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Abstract

In this experiment gas chromatography was used to separate analytes in cerebrospinal
fluid and mass spectrometry was thereafter applied to detect the analytes. The mass
spectrometry included a triple quadrupole and was set into a Multiple Reaction
Monitoring (MRM) mode in parallel with full scanning mode. In order to use MRM
mode, MRM parameters had to be optimized from standards which would then be
analyzed in the sample. The standards that were optimized were metabolites selected for
a method related to diabetes together with the neurotransmitters dopamine, serotonin,
epinephrine, gamma-aminobutyric acid (GABA) and acetylcholine. The method that
was used was an existing method used for plasma samples which was modified to be
suitable for cerebrospinal fluid. The modified method with the added substances was
thereafter tested and validated. Dopamine, serotonin, GABA and epinephrine could be
optimized for MRM mode, of which dopamine and GABA could be seen in
cerebrospinal fluid. In the evaluation of the method, the majority of the metabolites had
an acceptable variation to be included in the method. It was concluded that gas
chromatography with a mass spectrometer including a triple quadrupole was suitable for
the method for cerebrospinal fluid. A future goal is to apply the method in different
diseases investigations such as Alzheimer’s disease, which therefor is a major chapter in
this report.

Keywords: Gas chromatography, tandem mass spectrometry, triple quadrupole,
Alzheimer’s disease, cerebrospinal fluid, metabolomics, Multiple Reaction Monitoring
(MRM)



Optimering av en gaskromatografisk tandem-masspektrometrisk metabolomikmetod for
cerebrospinalvatska med tillampning relaterat till Alzheimers sjukdom
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Sammanfattning

| detta experiment har gaskromatografi anvants for att separera analyterna i
cerebrospinalvétska och sedan har masspektrometri anvands innehallande en trippel
kvadrupol som korts i MRM-ldge parallellt med fullt skanningslage. For att Multiple
Reaction Monitoring MRM skulle kunna anvandas var parametrar tvungna att optimeras
fran de standarderna som sedan skulle analyseras i provet. Standarderna som
optimerades var ett urval metaboliter till en metod relaterat till diabetes samt hjérnans
signalsubstanser dopamin, serotonin, epinefrin, gamma-aminobutyric acid (GABA) och
acetylkolin. Metoden som anvéndes var en befintlig metod utformad for plasmaprover
som modifierades fOr att passa cerebrospinalvédtska. Den modifierade metoden med de
tillagda substanserna testades och utvarderades sedan. Dopamin, serotonin, GABA och
epinefrin kunde optimeras for MRM-lage och dopamin och GABA kunde ses i
cerebrospinalvatska. Vid utvardering av metoden hade majoriteten av metaboliterna
tillrackligt hog reproducerbarhet for att inkluderas i metoden. Slutsatsen som drogs var
att gaskromatografi med en masspektrometer innehallande en trippel kvadrupol var
lamplig till metoden for cerebrospinalvatska. Metoden kan appliceras vid undersékning
av olika sjukdomar som till exempel Alzheimers sjukdom och tas darfér upp som ett
omfattande kapitel i rapporten.

Nyckelord: Gaskromatografi, tandem-masspektrometri, trippel kvadrupol, Alzheimers
sjukdom, cerebrospinalvatska, metabolomik, Multiple Reaction Monitoring (MRM)
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1 Inledning

Detektionsmetoden masspektrometri kan anvéndas for att mata molekyler i en levande
organism dar ett forhallande mellan massa och laddning mats hos joner och detta
maéjliggor identifikation av bade kanda och okénda komponenter. Det finns olika sorters
masspektrometriska instrument som kan anvandas i olika lagen for att erhdlla den
information som 6nskas. Nagra exempel ar Multiple Reaction Monitoring (MRM) dar
ett specifikt jonfragment tillats att na detektorn och fullt skanningslage dar alla joner nar
detektorn som mojliggor identifikation av alla analyter i ett prov. Denna metod ar vanlig
vid till exempel biologisk forskning dar sma molekyler, metaboliter, kan matas for att
forsta biologin hos en organism och dess respons pa stimulanser eller uppticka
genetiska storningar. Metaboliter aterfinns i vara biologiska vatskor sasom blod, urin
och  cerebrospinalvatska. |  cerebrospinalvatska  (hjarnryggmargsvatska)  kan
fordelningen av de kemiska substanser som finns i hjarnan analyseras och &r darfor
viktig vid undersdkning av hjarnsjukdomar, till exempel demenssjukdomar. Den
vanligaste demenssjukdomen i vérlden &r Alzheimers sjukdom som troligtvis startar
langt innan symptom upptéacks. Det som utmarker sjukdomen och som patraffas vid
diagnostiseringen ar de sa kallade senila plack och neurofibrillara nystan i hjarnan.
Bestandsdelarna till dessa och dven manga andra amnen i hjarnan kan aterspeglas i
cerebrospinalvatskan. Cerebrospinalvatskan kan darfor anvandas for att maéta
bestandsdelarna i senila plack och neurofibrillira nystan for att diagnostisera
Alzheimers sjukdom men skulle ocksa kunna anvéndas for att upptacka forandringar av
olika metaboliter for att hitta samband relaterat till sjukdomen. Nagra relevanta
metaboliter for bade Alzheimers sjukdom och Ovriga hjarnsjukdomar &r hjarnans
signalsubstanser dar hjarnans celler kontaktar varandra med nervpulser som 6verfors
fran en cell till en annan med hjalp av kemiska signalsubstanser. For att kartligga
signalsubstansernas vagar fran hjarnstammen och ut till resten av hjarnan och
ryggmargen kan dopamin och serotonin anvandas som signalsubstanser [1]. Dessa
signalsubstanser &r delaktiga i flera fysiologiska och beteenderelaterade funktioner
sasom somn, vaksamhet, beloningssystemet, motoriska och mentala funktioner. De
paverkar ocksa formagan att reglera matintaget och kroppstemperaturen [2]. |
Alzheimers sjukdom har lagre nivaer av dopamin redovisats i bland annat
cerebrospinalvatska [1]. Aven serotonin har visat sig i lagre koncentrationer i
sjukdomen [3]. For att kunna mata signalsubstanser eller andra amnen i
cerebrospinalvatska behdvs en separationsmetod for att kunna urskilja amnena for
senare detektion med hjélp av en detektionsmetod. Vid matning av metaboliter &r
masspektrometri en vanlig detektionsmetod och for separationen kan till exempel
vétske- eller gaskromatografi anvéndas.



2 Bakgrund
Detta kapitel kommer att behandla Alzheimers sjukdom, metabolomik och dess
tillampning i analytisk kemi.

2.1 Alzheimers sjukdom

Alzheimers sjukdom (Alzheimer’s Disease, AD) ar den vanligaste anledningen till
demens som dver 36 miljoner manniskor i varlden lider av [4]. Allt fler patienter med
lattare minnessvarigheter (Mild Cognitive Impairment, MCI) soker sjukvard for att de
ofta ar radda for att ha AD [5]. | detta stadium &r det mycket svart att kliniskt avgéra om
patienten haller pa att utveckla AD eller nagon annan typ av demenssjukdom, eller om
symptomen orsakats av utbrandhet/depression eller godartad form av MCI som &r en del
av det normala aldrandet [6]. Av de sokande utvecklar 30-50 procent AD inom 4-6 ar
[5]. Det ar dock sannolikt att sjukdomsprocessen startar redan 20-30 ar innan patienten
far de forsta kliniska symptomen [6]. Vid unders6kningen anvands ofta magnetkamera
och/eller positronemmisionstomografi (Positron Emission Tomography, PET) for att
hitta forandringar av biomolekylerna som kodar for AD [6]. De upptéackter som gors hos
patienterna med sjukdomen &r neurofibrilldra nystan (neurofibrillary tangles, NFT) som
bestar av tau-protein (total- och fosfo-tau) och sa kallade senila plack som till storsta del
bestdr av Beta-amyloid. Demenssjukdomar &r exempel pa neurodegenerativa
sjukdomar, en kategori av sjukdomar som orsakar ett langsamt sonderfall av
nervsystemet. Dessa sjukdomar aterspeglas i proteinsammansattningen i
cerebrospinalvatska (CSV) dar flera biomarkarer finns [6]. Nivaerna av vissa proteiner i
CSV analyseras darfor hos MClI-patienterna; dessa proteiner ar total-tau, fosforylerat tau
och beta-amyloid42). Proteinerna finns i CSV i ventriklar och subaraknoidalrummet
vilka omsluts av hjarnan. Subaraknoidalrummet och hjarnans extracellularrum atskiljs
endast av ett enkelt lager ependymceller som har hog permeabilitet for de flesta &mnen,
inklusive proteiner, vilket innebdr att substanserna fritt kan rora sig mellan dessa. Detta
utnyttjas vid undersokning av biomarkoérernas nivaer for AD i hjarnan.

