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Sydinglykosidit ovat tiettyjen kasvien ja eldmien tuottamia erikoistuneita metaboliitteja, joilla eliot
puolustautuvat niitd sydjiltd kasvin- tai lihansyojiltd. Sydédnglykosideja on tiettiavésti kdytetty erilaisiin
ladkinnéllisiin tarkoituksiin jo yli 2000 vuotta, mutta William Witheringin (1741-1791) tutkimusten myd&ta
vakiintui sydénglykosidien kdyttd syddmen vajaatoiminnan hoidossa

Ladkkeind digoksiini ja digitoksiini ovat kdytetyimpid sydanglykosideja. Ndiden kdyttdd on kuitenkin alettu
vahentdmadn 1990-luvulta ldhtien johtuen sydianglykosidien kapeista terapeuttisista ikkunoista. Viime aikoina
sydédnglykosideilla on havaittu myds antineoplastisia vaikutuksia, jotka riippuvat kéytetystd sydianglykosidista.

Sydinglykosidit rakentuvat steroidiosasta, steroidiosaan kiinnittyneestd laktoniosasta C17-hiilesséd, sekd
sokeriosasta, joka on kiinnittyneend glykosidisidoksella C3-hiileen. Korkean tai erittdin korkean erotuskyvyn
nestekromatografian (HPLC ja UHPLC) kaytto sahkosumutusionisaation (ESI) ja tandemmassaspektrometrian
(MS/MS) kanssa on muodostunut yleiseksi menetelmaéksi syddanglykosidien erotteluun ja analysointiin

Sydinglykosidien fragmentaatiokaaviot ovat varsin monimutkaisia. Mikili sydénglykosidilla on useita
sokeriyksikoitd, voivat sokeriosat pilkkoutua joko yksitellen tai useamman sokeriyksikon mittaisissa osissa.
Steroidirungon hydroksyyliryhmit voivat myds pilkkoutua yksitellen tai useampi kerrallaan ja ne havaitaan
H,O-molekyylin lohkeamisina. Liséksi laktonisubstituenttiosan pilkkoutuminen riippuu laktonisubstituentista.
Esimerkiksi 2-furanoni voi pilkkoutua, mutta vain osittain, kun taas 2-pyroni puolestaan voi pilkkoutua osittain
tai kokonaan.

Sydénglykosidien kvalitatiiviseen méérittdaminen MS/MS:114 kédytetdén olemassa olevaa kirjallisuutta apuna
sekd spektrikirjastoja. Ongelmaksi sydidnglykosidien spektrien tulkitsemisessa on tietyilld yhdisteilld
tietokantojen puutteellisuus. Erds keino edesauttaa syddnglykosidien MS/MS-spektrien maérittdmistd on
hyodyntéé kilpailevaa fragmentaatiomallinnusta (CFM) normaalin analyysin tukena.

Avainsanat: erikoistuneet metaboliitit, nestekromatografia, sydidnglykosidi, tandemmassaspektrometria
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1. Johdanto

Sydénglykosidit ovat tiettyjen kasvien ja eldimien valmistamia erikoistuneita metaboliitteja, joiden
tarkoituksena on suojella eliotd niitd syoviltd kasvis- tai lihansydjiltd. Joitakin tunnetuimpia
sydédnglykosideja ja syddnglykosidijohdannaisia ovat digoksiini, digitoksiini, ouabaiini, oleandriini,
calotropiini, thevetiini, convallatoksiini, bufaliini, marinobufageniini ja telocinobufageniini
(Kumavath et al. 2021). Sydédnglykosideja sisdltdvid kasvirohdoksia on tiedettdvésti kaytetty
erilaisten vaivojen hoitoon yli 2000 vuoden ajan. Vasta William Withering (1741-1799) havaitsi
kliinisten tutkimusten jélkeen sydinglykosidien vaikutuksen erityisesti syddmen toimintaan, johon
nykyaikainen kiytt6 myds perustuu (Grovesa ja Bissetb 1991). Sydinglykosidien
vaikutusmekanismia saatiin tarkennettua vasta 1950-luvulla, kun Schatzmann kollegoineen
havaitsivat ndiden yhdisteiden inhiboivan vaikutuksen sydimen Na'/K'-pumppujen toimintaan
(Prassas ja Diamandis 2008). Tdma héirinti johtaa Ca®’-ionien kertymiseen solukalvon sisilld, miki
taas puolestaan vahventaa sydanlihaksen supistusvoimaa samalla harventaen syddmen lyontitiheytté
(Kumavath et al., 2021).

Yleisimmaéksi sydénglykosideiksi syddmen vajaatoiminnan hoidossa ovat muodostuneet
digoksiini, jota saadaan eristettyd Digitalis lanata-kasvilajista, ja digitoksiini, jota saadaan eristettya
Digitalis purpurea-kasvilajista (Whayne, 2018). Nédiden sydanglykosidien kdyttd perustuu niiden
vaikuttavuuden etuihin. Digoksiinin lddkevaikutus alkaa nopeammin ja se viipyy kehossa vihemmin
aikaa. Toisaalta digitoksiini pilkkoutuu maksassa, jolloin mahdollinen munuaisten vajaatoiminta ei
vaikuta aineen poistumiseen elimistostd (Whayne, 2018; Dashti et al., 2023).

Digoksiinin kayttod sydénladkkeend on vdhennetty 1990-luvulta ldhtien (Ren et al., 2024).
Kidyton vidhentdmisen taustalla ovat myrkytystilat, jotka voivat syntyd joko akuutisti tai
pitkdaikaiskdyton seurauksena. Sydédnglykosidien aiheuttama myrkytystila ilmenee muun muassa
anoreksiana, pahoinvointisuutena, oksenteluna, neurologisina oireina sekd kuolettavina
rytmihdirioind (Ren et al., 2024). Erés seikka, joka tekee digoksiinin ja muidenkin sydinglykosidien
kaytostd hankalaa, on niiden kapea terapeuttinen ikkuna (Ziff ja Kotecha 2016).

