide tarbimisele (Mayoclinic). Tauriini kontsentratsiooni tdus vdib
viidata ka suurele fiilisilisele koormusele ja stressile, kuna tauriin aitab reguleerida lihaste

funktsiooni (Marshall jt., 2014).
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Positiivse ioonireziimi 4 °C sdilitustingimuste leiti statistiliselt oluline tdus L-ornitiinil (Tabel 4).
Uksikute plasmaproovide tulemustes esines muutus kdigil samas suurusjirgus. Madalamal
temperatuuril sdilitatuna piisis aminohappe kontsentratsioon stabiilsena. L-ornitiini negatiivses
ioonireziimis ei tuvastatud ja seega ei saa tulemusi voOrrelda. L-ornitiini kasutatakse
toidulisandina ja sellest voib olla tingitud ajutine tdus veres (Marshall jt., 2014). L-ornitiini
taseme tous voOib viidata hiiperornitineemiale, mille puhul peaks tdusnud olema ka ammoniaagi

tase veres (Marshall jt., 2014).

Positiivses ioonireziimis alates kolmandast ajapunktist ehk 28. pédevast leiti 4 °C
sdilitustingimustel olnud plasmades statistiliselt oluline muutus analiilitidel: glutamiin ja
asparagiin. Tulemused on vélja toodud ka allpool toodud tabelis (Tabel 5). Glutamiinil oli langus
kolmandas ajapunktis 30% ja neljandas 66%, aspargiinil olid langused vastavalt 56% ja 83%
(Tabel 5). Negatiivses ioonireziimis olid mdlema analiiiidi kontsentratsioonide langused samas
suurusjirgus. Molema analiiiidi langused esinesid ka doonorite {iksikproovides. Selline suur
muutus ja laboripoolne ebakorrektne sdilitustingimuste rakendamine voib klinitsistid juhatada
valepositiivsete diagnoosideni. Madal asparagiini kontsentratsioon voib viidata ka asparagiini
sintetaasi defitsiidile (Blau jt., 2014). Asparagiini madal kontsentratsioon veres vOib viidata
hiipotooniale (madal lihastoonus) voi hiiperrefleksiast tingitud kontrollimatutele liigutustele
(Marshall jt.,2014). Glutamiini kontsentratsiooni langus plasmas vOib viidata mitmele
ainevahetushaigusele: vahtrasiirupitdbi, propionaatatsiduuria, metiiiilmalonaatatsiduuria ja
glutamiini siintetaasi defitsiit (Blau jt., 2014). Madal glutamiini sisaldus veres voib viidata
stressile, mis voib olla pohjustatud ka haigusest, samuti valgu vidhesele dieedile (Marshall jt.,

2014).

Glutamiini ja aspargiini langust erinevatel temperatuuridel séilitatud plasmas on tdheldatud ka
varem. Kamlage jt (2012) tdi oma uuringus vélja, et asparagiin ja glutamiin muutuvad aja
moddudes tdendoliselt enda dikarboskiiiilhappe analoogideks aspartaadiks ja glutamaadiks.
Glutamiinil —20 °C siilitustingumustel olulisi muutusi ei tdheldatud (Tabel 6). Asparagiinil esines
—20 °C siilitustingumustel kolmandas ajapunktis kerge tous, kuid seda oluliseks muutuseks ei
loetud, sest jargnevalt oli analiiiit stabiilne. Selle eksperimendi tulemuste pohjal saame jireldada,
et asparagiini ja glutamiini kontsentratsioon piisib muutumatuna korrektsete preanaliiiitiliste

tingimuste tditmisel, sdilitades teda vihem kui iiks nddala kuni 4 °C juures (Tabel 5, 6).
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Tabel 5. Asparagiini, glutamiini ja glutamaadi kontsentratsioonide muutused 4 °C
sdilitustingimustel.
Analiiiit Ioonireziim 0. pdev 7. pdev 28.pdev 56. paev
Asparagiin Positiivne 100% 100% 44% 17%
Glutamiin Positiivne 100% 102% 70% 34%
Glutamaat Negatiivne 100% 187% 367% 545%

Tabel 6. Asparagiini,

glutamiini ja glutamaadi kontsentratsioonide muutused —20 °C

sdilitustingimustel.
Analiiiit [oonireziim 0. paev 7. paev 28.pédev 56. paev
Asparagiin Positiivne 100% 101% 138% 93%
Glutamiin Positiivne 100% 109% 102% 99%
Glutamaat Negatiivne 100% 115% 150% 161%

Kirjanduse andmetel toimub glutamiini teisenemine glutamaadiks kdrgemal kui —80 °C

sdilitustingimustel (Kamlage jt., 2014). Glutamaadi kontsentratsiooni moddeti vaid negatiivses

ioonireziimis, 50% tous leiti —20 °C siilitustingimustel kolmandas ajapunktis ehk 28. pdeval

(Tabel 6). Viimases ajapunktis oli glutamaat tGusnud 61% vdorra (Tabel 6). Glutamaadi tdus

toimus ka 4 °C sdilitustingimustel, kus teisel ajapunktil oli tdus 87% vorra, kolmandal ajapunktil

leiti 3,5 kordne ja neljandal 5,5 kordne tdus (Tabel 5). Glutamaadi muutused iiksikutes plasmades

olid sarnased koondplasma tulemustega. Korge kontsentratsioon veres voib viidata ainevahetus

héiretele: glutamiinhappe atsideemia ja glutamiini siintetaasi defitsiit (Blau jt., 2014). Aspartaadi

kontsentratsiooni eksperimendis ei moddetud. Asparagiini, glutamiini ja glutamaadi muutused on

visualiseeritud joonistel 1 ja 2 (Joonis 1 ja 2).
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Joonis 1.  Asparagiini, glutamiini ja glutamaadi kontsentratsioonide muutused 4 °C
sdilitustingimustel. Iga analiiiidi vasakpoolne tulp tdhistab esialgset kontsentratsiooni (100%).
Jargnevad tulbad véljendavad analiilidi kontsentratsiooni suhtelist muutust erinevatel ajahetkedel

vorreldes esialgse mdddetud sisaldusega proovis.
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Joonis 2. Asparagiini, glutamiini ja glutamaadi kontsentratsioonide muutused —20 °C
sdilitustingimustel. Iga analiiiidi vasakpoolne tulp tdhistab esialgset kontsentratsiooni (100%).
Jargnevad tulbad véljendavad analiilidi kontsentratsiooni suhtelist muutust erinevatel ajahetkedel