I nuldget finns inget botemedel mot AD, bara behandlingar som lindrar effekterna.
Dessa behandlingar kan till exempel goras med lakemedel som hdammar avsattningen av
Beta amyloid i senila plack [7]. Dessa ger bast paverkan om de paborijas i ett sa tidigt
stadium som mojligt, det vill sdga i MCI-stadiet.

2.1.1 Beta-amyloid

Beta-amyloid (AP) ar huvudkomponenten i senila plack som bildas genom bearbetning,
i form av klyvning, av ett storre moderprotein; amyloidprekursorprotein (APP), se figur
2.1. Klyvningen av APP kan kategoriseras in i den icke-amyloidogenska och den
amyloidogenska reaktionsvagen som illustreras i figur 2.2. | den icke-amyloidogenska
reaktionsvagen klyvs APP av o-sekretas 83 aminosyror ifran karboxiterminalen och
bildar sAPPa (Soluble Amyloid Precusor Protein alfa) som sedan utséndras i det
extracellulara rummet. De resterande aminosyrorna behélls i membranet som sedan



klyvs av ett y-sekretas som bildar ett kort fragment, p3. Viktigt att podngtera ar att
klyvning med a-sekretas sker inom AB-regionen som forhindrar bildning av AP [8].

Figur 2.1. Klyvning av APP till Ap
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Amyloid-plaque_formation-big.jpg

I den amyloidogeniska reaktionsviagen klyvs istdllet APP av ett [-sekretas 99
aminosyror ifran karboxiterminalen och bildar istillet SAPPB [8]. Den efterfoljande
klyvningen av y-sekretas klyver sedan vid olika fragment av det aterstaende proteinet,
vilket resulterar i olika typer av AP (APs-43)) [8]. APso med 40 aminosyror ar den som
det bildas mest av medan den isomeren med tvd aminosyrer lingre, APa42 ar den som
hittas i storre mangder i senila plack [9]. APso och A4z avspeglar metabolismen av Af
och bildningen av senila plack [7]. Flera studier har visat att den diagnostiska
sékerheten for AD ar hogre om kvoten mellan APBs2 och APso mats &n genom att mata
APs2 som enskild analys [6]. Vid AD &ar nivan av APs2 i CSV sankt till cirka 50 %
jamfort med nivan hos jamnariga friska personer [6]. Detta pa grund av de stora
mingderna av AP i de senila placken i hjdrnan.
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Figur 2.2 Illustration av icke amyloidogeniska och amyloidogeniska reaktionsvdgarna
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2.1.2 Tau-protein

Tau-protein (tau) finns i nervcellernas axoner i hjarnan och har till uppgift att binda och
stabilisera till transportsystemet mikrotubuli. En fosfatgrupp kan bindas till ett antal
aminosyror i tau, varvid tau kan vara fosforylerat i olika grader.

Vid diagnostik av AD analyseras tva olika sorters tau, total-tau (T-tau) som avspeglar
axonal  nervcellsforsamring och  fosforylerat tau (P-tau) som avspeglar
hyperfosforylering av tau och bildning av neurofibriller [6].

Genom en analysmetod som kan mata alla isoformer av tau kan nivan av T-tau i CSV
bestammas. Okad niva av T-tau i CSV speglar graden av neuronal/axonal férsamring
och skada [6]. Nivan i CSV av T-tau hos patienter med AD har i flera studier visat sig
vara mattligt till kraftigt 6kad och medelnivan mer an tre ganger hogre an hos friska
individer [6].

Vid AD kopplas en fosfatgrupp pa ett antal aminosyror i tauproteinet. Fosforylerat tau
(P-tau) har samre formaga att binda till mikrotubuli som finns i axonerna och darmed
far axonerna nedsatt stabilitet vilket ocksa paverkat nervcellens funktion. P-tau har
ocksa en tendens att klumpa ihop sig till parade helikala filament som i sin tur bildar de
stora proteinaggregat som bygger upp neurofibrillerna [6]. Nivan av P-tau hos patienter
med AD har visats i flera studier vara mattlig till kraftigt 6kad i CSV. P-tau i CSV har
stor betydelse for att urskilja patienter med AD och patienter med andra former av
demens.

En 6kning av bade T-tau och P-tau talar for AD medan en 6kning av T-tau tillsammans
med normalt P-tau tyder axonalt sonderfall av annan kategori &n AD. Den forandrade
kemiska sammansattningen av tau-protein resulterar till att mikrotubuli blir instabil och
darmed sonderfaller och bildar neurofibriller som visas i figur 2.3.
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Figur 2.3. Bildning av neurofibriller fran tau protein
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:TauProtein.gif
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2.1.3 Typer av Alzheimers

AD finns antingen som den familjara AD (fAD) med Mendels smittspridning eller den
sporadiska AD (sAD) utan nagon genetisk aggregering. Den vanligaste formen &r sAD
dar cirka 95 % av fallen ar av denna typ och debutaldern ar relativt sen pa 65 ar eller
aldre. Den typiska debutaldern for fAD &r ofta fore 65 ar och kan i vissa fall kan
diagnostiseras redan vid 35 ars alder [10].

2.1.3.1 Genetisk

Den genetiska typen av AD ar direkt kopplad till mutationer i en av tre specifika gener.
Da fAD ér arftlig ar sjukdomsforloppet mer forutsagbar an sAD da det ar lattare att
forutsdga uppkomsten och utvecklingen av sjukdomen. Trots detta &r skillnaderna for de
tva typerna markant sma géllande det allméanna minnet och kognitiva férandringar [10].
| bada typerna av AD &r nivaerna i CSV av AP ligre och tau forhojda jamfort med
kognitivt normala personer.

2.1.3.2 Sporadisk

Trots att SAD uppstar sporadiskt, sa ar det sannolikt att SAD orsakas av en kombination
av genetiska och miljémassiga faktorer. | den genetiska typen orsakas AD av mutationer
i en av tre specifika gener, men liknande samband har &ven konstaterats for SAD i genen
€4 som kodar for proteinet Apolipoprotein E (ApoE) [10]. ApoE é&r en stor
kolesterolbarare som transporterar lipider och kolesterol samt reparerar skador i hjarnan
[11]. ApoE-genen finns i tre varianter; €2, €3 och €4 som kodar for motsvarande
proteinformerna ApoE2, ApoE3 och ApoE4 och sex genotyper, e2/e2, €2/e3, €3/e3,
e4/e2, e4/e3 och e4/¢4 [10]. Individer som bar pa €4 allelen har 6kad risk for att utveckla
AD jamfort med de som bar pa den vanligaste typen av €3; £3/e3. Genvarianten e2
(e2/€3 och £2/¢2) har dock visat sig ha skyddande effekt mot AD [11]. Bérare av tva e4
(e4/€4) har storst risk att utveckla AD med 91 % sannolikhet medan de med en €4 har en
sannolikhet pd 47 % och de som inte &r barare till €4 bara har 20 % sannolikhet att
utveckla AD [11]. Flera studier tyder pa att ApoE4 paverkar nivaerna av A i CSV, da
nivaerna av AP ér lagre i CSV hos personer med AD men dven hos de individer som &r
ApoE4-barare utan ndgon klinisk AD [12]. Det ar darfor lampligt att ta hansyn till
vilken ApoE genotyp individen har nar Ap analyseras i CSV.

2.2 Metabolomik

Metabolomik &r ett framatvaxande omrade som behandlar systematisk identifiering och
kvantifiering av sma molekyler (<1500 Dalton), sa kallade metaboliter som aterfinns i
levande organismer, det vill sdga metabolom [13]. Metabolomik &r den sista kategorin
av alla ”omiker” dir foretrddarna &r genomik, transkriptomik och proteomik [14].
Genomiken ger grundldggande information om cellens gener, transkriptomiken ger
information om vilka gener som &r aktiva och darmed vilka protein som kommer bildas
och proteomiken ger information om dess proteiner som syftar till att identifiera och
lokalisera proteiner och bestamma dess vagar inom en organell, cell eller organism [15].
Metabolomiken ger en mer samlad information om hur cellen beter sig just nu.



