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THVISTELMA

Korkean resoluution NMR-spektroskopia eroaa muista molekyylispektroskopioista
siing, ettd jopa kaikkein monimutkaisimmat, tuhansista yksittéisistd spektriviivoista
muodostuvat spektrit voidaan esittdd vain muutaman parametrin avulla kayttamalla
kvanttimekaanista teoriaa. Tietokoneistetun NMR-spektrianalyysin tarkoituksena on
maarittdd naméa parametrit havaitusta spektristd kvanttimekaanisen spektrianalyysin
(QMSA) avulla. Tutkielmassa kaydaan lapi tietokoneistetun NMR-spektroskopian

taustahistoriaa ja teoriaa seké sivutaan sen eri kayttokohteita.

Tutkielman kokeellisessa osassa luotiin kayttoliittymé (ChemAdder) tietokoneistettuun
NMR-spektroskopiaan erikoistuneeseen tietokoneohjelmaan, joka toimii yhdessa
laskutoimituksia tekevén Fortran-ohjelman (SpinAdder) kanssa. Ohjelma soveltuu
hyvin my06s perinteiseen spektrianalyysiin, ja se tukee télla hetkella JCAMP-DX-
spektriformaattia (1D ja 2D). Kayttoliittymd toteutettiin Qt:lla, joka on moderni

alustariippumaton ohjelmistojen ja graafisten kéyttoliittymien C++ kehitysympaéristo.

QMSA:n yksi lupaavimmista sovellutuksista on erilaisten seosten, kuten biologisten
nesteiden kvantitatiivinen analyysi. Ohjelman avulla voidaan rakentaa, tallentaa ja
kayttdd tehokkaasti adaptiivisia spektrikirjastoja (ASL), jotka sisaltavét esimerkiksi
metaboliittien spektrit parametritiedostoina. Parametritiedostojen koko on murto-osa
alkuperdisista spektreisté ja niita kayttaméalla analyysissa tarvittavat varsinaiset spektrit
voidaan simuloida hetkesséd missa tahansa kentéssa, kayttamalla mitd tahansa juovan
muotoa tai leveyttd. Ohjelman sisdltdmé& ASL-apuri mahdollistaa l&hes automaattisen
suurienkin spektriaineistojen kasittelyn muutamalla klikkauksella spektridatasta
pylvasdiagrammiin ja CSV-tiedostoon. ChemAdder-projektin kotisivu, posteriesitys ja

video l0ytyvat osoitteesta http://chemadder.com.



http://chemadder.com/

ESIPUHE

Tama tyo aloitettiin syksylla 2015. Tyohon liittyvat NMR-mittaukset tehtiin Jyvéaskylén
yliopiston kemian laitoksen orgaanisen kemian laboratoriossa loppukevéalla 2016.
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1 JOHDANTO

Sellaiset atomiytimet, joilla on magneettinen momentti, absorboivat radioaaltoja kun ne
laitetaan voimakkaaseen magneettikenttdan. Tatd ilmiota kutsutaan ydinmagneettiseksi
resonanssiksi (Nuclear Magnetic Resonance = NMR). Ytimilla, joiden spinkvanttiluku
on Y%, on magneettikentdssa kvanttimekaniikan mukaan kaksi prekessiotilaa tai
spintilaa, joista energialtaan alempi o-tila (Spinkvanttiluku on 1/2) vastaa ulkoisen
magneettikentdn By suuntaista asentoa ja energialtaan ylempi p-tila (spinkvanttiluku on
-1/2) vastaa kentan vastaista asentoa.’ Tilojen energioiden erotusta voidaan kuvata
yhtalolla (1),

hyB, 1)

AE:hUO: 27_[,

jossa v on Larmor-taajuus, h on Planckin vakio, y on gyromagneettinen suhde ja By on
ulkoisen magneettikentan voimakkuus. Energioiden erotus on hyvin pieni (n. 1/10°),
joten termisten yhteentérmaysten seurauksena syntyva energia on riittdvaa sille, ettd osa
alemmista tiloista siirtyy ylemmille tiloille. Tadmé& erottaa NMR-spektroskopian
ultravioletti (UV)- ja infrapuna (IR) -spektroskopioista, joissa kaikki molekyylit ovat
perustiloilla huoneenlampdtilassa. Lampdtilan ja energiaeron vélistd suhdetta voidaan

kuvata Boltzmannin jakaumalla:

jossa Ng ja N, kuvaavat ylemmén ja alemman tilan populaatioita, k on Boltzmannin

vakio ja T on lampdtila.

Energioiden erotus on suoraan verrannollinen ulkoisen magneettikentan vahvuuteen.
Tama puolestaan vaikuttaa Boltzmannin jakaumaan siten, ettd populaatioiden erotus on
sitd suurempi mit4 voimakkaampi magneettikenttd on. Vahvempi magneettikentta siis

vahvistaa NMR-signaaleja huomattavasti.

(@)



1.1 NMR-parametrit ja niihin vaikuttavat tekijat

NMR-spektroskopian oleellisimmat parametrit ovat kemiallinen siirtyma, kytkentévakio
ja signaalin pinta-ala (Kuva 1). Kemiallinen siirtymd kertoo ytimen
elektroniympaéristosta, kytkentdvakioista saadaan tietoa ytimen kytkenndstd muihin
ytimiin ja signaalin pinta-ala on suoraan verrannollinen ydinten suhteelliseen

lukuma@éaraan, joka on myos perustana kvantitatiiviselle NMR-spektroskopialle.