Nimestddn huolimatta sydédglykosideilla on myds havaittu olevan antineoplastisia (syovin
kasvua heikentivid) vaikutuksia (Kumavath et al., 2021). Ndma vaikutukset ja se, mihin vaikutukset
kohdentuvat riippuvat sydédnglykosidien koostumuksista. Esimerkiksi bufaliinin on havaittu
vaikuttavan sytotoksisesti keuhkosyOpédsoluihin, kun taas ouabiinin on havaittu vaikuttavan
sytotoksisesti  rinta-  ja  eturauhassyOpésoluihin.  Sydinglykosidien  antineoplastinen

vaikutusmekanismi on monimutkainen (Kumavath et al., 2021). Jo vuosikymmenten ajan hyvéksi



havaittu menetelmi suurikokoisten molekyylien, mukaan lukien syddnglykosidien analysointiin on
tandemmassaspektrometrian eli MS/MS:n  hyddyntdminen. Téassd tutkielmassa késitelldin
pintapuolisesti, mitd MS/MS on ja milld eri laitteilla MS/MS:ddn perustuvaa tutkimusta voidaan
tehda. Tutkielmassa kisitellddn my0s mitd sydédnglykosidien massaspektreistd voidaan havaita, seka
miten nditd spektreji voidaan hyodyntdd syddnglykosidien analytiikassa. Tdssd tutkielmassa
keskitytdén digoksiinin, digoksiinin, adynerigeniinin, oleandrigeniinin bufaliinin ja bufotaliinin
pilkkoutumisiin MS/MS:ssd. On hyva huomata, ettd syddnglykosideista on rajallisesti tictoa niiden
pilkkoutumisreiteistd. Muiden syddnglykosidien tutkiminen voisikin olla potentiaalisesti térked
tutkimuskohde. Lisdksi tdssd tutkielmassa késitelldin muita mahdollisia menetelmié

sydéanglykosidien rakenteen madrittimiseen, jotka eivét perustu suoranaisiin mittauksiin.

2. Sydanglykosidien rakenne

Sydanglykosidit  rakentuvat  steroidiosasta, sithen  kiinnittyneestd  tyydyttyméttomasta
laktonirenkaasta steroidirungon C17-asemassa seké sokeriosasta (Botelho, Pierezan, Soto-Blanco, ja
Melo, 2019). Erot sydidnglykosidien rakenteissa perustuvat laktonirenkaiden ja sokeriosien
eroavaisuuksiin. Syddnglykosidit voidaan jakaa kardenoliineihin ja bufadionilideihin niiden
laktoniosien rakenteiden perusteella. Tyypillisimmat sokeriosat sydidnglykosideilla ovat puolestaan
glukoosi, galaktoosi, mannoosi, ramnoosi ja digitaloosi (Botelho et al., 2019). Sydéinglykosidien

yleinen rakenne on esitetty kuvassa 1 ja mahdolliset laktonisubstituentit on esitetty taulukossa 1.
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Kuva 1. Luonnossa esiintyvien syddnglykosidien yleinen rakenne. Sydédnglykosidit muodostuvat
steroidikeskuksesta ~ (punainen),  sokeriosasta  (sininen) sekd  Cl7-hiilessd  olevassa

laktonisubstituenttiosasta (vihred).



Taulukko 1. Sydinglykosidien steroidirungon C17-hiilen mahdolliset laktonisubstituentit.

Kardenoliineissa substituenttina on 2-furanoni, bufadionilideissa substituenttiosana on 2-pyroni
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Sydanglykosidien rakenne vaikuttaa yhdisteiden aktiivisuuteen sydinlihaksessa. Sydénglykosidien

sokeriosa vaikuttaa yhdisteen voimakkuuteen, kun taas laktoniosa vaikuttaa yhdisteen

kohdentumiseen sydadnlihaksessa (Kumavath et al., 2021).

3. Massaspektrometria

Massaspektrometria on analyysitekniikka, jonka avulla voidaan tutkia yhdisteen rakennetta.
Massaspektrometria on tekniikkana ollut tunnettu jo 1900-luvun alusta ldhtien alkaen J.J Thompsonin
tutkimuksista, joiden myotd 10ydettiin elektroni ja sen massavaraussuhde (de Hoffmann ja Stroobant
2007). Muita merkittdvid uraauurtavia tutkijoita olivat muun muassa E. Goldstein, joka havaitsi
anodisateitd kaasufaasissa ja W. Wien, joka tutki anodisdteitd ja havaitsi ndiden olevan positiivisesti
varautuneita (de Hoffmann ja Stroobant 2007).

Massaspektrometria pysyi padosin fysiikan ja fysikaalisen kemian tutkimusalueina aina 1960-
luvulle, jonka aikana tekniikat ja menetelmit edistyivdt huomattavasti (Greaves ja Roboz 2013).
1960-luvulla kaasukromatografian kaupallistuminen laajensi massaspektrometrian kéyttdaluetta,
koska tdmé mahdollisti monimutkaisten yhdisteseoksien analysoinnin. Kaasukromatografian kéytto
kuitenkin  tuotti  hankaluuksia  polaaristen yhdisteiden analysoinnissa, mikd johtui
kaasukromatografien taipumuksesta hajottaa polaarisia yhdisteitd, kun niitd haihdutettiin
kaasufaasiin. Tdmd hankaloitti bioaktiivisten yhdisteiden analysointia, koska suurin osa
bioaktiivisista yhdisteitd on polaarisia. Lisdksi elektroni-ionisaation (EI) kdyttd ionisaattorina toi

omat haasteensa bioaktiivisten yhdisteiden analysointiin, koska EIl:lld on taipumuksena pilkkoa



(fragmentoida) yhdisteet jo ionisaatiovaiheessa, mikd hankaloittaa yhdisteiden analysointia ja
prekursori-ionin molekyylipainon maéritysta.