Metaboliter tycks agera som talsprak och sander signaler fran den genetiska strukturen
och miljon, darfor anses metabolomik ge en direkt funktionell avlasning om det
fysiologiska tillstandet hos en organism [14]. Med hjalp av NMR (Nuclear Magnetic
Resonance, karnmagnetisk resonans) och MS (Masspektrometri) kan upp till tusentals
kemiska bestandsdelar, antingen kéanda eller okéanda foreningar, pa samma gang
jamforas och identifieras [16]. Detta gor att metabolomik kan tillampas inom manga
omraden, bland annat for att upptacka kemiska biomarkarer som i sin tur kan anvéandas
for att diagnostisera sjukdomar [16], farmaceutisk forskning och utveckling [17] och
inom jordbruk och livsmedelssakerheten [18]. Da metabolomik ar en kvalificerad metod
for att uppticka kemiska biomarkorer ar detta till stort véarde i klinisk medicin da
biomarkorer kan anvandas for att diagnostisera till exempel prediabetes, cancer och
karlsjukdomar [16].

Metabolomikens data kan skapas ur olika kéllor sasom vétske- och gaskromatografi
kopplad till en masspektrometer (LC/MS, GC/MS), kappilarelektrofores (CE) och
karnmagnetisk resonans (NMR). Inom metabolomiken anvands tva olika grupper,
malinriktade och icke malinriktade metoder [19]. Den icke malinriktade metabolomiken
forsoker identifiera och hitta alla sma molekyler i ett prov med hjalp av en GC eller LC-
separation foljt av MS for detektion [19]. Den malinriktade metabolomiken maéter en
fordefinierad uppséttning av alla definierade metaboliter i ett prov [15]. Den icke
malinriktade metabolomiken har till fordel att det & en omfattande analys som mater
samtliga matbara analyter i ett prov, inklusive okanda [20]. P& grund av dess omfattade
natur, maste oriktad metabolomik anslutas till avancerade tekniker sasom
multivariantanalys for att minska omfattande datamangder som skapas i en mindre
uppsattning hanterbara signaler. Dessa signaler maste sedan antecknas genom att
antingen anvénda in siliko-bibliotek eller experimental undersékning foljt av
identifiering med analytisk kemi [20]. Metoder for provberedning och den egentliga
kansligheten och specificiteten for den analytiska teknik som anvéands &r det som
begransar den icke malriktade analysens teckning av metabolom [20]. Vid riktad
metabolomik kan provbredning optimeras vilket minskar dominansen av hdg-
forekomstmolekyler. Nar fordefinierade analyter studeras kan nya associationer mellan
metaboliter klarlaggas i samband med specifika fysiologiska tillstand [20].

2.2.1 LC-MS-baserad metabolomik

LC-MS ar vitskekromatografi kopplat med masspektrometri och &r en popular
utgangspunkt vid identifiering och kvantifiering av metaboliter pa grund av dess hoga
genomstromning, mjuka jonisering och goda téckning av metaboliter. Vid LC-MS éar
elektrosprayjonisering (ESI) den jonkélla som ar 6verlagsen vid metabolomikstudier, pa
grund av dess mjuka jonisering som ger ett stort antal joner genom laddningsutbyte i
I6sning och ofta bildar intakta molekylara joner som ar till hjalp vid initial identifiering
[21]. Innan masspektrometrisk analys separeras ofta analyterna med en hégpresterande
vatskekromatografi (HPLC) som tillater separation av foreningar med ett brett spektrum
av polaritet av antingen isokratisk eluering eller gradienteluering. Vid isokratisk



eluering anvands samma sammansattning pa mobilfas genom hela analysen och &r att
foredra vid analys av komponenter med liknande egenskaper. Vid analys av
komponenter med olika egenskaper ar gradienteluering att foredra da mobilfasens
sammansattning andras under analystiden. Gradienteluering kan anvandas da foreningar
med olika elueringstider ska foras samman till ett kormatogram utan att analystiden blir
for lang. Vid LC-MS analyser behover analyterna inte goras flyktiga innan analys och
har ofta kortare korningstid jamfort med GC. En nackdel med LC-MS-baserade
metabolomikstudier &r identifieringen av okanda metaboliter, dd massan for en
molekylér jon &r relativt latt att mata men massinformationen oftast inte ar tillracklig for
att karakterisera dess struktur och identifiera den som en specifik biokemisk bestandsdel
[21]. Héar har GC-MS mycket stérre fordel da EI kan anvéndas som erbjuder
reproducerbar fragmentering som kan upprepas 6ver olika GC-MS instrument.

2.2.2 GC-MS-baserad metabolomik

GC-MS é&r gaskromatografi kopplat till masspektrometri dar flyktiga och termiskt
stabila foreningar forst separeras genom GC och sedan oftast detekteras med en
masspektrometer med elektronstotjonisering (El) [22]. El och fragmenteringen &r
generellt reproducerbar mellan instrument och omfattande bibliotek av spektra finns
tillgangligt som forbattrar identifieringen av analyter [23]. Den storsta begransningen
vid anvéndning av GC-MS é&r begransningen till flyktiga analyter [23]. De metaboliter
med laga molekylvikter och som &r flyktiga kan analyseras direkt med GC men de flesta
metaboliter krdver derivatisering vid rumstemperatur eller hogre temperaturer for att bli
tillrackligt flyktiga och termiskt stabila for GC-analys. Eftersom metaboliter har olika
kemiska funktionaliteter sker derivatiseringen i tva steg for att uppna detektering av sa
manga metaboliter som mojligt i biologiska prover [23]. Forst omvandlas
karbonylfunktionella grupper till oximer med O-alkylhydroxyaminlésningar foljt av
bildandet av trimetylsilyl(TMS)estrar med silylerande reagens, ofta N-metyl-N-
(trimetylsilyl)triflouracetamid for att ersdtta utbytbara protoner med TMS-grupper.
Bildningen av oxim krdvs for att eliminera odnskade reaktioner vars produkter &r
termiskt labila. Vid analys av de derivatiserade proverna ar det bara en liten mangd som
injiceras och analyseras i GC-MS genom split eller splitless injektion och en
kapillarkolonn anvands for att separera analyter. Anvandning av kapillarkolonn ger
bade hdgre kromatografisk upplosning och hogre kanslighet [22].

2.2.3 Masspektrometri

Masspektrometri (MS) &r en detektionsmetod som anvands for att upptdcka kanda
komponenter och identifiera okéanda komponenter. MS baseras pa ett forhallande mellan
massa och laddning (m/z) av en analyt som forst maste joniseras for att m/z skall kunna
matas. Det ar vanligt att m/z-forhallandet ar lika med analytens molekylvikt om inte
komponenten blir flerladdad efter joniseringen eller som vid El dd molekylerna
joniseras genom en hard joniseringsmetod som resulterar till att molekylens vikt
fordelas pa de fragments som bildas. | ett magnetiskt och/eller elektriskt falt separeras



den laddade molekylen med avseende pa dess m/z. Masspektrometri kan ocksa sattas
samma i flera steg dar prekursorjon-fragmentering sker emellan stegen, detta kallas for
tandem-masspektrometri eller MS/MS. MS/MS baseras pa att det i forsta steget valjs en
maljon och i det sista steget véljs de fragment av maljonen som énskas detekteras [24].
Det finns olika sorters MS-instrument som till exempel, trippel-kvadrupol-MS, singel
kvadrupol-MS, time of flight-MS och kvadrupol-time of flight-MS. De olika
instrumenten kan anvandas i olika lagen for att erhdlla den informations som 6nskas.

2.2.3.1 Olika kontrollagen for Masspektrometri

MS kan anvandas pa ett antal olika satt for att erhdlla kvantitativ information av
analyten. De vanligaste ldgena som anvands &r skanning, Selected lon Monitoring
(SIM) och Multiple Reaction Monitoring (MRM). | skanningslaget & MS instélld sa att
alla massor inom ett brett intervall mats (till exempel m/z 50-1050), denna metod
anvands for flera olika syften som till exempel for att identifiera okanda analyter i ett
prov eller for kvantifiering. Ju bredare massintervallet & som skannas desto mindre tid
tillagnas insamlingen av joner for varje individuell massa. Med SIM samlar detektorn
data fran ett fatal eller enstaka massor, detta leder till att detektorn samlar varje
fragmenterad jon under en langre tid vilket 6kar kanslighet och mojliggér att mindre
kvantiteter kan detekteras [25] [26]. Molekyler som genomgatt en grundlig
karaktarisering i en upptécktsfas kan detekteras med forbattrad specificitet och
kanslighet da analystiden i MS fokuseras pa de analyter med specifik massa medan de
ovriga utesluts [27]. Om den valda molekylen fragmenteras och sedan sorteras i ett fatal
fragment med avseende pa m/z innan de nar detektorn kallas detta MRM. MRM 4&r en
kraftfull metod for kvantitativ matning av metaboliter.