Signaalin pinta-ala=1xH Kytkeytymisvakiot: signaalin rakenne

T G ~_ Kemiallinen siirtyma: signaalin

T e ——— ™ painopiste x-akselilla

T T T T T T g T
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Kuva 1. NMR-spektroskopian oleellisimmat parametrit ovat kemiallinen siirtyma,
kytkentavakiot ja signaalin pinta-ala. Kemiallisella siirtymalla tarkoitetaan signaalin
painopistettd taajuusakselilla (x-akseli), ja sen avulla saadaan tietoa ytimen
elektroniymparistosta. Kytkentdvakiot méaarittelevét signaalin rakenteen ja ne kertovat,
kuinka ydin on kytkeytynyt muihin ytimiin. Signaalin pinta-ala antaa tietoa ydinten

suhteellisesta méaaréasta.

1.2 Kemiallinen siirtyma

Yhtélon (1) perusteella kaikki ytimet antaisivat ulkoisessa magneettikentdssd Bo NMR-
signaalin samalla Larmor-taajuudella vo. Todellisuudessa taajuus kuitenkin vaihtelee,
koska ytimen ympéristoon muodostuva magneettikenttd B, on aina pienempi kuin
ulkoinen kenttd. Td&ma on seurausta elektronien kiertovirtauksesta molekyylissa, minka
seurauksena ydinten ymparille syntyy paikallisia magneettikenttia Be, jotka vastustavat

ulkoista magneettikenttaa:



B=By—B.= Bo(1—-0) 3)

Termid o (=sigma) kutsutaan varjostustekijéksi. Seuraavissa kappaleissa keskitytdén
tietokoneistetun NMR-spektroskopian kannalta oleellisimpiin vaikutuksiin, jotka saavat

aikaan muutoksia varjostustekijaan.

Paramagneettinen ja diamagneettinen vaikutus. Ulkoisen magneettikentan
aikaansaama elektronien kiertoliike héiriintymattomassa pallomaisessa
elektronijakaumassa (esim. s-orbitaali) saa aikaan virtauksen, joka johtaa puhtaaseen
diamagneettiseen vaikutukseen.* Tall6in varjostustekija voidaan laskea Lambin kaavalla

(4) ydintd ympéroivén tiheyden p(r) perusteella:

2 o
Upe (4)
0= rp(r)dr,
3e J,

jossa p(r) on elektronitiheyden funktio etéisyydellda r ytimeen. Diamagneettinen

vaikutus on vallitseva tarkasteltaessa protonien kemiallisia siirtymia.’

Molekyyleissa tilanne on kuitenkin paljon monimutkaisempi, koska taytyy ottaa
huomioon elektronien liike koko molekyylin sisalla.' Talldin magneettikentan
aikaansaama elektronien liike virittyneiden ja perustiloilla olevien p-orbitaalien valilla
saa aikaan viereisten ydinten s-orbitaaleilla diamagneettisen vaikutuksen vdhenemisen,
mikd puolestaan saa aikaan suuria siirtymid alakentélle péin. Vaikutusta kutsutaan
paramagneettiseksi ja se on k&&ntden verrannollinen ytimen massan neli6on ja matalien

energiatilojen elektronisiin viritysenergioihin AE:

aramagneettien vaikutus < ——
p g Mm?AE

Vetya painavammissa ytimissa (**C jne.) on alempia energiatiloja, joiden AE:t ovat
matalia. Termistd AE tulee talloin merkittdva. Sen avulla voidaan selittdd mm. miksi

painavampien ydinten siirtymien vaihteluvéli on suurempi kuin kevyiden ydinten.

Aromaattinen rengasvirta. Aromaattisen renkaan delokalisoituneet elektronit

indusoivat uuden sekundaarisen magneettikentan.® Ytimen kokema magneettikentta

3



vahvistuu kun syntynyt sekundddrinen magneettikenttd on yhdensuuntainen ulkoisen
magneettikentdn kanssa ja heikentyy sen ollessa ulkoisen magneettikentédn vastainen.
Taman seurauksena protonit molekyylin tasossa ja renkaan ulkopuolella resonoivat

korkeammilla taajuuksilla ja protonit renkaan yl&- ja alapuolella alemmilla taajuuksilla.

Viereisen ryhméan anisotropia. Diamagneettinen elektronien kiertovirtaus saa aikaan

magneettikenttid, jotka vaikuttavat viereisiin ytimiin.

Liuotinvaikutukset. Liuottimen vaikutus protonin siirtymaén ei yleensa ole 1 ppm:&a
suurempi. Liuottimen aikaansaamia ongelmia/siirtymid voidaan vélttda kayttamalla
kemiallisesti inertteja liuottimia. Toisaalta liuotinvaikutuksia voidaan myods kayttéa

apuna esimerkiksi limittdin menevien signaalien erottelemiseen.

pH. pH:lla on erityisen suuri vaikutus kemiallisiin siirtymiin yhdisteissd, jotka sisaltavat
aminoryhmid, karboksyylihapporyhmia tai aminohappotahteita. Tallaisten yhdisteiden
malliesimerkkein& voidaan kayttdd aminohappoja, joissa pH:n muutoksen aikaansaamat
kemialliset siirtymat ovat seurausta edelld mainittujen ryhmien protonaatioasteen

muutoksista.