Bioaktiivisten yhdisteiden analysoinnin parantamiseksi kehitettiin 1970-luvun loppupuolella
nopeilla atomeilla pommitukseen (FAB) perustuva ionisaatiotekniikka (Greaves ja Roboz 2013). FAB
oli herkkd menetelma polaaristen yhdisteiden ionisointiin, mutta johtuen matriisien kiytosta spektrien
tulkinta hankaloitui (de Hoffmann ja Stroobant 2007). FAB:n kdytto4d ionildhteend vahennettiin 1990-
luvulta sdhkosumutusionisaation (ESI) ja matriisiavusteisen laserdesorptioionisaation (MALDI)
kehittimisen = mydtd.  ESI mahdollisti  nestekromatografisten = menetelmien  kdyton
massaspektrometriassa, mikd helpotti huomattavasti polaaristen bioaktiivisten yhdisteiden
analysointia. Lisdksi ESI ja MALDI pehmeind ionisaatiomenetelmind sallivat ehjien yhdisteiden
tutkimisen (van der Gugten, 2020).

Massaspektrometriassa analysoidaan nimestddn huolimatta oikeastaan ionisoitujen
yhdisteiden massavaraussuhteita (m/z), jossa verrataan ionien runsautta havaittuun varaukseen, jotka
muunnetaan molekyylimassaksi (Da), kun huomioidaan useasti varautuneiden ionien vaikutus eli
varausasteet sekd mahdolliset adduktit (Allewell, Narhi ja Rayment, 2013). Koska yksittéisten ionien
analyyseissd mitataan massavaraussuhteita, on hyvd my0s ottaa alkuaineiden isotooppijakaumat
huomioon, jotka massaspektrometrin analysaattori havaitsee (Glish ja Vachet 2003). Nama
isotooppijakaumat aiheuttavat spektrikaavioihin lisépiikkejd. Massaspektrometrinen menetelma

koostuu ndytteensyotostd, ionildhteestd, analysaattorista ja detektorista (kaavio 1).

Massa-

Naytteensyotts | — lonilahde | analysaattori

— Detektori

Kaavio 1. Massaspektrometrisen menetelmén yleinen kaaviokuva.

Tandemmassaspektrometriassa eli MS/MS-spektrometrian analyysivaiheessa on kaksi perdkkaistd
vaihetta kdyttien kahta massa-analysaattoria (Glish ja Vachet 2003). Ensimmaéisessa vaiheessa massa-
analysaattorissa eristetddn ionit, joilla on haluttu m/z-suhde. Tdmin jdlkeen ndma eristetyt ionit
pilkotaan, jonka jélkeen ne analysoidaan MS/MS:n toisella massa-analysaattorilla. Yhdisteen rakenne
voidaan  pdidtelld  fragmenttien ja  fragmentaatiokaavioiden  perusteella.  Kéytetyin
pilkkomismenetelmé on térmiyksen aiheuttama dissosiaatio (collision induced dissosiation, CID)

(Glish ja Vachet 2003).
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Kaavio 2. MS/MS-menetelmén yleinen kaaviokuva.

Ennen kuin sydédnglykosideja voidaan analysoida massaspektrometrisin menetelmin, tdytyy néita
yhdisteitd sisdltdvid ndytteitd kisitelld tietyilld tavoilla. Tapoja, joilla sydidnglykosideja voidaan
eristdd, on monta, mutta eristiminen voidaan tehdi esimerkiksi seuraavalla tavalla. Ensiksi néytteet
on kuivattava. Kuivaus voidaan suorittaa kdyttimaélld kylmékuivausta (Ravi, Guardian, Dickman, ja
Wang, 2020) tai uunia (Singh, Nimoriya, Rawat, ja Mishra D. K. ja Kanojiya, 2021). Témén jilkeen
ndytteet tulee maseroida. Maserointiin voidaan kiyttdé erilaisia liuottimia, esimerkiksi metanolia,
jonka jidlkeen niyteseokset jdtetddn huoneenldampoon. Liuokset voidaan jattdd useiksi paiviksi
maseroitumaan (Ravi et al., 2020; Singh et al., 2021). Maseroinnin jilkeen ndytteet sentrifugoidaan

ja suodatetaan, jonka jilkeen ne voidaan analysoida MS/MS:114 (Singh et al., 2021).

3.1 Naytteensyotto

Néytteensyottond kaytetddn usein jotakin kromatografista menetelmii, jolla voidaan erotella
yhdisteitd toisistaan samalla kun niitd syotetdin massaspektrometrille. Ndistd nestekromatografiset
menetelmdt ovat muodostuneet yleisimmiksi erotusmenetelméksi MS/MS-analyysien yhteydessé
(van der Gugten, 2020).

