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Metabolomiikka mittaa ja analysoi aineenvaihduntaa

Metabolomiikka mittaa ja analysoi sairauden, ruokavalion tai ladkityksen aiheuttamia muutoksia
aineenvaihdunnassa. Aineenvaihdunnan eli metabolian aikana syntyy ja hajoaa molekyyleja, joilla
osalla on vaikutus myos terveyteen. Niiden pitoisuuksia mitataan veresta, virtsasta ja kudosnaytteista.

Metabolomiikan avulla saadaan selville bio-
markkereita, jotka voivat kertoa elintavoista,
ruokavaliosta, sairauksista seka la3kityksen
jamuiden vierasaineiden vaikutuksista.

Yhdelld mittauksella saadaan tietoa sa-
doista, jopa tuhansista aineenvaihduntatuot-
teista eli metaboliiteista. Lisdksi samassa
mittauksessa nakyvat myos elimistdn ulko-
puolelta tulleet yhdisteet kuten lddkkeet,
ymparistomyrkyt ja nautintoaineet.

"Metabolomiikka mahdollistaa aineen-
vaihdunnallisten ilmididen laaja-alaisen
tarkastelun. Nain saadaan erittain laaja ku-
va esimerkiksi elimiston biokemiallisesta
tilasta,” sanoo professori Seppo Auriola
Itd-Suomen yliopiston farmasian laitoksel-
ta. Auriola on my6s Kuopion LC-MS Meta-
bolomiikkakeskuksen johtaja. Keskus on
osa Suomen Biokeskuksen infrastruktuu-
riverkostoa.

Yksi metabolomiikassa kdytetty ana-
lyyttinen tyokalu on nestekromatografia
yhdistettyna korkean erotuskyvyn mas-
saspektrometriaan. Nestekromatografia-
massaspektrometriaa (LC-MS) kaytetaan

naytteista l0ytyvien yhdisteiden seulomi-
seen ja tunnistamiseen. Nestekromatografi
erottelee yhdisteet niiden rasvaliukoisuu-
den mukaan ja massaspektrometrilla mita-
taan eroteltujen yhdisteiden tarkat mole-
kyylipainot. Metabolomiikassa kdytetaan
termia "molekyyliluonne”, joka tarkoittaa
ionisaatiossa ja mittauksessa yhdisteesta
syntyvaa signaalia.

"Metabolomiikassa pyrimme loytamaan
tilastollisesti eroavat molekyyliluonteet eri
tutkimusryhmien valilla. N&ita voivat olla
esimerkiksi sairaat versus terveet. Meta-
bolomiikka pyrkii myos tunnistamaan nama
molekyyliluonteet molekyyleiksi erilaisten
spektroskopiaan perustuvien tekniikoiden
avulla. Meidan laboratoriomme hyédyntaa
tahan massaspektrometriaa,” sanoo labora-
torionjohtaja Marko Lehtonen.

Metabolomiikkamittaukset voidaan jakaa
kohdentamattomiin ja kohdennettuihin me-
netelmiin. Lahtokohta kohdentamattomassa
analyysissa on se, etta tutkittavasta nayt-
teesta pyritdan 16ytamaan mahdollisimman
laaja joukko metaboliitteja. Kohdennetussa
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analyysissa puolestaan seurataan rajattua
joukkoa tunnettuja metaboliitteja.

Kohdentamattomat mittaukset voivat
toimia hyvana lahtokohtana hypoteesin luo-
miseen.

"Ensimmaiselld seulonnalla ndhd&an niita
aineenvaihduntatuotteita, jotka ovat muut-
tuneet esimerkiksi tietyn altistuksen jalkeen.
Sitten mietitaan teoriaa eli miksi ndin on
kaynyt,” sanoo Auriola, joka on keskittynyt
tydssdan analyyttiseen kemiaan ja tutkitta-
vien ndytteiden mittaustekniikkaan.