2.2.3.2 Trippel-kvadrupol-masspektrometer QQQ-MS

Ett typiskt exempel pd MS/MS ar en trippel kvadrupol masspektrometer (QQQ-MS)
[28]. En QQQ-MS bestar av tre kvadrupoler i serie. En metabolit joniseras vid en
jonkalla och isoleras sedan i den forsta kvadrupolen (Q1). Den andra delen (Q2)
fungerar som en kollisionscell i en process som kallas for kollisionsdissociation (CID)
dar maljonen fragmenteras. Den sista kvadrupolen (Q3) fungerar som ett massfilter dar
en massa Over laddning viljs (m/z) av ett fragment som slutligen nar detektorn [15].
Med en QQQ-MS kan MRM-, SIM-, och skanningslage anvéandas.

2.2.3.3 Singel kvadrupol- masspektrometri

Metabolomikstudier kan utféras genom singel kvadrupol MS-detektion. Denna
detektion kannetecknas av att den &r lattanvand, okar effektiviteten och laga kostnader
[29]. | en singel kvadrupol kan skanning goras i ett valt massomrade, och dven SIM-
metoder kan anvandas som for det maojligt att kolla pa en valt forening med en kant
molekylvikt [29].



2.2.3.4 Time of flight TOF- och Kvadrupol-time of flight Q-TOF spektrometri

Om den sista kvadrupolen i QQQ byts ut mot en time of flight-analysator fas en
kvadrupol-time of flight. Dér ett statiskt och radiofrekvent falt kan skapas sa att bara ett
snavt intervall av jonmassor har stabila banor och kan na detektorn. Denna sorts analys
mater jonens flygtid, time of flight. Time of flight (TOF) och kvadrupol-time of flight
(Q-TOF) &r tva masspektrometriska instrument som mater den experimentella exakta
massan hos en analyt. TOF har det bredaste anvandningsomradet och den hogsta
analyshastigheten av alla masspektrometrar [30]. Detta instrument kan som QQQ-MS
anvandas i MRM-, SIM-, och skanningslage.

2.3 CSV och metabolomik

CSV ér utsondringsprodukten av det centra nervsystemet som fyller ventriklarna och
subaraknoidalrummet i hjarnan och ryggraden [13]. Den skyddar hjarnan fran stétar och
cirkulerar naringsamnena och filtrerar kemikalier fran blodet [13]. Eftersom
produktionen av metaboliter i hjarnan ar direkt beroende av sammansattningen i CSV
kan denna forvantas aterspegla de biologiska processerna i hjarnan [31].

| en tidigare studie undersoktes metaboliter i CSV med hjalp av GC-MS dar malet var
att etablera en heltdckande databas av detekterbara metaboliter i humant CSV [13].
Enligt en litteraturstudie ska CSV innehalla 308 detekterbara metaboliter varav 41
metaboliter kunde identifieras med hjalp av GC-MS i studien. Da analyter som Ilag
under gransen 1 puM inte kunde detekteras aterstod cirka 75 foreningar. | forsoket
forvantades fler metaboliter &n 41 stycken kunna identifieras, men det konstaterades att
en mojlig orsak till att detta inte gjordes kunde vara anvandningen av ett relativt
langsamt instrument som hade langsam skanning i kvadrupolen. | undersokningen
testades &en NMR och Fouriertransform—Masspektrometri  (FTMS) med
vétskekromatografi (LC) for att forsoka identifiera metaboliter i CSV. Enligt studien
verkade GC-MS ge bést resultat med bast kanslighet tatt efter NMR, men LC-FTMS
lampade sig daligt for att karakterisera metaboliter i CSV [13].



3 Syfte

| ett tidigare forsok till att analysera metaboliter i CSV med hjélp av GC har det
framkommit att resultatet formodligen skulle bli battre med en snabbare analysmetod,
antingen med GC-TOF eller med en snabbare variant av GC-QQQ. | detta experiment
testas CSV att analyseras med en snabb skanning GC-QQQ system med en metod som
kombinerar bade malinriktat och icke malinriktade metabolomikanalyser for en béttre
tackning av metabolom i CSV och for att forbattra specificiteten och precisionen av
analysen. Forsta steget ar att optimera MRM parametrar fran utvalda standarder och
fora in dessa till bibliotek samt testa och optimerade parametrarna med CSV-prover.
Sedan testa hur palitlig och reproducerbar metoden ar for CSV-analyser och jamfora
med plasma. Metoden kan sedan appliceras vid undersokning av sjukdomar, till
exempel Alzheimers.
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4  Material/ Metod
Metoden &r utformad efter tidigare metod som utfardats av Savolainen et al. [32].

4.1 Material

Alla referensforeningar var fran Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). De stabila
isotopmarkta interna standarderna (I1S) *Cs-prolin, 2Has-bérnstensyra, 3Cs, °N-
glutaminsyra, 2Hz-kolesterol, 3Cs-o-ketoglutarsyra, **Cio—sackaros, ‘3Cs-glukos and
?Hg-salicylsyra var fran Cambridge Isotope Laboratories (Tewksbury, MA). Vattenfri
pyridin, metanol och heptan med LC-MS kvalitet, metylstearat och
metoxyaminhydroklorid  var  fran  Sigma-Aldrich  (St. Louis, MO). N-
(trimetylsily)triflouroacetamid (MSTFA) med 1 % Trimetylklorosilan (TMCS) var fran
Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA) eller fran Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
Etanol var fran Solveco (Rosersberg, Sverige). CSF, dopamin, serotonin, epinefrin och
acetylkolin mottogs som gavor.

4.2 CSV extraktion och optimering av extraktvolym

CSV som anvéndes var frusen och forvarades i -20°C. 50 pl CSV overfordes till 1,5 ml
mikrocentrifugtub och darefter tillsattes 450 pl extraktionsmix (MeOH:H.O 9:1 v/v)
innehallande interna standarder. Losningen skakades (Retsch GmbH, Germany) sedan i
3 minuter i 30 Hz och centrifugerades darefter i 10 minuter i 12000 rpm. Sedan
overfordes 200 ul supernatant till en insatsvial som sedan indunstades i 1-2 timmar med
vakuumcentrifugering (MiVac Duo concentrator, Genevac Ltd., Ipswich, UK).
Resterande supernatant forvarades i -20°C.

Volymen CSV som skulle anvandas till metoden togs fram genom att 50- 250 ul av
extraktet testades att kéras i skanningsléage och valde den volym som gav tillréckligt bra
intensitet men sa att CSV inte slosades, vilket var 200 pl

4.3 Derivatisering

20 pl av 15 pg/pl metoxyaminhydroklorid 16st i pyridin tillsattes till den indunstade
extraktionen som sedan skakades och fick sedan reagera vid 60°C i 60 minuter. Darefter
fortsattes reaktionen i rumstemperatur i 2 timmar innan 20 pl N-
(trimetylsily)triflouroacetamid (MSTFA) med 1 % Trimetylklorosilan (TMCS) tillsattes
for derivatisering och skakades darefter. Provet fick reagera i 1 timma innan 20 ul
metylstearat 16st i heptan (15ng/ul) tillsattes. Losningen skakades sedan och
analyserades i GC-QQQ.

4.4 GC-QQQ analys

Proverna analyserades med hjalp av gaskromatografi kopplad till en tandem-
masspektrometer med hdg scanningshastighet  (Shimadzu GC-2010 Plus
gaskromatograf, Shimadzu TQ-8030 trippel kvadrupol masspektrometer och en
Shimadzu AOC-5000 Plus provhanteringssystem fran Shimadzu Europa GmbH,
Duisberg, Germany). For analys injicerades 1 pl med ett splitférhallande pa 1:2 dar
separationen gjordes i en 15 m x 0,25 mm x 0,25 um Rxi-5Sil MS-kolonn (Restek
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Coporation, Bellefonte, PA) med helium som bargas och en injektionstemperatur pa
270°C. Den initiala ugnstemperaturen var 70°C som hdélls i 2 minuter, sedan hdjdes
temperaturen med 30°C/min till 330°C som hélls i 2 minuter. GC drevs i ett konstant
linjart hastighetslage pa 80 cm/sek. Ingangssflodet var instdllt pa 3 ml/min. Interface
och jonké&llans temperatur var 290°C respektive 200°C. | masspektrometern anvéndes
elektronstotjonisering (EI) och argon anvandes som MS/MS-kollisionsgas.