Nestekromatogrammissa (LC) kdytetddn pumppua seki kahta faasia yhdisteiden erotteluun.
Faaseina LC:ssd ovat ajoliuotin eli liikkkuva faasi sekd kolonni eli kiinted faasi. Nédyte injektoidaan
litkkuvaan faasiin, joka koostuu vedestd ja jostakin orgaanisesta liuottimesta. Kolonnin materiaalina
kéytetddn usein piidioksidipohjaisia yhdisteitd, joissa on kiinni eripituisia ja erilaisia hiiliketjuja.
Tyypillisimpind hiilirunkoina ovat C8- ja Cl18-rakenteet (Cielecka-Piontek, Zalewski, Jelinska, ja
Garbacki, 2013). Analysoitavat yhdisteet vuorovaikuttavat kolonnimateriaalin kanssa riippuen
kyseisen yhdisteen rakenteesta, sekd kaytetystd ajoliuottimesta, jolloin yhdisteet erottuvat toisistaan.

LC:td voidaan kiyttdd normaali-ilmanpaineessa tai titd suuremmissa paineissa, jolloin
kromatografin erotuskyky paranee. Télloin puhutaan korkean erotuskyvyn nestekromatografiasta
(HPLC) tai erittdin korkean erotuskyvyn nestekromatografiasta (UHPLC). Erotukset nimissé
riippuvat kdytetyistd paineista ja kolonnimateriaalin partikkelikoosta. HPLC kykenee kdyttdméén 400
baarin painetta, kun taas UHPLC kykenee kdyttimidn jopa 1500 baarin painetta (Anette M., Thomas
R.ja Yvonne P, 2016).



3.2 lonisaatiomenetelmat

Ionisaatiomenetelmid on kehitetty useita, mutta biomolekyylien tutkimisessa néistd yleisimméksi
ovat muodostuneet sdhkdsumutusionisaatio (ESI) ja matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio
(MALDI) (Glish ja Vachet 2003). Naistd erityisesti ESI on muodostunut hyvin yleiseksi
ionisaatiomenetelmaksi 1980-luvulta ldhtien (van der Gugten, 2020).

ESI kayttdd sdhkovirtaa ionien muodostamiseen. lonien muodostus tapahtuu kolmessa
vaiheessa. Ensimmdiseksi ndyteliuos sumutetaan sdhkoisesti varautuneiksi pisaroiksi. ESI:ssé
kdytetddn sumutuskaasuna usein typped nopeuttamaan ndytteen virtausnopeutta. Toiseksi ionit
erotellaan pisaroista. Erotteleminen tapahtuu ensin haihduttamalla pisaroita, mikd kasvattaa
pintavaraustiheyttd. Kun sdhkdinen varaus saavuttaa kriittisen pisteen, pisaroissa olevat ionit siirtyvét
kaasufaasiin. Kolmanneksi kaasufaasissa olevat ionit siirretddn ndytteenottokartiolle, josta ne
kithdytetd&n massa-analysaattoriin (Bruins, 1998).

ESI:n erdénd tunnusomaisena piirteend on sen kyky tehdé useasti varautuneita ioneja, mikd
puolestaan antaa massa-analysaattoreille kyvyn analysoida suurempia ioneja kuin miti ne normaalisti
kykenisivédt havaitsemaan (Glish ja Vachet 2003). ESI:n etuna on myds sen liittiminen eri
nestekromatografisiin menetelmiin, jolloin HPLC- ja UHPLC-tekniikoita voidaan hyddyntdé
massaspektrometrisen analyysin tukena. Haittapuolena ESI:ssd on sen herkkyys suoloja vastaan.
Tamin takia syoOtettdvéstd ndytteestd on poistettava suoloja. Lisdksi johtuen ESI:n virtaavasta
luonteesta osa ndytteestd menee hukkaan, mikd haittaa kvantitatiivista méaéritystd (Glish ja Vachet
2003).

MALDIssa ionien muodostaminen saadaan aikaiseksi ajoitetuilla lasersiteilytyksilld
(Siuzdak, 1994). Naiayte kiinnitetddn kiintedfaasimatriisiksi kayttdmallda esimerkiksi 2,5-
dihydroksibentsoehappoa, joka kykenee absorboimaan laserin emittoimaa tiettyd valon aallonpituutta
pienentden samalla laserséteilyn ndytteeseen aiheuttamaa vahinkoa. Séteilytyksen seurauksena
syntyy yleensd yksinkertaisesti varautuneita ioneja, jotka ovat kaasufaasissa. Tdmén jélkeen
kaasufaasissa olevat ionit ohjataan sdhkostaattisesti massa-analysaattorille (Stuzdak, 1994).

MALDI:n hyvind puolina on sen menetelma ionisoida niytteitd ajoittain, mikd pienentii
ndytehdvikkid (Glish ja Vachet 2003). MALDI:n erdind haittapuolena on sen yhteiskédyton hankaluus
tiettyjen massa-analysaattoreiden kanssa. MALDI:a kiytetddnkin usein lentoaika-analysaattoreiden

(TOF) kanssa (Glish ja Vachet 2003).

3.3 Massa-analysaattorit

Massa-analysaattorit erottelevat ioneja toisistaan m/z-suhteen perusteella. Yleisesti ottaen

ionisoitujen molekyylien erottelu perustuu niiden ioniseen liikerataan sdhko- ja magneettikentdssa.
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Tama seikka on johtanut siihen, ettd massa-analysaattoreita on kehitetty useita erilaisia (Allewell et
al., 2013). Téssa tutkielmassa keskitytdén seuraaviin massa-analysaattoreihin ja nididen yhdistelmiin
sydénglykosidien analysoinnissa: lentoaika (TOF), kolmoiskvadrupoli (QQQ), orbitrap seké
kvadrupoli ioniloukku. TOF on periaatteellisesti yksinkertaisin massa-analysaattori (Glish ja Vachet
2003). TOFissa ionit kithdytetddn vakiojdnnitteelld (1-20 kV) kammioon. Kammio, jossa lennot
tapahtuvat, on tietyn mittainen, yleensd noin 0,5-2 m riippuen valmistajasta. Ionit litkkuvat eri
nopeudella riippuen niiden massasta. Kuluneesta ajasta ja matkasta vakiojénniteldhteeltd detektorille
saadaan m/z-suhde selvitettyd. (Glish ja Vachet 2003). TOF-analysaattorin resoluutio on jopa 60 000
(Greaves ja Roboz 2013).