Kohdennetun analyysin avulla voidaan
todistaa joku oletus tarkkailemalla ennal-
ta valittujen metaboliittien pitoisuuksien
muutoksia. Ndissa analyyseissa on tarkoitus
tunnistaa vain ne yhdisteet, jotka eroavat
tutkittavien ryhmien valilla. N&ita voivat
olla esimerkiksi tiettyyn tautiin sairastunei-
den ja terveiden verrokkien ndytteiden erot.
Kohdennettua analyysia voidaan kéyttaa esi-
merkiksi etsittdessé elintapoja tai sairautta
osoittavia biologisia tunnusmerkkeja. Suurin
osa kaikista analyyseista on perinteisesti juu-
ri tallaisia kohdennettuja mittauksia.
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Ruokavalio ja elintavat nakyviat
aineenvaihduntatuotteissa
Koska metabolomiikan mittausmenetelmat
tehostuvat, saadaan parempaa mittausdataa
esimerkiksi ihmisten elintapojen ja ymparis-
ton vaikutuksesta terveyteen. Ruokavalio on
yksi merkittavimmista ulkoisista tekijoista,
jotka vaikuttavat aineenvaihduntaan.
"Metabolomiikka soveltuu erinomaisesti
juuri ravitsemustutkimuksiin. Analyyseissa
|6ytyy selvia markkereita, mita joku on syo-
nyt ja miten ne vaikuttavat ihmisten endo-
geenisiin yhdisteisiin,” Auriola sanoo.
Endogeeniset aineita ovat kaikki kehon
tuottamat yhdisteet, kuten hormonit ja va-
littdjaaineet. Niitd ovat esimerkiksi endokan-
nabinoidit, steroidit seka endorfiinit.
"Voimme tutkia, vaikuttaako elintapojen
muuttaminen terveellisemmaksi myds me-
taboliittien tasoihin. Tama olisi osoitus siit3,
etta elimistd voi paremmin. Metabolomiikan
avulla voidaan myds etsia sairauksien bio-
markkereita varhaisessa vaiheessa ennen
sairauksien puhkeamista.”
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Vierasaineiden vaikutukset
ihmiseen

Toinen merkittava metabolomiikan analyy-
sikohde ovat eksogeeniset eli elimiston ul-
kopuoliset yhdisteet, kuten ladkkeet ja ym-
paristomyrkyt. Talléin etsitdan biomarkke-
reita esimerkiksi siita, miten 1a3ke vaikuttaa
elimistossa.

Tarkea kysymys on Auriolan mielesta
myos se, miksi joku aine vaikuttaa meihin
negatiivisesti. Silloin voidaan etsia aineen-
vaihduntatuotteista sellaisia biomarkke-
reita, jotka osoittavat ihmisen altistumista
vierasaineelle tai vierasaineen vaikutusta
ihmiseen. Sellaisia on esimerkiksi torjun-
ta-aineiden vaikutus ihmisten terveyteen.

"Torjunta-aineiden kaikkia vaikutus-
mekanismeja ei tiedetd. Kun menetelmat
kehittyvat, ndhdaan paremmin minkalaisia
vaikutuksia on elimist&ssa tiettyjen altis-
tusten yhteydessa. Voidaan mitata ihmispo-
pulaatioista, mikd on ymparistomyrkkyjen
taso ja vastaavasti endogeenisten metabo-
liittien taso.”

Itd-Suomen yliopiston ja Karolinska Ins-
tituten tutkimuksessa selvitettiin polykloo-
rattujen bifenyylien eli PCB-yhdisteiden
vaikutusta hiirten jalkelaisiin. Pitkdan on
tiedetty, etta suurin ndiden aineiden vaikutus
kohdistuu kehittyvaan elimistéon. Eldinko-
keissa on todettu eri elinten kehityshairioita.
Kun jalkeldisten metabolomiikkaprofiileja
tutkittiin, huomattiin, ett tiettyja muutoksia
havaittiin koirailla. Ndama muutokset kuiten-
kin puuttuivat naarailla. PCB-yhdisteiden ai-
heuttamat metaboliittien muutokset koirailla
vaikuttivat maksan ja hermoston toimintaan.

"Voidaan seurata minkalaisia muutoksia
seuraavassa sukupolvessa on, tietdmatta etu-
kateen, mita sielta pitéisi etsia, sanoo Auriola’”

"LC-MS -laitteistojen ja kohdentamat-
toman metabolomiikka -menetelman avul-
la I16ydetdan tuhansien mitattavien mole-
kyylien joukosta ne molekyylit, jotka ovat
muuttuneet.”