vorreldes esialgse moddetud sisaldusega proovis.
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Positiivses ioonireziimis leiti 4 °C siilitustingimustel iildine langustrend karnitiinide
kontsentratsioonides (Tabel 7). Tingimustele, et analiiiidi kontsentratsiooni muutus peab olema
vihemalt 20%, vastas magistrito0 eksperimendis 56. pdeval ainult glutariitilkarnitiin (Tabel 7).
Teiste karnitiinide langus oli védiksem ja deoksiikarnitiini kontsentratsioon jii kogu eksperimendi
jooksul stabiilseks (Tabel 7). Karnitiinide muutused 4 °C siilitustingimustel on visualiseeritud ka
joonisel (Joonis 3). Karnitiinide aeglast lagunemist on mérkinud ka Haid jt. (2018), kelle
andmetel vOib pohjuseks olla karnitiini ja rasvhapete vaheliste estersidemete hiidroliiiis.
Madalamal temperatuuril séilisid karnitiinide kontsentratsioonid stabiilsetena. Muutused
tiksikutes plasmades olid sarnased koondplasma tulemustega. Negatiivses ioonireziimis

karnitiinide kontsentratsioone ei moddetud.

Tabel 7. Karnitiinide kontsentratsioonide muutused 4 °C séilitustingimustel.

Analiiiit loonireziim 0. paev 7. paev 28.paev 56. pdev
O-atsetiitilkarnitiin - | pogitijvne 100% 87% 83% 84%
L-karnitiin Positiivne 100% 99% 87% 84%
Lauroltlkarnitiin | - 100% 92% 93% 83%
Glutariitilkarnitiin Positiivne 100% 95% 85% 80%
Deoksiikarnitiin Positiivne 100% 108% 113% 101%
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Joonis 3. Karnitiinide kontsentratsioonide muutused 4 °C siilitustingimustel. Iga analiiiidi
vasakpoolne tulp tdhistab esialgset kontsentratsiooni (100%). Jargnevad tulbad véljendavad
analliiidi  kontsentratsiooni suhtelist muutust erinevatel ajahetkedel vorreldes esialgse

moddetudsisaldusega proovis.

Kolmandas ajapunktis leiti nukleosiid metiililadenosiini ~ kontsentratsioonis 4 °C
sdilitustingimustel 42% ja viimases 61% langus (Tabel 8). Nukleosiidi on osaline tRNA (transfer
Ribonucleic acid) struktuuri ja funktsiooni stabiliseerija (Marshall jt., 2014). Magistritod
eksperimendis ei ole vdimalik eristada 1-metiitiladenosiini ja 3-metiiiiladenosiini, seega ei saa
tulemusi kirjanduse andmetega otseselt vorrelda. On leitud Moriya jt. (2016) uuringus
I-metiitiladenosiini kontsentratsiooni stabiilsus toatemperatuuril, kuid siinkohal neid tulemusi
vorrelda ei  saa. Diagnostiliselt vOib  analiitidi  langus viidata héiretele RNA

metiileerimisprotsessides, mis on oluline geeniekspressiooni reguleerimisel (Marshall jt., 2014).

Karboksiiiilhappe 1-aminotsiiklopropaankarboksiilaadi kontsentratsiooni leiti oluline, 30% langus
viimases ajapunktis (Tabel 8). Karboksiiiilhape on oluline neuronite funktsioneerimise kindlustaja
(Marshall jt., 2014). Tutvutud uuringutes karboksiiiilhapet ei analiilisitud ja seega puudub
vordlusvoimalus.  Madalamal  temperatuuril  sdilitatuna  plisisid mdlema  analiiiidi
kontsentratsioonid stabiilsena. Langused iiksikutes plasmades olid mdlema analiitidi korral

sarnased koondplasma tulemustega.
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Tabel 8. Metiiiiladenosiini, 1-aminotsiiklopropaankarboksiilaadi ja L-alaniini kontsentratsioonide

muutused 4 °C siilitustingimustel.

Analiiiit Ioonireziim | 0. pdev 7. pdev 28.pdev 56. paev
Metiiil- Positiivne | 100% 93% 58% 39%
adenosiin

1-aminotsiiklo-

propaan- Positiivne 100% 93% 84% 70%
karboksiilaat
L-alaniin Positiivne 100% 122% 113% 142%

Positiivse ioonireziimi 4 °C siilitustingimuste modtmiste viimases ajapunktis leiti statistiliselt
oluline tous L-alaniinil, 42% (Tabel 8), sarnane tous leiti ka koikides tiksikutes plasmaproovides.
L-alaniini moddeti negatiivses ioonireziimis, kuid eemaldati andmeanaliiiisist liialt suure CV
tottu, seega puudub vdimalus vordluseks. Madalamal temperatuuril séilitatuna piisis aminohappe
kontsentratsioon stabiilsena. Kamlage jt. (2014) tuvastasid samuti alaniini muutuse
toatemperatuuril 16 tunni jooksul, kuid magistritods leitud eksperimendis voib alaniini stabiilseks
lugeda 4 °C siilitustingimustel kuni 28 pdeva. Alaniin on oluline koostisosa valkude
moodustamisel, olles ka oluline lihaste ja kesknérvisiisteemi energiaallikas (Marshall jt. 2014).
Alaniini kontsentratsiooni tdus plasmas vdib viidata lihaste kurnatusele (Mayoclinic). Samuti ka
ainevahetushaigustele: laktaatsidoos, piirovaadi metabolismi hidired, mitkondriaalsed hiired,
hiiperammonaemia siindroom, samuti gliikagooni retseptori defektile (Blau jt., 2014). Edasistes
metaboliitide stabiilsuse uuringus voib viimati nimetatud analiiiite veel kord testida, et kontrollida

nende muutlikkust temperatuuri mojul.