TOF:n etuina on sen laaja massa-alue, hyva herkkyys ja toistonopeus seké korkea resoluutio
(Glish ja Vachet 2003). TOF:n haittoja ovat verrattain suuri analysaattorin koko.Kvadrupoli on laite,
joka koostuu jénnitteelld varatuista kohdistuvista linsseistd sekéd neljdstd keskendén kohtisuorasta
tangosta, joiden véliseen tilaan muodostetaan sihkokenttd xy-tasossa. Séhkokenttddn saapuessaan
ionisoidut molekyylit lentdvét kiertoradalla. Linssien jinnitettd ja kvadrupolien séhkokentén
voimakkuutta sdatamailld saadaan kvadrupolista suodatettuja ioneja, joilla on haluttu m/z-suhde (de
Hoftfmann ja Stroobant, 2007).

Kvadrupoleja voidaan laittaa useampi perdkkiin. Yleensd kéytetddn kolmea kvadrupolia,
jolloin voidaan suorittaa tandemassaspektrometrisid mittauksia. QQQ-massaspektrometriassa
ensimmiinen kvadrupoli asetetaan ldhettimédin ioneja, toinen kvadrupoli asetetaan
tormdyskammioksi ja kolmas asetetaan ldhettiméén pilkkoutuneet ionit detektorille (Allewell et al.,
2013).

Kvadrupolien haittapuolina on rajallinen massa-alue, noin 4000 Da, mik4 haittaa suurempien
yhdisteiden analysointia (Allewell et al., 2013). Lisdksi kvadrupolien resoluutiokyky on suhteellisen
matala, noin 2000 (de Hoffmann ja Stroobant, 2007), mikd haittaa kvantitatiivista madritysta.
Kvadrupolien etuina ovat matala hinta sekd automaation helppous, mistd johtuen QQQ on yleisesti
kaytetty MS/MS-menetelmé (Glish ja Vachet 2003). Lisdksi kvadrupolien etuina ovat hyva herkkyys
(Allewell et al., 2013), jonka takia kvadrupoleja kéytetddnkin usein muiden massa-analysaattoreiden
kanssa MS/MS-jérjestelméssa.

Ioniloukku on massa-analysaattori, joka muuttuvia sdhkokenttida kayttdmalld pyrkii
varastoimaan ioneja. loniloukku toimii samanlaisin periaattein kuin kvadrupolitkin (Glish ja Vachet
2003). Erotuksena kvadrupoleihin on kuitenkin se, ettd ioniloukussa sdhkokenttd muodostetaan
kolmiulotteiseksi my0s z-akselille, jolloin analysaattorille tuotuja ioneja voidaan pitdd loukussa. Eréds

ioniloukun ominaisia piirteitd on sen kyky pilkota loukossa olevia ioneja ja selektiivisesti valikoida
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fragmentit, jotka halutaan pilkkoa. Téll6in ioniloukulla voidaan muodostaa MS"-spektreji
ionisoiduille yhdisteille (de Hoffmann ja Stroobant 2007).

Ioniloukun hyviin puoliin kuuluvat hyvd massaherkkyys seké kéyton suhteellinen helppous
(Glish ja Vachet 2003). Vastaavasti huonoja puolia ioniloukulla ovat matala resoluutio, noin 4000,
sekd rajallinen massa-alue, noin 6000 Da (Glish ja Vachet 2003; de Hoffmann ja Stroobant 2007).

Orbitrap on massa-analysaattori, jonka avulla kyetdéin suorittamaan korkean resoluution
massa-analyysid. Orbitrap muodostuu kahdesta elektrodista, ulko- ja siséelektrodista. Ionit syotetdin
kohtisuorasti elektrodien vilistd usean kilovoltin kineettiselld energialla, jolloin ionit alkavat
virdhdelld monimutkaisina spiraaleina sisédelektrodin ymparilld. Nama viarahtelyt saadaan puolestaan
muunnettua m/z-arvoksi Fourier-muunnoksen avulla (de Hoffmann ja Stroobant 2007).

Orbitrapin etuina on sen suuri resoluutiokyky, jopa 560 000, mikd mahdollistaa yhdisteiden
tarkan m/z-arvon méérittdmisen (de Hoffmann ja Stroobant 2007). Orbitrapilla on myds laaja massa-
alue, jopa 50 000 Da. Orbitrapin kdyton haasteena on analysaattorin korkea hinta, mika hankaloittaa

analysaattorin hankkimista.

4. MS/MS-fragmentaatio

Sydanglykosidien MS/MS-pilkkoutumisreitit riippuvat tutkitusta yhdisteestd ja ionimoodista.
Sydinglykosidien massaspekristi voidaan havaita [M+H]" ja [M+Na]"-addukteja positiivisella
ionimoodilla (Ravi et al., 2020). Niiden lisdksi voidaan havaita myos [M+NH4]-addukteja, mikéli
nestekromatografin litkkuvana faasina on kdytetty ammoniumia siséltidvid yhdisteitd (Kanojiya ja
Madhusudanan 2012). Vastaavasti negatiivisella ionimoodilla voidaan havaita [M-H] -, [M+HCOO]
- ja [M+CH3COO]J-addukteja, mikédli nestekromatografin litkkuvana faasina on kéytetty
muurahaishappoa tai etikkahappojohdannaisia sisdltdvid yhdisteitd. Lisdksi [M+Cl]-addukteja
voidaan havaita myds havaita. Positiivinen ionimoodi on yleisin kdytetty moodi syddnglykosidien
MS/MS-mittauksessa.