Molekyyliluonteita etsitdan algoritmien
avulla. Helsingin ja Itd-Suomen yliopiston
tutkimuksessa analysoitiin vastasyntyneiden
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Metabolomiikan avulla voidaan
tutkia ravintoaineiden vaikutuksia.
Miksi jotkut ravintoaineet ovat vailt-

tdmdttomid, mihin aineenvaihdun-
tareaktioihin ne osallistuvat tai mita
reittejd ne rajoittavat.

napanuorista I6ytyneita yhdisteita. Raskaus-
myrkytys (pre-eklampsia) on yksi yleisim-
mista aitiyskuoleman ja ennenaikaisen syn-
nytyksen syista. Sen kehittymisen syit3 ei
tunneta tarkasti. Sen tiedetdan lisdavan &i-
din ja lapsen riskia sairastua myéhemmin
sydan- ja verisuonitauteihin. Ei kuitenkaan
tiedetd miten myrkytyksen saaneiden aitien
muuttunut aineenvaihdunta vaikuttaa vasta-
syntyneiden aineenvaihduntaan. Vastasyn-
tyneiden napanuoran kudoksen metaboliitit
analysoitiin LC-MS -laitteistolla Kuopiossa
raskausmyrkytyksen saaneiden ja tervei-
den vililla. Tutkimuksessa kaytettiin myos
suomalaisia FINNPEC (Finnish Genetics
of Pre-eclampsia Consortium) -aineistoja.
FINNPEC-kohortin kerdamiseen ovat osal-
listuneet kaikki Suomen yliopistosairaalat.

"Useat eri tutkimusprojektit kayttavat
laboratoriomme palveluja”, sanoo Marko
Lehtonen. Laboratoriossa on mitattu esi-
merkiksi diabeteksen ja Alzheimerin tautiin
liittyvien tutkimuksen naytteita. Lehtosen
mukaan metabolomiikka tuo paljon lisatietoa
my®0s harvinaisten ja perinnéllisten sairauk-
sien tutkimukseen.

"Vastasyntyneiden seulontaa tehdaan
kohdennetuilla mittauksilla. Se on myés erin-

omainen esimerkki, jossa metabolomiikalla
voi olla suuri merkitys. Siind yhteiskunta
sdastaa rahaa. Tietyilla elimist6ssa esiinty-
villa biomarkkereilla voidaan 16yt33 vasta-
syntyneilld perinndllisia sairauksia,” sanoo
Lehtonen.

Kaikkia molekyyleja ei

havaita viela

Nykyisilla laitteilla ei kaikkia metaboliitteja
voi vield mitata.

"Yhdisteet ovat ndytteessa niin pienina
pitoisuuksina, etta nykyisin tarvitaan myos
kohdennettuja menetelmia. Laitetekniikoi-
den kehittyessa voidaan tulevaisuudessa
toivoa, ettd yhd useamman aiemmin nake-
matta jadneet yhdisteet ndkyvat myos koh-
dentamattomilla menetelmilla. Talléin emme
havitd muuta tietoa ndytteesta. Kohdennetut
menetelmét nimittdin seuraavat vain ennalta
rajattua joukkoa yhdisteitd ja ovat sokeita
kaikelle muulle tiedolle”, sanoo Lehtonen ja
korostaa, ettd kohdentamattoman menetel-
man data sisaltaa paljon tietoa, josta voidaan
aina etsid uusi asioita.

Kun laitteiden herkkyydet parantuvat,
paastaan havainnoimaan todella pienid mo-
lekyyleja. Silloin puhutaan pikogrammois-
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deista, mddrdd.

ta ja nanogrammoista litraa kohden. Yksi
pikogramma on gramman triljoonasosa ja
yksi nanogramma on gramman miljardisosa.

"Nyt ndemme tuhansia molekyylejd, mut-
ta monia tarkeita molekyyleja on viela ha-
vaintorajan alapuolella, sanoo Seppo Auriola.

"Esimerkiksi steroideja I6ydetadn nayt-
teista entistd enemman mittaustekniikan ke-
hittyessa. Nain voidaan tutkia endogeenisia
steroideja ja niiden muutoksia.”

Na&ita ovat esimerkiksi sukupuolihormo-
nit, kuten testosteroni ja progesteroni seka
kortikosteroidit (mm. kortisoni ja kortisoli).