Jos protonin vaihto on nopeaa suhteessa NMR-mittauksen kestoon, kemiallinen siirtyma
muodostuu painotetusta keskiarvosta puhtaan happomuodon ja sitd vastaavan
konjugaattiemaksen siirtymén vélilla. Talléin pH:n ja kemiallisen siirtyman riippuvuutta

voidaan kuvata Henderson-Hasselbalchin yhtalolla:

B 6 — Oya (5)
pH = pK, + log 5=

jossa 0, dua ja da Ovat havaitun, happomuodon ja konjugaattiemaksen siirtymien arvot

samassa jarjestyksessa.
1.3 Kytkentdvakiot

Ydinten A ja B, joiden spin on nollasta poikkeava, Vélilld on olemassa kahdenlaista
magneettista vuorovaikutusta: suoraa vuorovaikutusta (dipoli-dipoli —kytkeytyminen)

sekéd epédsuoraa vuorovaikutusta (skalaarinen eli spin-spin —kytkeytyminen). Dipoli-

4



dipoli —vuorovaikutus on n. tuhat kertaa suurempaa kuin epdsuora skalaarinen
vuorovaikutus.  Suorat dipoli-dipoli —vuorovaikutukset vaikeuttavat kiinteiden tai
erittdin  viskoosien naytteiden korkean resoluution NMR-mittauksia ja tekevat
nestekiteiden NMR-spektreistda hyvin monimutkaisia. Tama johtuu siitd, ettd
nestekiteiden dipoli-dipoli —vuorovaikutukset eivat keskiarvoistu molekyylien osittaisen
suuntautumisen  takia.  Liikkuvissa  isotrooppisissa  nesteissd  molekyylien
sattumanvarainen liike keskiarvoistaa dipoli-dipoli —vuorovaikutukset, eika niill&4 ole

spektreihin yleensa suoraa nakyvaa vaikutusta.

Skalaarisen kytkeytymisen mekanismi. Skalaarista kytkeytymistd voidaan kuvata
usealla erilaisella mekanismilla. Tarkein niistd on Fermin kontakti (Kuva 2), jonka

mekanismia voidaan havainnollistaa sidoksella A-B (tai esim. *H-3C):

1 2

X Paulin kieltosaanti / | N

Kuva 2. Skalaarisen kytkeytymisen mekanismi.

jossa kontakti syntyy, kun sidoselektroni 1 viettdd aikaa” ytimen B tilassa. Elektronin 1
ja ytimen A spinit ovat Paulin kieltosaannon mukaan suuremmalla todennakdisyydella
vastakkaiset. Ytimen spinin vastakkaista suuntautumista vuorovaikutuksen seurauksena
kutsutaan spin-polarisaatioksi. Paulin kieltosddnnon mukaan myds sidoselektronipari (1
ja 2) sekd ydin B ja sidoselektroni 2 ovat samalla tavoin vastakkain suuntautuneita.
Tasta seuraa lopulta, ettd myds ytimet A ja B ovat vastakkain polarisoituneita. Kun
kytkeytyneet ytimet ovat vastakkain polarisoituneita, kytkentdvakion arvo on
positiivinen. Tastd syystd yhden sidoksen kytkeytymat ovat melkein aina positiivisia.

2nl+1 -sdantd. Yksinkertaisia ensimmadisen kertaluvun  kytkent6ja, joissa
kytkentdvakion arvo on huomattavasti suurempi kuin kytkeytyneiden ydinten siirtymien
erotus, voidaan kuvata ytimen spinkvanttiluvun 1 ja ydinten maaran n avulla. Yleinen
sédantd on, ettd kytkenndn multiplisiteetti M (kytkenn&n piikkien maérd) noudattaa
kaavaa M = 2nl+1. Kaava yksinkertaistuu muotoon n+1 ytimilla, joiden spinkvanttiluku
on Y. Kytkeymien intensiteetit noudattavat talloin Pascalin kolmiota (Kuva 3). Jos
spinkvanttiluku on suurempi kuin %, intensiteettien kuvaamiseen voidaan kayttaa

erilaista kolmiota.
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Kuva 3. NMR-kytkentépattereiden intensiteettien suhde ja multiplisiteetti kun A) ydin
kytkeytyy spin %2 -ytimeen (Pascalin kolmio) ja B) kun ydin kytkeytyy spin 1 -ytimeen.

Kun kytkeytyminen tapahtuu kahteen tai useampaan ei-ekvivalenttiin viereiseen
ytimeen tai kun kyseessa on toisen kertaluvun kytkeytyminen, eivat edelld mainitut
sédannot aina pade. Esimerkiksi metyyliakrylaatin spektrissa esiintyva dubletin dubletti

on seurausta kahden ei-ekvivalentin spin % -ytimen kytkeytymisestd samaan protoniin.

Visinaalinen kytkeytyminen. Vierekkaisiin hiiliatomeihin sitoutuneiden protonien, eli
visinaalisten protonien, valinen kytkeytyminen on yksi hyddyllisimmista ja
informatiivisimmista vetyjen valisista kytkeymistd. Kytkennan arvo on ennustettavissa
ja sen avulla saadaan tietoa kytkeytyneiden vetyjen vélisestd avaruudellisesta asemasta.
Visinaalinen kytkentdvakio on melkein aina positiivinen ja se vaihtelee suuresti eri
avaruusrakenteiden vélilla. Asyklisissa tyydyttymattémisséd yhdisteisséd, joissa eri
rakenteiden valilla ei ole suuria energiaeroja, visinaalinen kytkentavakio on yleensa 6-8
Hz:n luokkaa. Vaihtelua kytkennan arvoon aiheuttavat elektronegatiiviset substituentit,

jotka pienentévat kytkentavakion arvoa.