Proverna kordes med hjalp av fullstandig genomsokning vid ett massintervall av 50-750
m/z i 75 ms och darefter MRM-6vergangar i 45 ms pa en total looptid pd 120 ms.
Retentionsindex berdknades med hjalp av en intern alkanstandard.

45 MRM-optimering

Varje standard analyserades i ett fullstdndigt skanningslage (50-750 m/z) for att hitta
prekursorjoner till MRM-optimeringen. De valda jonerna fragmenterades med en
kollisionsenergi mellan 9 och 45 eV med 3 eV intervaller. Produktjonerna valdes av
mjukvaran med avseende pa hogst intensitet.

4.6 Kontroll av metod

Alla tester gjordes genom extraktion och analysering av tio stycken CSV-prover med
fem upprepande injektioner fran varje vial i tre olika satser pa tre olika dagar i foljd. En
fempunkts kalibreringskurva var etablerad i tredubbla i varje sats innan proverna
analyserades. Data fran de tre olika satsernas reproducerbarhet for MRM-kanalerna och
motsvarande analyter i skanningslaget erhélls. Variationen for precisionen i intra- och
intersats uttrycktes i RSD%.
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5 Resultat och diskussion

Malet i detta arbete var att optimera MRM parametrar fran utvalda standarder, omforma
en befintlig metod utformad for plasmaprover till att kunna tillampas pa CSV samt att
testa de optimerade MRM parametrarna med metoden for CSV med hjalp av ett GC-
QQQ system som kan analysera bade malinriktade och icke malinriktade analyter.
Metoden testades sedan for att se hur palitlig den var och dess reproducerbarhet bade
inom en sats och Over tre satser. Koncentrationerna for respektive analyt berdknades i
CSV och jamfordes med plasma.

5.1 MRM-optimering

Overgangsjonerna var optimerade frdn de mest intensiva och atskiljande
overgangsjonerna fran varje standard. | de flesta fall kunde intensiva och atskiljande
overgangsjoner hittas och uppehalls- och mattiden for MRM till varje analyt
definierades automatiskt av mjukvaran. De valda MRM-jonerna for respektive analyt
lades in i metoden och testades sedan med standarderna och eventuella justeringar
gjordes. I tabell 6 visas lagena for MRM och retentionsindexen for de metaboliter som
analyserades. Nar MRM parametrarna var optimerade testades metoden med CSV-
prover dar topparna betraktades. Dopamin kunde identifieras i alla lagena i bade
standard och CSV varav MRM-laget i CSV var nagot otydligt. GABA identifierades vl
i bada lagena i standarder och i CSV identifierades GABA endast i fullt skanningslage. |
figur 1 och figur 2 ses GABA i fullt skanningslage bade i standard och i CSV. Dopamin
och GABA testades &ven i SIM-lage men MRM-Il&get gav ett battre resultat. Serotonin
och epinefrin kunde identifieras i standarder men inte i CSV och acetylkolin kunde
varken ses i standarder eller CSV, vilket berodde pa att acetylkolin inte kunde
derivatiseras med hjélp av den anvédnda metoden. Att dopamin, serotonin, GABA,
epinefrin och acetylkolin var svara att se eller inte kunde synas i CSV var inte ovantat
da de finns i relativt ldga halter i CSV och att den CSV som anvéndes kan ha kommit
fran patienter med till exempel Alzheimers sjukdom dar halterna ocksa forvantas vara
annu lagre an hos friska personer. | tabell 7 visas ocksa de foreningar dar MRM
parametrarna optimerades men som inte inkluderas i metoden.

Tabell 5.1 - Overblick av metaboliterna i standard och CSV i fullt skanningslage och MRM-lage. Grén

bock symboliserar tydligt resultat, gult snedstreck symboliserar otydligt resultat och rott kryss
symboliserar inget resultat.

Full skanning MRM i Full skanning
standard standard Csv MRM i CSV
Dopamin \/ \/ \/
Serotonin | \ X X
GABA ‘/ ‘/ X
Epinefrin \V \ X X
Acetylkolin X X X X




5.2 Kontroll av metod

Precisionen kontrollerades bade i en enskild sats, intrasats, och éver alla tre satserna,
intersats.  Variationen berédknades genom genomsnittskoncentrationerna  och
standardavvikelserna for respektive analyt som resulterade i ett uttryck av
koefficientvariation, relative standard deviation (RSD) som fas genom
standardavvikelsen genom genomsnittskoncentrationen. Resultaten for intrasats och
intersats for respektive sats, inklusive plasma finns bifogat i tabell 1-4. | metoden var
metaboliterna angivna pa engelska och motsvarande svenska namn finns i tabell 8.
Variationen beréttar vilka metaboliter som har tillrdckligt hdg reproducerbarhet och
palitlighet for att inkluderas i metoden. | de bifogade tabellerna for respektive sats med
CSV &r de metaboliter som anses vara for opalitliga, i detta fall RSD% Over 30,
markerat i gult. VVariationerna inom en sats var generellt lagre an 6ver alla tre, vilket
resulterar till att intersatserna emellanat hade mycket hogre RSD% &n i intrasatserna. |
tabell 5 &r reproducerbarheten och koncentrationerna jamférda mellan varje intrasats
inklusive for plasma och reproducerbarheten visar sig vara aningens battre for plasma
men ar generellt ganska lika. Plasma och CSV visade ocksa liknande resultat vid
anvandning av fullt skanningslage vilket visas i figur 3. Vid berdkning av intersats
saknades ett antal véarden fran sats 1 och intersats berdknades da 6ver de tva resterande
satserna. Att det saknas ett antal toppar och varden vid kdrning i MRM-I&ge i sats 1 som
forvantades att kunna synas berodde pa felprogrammering i metodens parametrar vid
korning. Dopamin tros bara visats i sats 1 vilket berodde pa fel vid inskrivning av
retentionsindex i metoden som resulterade till genomsokning vid fel tidsintervall och
redovisas darfor inte i resultatet. C17, C19-C26, urea och uridin gav valdigt
otydliga/inga toppar och varden vilket var forvantat och redovisas darfor heller inte i
resultatet. Pa grund av att programmeringen troligtvis blev fel vid kérning av sats 1
skiljer sig generellt RSD%-vérdena i denna sats fran de dvriga tva vilket resulterar till
okad RSD% for intersats. Trots detta ar det manga metaboliter som ar godtagbara och
kan anvandas i metoden. | projektet analyserades inte den icke malinriktade
metabolomiken pa grund av tidsbegransningen. Da resultatet for CSV och plasma i fullt
skanningslage var relativt lika antas dock antal upptdckta metaboliter i plasma vara
jamforbart med vad som kan hittas i CSV.
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6 Slutsats

Metoden for CSV anses vara lamplig att kora med GC-QQQ och &r palitlig da
reproducerbarheten har testats. Majoriteten av metaboliterna ligger inom en godtagbar
grans vilket i mitt fall var RSD% under 30. Den sporadiska typen av Alzheimer har till
en liten del genetiska riskfaktorer i APOE men uppkomsten &r till storst del okand och
med denna metod skulle det kunna vara mojligt att hitta samband i metaboliterna for
dem som kommer att utveckla Alzheimers. Med fortsatt forskning och utveckling tror
jag att metoden kan bli &nnu béttre.
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Bilaga B

Tabell 1. Reproducerbarhet for metaboliterna i batch 1 som méattes i CSV i MRM-lage samt
koncentrationerna for respektive metabolit.