Jargnevalt kirjeldatakse veel olulisi negatiivse ioonireziimi tulemusi. Teises ajapunktis ehk 7.
pieval 4 °C siilitustingimustel tdheldati oksoproliini kahe kordset tdusu, jairgmises ajapunktis oli
muutus viiekordne ja viimases kiimnekordne (Tabel 9, Joonis 4). Sarnane tOus esines ka koigis
kiimnes tliksikus plasmaproovis. Eksperimendi tulemused {ihtivad Moriya jt. (2016) tulemustega,
kus oksoproliini tousu leiti 4 °C siilitustingimustel, kuid madalamal temperatuuril jii analiiiidi
kontsentratsioon stabiilseks. Positiivses ioonireziimis analiiiiti ei tuvastatud. Kahe uuringu pohjal
saab jareldada, et oksoproliini lithiajaliseks sdilitamiseks sobib ka kdrgem temperatuur kui —80
°C.
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Oksoproliin ehk 5-oksoproliin, tuntud ka kui piiroglutamiinhape, on aminohapete ainevahetuse
vaheiihend, kuuludes aminohappe derivaatide hulka (Marshall jt., 2014). Oksoproliin moodustub
glutamaadi dehiidratsiooni tulemusena, mistdttu voib olla tema kontsentratsioon ajas kasvanud
(Kumar ja Bachhawat, 2012). Diagnostiliselt v0ib oksoproliini kuhjumine viidata
ainevahetushaigusele 5-oksoprolinuuria (Marshall jt., 2014). Kuid kui laboris on saadud
valepositiivsed tulemused séilitustingumuste ebastabiilsuse tottu, kahandab sellise vastuse

viljastamine labori usaldusvééarsust.

Tabel 9. Oksoproliini kontsentratsiooni muutused 4 °C siilitustingimustel.

Analiiiit loonireziim 0. paev 7. paev 28.pédev 56. paev
Oksoproliin | Negatiivne 100% 239% 564% 1000%
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Joonis 4. Oksoproliini kontsentratsioonide muutus 4 °C siilitustingimustel. Analiiiidi
vasakpoolne tulp tdhistab esialgset kontsentratsiooni (100%). Jargnevad tulbad véljendavad
analiiiidi kontsentratsiooni suhtelist muutust erinevatel ajahetkedel vorreldes esialgse mdodetud

sisaldusega proovis.
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Negatiivse ioonireziimi teises ajapunktis 4 °C siilitustingimustel leiti 40% piiridoksaali tdus, mis
hiljem jii stabiilseks (Tabel 10). Tousud {iksikutes plasmades olid sarnased koondplasma
tulemustega. Madalamal temperatuuril séilitatuna piisis vitamiini kontsentratsioon stabiilsena.
Positiivses ioonireziimis analiiliti ei mdddetud ja seega puudub vordlusvoimalus. Piiridoksaal ehk
vitamiin B6 osaleb erinevate metaboliitide: valkude, lipiidide, siisivesikute, koensiilimide ja
hormoonide ainevahetusprotsessides (Marshall jt. 2014). Organismil on vaja vitamiin B6
normaalseks ajuarenguks, samuti nédrvi- ja immuunsiisteemi toimimiseks (Mayoclinic). Selle

liigne tarbimine v3ib pdhjustada erinevaid slimptomeid: ataksia, tuimus, iiveldus (Mayoclinic).

Tabel 10. Piiridoksaali kontsentratsiooni tous 4 °C sdilitustingimustel.

Analiiiit loonireziim 0. paev 7. paev 28.paev 56. paev

Piiridoksaal | Negatiivne 100% 139% 142% 132%

Negatiivses ioonireziimis leiti oluline muutus disahhariidide kontsentratsioonis molemal
temperatuuril (Tabel 11 ja 12). Kolmandas ajapunktis —20 °C sdilitustingimustel leiti
temperatuuride vordlusel disahhariidide kontsentratsioonis 77% tdus, mis piisis neljandal
modtmisel samas suurusjargus (Tabel 12). Korgemal temperatuuril esines 28. pdeva mootmisel
kolmekordne tous (Tabel 11), mis pilisis sarnaselt —20 °C viimases punktis samas suurusjargus
(Tabel 12). Kdikides iiksikutes proovides esines koondplasmale sarnane muutus. Disahhariidide
muutused on visualiseeritud joonisel (Joonis 5). Proovides leidub mitmeid sama molekulmassiga
disahhariide, mille eristamine iiksteisest antud eksperimendis polnud vdimalik. Seega ei saa
kindlalt viita, millise analiiiidiga on tegu. Kamlage jt (2014) leidsid maltoosi kontsentratsiooni

tousu plasmas korgemal kui 4 °C sdilitustingimustel.

Tabel 11. Disahhariidide kontsentratsiooni muutused 4 °C siilitustingimustel.

Analiiiit loonireziim 0. paev 7. paev 28.pdev 56. pdev

Disahhariidid | Negatiivne 100% 156% 398% 368%
Tabel 12. Disahhariidide kontsentratsiooni muutused —20 °C séilitustingimustel.

Analiiiit loonireziim 0. pdev 7. pdev 28.pdev 56. paev

Disahhariidid | Negatiivne 100% 100% 177% 152%
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Joonis 5. Disahhariidide kontsentratsiooni muutused —20 °C ja 4 °C siilitustingimustel.
Analiiiitide vasakpoolne tulp tdhistab esialgset kontsentratsiooni (100%). Jargnevad tulbad
viljendavad analiilidi kontsentratsiooni suhtelist muutust erinevatel ajahetkedel vorreldes esialgse

moddetud sisaldusega proovis.

Valiini 20% tdus tuvastati koondplasmas nii kolmandas kui ka neljandas ajapunktis 4 °C
sdilitustingimustes (Tabel 13). Uksikute plasmaproovide analiiiisis selgus, et 20% jii analiiiit
stabiilseks, 60% tdusis ning 20% plasmades kontsentratsioon langes. Tulemustes on valiini
kontsentratsioon viga muutlik ja seega vOib leitud tdus olla ka juhuslik viga. Madalamal
temperatuuril pilisis aminohappe kontsentratsioon stabiilsena. Koondplasma tulemused ei iihti
Kamlage jt. (2014) saadud tulemustega, kus valiini kontsentratsioonis tdheldati minimaalset
langust. Samuti tuvastati selles uuringus valiin ainult negatiivses ioonireziimis ja tulemusi
vorrelda ei saa. Tulemuste ebaselguse tottu peaks jérgnevates uuringutes valiini stabiilsuse
modtmisi kordama, suurendades patsientide hulka, et piistitada analiilidi muutuse kohta hiipotees.
Valiini kontsentratsiooni tdus plasmas voOib viidata ainevahetushaigustele: vahtrasiirupi tobi ja

hiipervalineemia (Blau jt., 2014).
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Tabel 13. Valiini, gamma-linolenaadi ja 2,3-diaminopropionaadi kontsentratsioonide muutused 4

°C siilitustingimustel.