Visinaalisen kytkentévakion arvon ja vetyjen valisen diedrikulman riippuvuutta voidaan

kuvata Karplus-yhtalon avulla:

J(@) =A+ Bcos¢p + Ccos2¢ (6)

jossa J on kytkentdvakio, A, B ja C ovat vakioita ja ¢ on H-C-C-H -sidoksen
diedrikulma. Yhtalostda on olemassa useita erilaisia variaatioita, kuten seuraava

yksinkertaistettu muoto:

J(¢) = 8.5 cos?¢p — 0.28 0<¢<90
J(¢p) = 9.5 cos?¢p — 0.28 90 < ¢ <180



Karplus-yhtalon perusteella piirretystd kuvaajasta (Kuva 4) nahdaan, ettd visinaalisten
kytkentévakioiden arvot ovat suurimmillaan, kun vetyjen vélinen diedrikulma on 180°
tai 0° ja pienimmillaan silloin, kun diedrikulma on 90°. Kokeellisia havaintoja voidaan
perustella sillg, ettd orbitaalien vélinen paallekk&isyys on suurimmillaan silloin, kun

diedrikulma on 180° (eclipsed-konformaatio) tai 0° (anti-konformaatio).
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Kuva 4. Karplus-yhtalén perusteella piirretty kuvaaja eli ns. Karplus-kayré.

Karplus-yhtalon kéytélle on olemassa kuitenkin rajoitteita. Ongelmia aiheuttavat
esimerkiksi substituenttien elektronegatiivisuus, suuntautuminen, hiilen hybridisaatio ja
sidospituudet. Talla hetkelld kaikista tarkin tapa laskea 3Jn 4 on kayttaa Haasnoot-
yhtal6a.® Yhtalé on hyvin monimutkainen ja se ottaa huomioon substituenttien

elektronegatiivisuuden ja keskindisen suuntautumisen (



Taulukko 1).



Taulukko 1. Haasnoot-yhtélolla laskettuja visinaalisia kytkentévakioita.
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1.4  Spinsysteemit

Monimutkaisten NMR-kytkentépattereiden analyyseissd kaytetadn usein apuna Poplen
merkintatapaa, jonka avulla spinsysteemit luokitellaan. Jokainen kemiallisesti
ekvivalentti protoni nimetéan kirjaimella. Kun ydinten vélinen kytkentd on ensimmaista
kertalukua, eli jos kemiallisen siirtymien erotus on suuri suhteessa kytkentdavakion
suuruuteen, ytimille annetaan kirjaimet, jotka ovat aakkosissa kaukana toisistaan (esim.
AMX, AX). Jos siirtymien erotuksen ja ydinten valisen kytkentévakion suhde on pieni,
kyseessa on toisen Kkertaluvun kytkeytyminen, jolloin ytimet nimetéddn vierekkéisten
aakkosten mukaan (esim. ABC). Ei ole olemassa tarkkaa arvoa sille, kuinka suuri
siirtymien ja kytkentavakioiden erotuksen tulisi olla, jotta voitaisiin varmasti sanoa,
onko kyseessa ensimmadisen tai toisen kertaluvun kytkeytyminen. Usein arvioidaan, ettd

jos dv > 10 J, on kyseessd ensimmadisen kertaluvun kytkenta.

Jos siirtymét ovat magneettisesti ekvivalentteja, ne merkitddn samalla kirjaimella ja
niiden maara merkitdan alaindeksilla. Esimerkiksi CH3; merkitddn Ajz;. Magneettisesti
ekvivalenttien ydinten siirtymat ovat samanlaiset ja ne Kkytkeytyvat ryhmén
ulkopuolisiin ytimiin samalla tavalla. Jos ydinten siirtymat ovat samanlaiset, eli ne ovat
kemiallisesti ekvivalentteja, mutta ne kytkeytyvat eri tavalla ymparistonséa kanssa, eli ne
ovat magneettisesti ei-ekvivalentteja, erotetaan ne toisistaan ylaindeksilla (esim.
AA’BB’).



2 TIETOKONEISTETTU NMR-SPEKTRIANALYYSI

Korkean resoluution NMR-spektroskopia eroaa muista molekyylispektroskopioista
siing, ettd jopa kaikkein monimutkaisimmat, tuhansista yksittéisistd spektriviivoista
muodostuvat spektrit voidaan esittdd vain muutaman parametrin avulla kayttamalla
kvanttimekaanista teoriaa.! Tietokoneavusteisen NMR-spektrianalyysin tarkoituksena
on madrittdd nama parametrit havaitun spektrin avulla kayttamalla kvanttimekaanista
spektrianalyysia (QMSA). Matemaattisesti kyseessd on epalineaarinen kaanteisarvo-
ongelma, joka voidaan ratkaista iteratiivisesti kayttaen apuna kvanttimekaanista teoriaa,
jonka avulla laskettu spektri voidaan simuloida vastaamaan havaittua spektrid. Usein
spektriparametreistda saadaan riittdvan tarkat arviot tarkastelemalla spektria
silmamaardisesti. On kuitenkin tilanteita, joissa tarkempi analyysi on tarpeen.

Automatisoidun analyysin avulla voidaan mygs sadstaa aikaa ja vaivaa.

Tietokoneistetun ~ NMR-spektroskopian ~ yksi  tdm&n  hetken  lupaavimmista
kayttokohteista on erilaisten seosten kvantitatiivinen kvanttimekaaninen spektrianalyysi
(QQMSA).* Taman on seurausta mm. laitekehityksesta, jonka myéta on mahdollista
mitata suuri ma&ard naytteitd lyhyessa ajassa taysin automatisoidusti. Esimerkiksi
Kuopion NMR-metabolomiikkalaboratoriossa on mahdollista mitata ja analysoida n.
150-180 naytettd vuorokaudessa.> ° Erilaisia kayttokohteita qQMSA:lle ovat

esimerkiksi

- biologiset nesteet, kuten veri (seerumi tai plasma), CSF ja virtsa

- epépuhtausanalyysit (esim. ladkeaineet)

- fermentaatiotuotteet (usein yksinkertaisia sokereita ja happoja)

- HSQC-slice-analyysi: **C-isotopomeerien Flux-analyysi

- biouutteet (esim. ulosteista, aivoista ja lihaksista)

- kaikki muut nesteet ja liukoiset materiaalit, kuten mehut, rasvat ja

polttoaineet.