Sydénglykosidien pilkkoutumisreiteilld on tiettyja samankaltaisuuksia, jotka voidaan havaita.
Sydéanglykosideille sokerienyksikdiden pilkkoutuminen on tunnusomaista. Sokeriyksikdiden
pilkkoutumiset havaitaan O-glykosidisidosten katkeamisena, jotka voivat tapahtua joko yksitellen tai
useamman sokeriyksikdn ryhmissé. Otetaan alustaviksi esimerkeiksi digoksiini ja digitoksiini, joiden

rakenteet on esitetty kuvassa 2.
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Kuva 2. Digoksiinin, digitoksiinin ja digitoksoosin rakennekaavat sekd ndiden vastaavat

molekyylipainot.

Digoksiinin tapauksessa voidaan havaita positiivisella ionimoodilla yhden, kahden ja kolmen
digitoksoosiyksikon (lyhennys Dx) pilkkoutumiset [M-Dx+H]", [M-2Dx+H]", [M-3Dx+H]" (Ravi et
al., 2020). MS/MS-spektristd ndmai pilkkoutumiset havaitaan m/z-arvoilla 651, 521 ja 391 Da. Néiden
liséksi voidaan myds havaita kolmen OH-ryhmén pilkkoutumiset H2O-molekyylin lohkeamisina [M-
3Dx-H,O+H]", [M-3Dx-2H,O+H]*, [M-3Dx-3H,O+H]" steroidirungosta, jotka havaitaan m/z-
arvoilla 373, 355 ja 333 Da.

Vastaavasti digitoksiinin tapauksessa massaspektristd havaitaan digitoksoosiyksikdiden
pilkkoutumiset [M-Dx+H]", [M-2Dx+H]", [M-3Dx+H]" m/z-arvoilla 635, 505 ja 375. OH-ryhmien
pilkkoutumisia steroidirungosta havaitaan vain kaksi, [M-3Dx-H>O+H]", [M-3Dx-2H,O0+H]", m/z-
arvoilla 357 ja 339 Da (Ravi et al., 2020). Molempien yhdisteiden spektrikaavioista voidaan havaita
myos [Dx-H,O+H]", eli protonoitunut digitoksoosiyksikkd, josta on lohjennut H>O-molekyyli, m/z-

arvolla 131 (Ravi et al., 2020). Kuvassa 3 on esitetty digoksiinin erilaisia pilkkoutumisreitteja.

13



0. otH
= +
OH \_ 0. gt
0. o“H _O-H
-

oH . OH
HO
OH OH
HO N0 0 miz 521 HO

m/z 391
miz 651

2
0+
. a)
[M-2Dx+H] &
0. otH
=
OH _
OH
HO,, O (o]
m OH
I HO* 07 oo
¥ iz 781 4y,
‘(’“\ miz ‘30*?
Q.
i&J{“
O.,0H O__o"H
= . . + -
OH - [M-3Dx-2H:0+H] -
OH 0. oth
-
m/z 373 — miz 337

OH
m/z 355

Kuva 3. Digoksiinista havaitut fragmentit MS-spektrien perusteella (Ravi et al., 2020).

Mielenkiintoinen havainto on se, ettd ndiden spektripiikkien suhteelliset intensiteetit
vaihtelevat. Digoksiinilla [M-Dx+H]" piikki havaitaan vahvimpana, kun taas digitoksiinilla [M-
3Dx+H]" havaitaan vahvimpana (Ravi et al., 2020).

Sydinglykosideista irronneet sokeriosat voivat edelleen pilkkoutua. Sokeriosista voidaan
havaita OH-ryhmén pilkkoutuminen, joka havaitaan H,O-molekyylin lohkeamisena. (Ravi et al.,
2020). Singh et al. (2021) puolestaan ovat havainnoineet sokeriosien pilkkoutumista tarkemmin.
Kaksiketjuisesta heksoosisokerista, B-D-glukopyranosyyli-B-D-diginopyranosidi, voidaan havaita
OH-ryhmén pilkkoutuminen, joka havaitaan H>O-ryhmén lohkeamisena. Témé havaitaan kuitenkin
varsin heikosti MS/MS-spektrissd (Singh et al., 2021). Heksoosisokerien O-glykosidisidoksen
pilkkoutuminen havaitaan puolestaan hyvin voimakkaina, mitkd havaitaan MS/MS-spektrissi m/z-
arvoilla 145 ja 163 Da. Pilkkoutuneista sokeriyksikdistd puolestaan havaitaan OH-ryhmien ja
eetterihappien pilkkoutumisia H>O-molekyyleina.

Steroidirunkoon liittyneet erilaiset substituentit pilkkoutuvat erilaisilla herkkyyksilla.
Esimerkiksi oleandrigeniinista havaitaan OH-ryhmien lisdksi myds AcO-ryhmén pilkkoutuminen
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Cl6-hiilestd (Singh et al., 2021). AcO-ryhméan pilkkoutuminen tapahtuu helpommin kuin OH-
ryhmien pilkkoutuminen, mikd havaitaan massaspektrissi CH3COOH:n pilkkoutumisena.
Vastaavasti adynerigeniinin BB-8,14 epoksidiryhmid pilkkoutuu OH-ryhmid hankalammin. Tama
havaitaan H,O-molekyylin lohkeamisena (Singh et al., 2021). Metyyliryhmien lohkeamista ei ole

havaittu. Oleandrigeniinin ja adynerigeniinin rakennekaavat on esitetty kuvassa 4.