Analiiiit Ioonireziim 0. pdev 7. pdev 28.pdev 56. paev
Valiin Negatiivne 100% 90% 159% 123%
Gamma- Negatiivne | 100% 98% 153% 195%
linolenaat
2,3-diamino-

. Negatiivne 100% 104% 67% 34%
propionaat

Gamma-linolenaadi tdusu tdheldati 4 °C siilitustingimustes nii kolmandas kui ka neljandas
ajapunktis, vastavalt 53% ja 95% (Tabel 13). Madalamal temperatuuril piisis analiiiidi
kontsentratsioon stabiilsena. Rasvhapete kontsentratsioonide muutusi on mérgitud ka kirjanduses
(Moriya jt., 2016). Gamma-linolenaadil ehk oomega-6 rasvhappel on oluline roll nérvisiisteemi ja

organismi lldises arengus (Marshall jt., 2014).

Aminohappe derivaadil 2,3-diaminopropionaadil leiti oluline langus 4 °C sdilitustingimustel
kahes viimases ajapunktis, vastavalt 33% ja 66% (Tabel 13). Kodikides iiksikutes proovides esines
koondplasmale sarnane muutus. Kogu eksperimendi jooksul jdi 2,3-diaminopropionaat —20 °C
sdilitustingimustel stabiilseks. Seega kontsentratsioon piisib —20 °C juures kuni kaks kuud
stabiilsena. Uuringu jaoks vaadeldud kirjanduses analiiiidi kontsentratsioonide muutusi ei
kisitletud. Uksikute plasmade tulemustes oli iiks proov, mis oli langenud teistest 2,5 korda
rohkem ja mis tingis suure muutuse ka koondplasmas. Kuid koikides plasmades esines siiski
langustrend. Seega vOib jdrgnevates uuringutes aminohappe derivaadi stabiilsust 4 °C

sdilitustingimustes tdiendavalt analiilisida.

Positiivses ioonireziimis esines 56. pdeva moodudes 4 °C siilitustingimustel oluline muutus 20%
ja —20 °C siilitustingimustel 2% analiititidest ehk {ihel analiiiidil, serotoniinil. Serotoniini tdus
ainult 7. ja 28. pdeva modtmisetel —20 °C siilitustingimuste korral. Korgemal temperatuuril
muutust ei tdheldatud. Seega vOib tegemist olla analiiiitilise veaga. Positiivse ioonireziimi
tulemustest saab jéreldada, et enamik analiilite on —20 °C siilitustingimustel stabiilsed kuni tliks

nddal, mis iihtib Pinto jt. (2014) tulemustega.
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Negatiivses ioonireziimis esines 56. pdeva moddudes 4 °C siilitustingimustel oluline muutus
25% ja —20 °C siilitustingimustel 5% analiiiitidest ehk kahel analiitidil. Negatiivses
ioonireZiimis leiti glutamaadi ja disahhariidide tous —20 °C siilitustingimuste korral. Kuid kuni
nddal olid kdik mainitud analiitidid stabiilsed ka korgemal temperatuuril kui —80 °C. Negatiivse
ioonireziimi tulemustest saab jireldada, et enamik analiiiite on —20 °C siilitustingimustel

stabiilsed, kuid kindlasti tuleb oluliste kvaliteedimarkeritena arvestada eelpool mainituid.

Magistritods leitud aminohappe derivaadi 2,3-diaminopropionaadi langustrendi viljaselgitamine
vajaks edasisi stabiilususe uuringuid, sest magistritdds esines koondplasma hulgas iiks teistest
korgema langustrendiga plasma. Samuti vajavad edasisi uuringuid valiini ja tauriini

kontsentratsioonides leitud ebastabiilsused.

Modlemas ioonireziimis oli ka analiiiite, mis jdid stabiilseks ja mille tulemused kattuvad ka varem
teostatud uuringutega. Magistritoos teostatud uuringus jdid metioniini kontsentratsioon
stabiilseks, tulemused iihtivad Kamlage jt. (2014) ja Moriya jt. (2016) tulemustega. Samuti
tihtivad eksperimendi tulemused Kamlage jt. (2014) tulemustega, kus muutusi ei leitud proliini,
triiptofaani, leutsiini ja ketoleutsiini kontsentratsioonides. Samas kui Pinto jt. (2014), tdheldasid

proliini tdusu.

Kirjanduses leitava informatsiooni kohaselt, lisaks eelnevatele stabiilsetele analiiiitidele,
muutuvad glutamiin ja asparagiin enda dikarboksiililhappe analoogideks. Glutamiini ja
asparagiini langust ning glutamaadi tdusu téheldati 4 °C siilitustingimustel ka magistritoos. Neid
analiiiite voib lugeda siinkohal kvaliteedimarkeriteks, mis niitavad, et sdilitustemperatuur ei

olnud piisav metaboolsete muutuste peatamiseks.

Uuringusse kaasatud vabatahtlike doonorite valim oli véike, kuid meeste ja naiste osakaal jagunes
vordselt. Koik doonorid olid hea iildise enesetundega ning erinevas vanuses, kattes koik
vanuserithmad 20—65 aastaste seas. Metaboliitide hulgas on ebastabiilseid analiilite, mis vajavad
standardiseeritud preanaliiiitilist ettevalmistust. Saadud tulemused loovad baasteadmised
analiiiitide kontsentratsioonide muutlikkuse kohta lithema perioodi jooksul kdrgemal kui —80 °C
sdilitustingimustel. Magistritods saadud informatsioon aitab tulevikus hinnata kliinilises t60s
saadavaid tulemusi, et kindlustada labori t66voo adekvaatsus ja hoiduda klinitsistidele

valepositiivsete analiiiisivastuste véljastamisest.
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Kokkuvote

Magistritoo tildiseks eesmérgiks oli vilja selgitada metaboolseks analiilisiks sobivad vereplasma
sdilitustingimused. Kirjanduse andmetel tagab plasma sdilitamine —80 °C juures metaboolse
profiili reprodutseeritavuse, kuid korgematel temperatuuridel vOivad monede analiiiitide
kontsentratsioonides esineda muutused. Eelnevalt 1dbiviidud uuringutes on plasmasid séilitatud
viga erinevatel temperatuuridel, kuid ajavahemikud on olnud kliinilise t66voo mdistes liiga
lithikesed voi pikad, ulatudes 06pdeva pikkustest kuni mitme aastaste uuringuteni. Eksperiment
oli oluliseks aluseks metaboloomika meetodite arendusel SA TUK Geneetika ja
personaalmeditsiini kliinikus, et hiljem meetodit rakendada ka kliinilises t60s. Igapdevases to0s
voib tekkida vastava aparatuuri puudumisel olukord, kus plasma viimine —80 °C juurde pole
koheselt voimalik. Seetdttu hinnati eksperimendis doonori plasmade metaboliitide sisaldust
erinevates ajapunktides pirast proovi vOtmist, sdilitades vereplasmasid kolmel erineval

temperatuuril ning vorreldi kirjanduses avaldatud andmetega.