Biologiset nesteet sisdltavat yleensd suuren maaran yhdisteitd laajalta pitoisuusalueelta.
Yhdisteiden kvantitatiivinen maarittaminen *H NMR-spektrista voi olla hyvin vaikeaa
johtuen spektrien monimutkaisuudesta ja yhdisteiden signaalien paallekkaisyydesta.’

Esimerkiksi yhdestd seerumindytteestd (kolme eri spektrid) mitattu patteri voi siséltaa
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yli 200 muuttujaa siséltéen yksittéisia metaboliitteja ja rasvahappoja seké lipoproteiineja
(kaikkiaan lahes 100).° Taman tydn kokeellisen osan tarkoituksena oli kehitta
ohjelmisto (ChemAdder, SpinAdder), jonka avulla kvantitatiivisen analyysin tekeminen

olisi mahdollisimman helppoa ja pitkélle automatisoitua.

Kemialliset siirtymét saadaan usein madritettyd jopa 0,001 ppm:n tarkkuudella
silmamé&aréisesti. Tam& on riittdvan tarkkaa useimmissa rakenne-NMR-
spektroskopisissa sovelluksissa. Tarkkojen arvojen méérittdminen voi olla kuitenkin
tarpeellista sovelluksissa, jotka liittyvat kvantitatiiviseen NMR-spektroskopiaan.
Koeolosuhteet tai tertiddrinen rakenne eivét vaikuta juurikaan kytkentévakioihin, kun
taas molekyylien vélisilla vuorovaikutuksilla voi olla suurikin vaikutus kemialliseen
siirtymaan. Taman seurauksena kytkentdvakioita voidaan kayttdad esimerkiksi

tietynlaisen aromaattisen fragmentin tunnistamiseen seoksessa.

Tietokoneistettua analyysia voidaan kayttdd apuna, kun spektri on vaikeaselkoinen,
toista kertalukua tai kun spinsysteemi sisaltdd symmetriaa, jonka seurauksena voi olla
vaikeaa tai jopa mahdotonta madrittdd kytkentévakioita. Tallaisissa tapauksissa
tietokoneistettu analyysi helpottaa spektriin liittyvien yksityiskohtien selvittdmista. Kun
lasketulle ja havaitulle spektrille saadaan riittdvdn hyva sovitus, voidaan sitd pitaa

riittdvand argumenttina siirtymia assignoitaessa.

Kvanttimekaanisen teorian mukaan NMR-spektroskopiassa tarkastellaan siirtymia
ydinten spintilojen valilla. Ytimilla, joiden spinkvanttiluku on %, on kaksi spintilaa,
joita kutsutaan o- ja p-tiloiksi. Spektri voidaan analysoida manuaalisesti ensimmaisen
kertaluvun spektrind, kun siirtymien A ja B vélinen erotus on riittdvan suuri suhteessa
kytkentdvakioon. Tallgin spintiloista muodostuvat tulojen aaltofunktiot of ja pfa
kuvaavat riittdvan tarkasti siirtymien spinsysteemeja. Jos siirtymien A ja B spinit ovat
vahvasti kytkeytyneet, of ja po sekoittuvat. Sekoittumista voidaan kuvata
lineaarikombinaatioilla a off + b pa ja ¢ aff + d Po. Kertoimet a, b, ¢ ja d saadaan
kayttamalla matemaattista formalismia.! Spintilojen sekoittuminen saa aikaan
muutoksia signaalien resonanssitaajuuksissa ja intensiteeteissé. Esimerkiksi AA’BB’
—spinsysteemeissa, kuten para-disubstituoiduissa bentseeniyhdisteissd, sekoittuminen
johtaa [af + pa]*l/2 ja [ef — Pa]*l/2 —aaltofunktioihin, jotka voidaan muuttaa

matemaattiseen muotoon ainoastaan kayttamalla monimutkaisia saintoja.
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2.1 NMR-simulaatio

Kuten edellisessa kappaleessa todettiin, spin % -ytimilld on magneettikentéssa
kvanttimekaniikan mukaan kaksi spintilaa.! Kvanttimekaniikassa spintiloja kuvataan
aaltofunktioina. Energialtaan alempaa tilaa kuvataan perusaaltofunktiolla a
(spinkvanttiluku = -%2) ja energialtaan ylempad perusaaltofunktiolla f (spinkvanttiluku
= Y¥). Kuten muissakin spektroskopian lajeissa, ainoastaan tiettyjen energiatilojen
valiset siirtymat ovat sallittuja. N&ita rajoituksia kutsutaan valintasadnnoiksi. NMR-

spektroskopiassa valintasaantd méaaritellaan kvanttiluvun m muutoksen avulla:
Am = +1,

jonka mukaan ainoastaan siirtymat, joissa kvanttiluku muuttuu yhdella (ylospéin tai

alaspdin) ovat sallittuja.