"Olemme mukana muun muassa projek-
tissa, jossa tutkitaan lasten ja nuorten liikun-
nan ja elintapojen vaikutusta steroideihin ja
muuhun metaboliaan. Toisissa tutkimuksissa
etsitaan steroidimetaboliaan valikoivasti
vaikuttavia yhdisteit4, joita voitaisiin kdyt-
taaladkkeena”

Laskentatehoa tarvitaan suuren
datamaaran kasittelyyn

Massaspektrometriassa tutkittavat aineen-
vaihduntatuotteet ensin ionisoidaan. lonisoi-
tuneet molekyylit erotellaan toisistaan nii-
den massan ja varauksen suhdeluvun avulla.

"Massaspektrit antavat ndytteen sisalta-
masta molekyyliluonteesta signaalin, joka on
verrannollinen kyseisen molekyyliluonteen
esiintymiseen ndytteessa, sanoo Lehtonen.

"Metabolomiikassa vertaillaan naiden
jopa tuhansien naytteen sisaltdamien mole-
kyyliluonteiden signaalien tasoja. Tyypillises-
ti vertaillaan siis useampia tutkimusryhmia,
jotka kukin sisaltavat useampia rinnakkaisia
naytteita. Tyypillisesti esimerkiksi humaa-
nitutkimuksissa ndytemaarat ovat peraisin

Endogeeninen kannabinoidijdrjestelmd liittyy moniin fysiologisiin ja patologisiin
tiloihin. Jotta voisi paremmin ymmdirtdd etanolin ja ravinnonpuutteen vaikutusta
sukkulamatoihin (C. elegans), tutkimuksessa seurattiin miten metaboliittiprofiili
ja tietyt endokannabinoiditasot muuttuivat erilaisissa altistuksissa. Ravinnon-
puute merkittdvdsti lisdsi mm. anandamidin, joka on yksi pddendokannabinoi-

Kuvassa on esimerkkind kddnteisfaasikromatografialla ja korkean erotuskyvyn
massaspektrometrialla saadut tulokset. Hajontakuvio (volcano plot) néyttdd
tilastollisen merkittdvyyden (p- value) verrattuna muutoksen suuruuteen (fold
change). Toisessa akselissa ovat p-arvot t-testistd ja toisessa signaalitasojen
muutokset tutkittavien ryhmien valilld. Yhdelld tdllaisella kuvalla voidaan ndhdd
kahden eri tutkittavan ryhmdn viiliset tulokset.
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useilta sadoilta tutkittavilta. Tasta seurauk-
sena on erittdin iso maara dataa, jota varten
vaaditaan tehokkaiden tietokoneiden lisaksi
ohjelmistot, jotka pystyvat prosessoimaan
kyseisen tietomaaran. Lisaksi tarvitaan ke-
mometrisid (univariaatti ja multivariaatti)
menetelmia tilastollisesti merkittivien eroa-
vaisuuksien [6ytamiseen.

"Laitteelta saadaan tieto yhdisteen tar-
kasta massasta ja isotooppisuhteesta. Tama
tieto antaa jo korkean erotuskyvyn massa-
laitteistolla hyvan arvion mahdollisesta yh-
disteen rakenteesta,” sanoo Lehtonen.

Pitemmalle menevissa yhdisteiden tun-
nistuksessa kaytetaan pilkeionien mittausta
sekd puhtaan vertailuaineen kromatogra-
fista retentioaikaa. Yhdisteen kdyttama
aika, joka kuluu injektion jalkeen yhdis-
teen kulkeutuessa kolonnissa ja ndkyessa
detektorilla.

"Kyseiset ionit tormaytetdan inertin
kaasun kanssa ja saadaan massaioni pilk-
koutumaan sirpaleiksi, jotka ovat molekyylin
rakenneosasia. Ne antavat omat vasteensa,
jotka ovat néille rakennuspalikoille tyypil-
lisia. Naita pilkkoutumistuotteita voidaan
pitda yhdisteen sormenjalkena. Syntynytta
spektria sanotaan pilkkoutumisspektriksi
(tuoteionipyyhkaisyksi).”