0o 0.0
O
0 o;
HO HO
Adynerigeniini Oleandrigeniini
372,51 Da 416,56 Da

Kuva 4. Adynerigeniinin ja oleandrigeniinin molekyylikaavat.

Sydénglykosidien laktoniosat voivat myos pilkkoutua. Kardenoliineissa C17-hiilessd on kiinni 2-
furanoni (Taulukko 1.), jonka pilkkoutuminen voidaan havaita eri tavoilla. Esimerkiksi 2-furanonin
ketohapen pilkkoutuminen C2-asemasta voidaan havaita MS/MS-spektrissi H>O-molekyylin
lohkeamisena (Singh et al.,, 2021). Tami sailyttdd rengasrakenteen. Lisdksi 2-furanonin
pilkkoutumisessa voidaan myds havaita eetterihapen H>O-lohkeaminen ja CO-molekyylien
lohkeaminen saman aikaisesti 2-furanonin C5-asemasta. Télloin rengasrakenne puolestaan purkautuu
tyydyttymittoméksi kolmen hiilen ketjuksi, jonka padssd on ketoniryhmai (Singh et al., 2021). Lisdksi
2-furanonista voi pilkkoutua myos eetterihappi ja ketonithappi C2-asemasta, mikd havaitaan MS/MS-
spektrissi COz-molekyylin lohkeamisena (Li et al., 2010). Télloin rakenne purkautuu
tyydyttymattomiksi kolmen hiilen rengasrakenteeksi. Huomioitavaa on, ettd 2-furanonin ei havaita

pilkkoutuvan kokonaan. 2-furanonin pilkkoutumista on kuvattu kuvassa 5.

; ?
2 N
LR QO \
R’* S R R R RJA

Kuva 5. 2-futanonin havaitut pilkkoutumiset MS/MS-spektrissd, jossa R on jonkin sydédnglykosidin

steroidirunkojohdannainen.
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Bufadienolideissa on C17-hiilessa kiinni 2-pyroni (Taulukko 1.) Bufadienolideissa havaitaan samoja

lainalaisuuksia kuin kardenoliineissakin. Otetaan esimerkeiksi bufaliini ja bufotaliini (kuva 6).

0 9]
7 /o
O
OH H o;
HO HO
Bufaliini Bufotaliini
386,53 Da 444 57 Da

Kuva 6. Bufaliinin ja Bufotaliinin molekyylikaavat sekd molekyylipainot.

Bufaliinin MS/MS-spektristd havaitaan kahden OH-ryhmén pilkkoutumiset, jotka havaitaan H,O-
molekyylien lohkeamisina ([M-H,O+H]", [M-2H,O+H]") (Wong, Tsui, ja Kwan 2002). 2-pyronin
havaitaan pilkkoutuvan kokoaan. Vastaavasti bufotaliinin MS/MS-spekrissd havaitaan AcO-
pilkkoutuminen C16-hiilestd sekd kahden OH-ryhmin lohkeamiset H>O-molekyyleind (Liu et al.,
2024). Taman lisdksi voidaan havaita joko H>O:n lohkeaminen 2-pyronin eetterihapesta tai CO:n
lohkeaminen. Tilloin muodostuu joko tyydyttyméton syklopentadienoni tai furaani. Téstd edelleen
voidaan havaita H>O:n tai CO:n lohkeamiset riippuen edellisistd lohkeamista, jolloin muodostuu
tyydyttynyt nelirengas 1,3-syklobutadieeni. 2-pyronin voidaan myds havaita lohkeavan kokonaan

(Liu et al., 2024).

7 @)

3¢)1 Q o

e \J @
R R R R

Kuva 7. 2-pyronin havaitut pilkkoutumiset MS/MS-spektrissé, jossa R on jonkin sydidnglykosidin

steroidirunkojohdannainen.
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5. Datan hyodyntdminen

Kuten tdssdkin tutkielmassa on esitetty eivdt sydanglykosidien pilkkoutumiskaaviot ole
yksiselitteisid. Bioyhdisteiden todentaminen ESI-MS/MS:114 on hankalaa, mikd johtuu tarkkojen
mitattujen spektrien tulkinnan hankaluudesta (Allen, Greiner ja Wishart, 2013). Perinteisesti kdytetyt
menetelmit yhdisteiden tunnistamiseen perustuvat MS/MS-spektrien vertailuun. Ongelmaksi tassé
muodostuu tietokantojen niukkuus, joihin spektrejd voisi verrata. Tietokantojen lisdys voisi olla erds
keino mittaustiedon hyddyntdmiseksi vastaisuudessa, mutta tima puolestaan vie aikaa.

Tétd ongelmaa helpottamaan on kehitetty useita laskennallisia menetelmid (Bremer, Vaniya,
Kind, Wang, ja Fiehn, 2022). Nimad menetelmét pohjautuvat sddnnonmukaisiin pilkkoutumisen
mallintamisen tyokaluihin, jotka pohjautuvat orgaanisen kemian ja kvanttikemian sdéntdihin. Muita
vaihtoehtoja ovat esimerkiksi koneoppimisisen hyddyntdminen MS/MS-spektrien ennustamisessa,
jossa tilastollisille malleille annetaan parametrit, joiden avulla muodostetaan spektrejd yhdisteiden
spektrisuhteiden perusteella (Bremer et al., 2022).