Jos molekyyli siséltdd kaksi spinydintd, joiden siirtymien valinen erotus on suuri
suhteessa niiden véliseen kytkentdaan, systeemi nimetédén Poplen merkintdtavan mukaan
AX-systeemiksi.! Spintilojen valista sekoittumista voidaan talléin kuvata riittavan
tarkasti perusaaltofunktioiden a ja B tulojen avulla. Mahdollisia aaltofunktioiden tuloja

on siis nelj&;

¢1 = aaq, FE,=1
¢, = ap F,=0
¢3 = Ba E,=0
¢4 = BB F,=-1

Jokainen ndista yhdistelmistd vastaa yhtd energiatilaa (Kuva 5), jota kuvataan
kokonaiskvanttiluvulla F,. Valintasddannén mukaan mahdollisia tilojen valisi4

transitioita on neljd; aa <> af, aa < Ba, BP < af ja fp < Po.
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Jrs F,=-1 BB

5 /\

\ / F,=0 af} % Pa

S \ /

F,=1 aol

Kuva 5. AX-systeemin spintilat ja niit4 vastaavat kokonaisspinkvanttiluvut (F,).

Jos molekyyli sisaltdd kaksi spinydintd, joiden siirtymien valinen erotus on pieni
suhteessa niiden véliseen kytkentdvakioon, systeemi nimetddn Poplen merkintatavan
mukaan AB-systeemiksi. Talléin ei ole riittdvad kuvata spintilojen vélista sekoittumista
aaltofunktioiden tulojen avulla, kuten esimerkiksi AX-systeemissa." Toisen kertaluvun
vaikutukset saavat aikaan aaltofunktioiden tulojen off ja Pa sekoittumisen.
Sekoittuminen johtuu ydinten magneettisten momenttien  xy-komponenttien
vuorovaikutuksista. Ne alkavat prekessoida toistensa suhteen. Sekoittuneita

aaltofunktioita voidaan kuvata lineaarikombinaatioiden avulla;

b2 = cpaf +c3pa

$3 = c3af +c33fa
Ainoastaan ne aaltofunktiot, joilla on sama kokonaiskvanttiluku, sekoittuvat.
Sekoittuneiden aaltofunktioiden mééara on sama kuin sekoittumiseen osallistuvien
aaltofunktioiden. Kertoimet ¢y, C3 Cs2 ja Cs3 kuvaavat aaltofunktioiden tulojen osuutta

sekoittuneissa aaltofunktioissa. Kertoimia rajoittaa normalisaatioehto, jonka mukaan

niiden nelididen summa on yksi;
Cijz + Cklz =1

Jos ydinten kemialliset siirtymdt ovat samoja (v, = vp) ja tilojen aff ja Bo energiat ovat
samat, kertoimien arvot ovat myos samat. Sekoittuneet aaltofunktiot voidaan tallgin

esittda seuraavasti:

¢, = 1/V2 (af + Ba) symmetrinen
¢3 = 1/V2 (af — Ba) asymmetrinen
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Voidaan huomata, ett kerroin 1/+/2 tulee normalisaatioehdosta.*

2.2 Matriisialgebraa

Taman kappaleen tarkoituksena on kayda lyhyesti l&pi muutamia matriisialgebraan

liittyvié késitteitd, joita kaytetdan laskennallisen NMR-spektroskopian yhteydessa.

Ominaisarvot ja ominaisarvovektorit. Ominaisarvojen ja ominaisarvovektoreiden
madrittdminen on darimmaisen tarkedd useissa erilaisissa fysiikkaan ja matematiikkaan
liittyvissa analyysimenetelmissd ja sovelluksissa. Niiden maéérittdminen tarkoittaa

samaa kuin matriisin diagonalisoiminen.®

Matriiseja voidaan kertoa kesken&an, jos niiss& on sama ma&ard riveja.
Ominaisarvovektorit ~ ovat  ndiden  matriisien  erikoistapauksia.  Jokaista
ominaisarvovektoria vastaa yksi ominaisarvo. Kirjallisuudessa tormaa usein termeihin
ominaisarvohajotelma (eigen decomposition) ja ominaisarvohajotelmateoria (eigen
decomposition theory). Ominaisarvohajotelmateorian mukaan ominaisarvojen ja
ominaisarvovektorien méarittdminen on mahdollista ainoastaan neliomatriiseille. Kun
neliomatriisista maaritetddn ominaisarvot ja ominaisarvovektorit, kutsutaan sita

ominaisarvohajotelmaksi.
Vektori v on nelidmatriisin A ominaisarvovektori jos sille patee
Av = v, (7

jossa A on ominaisvektoria v vastaava ominaisarvo. Yhtaléd kutsutaan matriisin A

ominaisarvoyhtaloksi. Yhtédlo voidaan Kirjoittaa myds seuraavaan muotoon
(A-ADv =0, (8)

jossa | on identiteettimatriisi. Yhtalolla (8) on nollasta poikkeava ratkaisu v vain, jos
matriisin (A — AI) determinantti on nolla. Kun matriisi (A — Al) muutetaan

determinanttimuotoon, saadaan ns. sekulaarinen yhtalo (tai karakteristinen yhtalo):
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|A—AIl =0, 9)

joka ratkaisemalla saadaan matriisin A ominaisarvot. Leibnizin sa&nnén® mukaan
yhtélon (9) vasen puoli on polynomifunktio, jonka aste on sama kuin matriisin kertaluku

n. Polynomifunktiota kutsutaan matriisin A karakteristiseksi polynomiksi.

Kéytetddn esimerkkina matriisia M:
21
M=| i

Kun matriisista M otetaan determinantti det(M — Al), voidaan karakteristinen polynomi
Kirjoittaa seuraavasti:

_ _[2—-21 1 1_45_ 452 _

A ,11|_[ ) 2_/1]_3 402 + 21 = 0.