Batch 1
N RSD% for MRMs| Intersats | Molvikt | Konc. Konc.
Forening o
Intrasats |Intersats | pa 2 satser| (g/mol) ng/pl pumol/l
N- Acetylglycine 19,98 22,30 117,10 1,45 37,03
cic- Aconitic acid 2,15 94,40 174,11 5,86 100,94
Alanine 31,94 17,96 89,09 20,64 | 694,86
- Alanine 0,90 14,75 89,09 0,05 1,66
DL- Asparagine 8,20 36,22 132,12 0,76 17,36
Cholesterol 27,84 217,47 386,65 1,97 15,25
Citric acid X X 13,87 192,12 X X
CMPF X X 7,81 240,25 X X
Dimethylarginine 27,42 42,07 202,25 0,33 4,95
Fumaric acid 41,50 37,10 116,07 0,01 0,18
L(+)- Glutamic acid 7,80 12,57 147,13 0,67 13,75
L(+)- Glutamine 29,11 45,30 146,14 | 142,37 | 2922,62
Glutamine TMS X X 4,36 146,14 X X
Glycine 8,87 24,63 75,07 0,87 34,95
DL- Histidine 0,52 25,66 155,15 1,84 35,53
2- Hydroxybutyric acid X X 1,53 104,10 X X
3- Hydroxybutyric acid 10,98 13,75 104,10 2,90 83,64
Inosine X X 74,58 268,23 X X
myo- Inositol X X 14,06 180,16 X X
L- Isoleucine 10,64 24,36 131,17 0,62 14,21
Itaconic acid 23,35 7,81 130,10 0,06 1,34
a- Ketoglutaric acid 5,95 13,03 146,10 0,11 2,19
Ketoleucine 3,52 6,01 130,14 0,29 6,69
Lactate 21,49 17,35 90,08 8,77 291,93
DL- Leucine 9,42 12,02 131,17 1,69 38,72
DL- Lysine 4,17 4,85 146,19 2,25 46,24
DL- Methionine 13,72 12,65 149,21 0,33 6,69
3- Methyl-2-oxopentanoic acid | 4,56 21,92 130,14 0,19 4,33
Ornithine X X 8,92 132,16 X X
DL- Phenylalanine 12,42 7,42 165,19 1,09 19,81
L(-)- Proline 2,19 27,33 115,13 0,98 25,52
trans-4-hydroxy-L-Proline 82,00 8,76 131,13 0,36 8,17
DL- Serine 11,57 20,74 105,09 1,02 29,06
Succinic acid 4,86 22,19 118,09 0,07 1,86
L- Threonine 19,02 10,95 119,12 1,62 40,70
a- Tocopherol 0,08 13,45 430,71 1,51 10,51
y- Tocopherol 0,36 5,05 416,68 0,41 2,94
Tryptophan TMS 37,63 78,65 204,23 0,14 2,04
DL- Valine X 20,94 117,15 1,75 44,70

Gulmarkerat - RSD% 6ver 30
X - topp/vérde saknas
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Tabell 2. Reproducerbarhet for metaboliterna i batch 2 som méttes i CSV i MRM-lage samt
koncentrationerna for respektive metabolit.

Batch 2
Férening RSD% for MRMs| Intersats | Molvikt | Konc. Konc.
Intrasats | Intersats | pd 2 satser| (g/mol) ng/ul pmol/l
N- Acetylglycine 0,42 22,30 117,10 1,29 33,14
cic- Aconitic acid 1,81 94,40 174,11 1,36 23,42
Alanine 18,93 17,96 89,09 28,39 956,10
B- Alanine 0,50 14,75 89,09 0,07 2,22
DL- Asparagine 10,92 36,22 132,12 0,70 15,96
Cholesterol 27,66 217,47 386,65 1,32 10,28
Citric acid 36,90 X 13,87 192,12 15,11 235,97
CMPF 0,73 X 7,81 240,25 2,12 26,53
Dimethylarginine 49,38 42,07 202,25 0,50 7,40
Fumaric acid 15,43 37,10 116,07 0,01 0,27
L(+)- Glutamic acid 10,16 12,57 147,13 0,75 15,33
L(+)- Glutamine 45,69 45,30 146,14 | 281,24 | 5773,27
Glutamine TMS 16,64 X 4,36 146,14 | 29,77 611,02
Glycine 7,57 24,63 75,07 0,99 39,52
DL- Histidine 2,00 25,66 155,15 1,78 34,45
2- Hydroxybutyric acid 19,81 X 1,53 104,10 1,44 41,57
3- Hydroxybutyric acid 10,05 13,75 104,10 2,20 63,54
Inosine 27,59 X 74,58 268,23 0,02 0,22
myo- Inositol 19,68 X 14,06 180,16 8,01 133,41
L- Isoleucine 20,25 24,36 131,17 0,51 11,56
Itaconic acid 24,91 7,81 130,10 0,06 1,27
a- Ketoglutaric acid 7,20 13,03 146,10 0,13 2,57
Ketoleucine 4,50 6,01 130,14 0,29 6,80
Lactate 17,85 17,35 90,08 8,73 290,90
DL- Leucine 14,94 12,02 131,17 1,35 30,84
DL- Lysine 3,87 4,85 146,19 2,45 50,26
DL- Methionine 14,34 12,65 149,21 0,39 781
3- Methyl-2-oxopentanoic acid | 5,10 21,92 130,14 0,14 3,26
Ornithine 5,31 X 8,92 132,16 1,32 30,05
DL- Phenylalanine 11,31 7,42 165,19 1,18 21,52
L(-)- Proline 2,83 27,33 115,13 0,77 20,10
trans-4-hydroxy-L-Proline 61,22 8,76 131,13 0,35 8,07
DL- Serine 6,93 20,74 105,09 1,49 42,45
Succinic acid 4,44 22,19 118,09 0,10 2,48
L- Threonine 17,82 10,95 119,12 1,79 45,09
a- Tocopherol 0,03 13,45 430,71 1,96 13,65
y- Tocopherol 0,27 5,05 416,68 0,45 3,23
Tryptophan TMS 6,70 78,65 204,23 0,75 11,06
DL- Valine 27,45 20,94 117,15 1,29 33,16

Gulmarkerat - RSD% 6ver 30
X - topp/vérde saknas
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Tabell 3. Reproducerbarhet for metaboliterna i batch 3 som méttes i CSV i MRM-Iage samt
koncentrationerna for respektive metabolit.

Batch 3
Férening RSD% for MRMs| Intersats | Molvikt | Konc. Konc.
Intrasats | Intersats | pd 2 satser| (g/mol) ng/ul pmol/I
N- Acetylglycine 1,19 22,30 117,10 0,92 23,51
cic- Aconitic acid 3,05 94,40 174,11 1,19 20,57
Alanine 19,51 17,96 89,09 21,60 | 727,31
B- Alanine 0,60 14,75 89,09 0,06 2,12
DL- Asparagine 35,62 36,22 132,12 0,36 8,09
Cholesterol 40,46 27,47 386,65 1,20 9,30
Citric acid 22,23 X 13,87 192,12 18,40 | 287,27
CMPF 1,46 X 7,81 240,25 2,37 29,63
Dimethylarginine 26,92 42,07 202,25 0,21 3,08
Fumaric acid 7,57 37,10 116,07 0,01 0,38
L(+)- Glutamic acid 5,95 12,57 147,13 0,87 17,65
L(+)- Glutamine 30,29 45,30 146,14 | 386,09 | 7925,53
Glutamine TMS 21,08 X 4,36 146,14 | 27,98 | 574,44
Glycine 5,41 24,63 75,07 1,38 55,25
DL- Histidine 16,95 25,66 155,15 1,11 21,47
2- Hydroxybutyric acid 16,25 X 1,53 104,10 1,41 40,68
3- Hydroxybutyric acid 7,46 13,75 104,10 2,52 72,55
Inosine 28,29 X 74,58 268,23 0,06 0,71
myo- Inositol 14,61 X 14,06 180,16 6,56 109,29
L- Isoleucine 8,07 24,36 131,17 0,82 18,71
Itaconic acid 37,67 7,81 130,10 0,05 1,15
a- Ketoglutaric acid 3,43 13,03 146,10 0,14 2,84
Ketoleucine 2,74 6,01 130,14 0,32 7,46
Lactate 9,51 17,35 90,08 11,67 | 388,74
DL- Leucine 8,38 12,02 131,17 1,65 37,78
DL- Lysine 4,51 4,85 146,19 2,25 46,28
DL- Methionine 10,60 12,65 149,21 0,43 8,64
3- Methyl-2-oxopentanoic acid 3,43 21,92 130,14 0,22 511
Ornithine 3,14 X 8,92 132,16 1,17 26,49
DL- Phenylalanine 9,55 7,42 165,19 1,27 22,99
L(-)- Proline 1,56 27,33 115,13 1,33 34,56
trans-4-hydroxy-L-Proline 2,78 8,76 131,13 0,30 6,95
DL- Serine 2,97 20,74 105,09 1,51 43,10
Succinic acid 3,80 22,19 118,09 0,12 2,93
L- Threonine 11,85 10,95 119,12 2,01 50,64
a- Tocopherol 0,06 13,45 430,71 1,66 11,56
y- Tocopherol 0,58 5,05 416,68 0,41 2,97
Tryptophan TMS 31,77 78,65 204,23 0,31 4,62
DL- Valine 8,81 20,94 117,15 1,99 50,85

Gulmarkerat - RSD% &ver 30
X - topp/vérde saknas
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Tabell 4. Reproducerbarhet for metaboliterna som méttes i plasma i MRM-lage

samt koncentrationerna for respektive metabolit.