To66 tulemustes todeti, et enamus metaboliite on liihiajaliselt —20 °C séilitustingimustel stabiilsed.
Korgemal temperatuuril, 4 °C siilitustingimustel, on metaboliitide kontsentratsioonid
muutlikumad ja juba iihe nddalane séilitamine vOib mdjutada analiilisitulemusi. Tulemustes
esines ka analiiiite, mille kontsentratsioon jii kogu uuringu véltel stabiilseks ja mitmeid neist
kinnitasid ka eelnevalt avaldatud andmed (Kamlage jt., 2014, Moriya jt., 2016). Samuti kattusid
eksperimendi tulemused juba eelnevalt kirjanduses sdilitustemperatuuri suhtes tundlikutena
véljatoodud analiiiitidega. Neid analiilite vOib lugeda siinkohal kvaliteedimarkeriteks, mis

niitavad, et séilitustemperatuur ei olnud piisav metaboolsete muutuste peatamiseks.

Positiivses ioonireziimis tuvastati korgemal temperatuuril monede aminohapete, tihe karnitiini,
nukleosiidi ja karboksiililhappe derivaadi ja polilamiini kontsentratsioonide muutused, mida
vorreldi kirjanduses avaldatud andmetega. Negatiivses ioonireziimis tuvastati —20 °C
sdilitustingimustel disahhariidide ja glutamaadi kontsentratsioonide muutused, mis {ihtivad
kirjanduses avaldatud andmetega ja mida on hea kasutada preanaliiiitiliste kvaliteedimarkeritena.
Korgemal temperatuuril esinesid muutused lisaks eelnevatele ka moningate aminohapete, iihe
rasvhappe ja B-grupi vitamiini kontsentratsioonides. Seega tulemused iihtivad kirjanduse
andmetega, et kuni iiks nddal —20 °C siilitustingimustel hoitud plasmade metaboolsed profiilid

on stabiilsed (Yin jt., 2013, Kamlage jt., 2014, Pinto jt., 2014, Haid jt., 2018). Kdrgemal
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temperatuuril sdilitatuna aga esineb metaboliitide kontsentratsioonides muutusi ning

analtisitulemusi adekvaatselt hinnata ei ole voimalik.

Eksperimendi tulemustes esinesid moningad analiiiidid: seriini aminohappe derivaat
2,3-diaminopropionaat ning aminohapped valiin ja tauriin, mille stabiilsused vajaksid edasisi
uuringuid. Aminohappe derivaadi iiksikute plasmade tulemustes leiti langustrend, kuid nende
hulgas oli iiks proov, mis oli langenud teistest 2,5 korda rohkem. See mdjutas koondplasma
tulemusi. Seega vOib jirgnevates uuringutes 2,3-diaminopropionaadi kontsentratsiooni langust 4
°C siilitustingimustel tdiendavalt analiiisida. Uksikute plasmade analiiiisis 4 °C
sdilitustingimustel selgus nii valiini kui tauriini kontsentratsioonide muutustes ebastabiilsusi, mis
ei ihtinud koondplasma tulemustega. Nende viljaselgitamiseks tuleks teostada suurema

doonorite hulgaga stabiilsuse kordusuuringud, et piistitada analiiiidi muutuste kohta hiipoteesid.

Magistritdds saadud informatsioon aitab tulevikus hinnata kliinilises t60s saadavaid tulemusi, et
kindlustada labori t66voo adekvaatsus ja toetada klinitsistide t60d, hoidudes valepositiivsete

analiilisivastuste viljastamisest.
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Evaluation of Metabolite Stability in Blood Plasma Using Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry

Kaarina Kessel

Summary

Metabolomics is one of the omics sciences, aiming to identify the set of biomolecules,
metabolites, present in an organism, which best represent the molecular phenotype. The
reproducibility of metabolites in samples can be influenced by various pre-analytical conditions.
Numerous studies have been conducted to determine metabolite stability. According to the
literature, storing plasma at —80 °C ensures the reproducibility of the metabolic profile, but
higher temperatures may alter the concentrations of some analytes. In everyday clinical practice,
the absence of the necessary equipment may prevent immediate storage at —80 °C. The general
aim of this master's thesis is to verify the literature data and compare them with the obtained
results, determining suitable storage conditions for blood plasma for metabolic analysis. This
experiment is a crucial foundation for developing metabolomics methods at the Tartu University
Hospital's Clinic of Genetics and Personalized Medicine, with the eventual goal of applying these
methods in clinical work. Therefore, the study assessed the metabolite content in donor plasma at
various time points post-sampling, storing the plasma at three different temperatures. The results
support the theory that some metabolites are unstable and require standardised pre-analytical

processes, also serving as quality controls for pre-analytics.

The study found that most metabolites are stable under —20 °C storage conditions for short
periods; only glutamate concentration changed at the second time point. Thus, the results align
with literature data indicating that metabolic profiles of plasma stored at —20 °C for up to one
week are reproducible. However, under 4 °C storage conditions, metabolite concentrations were
more variable, and even one-week storage could affect analysis results. Some analytes remained
stable throughout the study, confirming previously published data (Kamlage et al., 2014; Moriya
et al., 2016). The experiment's results also matched literature data for analytes sensitive to storage
temperature. These analytes can be considered quality markers indicating that the storage

temperature was insufficient to prevent metabolic changes.

48



In positive ion mode, higher temperatures resulted in changes in the concentrations of some
amino acids, a carnitine, a nucleoside, a carboxylic acid derivative, and a polyamine, which were
compared with literature data. In negative ion mode, in addition to glutamate, changes in the
concentrations of disaccharides were detected under —20 °C storage conditions, consistent with
the literature. These analyte variations are useful as pre-analytical quality markers. Higher
temperatures also resulted in changes in the concentrations of some amino acids, a fatty acid, and
a B-group vitamin. Thus, the results align with literature data indicating that the metabolic
profiles of plasma stored at =20 °C for up to one week are stable (Yin et al., 2013; Kamlage et al.,
2014; Pinto et al., 2014; Haid et al., 2018). However, when stored at higher temperatures,

metabolite concentrations change, making it impossible to accurately assess the analysis results.