Karakteristisen polynomin juuret (A; = 1 ja A, = 3) ovat myds matriisin A ominaisarvoja.
Ominaisarvoja vastaavat ominaisarvovektorit voidaan madrittad sijoittamalla

ominaisarvoyhtaléon (8) vuoron peradan maarityt ominaisarvot.
2.2.1 NMR-spektrin laskeminen

Yksi kvanttimekaniikan perusdogmeista on se, ettd mitkd tahansa systeemin
ominaisuudet tai spintilat voidaan kuvata aaltofunktion avulla. NMR-spektroskopiassa
tarkastellaan siis spinsysteemin aaltofunktioita.! Aaltofunktiot ¥ madritelldén systeemin

kokonaisenergiasta E kayttdmalla kuuluisaa Schrodingerin yhtaloa:
HY = EV, (10)

jossa H on spin-Hamilton-operaattori, W spinsysteemii kuvaava aaltofunktio
(ominaisarvofunktio) ja E systeemin kokonaisenergia. Kokonaisenergioita E kutsutaan
my6s aaltofunktion W  ominaisarvoksi. Operaattoreita kidytetddn erilaisten
ominaisuuksien, esimerkiksi tassa tapauksessa energian, maarittdmiseen aaltofunktiosta.
Hamiltonin operaattorin ominaisarvot ovat spinsysteemin mahdollisia energioita, joiden

perusteella myds mahdolliset resonanssitaajuudet voidaan laskea. Ominaisarvoja
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vastaavat ominaisarvovektorit tarvitaan siirtymien intensiteettejd laskettaessa.
Ominaisarvojen ja ominaisarvovektoreiden madrittdminen onkin ensimmainen ongelma,
kun NMR-spektri lasketaan. Seuraavissa kappaleissa kéydaan lyhyesti lapi spektrin

laskennan oleellisimmat vaiheet.

Laskeminen aloitetaan kirjoittamalla aaltofunktioiden tulot (esim oo, afaa, ...) joiden

maara voidaan laskea seuraavasti:
n=2Y

jossa N on spinsysteemin ydinten maara (Esimerkiksi ABCD-systeemissa funktioiden
tulojen lukumaara on 2°=16). Jos systeemi ei sisélla toisen kertaluvun kytkeytymista,
voidaan néitéd funktioita kéyttdd suoraan spinsysteemin perusaaltofunktioina (esim. AX-
systeemi). Jos systeemi sisaltaa toisen kertaluvun vaikutuksia, aaltofunktioiden tuloista

muodostetaan tarvittavat lineaarikombinaatiot (esim. AB-systeemi).*

Perusaaltofunktioista muodostetaan yhtaléryhmé, jonka perusteella muodostetaan
neliomatriisi. Neliématriisia kutsutaan Hamiltonin matriisiksi, ja se voidaan jakaa
pienempiin alimatriiseihin, joista jokainen vastaa yhtd kokonaiskvanttilukua.

Alimatriisien kertaluku ja méaéra noudattavat Pascalin kolmiota (Kuva 6).

16



N Matriisin kertaluku
0 |

2 12 |

3 I3 3 I

4 4 6 4 1

5 15 10 10 5 I

6 I 6 15 20 15 6 |

7 1 7 21 35 35 21 7 1

8 I8 28 56 70 56 28 8§ |1
9 I 9 36 84 126 126 84 36 9 |1
10 I 10 45 120 210 252 210 120 45 10 1

Kuva 6. Hamiltonin alimatriisien kertaluku ja mééra noudattavat Pascalin kolmiota. N =

spinsysteemin ydinten méaara.

ABCD-systeemi jakautuu esimerkiksi kahteen 4x4-matriisiin (F;=1 ja F,=-1) ja yhteen
6x6-matriisiin (F,=0), joka vastaa kokonaiskvanttilukua F,=0. Kaytetdan esimerkkin&

6x6-matriisia, joka voidaan Kirjoittaa seuraavasti:

1

Hyy %]BC %]AC E]BD %]AD 0
%]BC Hy, %]AB E]CD 0 %]AD
Jac Fas Hiz 0 oo Fso

dop oo 0 His Sas Jac (11)
Jao 0 oo Far Hss se
| 0 Ja o HPac sc Hes)

Matriisien diagonaalialkiot voidaan maarittda perusfunktioista kayttdmalla seuraavaa
yhtaloa: ™

- 1
Hym = Z v [(I)i]m + ZZ Z]ijTij, (12)
i=1

i j<i

missé
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N RN~

, jos ytimella i on spin a aaltofunktiossa ¢,,
[()ilm =

, jos ytimella i on spin 8 aaltofunktiossa ¢,,

ja

_ {+ 1, josspinitijajovat samansuuntaisia aaltofunktiossa ¢,

~ -1, jos spinitija j ovat vastakkaissuuntaisia aaltofunktiossa ¢,
Jos esimerkiksi

bm = a1azP304,

niin
1 1
Hpym = E(U1 +v,—v3t )+ 1(112 —J13 tJ1a = J23 + J24 — J25).

Diagonaalin ulkopuoleiset alkiot voidaan méaarittdd seuraavasti:

1 13
Hiyn ZEU]ij' (13)

jossa

U

{_|_ 1, Jos ¢ ja pperoavat toisistaan ainoastaan spinien i ja j suhteen
-1 muulloin

Koska spinsysteemin perusaaltofunktiot ovat myds Hamiltonin operaattorin
ominaisfunktioita,  Schrodingerin ~ yhtdlé  voidaan  kirjoittaa  niiden avulla

ominaisarvoyhtélomuotoon (8):

(A-ADhv =0,
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missé& A on Hamiltonin matriisi, v on A:n ominaisarvovektori, | on identiteettimatriisi
ja A:n ratkaisut ovat A:n ominaisarvoja. Yhtalolla on nollasta poikkeava ratkaisu v vain,
jos matriisin (A — AI) determinantti on nolla. Kun matriisi (A — AI) muutetaan

determinanttimuotoon, saadaan ns. sekulaarinen yhtélo (9):
det(A —AI) = 0.