Plasma
. RSD% | Molvikt | Konc. Konc.
Forening
Intrasats| (g/mol) ng/ul pmol/I
N- Acetylglycine 0,76 117,10 0,94 24,08
Cic- Aconitic acid 5,95 174,11 6,61 113,89
Alanine 4,27 89,09 54,92 | 1849,27
B- Alanine 3,02 89,09 0,11 3,60
DL- Asparagine 9,97 132,12 3,33 75,70
Cholesterol 4,94 386,65 | 259,50 | 2013,41
Citric acid 29,41 | 192,12 | 526,43 | 8220,17
CMPF 1,82 240,25 2,77 34,60
Dimethylarginine 4,88 202,25 0,53 7,87
Fumaric acid 29,91 | 116,07 0,04 1,07
L(+)- Glutamic acid 0,40 147,13 3,79 77,27
L(+)- Glutamine 12,20 | 146,14 | 1107,49 [22734,19
L(+)- Glutamine TMS 11,45 | 146,14 | 116,84 | 2398,52
Glycine 1,65 75,07 4,26 170,05
DL- Histidine 16,92 | 155,15 | 73,80 | 1426,91
2- Hydroxybutyric acid 2,68 104,10 1,45 41,80
3- Hydroxybutyric acid 1,08 104,10 2,90 83,63
Inosine 25,84 | 268,23 0,23 2,55
myo- Inositol 2,64 180,16 1,32 22,02
L- Isoleucine 1,42 131,17 4,61 105,54
Itaconic acid 33,58 | 130,10 0,87 20,18
a- Ketoglutaric acid 0,65 146,10 1,35 27,82
Ketoleucine 6,08 130,14 2,95 68,04
Lactate 3,60 90,08 52,21 | 1738,77
DL- Leucine 1,77 131,17 8,61 196,81
DL- Lysine 2,19 146,19 5,98 122,77
DL- Methionine 1,29 149,21 1,22 24,53
3- Methyl-2-oxopentanoic acid | 6,80 130,14 1,57 36,15
L- Ornithine 5,12 132,16 3,72 84,55
DL- Phenylalanine 1,64 165,19 3,23 58,72
L(-)- Proline 0,31 115,13 | 15,59 | 406,36
trans-4-hydroxy-L-Proline 0,60 131,13 0,78 17,83
DL- Serine 4,29 105,09 3,01 85,86
Succinic acid 1,74 118,09 0,38 9,73
L- Threonine 3,45 119,12 6,84 172,22
a Tocopherol 3,65 430,71 2,95 20,51
y- Tocopherol 0,76 416,68 0,44 3,16
L(-)- Tryptophan TMS 6,68 204,23 | 69,78 | 1025,00
DL- Valine 3,34 117,15 | 12,37 | 316,79
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Tabell 5. Jamforelse for intra-sats samt koncentration mellan de tre satserna samt plasma.
RSD%

Sats 1 | Sats2 | Sats3 Plasima Konc. umolf
Forening Intrasats | Intrasats | Intrasats Sats 1 | Sats 2 | Sats 3 | Plasma
N- Acetylglycine 19,98 0,42 1,19 0,76 | 37,03 | 33,14 | 23,51 | 24,08
cic- Aconitic acid 2,15 1,81 3,05 595 | 100,94 | 23,42 | 20,57 | 113,89
Alanine 31,94 18,93 19,51 | 4,27 |694,86 | 956,10 | 727,31 [1849,27
B- Alanine 0,90 0,50 0,60 3,02 1,66 2,22 2,12 3,60
DL- Asparagine 8,20 10,92 35,62 | 9,97 | 17,36 | 1596 | 8,09 | 75,70
Cholesterol 27,84 27,66 40,46 | 4,94 | 1525 | 10,28 | 9,30 [2013,41
Citric acid X 36,90 22,23 | 29,41 X 235,97 | 287,27 [8220,17
CMPF X 0,73 1,46 1,82 X 26,53 | 29,63 | 34,60
Dimethylarginine 27,42 49,38 26,92 | 488 | 4,95 7,40 3,08 7,87
Fumaric acid 41,50 15,43 7,57 2991 | 0,18 0,27 0,38 1,07
L(+)- Glutamic acid 7,80 10,16 5,95 0,40 | 13,75 | 15,33 | 17,65 | 77,27
L(+)- Glutamine 29,11 45,69 30,29 X |2922,62|5773,27(7925,53 X
Glutamine TMS X 16,64 21,08 | 11,45 X 611,02 | 574,44 [2398,52
Glycine 8,87 7,57 5,41 1,65 | 34,95 | 39,52 | 55,25 | 170,05
DL- Histidine 0,52 2,00 16,95 | 16,92 | 3553 | 34,45 | 21,47 |1426,91
2- Hydroxybutyric acid X 19,81 16,25 | 2,68 X 41,57 | 40,68 | 41,80
3- Hydroxybutyric acid 10,98 10,05 7,46 1,08 | 83,64 | 63,54 | 72,55 | 83,63
Inosine X 27,59 28,29 | 25,84 X 0,22 0,71 2,55
myo- Inositol X 19,68 14,61 2,64 X 133,41 | 109,29 | 22,02
L- Isoleucine 10,64 20,25 8,07 1,42 | 14,21 | 11,56 | 18,71 | 105,54
Itaconic acid 23,35 24,91 37,67 | 3358 | 1,34 1,27 1,15 | 20,18
a- Ketoglutaric acid 5,95 7,20 3,43 0,65 2,19 2,57 2,84 | 27,82
Ketoleucine 3,52 4,50 2,74 6,08 | 6,69 6,80 7,46 | 68,04
Lactate 21,49 17,85 9,51 3,60 |291,93 | 290,90 | 388,74 |1738,77
DL- Leucine 9,42 14,94 8,38 1,77 | 38,72 | 30,84 | 37,78 | 196,81
DL- Lysine 4,17 3,87 4,51 2,19 | 46,24 | 50,26 | 46,28 | 122,77
DL- Methionine 13,72 14,34 10,60 | 1,29 | 6,69 7,81 8,64 | 2453
3-Methyl-2-oxopentanoic acid | 4,56 5,10 3,43 6,80 | 4,33 3,26 511 | 36,15
Ornithine X 5,31 3,14 5,12 X 30,05 | 26,49 | 84,55
DL- Phenylalanine 12,42 11,31 9,55 164 | 1981 | 21,52 | 22,99 | 58,72
L(-)- Proline 2,19 2,83 1,56 0,31 | 25,52 | 20,10 | 34,56 | 406,36
trans-4-hydroxy-L-Proline 82,00 61,22 2,78 0,60 8,17 8,07 6,95 | 17,83
DL- Serine 11,57 6,93 2,97 4,29 | 29,06 | 42,45 | 43,10 | 85,86
Succinic acid 4,86 4,44 3,80 1,74 | 1,86 2,48 2,93 9,73
L- Threonine 19,02 17,82 11,85 | 3,45 | 40,70 | 45,09 | 50,64 | 172,22
a- Tocopherol 0,08 0,03 0,06 3,65 [ 10,51 | 13,65 | 11,56 | 20,51
y- Tocopherol 0,36 0,27 0,58 0,76 | 2,94 3,23 2,97 3,16
Tryptophan TMS 37,63 6,70 31,77 | 6,68 | 2,04 | 11,06 | 4,62 |1025,00
DL- Valine X 27,45 8,81 3,34 | 44,70 | 33,16 | 50,85 | 316,79

X - topp/varde saknas
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Tabell 6. Lagen for MRM och retentionsindex for metaboliter analyserade i MRM- och

fullskanningslége.