Some analytes in the experiment, such as the serine amino acid derivative 2,3-diaminopropionate
and the amino acids valine and taurine, showed stability issues that require further study. The
results for the amino acid derivative in individual plasma samples showed a decreasing trend, but
one sample decreased 2.5 times more than the others, affecting the pooled plasma results.
Therefore, in future studies, the decrease in 2,3-diaminopropionate concentration at 4 °C should
be further analysed. In the analysis of individual plasmas stored at 4 °C, valine and taurine
concentrations showed instabilities not reflected in the pooled plasma results. To clarify these
findings, further stability studies with larger donor samples should be conducted to form

hypotheses about analyte changes.

The information obtained in this master's thesis will help evaluate results in future clinical work,
ensuring the adequacy of laboratory workflows and supporting clinicians' work by avoiding the

issuance of false-positive analysis results.
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Tanusonad

Soovin tidnada enda pdhijuhendajat Mihkel Ilissoni, tdnu kellele sain tutvuda tdiesti uudse
metoodika arendusega. Aitidh ka mitmekiilgse toetuse ja abi eest magistritood teostamisel.

Samuti tinan SA TUK Geneetika ja personaalmeditsiini kliiniku juhtkonda ja laboratoorse
geneetika osakonna ainevahetushaiguste labori todtajaid, kes voOimaldasid mul magistritoo
eksperimenti teostada.

Ténan koiki vabatahtlike doonoreid, kes uuringu jaoks verd loovutasid ja kaasjuhendajat Ants

Kurge, kes aitas t00 vormistamisel.

Minu eriline tdnu kuulub abikaasale ja pojale.
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Lisad

Lisa 1. Tulemused.

Tabel 14. Positiivse ioonireziimi analiiiidid ja mdotetulemused.

Stan- Stan-
Retensiooni Sobivaim dardi- | dardi- Muutus Muutus
Aine Valem Mass Aineklass sisestan- seeri- seeri- -20 °C 4°C
-aeg . .
dard mata tud juures juures
Cv CvV
Triiptofaan C,H,N,0, 2040899 4,98 Aminohape Phe-IS 3,7% 1,8% | Stabiilne Stabiilne
Trigonellin | CH,NO, |B37:04771 0,78 Kafﬁ"ks"iﬁl' Phe-IS 6.4% | 2.8% | Stabiilne | Stabiilne
ape
Trans-4- .
hiidroksii- CsH,NO, |131,0583 0,69 Aminohape | Creatine-IS | 7,6% 5,9% | Stabiilne Stabiilne
L-Proliin
Teofiilliin CH,NO, [180:0648 546 Aminohape | Camnitine-IS | 1,8% | 1,1% | Stabiilne | Stabiilne
Tauriin CHNO,s |12501461 067 | Aminohape | DDPC-IS | 4,5% | 24% | Stabiilne 1
o 145,158 .. o 0 0
Spermidiin C,HoN, 0,52 Polilamiin | Creatine-IS | 14,4% | 12,4% — —
Serotoniin C,H,N,0 [ 176,095 3,04 Poliiamiin | Carnitine-IS | 2,1% | 1,8% T Stabiilne
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Hippuric

Seriin C3H7NO3 1 05,0426 0,67 Aminohape acid-IS 13 ,4% 11 ,5% _ _
.. o Nicotinamide o o Stabiil
Putresiin C,H,N, 88,1 0,58 Poliiamiin IS 7,4% 6,7% abiilne !
Proliin C;HyNO, 115,0634 0,79 Aminohape Phe-IS 6,8% 2,5% Stabiilne Stabiilne
Feniiiilalaniin | C,H,NO, [102:0791 3,79 Aminohape |  Phe-IS 43% | 1,0% | Stabiilne | Stabiilne
Paraksantiin | C,HN,0, |80:0648 527 Puriin DDPC-IS | 31% | 42% | Stabiilne | Stabiilne
Panteonaat C,HgN, O, 219,1106 4,48 Vitamiin NICOt_T Sa mide 7,0% 7.1% Stabiilne Stabiilne
olgatsg:gﬁl- C,H,,NO, [203,1159 11 Karnitiin Nlco“ilsmlde 4,8% | 3,1% | Stabiilne | Stabiilne
arnitim -
N,N—Di‘m'?tﬁﬁl- CH,(N,0, [202,1429 0,78 Arillinf)halzpe DDPC-IS 3,1% 1,6% Stabiilne Stabiilne
arginim crivaa
N,N,N - . L . Stabiilne
Trimetiiiil- | CoHaNoO, |188:1523] 0,66 An(;m."happe Nlc"t_l{‘;‘mlde 43% | 41% Stabiilne
lusnn erivaat
Metiiiil- ) )
4-amino- CH,NO, |H7.0791F 107 Aminohape | Phe-IS 4,6% | 1,2% | Stabiilne | Stabiilne
butiiraat
Metioniin | CsHiNO,S [149:0511 129 Aminohape |  Val-IS 6,6% | 1,1% | Stabiilne | Stabiilne
Liisiin CH.N,0, [146,1054] (58 Aminohape Nlc"t_l?samlde 56% | 3.9% | Stabiilne | Stabiilne
L-ornitiin CsH,N,O, 132,0898 0,58 Aminohape Nicotinamide| 5,9% 6,1% Stabiilne 1
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-IS

Leutsiin CHNO, [131,0948 2,44 Aminohape Phe-IS 3,8% 2,1% | Stabiilne Stabiilne
L-karnitiin C,H,NO, |[161,1054 0,7 Karnitiin | Carnitine-IS | 2,1% 0,7% Stabiilne Stabiilne
Lawolill- | "¢ H,NO, 3432722 12,62 | Kamitin | VabIS | 106% | 7% | Stabiilnc | Stabiilnc

arnitiimn

L-alaniin C,;H,NO, | 89,0476 0,68 Aminohape | DDPC-IS 1,9% 1,8% Stabiilne T

Disahhariidid | CuH»Oy |3421161 071 | Disahhariid NICOt_TSa mide| 630, | 59% | Stabiilne | Stabiilne
Kinureniin | CioHpN,05 20808471 3,44 An;;?fvhazr;pe Val-IS 6.5% | 41% | Stabiilne | Stabiilne
Isoleutsiin CH;NO, 131,0948 2,28 Aminohape Phe-IS 4,6% 1,0% Stabiilne Stabiilne