Molekyyliluonteiden tunnistaminen on
Lehtosen mukaan metabolomiikan viimeinen
vaihe, jossa pyritdan aukottomasti tunnis-
tamaan tilastollisesti merkittavasti eroava
metaboliitti kahden tai useamman tutkit-
tavan ryhman valilla

Lehtonen haluaisi mallin, jossa labora-
torion ja tutkimusten data olisi koneoppi-
misen pohjana.

LC-MS Metabolomiikkakeskus
It3-Suomen yliopisto
https://www.uef.fi/fi/web/
metabolomics-center
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hallinnoima, voittoa tavoittelematon osakeyhtio.
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tettya tietotekniikkainfrastruktuuria.
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"Vaikka naita spektreja voidaan vertailla
massakirjastoissa oleviin pilkkoutumisspekt-
reihin (tuoteionipyyhkaisyihin), niin ongelma
tunnistamisessa on, etta se on hyvin pitkalle
manuaalista tyota. Jos siihen saisi oppivan
algoritmin, joka etsii automaattisesti pilk-
koutumisspektreja ja vertaa niita kirjaston
muistissa olevaan eli malli voisi aukottomasti
tunnistaa laboratorion aiempien mittausten
tunnistamat yhdisteet. Se auttaisi tutkimus-
tyossa paljonkin,” sanoo Marko Lehtonen.

Tyokalujen ja datan
yhdenmukaistaminen

Seppo Auriolan mielestd mittausdataa pitai-
si pystya hyodyntamaan entistd enemman.
Ongelmana on datan saatavuus ja yhden-
mukaisuus.

"ELIXIRissd on menossa useita toimin-
toja joissa pyritdan yhdenmukaistamaan eri
ty6kalujen kaytt6a metabolomiikassa, jotta
ne toimisivat hyvin yhteen keskendan. Myos
mittausdata pyritddn saamaan arkistoihin.”

Auriolan mielesta tieteellisen julkaisun
lisdksi suuri osa alkuperisestd mittausda-
tasta pitéisi olla muiden tutkijoiden kaytossa
jatkoanalyyseihin.

"Sen toinen vaihe on, mitd metadataa
lisdtaan, minkalaista tietoa naytteista pitaa
olla, kuinka ne on mitattu, kuinka valmistet-
tu, minkalaiset tutkimusryhmat ovat olleet
kyseessa. Kuinka tama tieto kulkee mittaus-
datan mukana? Olennaista olisi, ettd kerralla
suurella tyolla mitattu data olisi vield kaytos-
sa my6hempiin analyyseihin ja vertailuihin.”

Toinen haaste on kdyt6ssa olevat tyoka-
lut: kuinka poimitaan yhdisteita ja kuinka nii-
ta tunnistetaan, mité ohjelmistoja tarvitaan
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Sairauden, ruokavalion tai lddkityksen ai-
heuttamia muutoksia aineenvaihdunnassa
voidaan seurata ja ymmdrtdd. Mittauksista
saadaan biologisen ndytteen metaboliittipi-
toisuudet. Pitoisuuksia ja niiden muutoksia
analysoimalla saadaan selville esimerkiksi
vierasaineen vaikutus elimist6ssd.

.kun lasketaan tuloksia, etsitadn molekyyleja
ja vertaillaan niiden maaria eri nadytteissa.
Kuinka asiat esitetdan? Kuinka muutokset
eri metaboliittien tasossa saadaan, kuin-
ka ne l16ydetdan metaboliittikartalta, missa
metaboliareiteilld yhdisteet ovat ja mitenka
niiden pitoisuudet keskenaan vaihtuvat? Mi-
ten tdma kuvataan selkedsti ja miten se tulos
esitetdan? Kaiken tdman yhdenmukaistami-
seen tarvitaan tyota. Nyt tama kaikki data
ja tyokalut on pienina palasina eri ihmisten
ohjelmistoissa,” sanoo Auriola.

Ari Turunen

rakentaa infrastruktuurin bioalan tutkimuksen tueksi. Se
yhdistaa 21 Euroopan maan ja Euroopan molekyylibio-
logian laboratorion EMBL:n johtavat organisaatiot yh-
teiseksi biologisen informaation infrastruktuuriksi. Sen
Suomen keskus on CSC - Tieteen tietotekniikan keskus Oy.
http://www.elixir-finland.org
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