Eréds tdllainen koneoppimista kdyttivd menetelmid on kilpaileva fragmentaatiomallinnus
(CFM) (Allen, Greiner ja Wishart, 2014; Bremer et al., 2022). ESI/MS/MS-fragmentaatiokaaviot
mallinnetaan stokastisena ja homogeenisena markovin prosessina, johon sisillytetdin varautuneiden
fragmenttien tilanmuutokset. Nami mallinnukset tehdddn CID:4 kayttdmall4, jolloin mallinnukset ja
laskut pitdvit sisdllddn myos hajoamistaipuvuuden eli kuinka helposti jokin osa saattaisi irrota
CID:ssd@ yhdelld tietylld tormdysenergialla. Télloin puhutaan yhden energian kilpailevasta
fragmentaatiomallinnuksesta eli SE-CFM:std Edellinen prosessi toistetaan useammalla
tormiysenergialla,  jolloin  puolestaan  puhutaan  useamman  energian  kilpailevasta
fragmentaatiomallinnuksesta eli CE-CFM:sti (Allen, Greiner ja Wishart, 2013).

CFM:n avulla voidaan tehdd kolme eri toimintoa, joiden avulla voidaan ennustaa yhdisteiden
MS/MS-spektrejd (Allen, Pon, Wilson, Greiner, ja Wishart, 2014). Ensimmaiseksi CFM ennustaa
spektrin tietylle yhdisteelle useammalla tormiysenergialla. Ohjelma asettaa prekursori-ionien
muutokset riippuen kéytetystd ionimoodista joko [M-H] - tai [M+H] -ionille. Yleiset adduktit otetaan
tassd myoOs huomioon. Tdmin jdlkeen algoritmi luettelee mahdolliset fragmentit todennédkdisyyksien
perusteella kéyttden mééritettyd SE-CFM mallia. On kuitenkin hyvd huomata, ettdi CFM ei kykene
ennustamaan MS/MS-spektrin piikkien intensiteettid, jolloin intensiteetit madraytyvat [M-H] - tai
[M+H]"-ioneille asetettujen intensiteettien mukaan (Allen et al., 2014).

Toiseksi CFM asetetaan madrittimain piikkejd (Allen et al., 2014). Tamé saadaan aikaiseksi
siten, ettd CFM luettelee kaikki mahdolliset fragmentit alkuperdisestd molekyylistd ja médrittelee

massatoleranssirajat kullekin piikille. Piikeille voidaan asettaa useita eri vaihtoehtoisia rakenteita,
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jolloin ne jarjestelldén todenndkoisyyksien mukaan. Tamain jdlkeen kustakin spektristd muodostetaan
graafinen esitys (Allen et al., 2014).

Kolmanneksi CFM asetetaan tunnistamaan yhdisteitd, jolloin yhdistetdén ensimmaéisen ja
toisen vaiheen tulokset (Allen et al., 2014). Néitd tuloksia voi verrata kéyttdjdn asettamiin
ehdokasrakenteisiin tai olemassa oleviin tietokantoihin. Tietokantoja verratessa kayttdjan tulee
médrittdd prekursori-ionin massa, mahdolliset adduktit sekd massatoleranssit, josta edelleen
massatoleranssit voidaan asentaa sen mukaisiksi, millaista MS/MS-laitteistoa kiytetdin (Allen et al.,
2014).

CFM:n on  kykenevd  ennustamaan hyvin  pienikokoisia  tyydyttyméttomia
hiilirengasrakenteita (Bremer et al., 2022). CFM ei kuitenkaan ole toistaiseksi kykenevé ennustamaan
titd monimutkaisempia rakenteita ja esimerkiksi heterosyklisten hiilirengasrakenteiden
ennustaminen ei onnistu suurella tarkkuudella. CFM voi kuitenkin toimia yhdisteiden tunnistuksen
tukena, koska CFM kykenee antamaan vaihtoehtoisia ehdokasrakenteita havaituille spektrien

piikeille (Bremer et al., 2022).

6. Yhteenveto ja johtopdétokset

Sydinglykosideja kiytetddn edelleen syddmen vajaatoiminnan hoidossa, vaikka niiden kayttdd onkin
viahennetty. Sydéinglykosideilla on my0s potentiaalia syopidlddkkeind. MS/MS:n kéyttd on
muodostunut tehokkaaksi menetelméksi sydidnglykosidien kvalitatiivisessa analysoinnissa.
Erityisesti ESI-MS/MS:n kéyttd on muodostunut yleiseksi menetelméksi. Tdma johtuu ESI:n kyvysté
tuottaa runsaasti [M+H]" tai [M-H] ioneja riippuen ionimoodista rikkomatta analysoitavia yhdisteité
ionisoimisvaiheessa. ESI voidaan my0s kytked nestekromatografisiin laitteisiin, jolloin kyetddn
erottelemaan polaarisia bioaktiivisia yhdisteita.

Sydénglykosidien MS/MS-fragmentaatiokaaviosta havaitaan tiettyjd samankaltaisuuksia
riippumatta kaytetystd MS/MS-laitteistosta eli kéytetyilld analysaattoreilla ja tormiyskammioilla ei
ole merkittdvaa vaikutusta fragmentaatioon. Sydanglykosideilla sokerien pilkkoutumiset ovat hyvin
tavanomaisia. Sokeriosien havaitaan pilkkoutuvan joko yksittdin tai useamman sokerin ryhmissa
riippuen yhdisteessd olevista sokeriosien mééristd. Sydénglykosidien steroidirungossa kiinni olevat
muut substituentit voivat myds pilkkoutua.

Sydéanglykosidien maarityksessd voidaan spektrikirjastojen lisédksi hyodyntdd koneoppimista
saman aikaisesti CFM:d4, vaikka CFM itsessddn ei valttamattd kykene riittdvan tarkkaan analyysiin.
Kuitenkin CFM voisi olla potentiaalisesti hyva apu sydanglykosidien sokeriosien ja steroidirungossa

olevien substituenttien pilkkoutumisten mairityksessa.
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