Inosiin CyoH,N,05 |268,0806] 373 Nukleotiid | DDPC-IS | 11,5% | 10,5% — —

Hiipoksantiin | CsH,N,0 |136:0386 1,68 Puriin Carnitine-IS | 1,0% | 1,1% | Stabiilne | Stabiilne

Histidiin CeHoN;O, 155,0694 0,68 Aminohape Val-IS 4,1% 4,3% Stabiilne Stabiilne

Hipuraat CH,NO, [179.0582] 53 Kaf‘;OkSﬁﬁl' DDPC-IS | 52% | 3,1% | Stabiilne | Stabiilne
ape
Glil;?iizlll;)ieo C, H,NO, [449.3144 14,42 Sapphape Iilggtl[réc 7,8% 7,0% Stabiilne Stabiilne

iluta_ft"_i}'ﬂ' C.H,NO, [275:1369] 285 Karnitiin | Creatine-IS | 32% | 19% | Stabiilne l

arnitiin
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Glutamiin CsH,(N,0, [146,0692 0,68 Aminohape | Carnitine-IS | 1,2% | 1,7% | Stabiilne !
Gamma- C,H.NO 103,0633 0.69 . Nicotinamide o o .. .
aminobutiiraat 41NO, R Aminohape IS 3,7% 3,9% Stabiilne Stabiilne
Dihiirouratsiil | CiHN,0, [H404311 0,77 Pirimidiin | Creatine-IS | 32% | 12% | Stabiilne | Stabiilne
Eaer(r)lll{‘zllln C,H,NO, [145,1103] (76 Karnitiin Phe-IS 7.0% | 2.9% | Stabiilne | Stabiilne
Kreatiniin | C:HN.0 |113091) - o74 | LAMMASHU | Creatine IS | 4.9% | 2.7% | Stabiilne | Stabiilne
Kreatiin C,HN,0, [13L0696| (76 AIES;?V};I;PG Creatine-IS | 32% | 1.1% | Stabiilne | Stabiilne
Tsitrulliin C¢H/5N;0; 175,0957 0,67 Aminohape Carnitine-IS | 2,0% 2,0% Stabiilne Stabiilne
Koffeiin CgH,(N,0, |194.0804 6,36 Puriin Carnitine-IS | 2.2% | 1,8% | Stabiilne | Stabiilne
Kadaveriin CsH,N, 102,1156 0,57 Amiin NiCOt_iil Sa mide 5,7% 4,9% Stabiilne Stabiilne

Betaiin CH,NO, [U7.0791f o772 An;grlfvlglipe Carnitine-IS | 2,5% | 1,5% | Stabiilne | Stabiilne
Asparagiin CHgN,0, [132,0535 0,67 Aminohape | DDPC-IS | 7,1% | 6,6% | Stabiilne l
Arginiin CoH N0, |17411161 066 Aminohape | Creatine-IS | 3,0% | 2,3% | Stabiilne | Stabiilne
Heksoosid CH,,0, |180,0633 0,7 SaMhﬁgﬁld DDPC-IS | 43% | 49% | Stabiilne | Stabiilne

Treoniin C,H,NO, [119,0583 0,69 Aminohape |Nicotinamide| 6,8% | 4,9% | Stabiilne | Stabiilne
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-IS

Atseetoatsetaat C,HqO; 102,0316 1,09 Ketoon NICOt_TSa mide 12,0% 10,8% - —
4-atseet- Karboksiiiil- . .
amido- CHNO; | 145,074 2,98 happe DDPC-IS | 4,7% | 49% | Stabiilne | Stabiilne
butanoaat derivaat
1-metiiiil- 137.0712 . Hippuric o o . ..
C;HoN,O ’ 0,81 . 7,0% 4,1% Stabiilne Stabiilne
nikotiinamiid T Amiid acid-IS 0 0
Metiiil- C.H, N0, [169,0852 0,68 Aminohappe |Nicotinamide| -, 4o " | 5 ¢o. | Stabiilne | Stabiilne
histidiin derivaat -IS
Metiil- | ¢ g N, (2811124 101 | Nukdeosiid | e ™| 9.4% | 81% | Stabiilne !
adenosiin -IS
1-amino-
tSﬁklO' C4H7N()2 1 O 1 30477 0,68 Amanhappe NlCOtlnamlde 4,8% 3 ’3% Stablllne l
propaan- derivaat -IS
karboksiilaat
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Tabel 15. Negatiivse ioonireziimi analiitidid ja modtetulemused.

Stan-

Retensiooni Sobivaim | dardi- dsz::(?i- Muutus Muutus
Aine Valem Mass Aineklass sisestan- seeri- . =20 °C o u.u "
-aeg seeritud . 4 °C juures
dard mata juures
cvV Cv
Hippuric
Tiiroksiin | CisHLNO,| 776,6861 | 12,23 Hormoon | ohia | 99% | 83% | Stabiilne | Stabiilne
Gliikolaat | Cas HisNOg | 465,3087 13,92 Sapphape | Uric-acid-IS | 6,1% 4,5% Stabiilne Stabiilne
Jrtkoneno- | CaHaNO; | 49,3139 | 14,88 Sapphape | phelS | 3,1% | 4.8% | Stabiilne | Stabiilne
Kolaat C,,H,Os | 408,2873 14,41 Sapphape Iiggf‘{éc 26,8% | 26,5% _ -
Hippuric
Kortisool CyH30s5 | 362,209 11 Steroid afig-IS 6,3% 3,2% Stabiilne Stabiilne
Hippuric
Disahhariidid | CoHxOr | 3421161 | 078 | Disahhariid | ,oqjs | 53% | 6.3% 1 1
N-atsetlitll- | ¢ g NO, | 309,1057 0,83 Monosahhari | (jric_acid-1S | 10,1% | 11,5% . .
neuraminiilaat id
Gamma- . . 0 0
linolenaat C18H3002 278,2247 16, 17 Rasvhape Uric-acid-IS 4,6 % 2,2 Z Stabiilne T
Hippuric
Uridiin | GHoN:Og | 2440699 | 234 | Nukleosiid | ,on1s | 47% | 29% | Stabiilne | Stabiilne
Pantoteenhape | CoH;sNOs | 219,1106 4,43 Vitamiin Phe-IS 6,7% 9,0% Stabiilne Stabiilne
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Indoksul