Kvantifierare Referens Retentions-
Forening I1S| Overgéng CE | Overgang CE index
N- Acetylglycine 2 [218,00>130,10| 9 | 218,00>73,10 | 18 1286
cic- Aconitic acid 3(229,00>147,10| 12 |[375,00>147,10( 18 1745
Alanine 1] 116,00>73,10 | 12 | 147,00>73,10 | 18 1101
B- Alanine 2| 174,00>73,00 | 18 [248,00>147,00( 18 1423
DL- Asparagine 1] 231,00>73,10 | 15 | 188,00>73,10 9 1665
Cholesterol 10| 329,00>95,00 9 129,00>73,00 [ 30 3149
Citric acid 6 | 273,00>73,10 | 24 |[273,00>183,20( 12 1809
CMPF 8 [327,00>147,20| 18 [266,00>147,10( 24 1968
Dimethylarginine 6 [256,00>157,20] 9 256,00>75,10 | 24 1828
Fumaric acid 3| 245,00>73,10 | 24 | 143,00>75,10 [ 12 1351
L(+)- Glutamic acid 5| 246,00>73,00 | 27 | 128,00>73,00 [ 12 1617
L(+)- Glutamine 5(203,00>147,10| 15 | 227,00>73,00 6 1727
Glutamine TMS 5(203,00>156,10] 9 203,00>73,10 | 21 1769
Glycine 5| 174,00>73,10 | 15 [248,00>147,10( 15 1302
DL- Histidine 6 | 154,00>73,10 | 18 [ 254,00>73,10 [ 24 1912
2- Hydroxybutyric acid 2| 131,00>73,10 | 12 [205,00>147,10( 12 1131
3- Hydroxybutyric acid 2 [191,00>147,10| 12 |233,00>147,20| 12 1163
Inosine 6 | 230,00>73,10 | 21 | 259,00>73,10 [ 24 2565
myo- Inositol 8| 217,00>73,10 | 18 | 305,00>73,10 | 27 2081
L- Isoleucine 1| 158,00>73,00 | 18 | 218,00>73,00 | 18 1291
Itaconic acid 2 |215,00<147,20| 9 |[259,00>147,20| 9 1343
a- Ketoglutaric acid 41 198,00>73,10 | 12 | 288,00>73,10 | 24 1574
Ketoleucine 2| 200,00>82,1 | 15 | 216,99>89,1 | 12 1215
Lactate 1]191,00>73,10 | 9 [191,00>147,10f 9 1130
DL- Leucine 1| 158,00>73,00 | 15 [ 102,00>73,00 | 9 1271
DL- Lysine 5 [ 156,00>73,00 | 18 | 174,00>73,00 [ 18 1917
DL- Methionine 5(176,00>128,00 9 | 128,00>73,00| 9 1515
3- Methyl-2-oxopentanoic acid | 3 | 189,00>79,1 15 189,00>99,1 9 1195
Ornithine 6 | 142,00>73,00 | 15 | 174,00>73,00 | 15 1813
DL- Phenylalanine 51 218,00>73,00 | 15 [ 192,00>73,00 | 15 1622
L(-)- Proline 1] 142,00>73,00 | 18 |216,00>147,00| 15 1292
trans-4-hydroxy-L-Proline 5| 230,00>73,00 | 27 |[230,00>140,00f 9 1521
DL- Serine 2 | 204,00>73,00 | 15 [ 218,00>73,00 [ 15 1359
Succinic acid 2 (247,00>147,20] 9 247,00>73,10 | 27 1328
L- Threonine 1] 218,00>73,00 | 18 [291,00>101,00| 12 1384
a- Tocopherol 10| 237,00>73,00 [ 15 | 502,00>73,00 | 36 3133
v- Tocopherol 10| 233,00>73,00 [ 36 | 488,00>73,00 | 12 2989
Tryptophan TMS 3| 202,00>73,00 | 18 [291,00>101,00( 18 2207
Urea 2 (189,00>174,20| 12 | 189,00>73,10 [ 24 1249
Uridine 6 | 245,00>73,10 | 24 [259,00>157,20( 24 2440
DL- Valine 1] 144,00>73,10 | 15 | 218,00>73,10 | 21 1214
Dopamine 1] 175,00>73,10 | 18 | 268,00>73,10 | 24 2093
Dopamine 1] 175,00>73,00 | 24 | 102,00>73,10 | 14,19 1822
Epinephrine 1 |355,00>281,20| 7,79 | 174,00>73,10 [ 15 1961
Epinephrine 1{175,00>86,10 | 9 |355,00>281,20( 18 1844
GABA 11304,00>174,10| 18 |174,00>100,10|] 9 1535
Serotonin 1[290,00>174,10| 52,48 | 290,00>73,10 | 18 2460
Serotonin 11218,00>174,10| 9 218,00>73,10 | 18 2481

Interna standader

2H7-cholesterol 10|336,00>121,20( 18 129,00>73,1 9 3118
3¢ -glucose 7| 323,0073,10 | 30 | 147,00573,10 | 18 1899
B3¢, 1N -glutamic acid 5| 251,00>73,10 | 30 |251,00>132,10| 15 1624
13C4—()L—ketoglutarate 4(201,00>73,10 [ 18 | 147,00>73,10 | 30 1580
Methyl stearate 8 | 143,00>55,10 | 18 [298,00>101,10{ 18 2124
BCs-prolin 1 146,00>73,10 | 15 |220,00>147,10| 15 1394
Putrescine-D, 6 | 174,00>73,10 | 18 | 174,00>86,10 | 12 1728
2He-salicylic 3| 271,00>73,10 | 30 |[149,00>133,10f 9 1501
2H4-su<:cini(: acid 2| 147,00>73,10 | 18 ([309,00>293,80( 18 1317
13Clz—sucrose 91 367,00>73,10 | 30 (367,00>174,10] 9 2641
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Tabell 7. Metaboliter som MRM-optimerades men gj inkluderas i metoden.

Forening

Aminoadipic acid

5- aminolevulinic acid hydrochloride

Benzoic acid

Chenodeoxycholic acid

Cholic acid

L- citrulline

Deoxycholic acid

¢

Gluconic acid sodium salt

¢

glucoronic acid

Glycochenodeoxycholic acid

Glycocholic acid

Glycodeoxycholic acid

Hyocholic acid

Hyodeoxycholic acid

Lithocholic acid

Oxalacetic acid

Quinic acid

Taurochenodeoxycholic acid

Taurocholic acid

Taurodeoxycholic acid

Taurolithocholic acid

Uric acid

Ursodeoxycholic acid
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Tabell 8. Overséattningslista for metaboliter.

Engelsk benamning

Svensk benamning

N- Acetylglycine N- Acetylglycin
cic- Aconitic acid cic- Akonitsyra
Alanine Alanin
- Alanine B- Alanin
DL- Asparagine DL- Asparagin
Cholesterol Kolesterol
Citric acid Citronsyra
CMPF CMPF
Dimethylarginine Dimetylarginin
Fumaric acid Fumarsyra

L(+)- Glutamic acid

L(+)- Glutaminsyra

L(+)- Glutamine

L(+)- Glutamin

Glutamine TMS Glutamin TMS
Glycine Glycin
DL- Histidine DL- Histidin

2- Hydroxybutyric acid

2- Hydroxismorsyra

3- Hydroxybutyric acid

3- Hydroxismdrsyra

Inosine Inosin
myo- Inositol myo- Inositol
L- Isoleucine L- Isoleucin
Itaconic acid Itakonsyra
a- Ketoglutaric acid o- Ketoglutarsyra
Ketoleucine Ketoleucine
Lactate Laktat
DL- Leucine DL- Leucin
DL- Lysine DL- Lysin
DL- Methionine DL- Metionin
3- Methyl-2-oxopentanoic acid 3- Metyl-2-oxopentansyra
Ornithine Ornitin
DL- Phenylalanine DL- Fenylalanin
L(-)- Proline L(-)- Prolin

trans-4- hydroxy- L-Proline

trans-4-hydroxy-L-Prolin

DL- Serine

DL- Serin

Succinic acid Bérnstenssyra

L- Threonine L- Treonin

a- Tocopherol a- Tokoferol

v- Tocopherol v- Tokoferol
Tryptophan TMS Tryptofan TMS
Urea Urea
Uridine Uridin

DL- Valine DL- Valin
Dopamine Dopamin
Epinephrine Epinefrin
GABA GABA
Serotonin Serotonin
Interna standader

2H7-cholesterol

2H7-kolesterol

13Cﬁ-glucose

13Cﬁ—glukos,

Bc,, N -glutamic acid

Bcs, N -glutaminsyra

13C4-(1- ketoglutarate

13C4-(1- ketoglutarsyra

Methyl stearate

Metylstearat

13C5-proline

13Cg—,—prolin

Putrescine-D,

Putrescin-D,

2Hs-salicylic

?He-salicylsyra

2H,-succinic acid

’H,-bérnstensyra

13
C1,—sucrose

13
Cy,—sackaros
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