CH.NO,S | 213,0095 6,96 Aminohappe | yric_acid-IS | 11,3% | 12,6% _ -
sulfaat derivaat
Kinureniin | CioH2N,O; | 208,0847 3,15 Aminohappe | ppe.[g 37% | 6,0% Stabiilne | Stabiilne
derivaat
Triiptofaan | CiHi2N,O, | 204,0899 4,4 Aminohape Phe-IS 2,3% 2,6% Stabiilne Stabiilne
Kiniinhape | C:HipO, | 192,0634 | 0,82 Kafb;’;‘:“‘ﬂh Phe-IS | 89% | 65% | Stabiilne | Stabiilne
Hiidroksii- Hippuric .. ..
C,H,,0, | 182,0579 5 . 49% | 3,9%
feniiiillaktaat ol10Uy4 Fenool acid-IS 0 0 Stabiilne Stabiilne
Tiirosiin CHNO; | 181,074 1,63 Aminohape | Uric-acid-IS | 2,7% 2,4% Stabiilne Stabiilne
Teofilliin C;HgN,O, | 180,0649 5,41 Puriin Phe-IS 1,9% 2,4% Stabiilne Stabiilne
Paraksantiin | C/HgN,O, | 180,0648 5,22 Puriin Phe-IS 5,2% 5,5% Stabiilne Stabiilne
Heksoosid | CoHnOs | 180,0635 | 0,72 Monoiijhhafi Uric-acid-IS | 5,9% | 2,1% | Stabiilne | Stabiilne
i Hippuric
Hippuraat | CoHNO; | 179,0583 | 6,03 | Karboksiiilh | FHPR 44% | 22% | Stabiilne | Stabiilne
ape a01d IS
) ()Ir)loilllj:(())on CH0, | 176,033 0,7 Laktoon Val-IS | 33,5% | 28,1% _ -
—
Tsitrulliin | CHiN:Os | 175,096 | 071 | Aminohape | ,oiqqs | 7-9% | 43% | Stabiilne | Stabiilne
Indool-3- | ¢ H.NO, | 175,0634 8,33 Aminohappe | phes | 14,1% | 10,9% _ -
atsetaat derivaat
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Hippuric

Arginiin CeH1uN,O, | 174,1119 0,68 Aminohape acid-IS 7,6% 5,3% Stabiilne Stabiilne
Hippuric
Piiridoksaal | CsHsNO; | 1670581 | 1,09 Vitamiin | 0 | 73% | 68% | Stabiilne !
Feniiiilalaniin | CoHiNO, | 165,0791 3,42 Aminohape Phe-IS 2,3% 2,6% Stabiilne Stabiilne
Deoksd- | 1,0, | 1640685 | 082 | Monosahhari | ppeys | 7406 | 88% | Stabiilne | Stabiilne
heksoosid id
Histidiin CHoN;O, | 155,0696 0,68 Aminohape | Uric-acid-IS | 4,5% 5,6% Stabiilne Stabiilne
Pentitoolid | CsHpOs | 152,0686 0,78 | Monosahhari | pye g | 640 | 17,1% _ _
1di derivaat
Pentoosid | CsHiOs | 150,0529 0,82 MOHO'?hhafi Uric-acid-IS | 15,4% | 14,1% _ _
i
Metioniin | C;HuNO,S | 149,0514 1,09 Aminohape | Uric-acid-IS | 6,4% 3,2% Stabiilne Stabiilne
Neatsetlil- | cHNO, | 1470533 | 11 | Aminohappe | FPRUIC g 300 | 700 | uapiiine | Stabiilne
seriin derivaat acid-IS
Glutamaat C5H9NO4 147,0534 0,7 Aminohape Uric-acid-IS 7,2% 6, 1% T T
Glutamiin CsHoN,O;5 | 146,0694 0,69 Aminohape Phe-IS 0,9% 3,5% Stabiilne l
Hiipoksantiin | CsHiN,O | 136,0385 1,78 Puriin Phe-IS 8,8% 7,2% Stabiilne Stabiilne
Asparagiin | CJHsN,O; | 132,0536 0,68 Aminohape Phe-IS 3,3% 5,8% Stabiilne l
Isoleutsiin | CeHisNO, | 131,0947 1,59 Aminohape | Uric-acid-IS | 3,8% 3,0% Stabiilne Stabiilne
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Leutsiin CeHisNO, | 131,0948 1,73 Aminohape Phe-IS 2,7% 2,6% Stabiilne Stabiilne
Hudrokst- | c;q,NO, | 131,0584 | 0,69 | Aminohappe | ppe s | 22,6% | 24,6% — —
proliin derivaat
N-atsettitil- | ¢ H.NO, | 131,0583 2,23 Aminohappe | (yric_acid-IS | 19,7% | 19,4% _ -
alaniin derivaat
Ketoleutsiin | CeéHi0O; | 130,063 6,94 Ketohape | Uric-acid-IS | 4,0% 2,0% Stabiilne Stabiilne
Pipekolaat | CeHiNO, | 129,0793 1,09 Aminohappe | yric_acid-IS | 12,6% | 13.2% . .
derivaat
Oksoproliin | CsHNO, | 1200427 | 155 | Aminohappe | LIBFCE | 4896 | 37% | Stabiilne 1
Tauriin C,H,NOsS | 125,0149 0,69 Aminohape Phe-IS 1,9% 3,7% Stabiilne T
Valiin CsH;NO, [ 117,0791 0,89 Aminohape Val-IS 17,9% 3,1% Stabiilne T
Proliin CsHoNO, | 115,0634 0,83 Aminohape | Uric-acid-IS | 5,7% 5,3% Stabiilne Stabiilne
Kreatinin | CJHN,O | 113,059 0,67 Léfi?}flgj‘ljlk' Phe-IS | 4,1% | 47% | Stabiilne | Stabiilne
o
Bensiiiilamiin | C/HN | 107,0736 | 6,03 Amiin e | 38% | 57% | Stabiime | Stabiilne
2,3-diamino- Aminohappe
,3-d C,HyN,0, | 104,0588 0,69 pp Phe-IS 1L1% | 3,6 i
propionaat e derivaat © ° b% Stabiilne '
2 -hiidroksii Karboksiiiil-
bﬁtﬁfaaiu' CH;O; | 104,0473 2,46 hapete Uric-acid-IS | 14,5% | 13,1% _ _
derivaat
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L-Alaniin

C,H,NO,

89,0478

0,69

Aminohape

Phe-IS

13,4%

11,9%

Glutsiin

C,HsNO,

75,032

0,69

Aminohape

Phe-IS

17,5%

19,2%
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