Spintiloja  vastaavat energiatilat A ovat ratkaisuja sekulaariselle yhtaldlle.
Spektriviivojen  taajuudet lasketaan energiatilojen  erotuksina  noudattamalla
valintasdantod. Pelkk& ominaisarvojen laskeminen ei kuitenkaan ole riittdvaa, silla
ominaisarvovektorit v tarvitaan  siirtymien intensiteettejd  laskettaessa.
Ominaisarvovektorit saadaan laskettua sijoittamalla kaavaan (8) vuorotellen

sekulaariyhtélosta saadut energioiden arvot.

Leibnizin saannon® mukaan yhtalén vasen puoli on polynomifunktio, jonka aste on
sama kuin matriisin kertaluku n. Kun kertaluku on suurempi kuin kaksi, yhtald on
mahdotonta ratkaista algebrallisesti. YhtélGiden ratkaisuun voidaan kayttéa iteratiivisia

menetelmia.

2.3 Suurien spinsysteemien simulaatio

Ytimen spinsysteemin Schrodingerin yhtdld voidaan kirjoittaa matriisimuodossa
kayttamalla ns. Hamiltonin matriiseja.'* Matriisien diagonalisaatiolla saadaan
madritettya ominaisarvot ja ominaisarvovektorit, joita kdytetddn siirtymien taajuuksien,
intensiteettien ja iteraatioiden osittaisderivaattojen laskemiseen. Spinsysteemien koon
kasvaessa kasvaa myos matriisien koko, siirtymien madaré ja laskentaan vaadittavien
resurssien madra. Matriiseja voidaan kuitenkin yksinkertaistaa kayttamalla X-
approksimaatiota, symmetriaa tai jakamalla spinsysteemi pienempiin alisysteemeihin.
Taman seurauksena laskut on mahdollista suorittaa useimmille molekulaarisille
systeemeille pois lukien yhdisteet, jotka siséltavat pitkia CHj-ketjuja, joiden signaalit
ovat vahvasti degeneroituneita ja jotka siséltdvdat vain vahdn rakenteellista

informaatiota.

Kéytanndssé suurin mahdollinen spin % -systeemi, joka voidaan simuloida ilman
approksimointia, on 12 protonin muodostama systeemi, jossa jokainen protoni vastaa
19



4096 siirtymad, jotka menevét pééllekkéin ja jonka seurauksena spektristd ei voida
havaita yksittaisia viivoja.!* Tallaisen systeemin suurin Hamiltonin matriisi on kooltaan
924x924. Laskenta-aikoja voidaan vahentdd huomattavasti kéyttamalla X-
approksimaatiota.! ”X-kerrointa” kuvataan kaavalla (14), jossa Hii, Hj ja Hj ovat

Hamiltonin matriisielementteja.
X — kerroin = I (HllH]j)/Hljl (14)

Jos X-kerroin on riittdvan suuri ja spintilat i ja j eivat ole sekoittuneet merkittavasti,
voidaan diagonaalin ulkopuolinen elementti Hj; jattdéa huomioimatta. Té&td kautta
Hamiltonin matriisi voidaan jakaa pienempiin alimatriiseihin. Spektrin intensiteetit
saadaan laskettua ilman véaristymia kéytettdessa X-kerrointa > 100. Pienempia arvoja
kaytettdessd saattaa vadristymid syntyd. Kohtalaisen luotettava spektrianalyysi on
kuitenkin viela mahdollista, kun X-kerroin > 10. Tatd voidaan pitda analogiana sille,
ettd spektri voidaan analysoida luotettavasti kayttaméalla ensimmaisen kertaluvun
séantoja silloin, kun siirtymien erotus on kymmenen kertaa suurempi kuin vastaavien

kytkentdvakioiden arvot.

Symmetria pienentdd matriiseja huomattavasti. CH3z- ja homotooppiset CH,-protonit
voidaan Kasitelld yksittaisind spin-partikkeleina.”® Tadman seurauksena esimerkiksi
CH,CHs-ryhmésta saadaan 14 spektriviivaa, joiden méara vahenee kuuteen, jos
siirtymét eroavat riittdvasti. Ero on huomattava verrattuna ABCDE-systeemiin, jonka
seurauksena saataisiin teoreettisesti 80 spektriviivaa. Samalla tavoin kun verrataan
AA’BB’- ja ABCD-systeemejd, spektriviivojen teoreettinen maéaraa véahenee 32:sta
24:4an; AA’BB’-systeemi pelkistyy kahteen 1x1-, viiteen 2x2- ja yhteen 4x4-matriisiin.
CHs-partikkelin kaikki protonit ovat magneettisesti ekvivalentteja, minka seurauksena
niiden valiselld kytkenndlld ei ole vaikutusta spektriin, kun taas AA’-partikkeli, joka
muodostuu kahdesta kemiallisesti ekvivalentista mutta magneettisesti ei-ekvivalentista

ytimestd, saa aikaan multipletin.

NUMARIT oli ensimméinen ohjelma, joka kaytti tehokkaasti magneettista ja
kemiallista ekvivalenssia hyddyksi.*> Menetelma on riittavan tehokas, kun simuloidaan
tunnettuja spinsysteemeja ja kytkentdvakiot voidaan esittdd epadsymmetrising

taulukoina, joissa J;; # J;;. Jos systeemi sisaltaa korkeampaa symmetriaa, taytyy osa
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parametreista pitd4 vakioina analyysin aikana, jotta iteraatiot eivat alkaisi hajaantua.
Esimerkiksi butaanin (AszA3’B;B,’-systeemi) B,- ja B,’ -partikkelien siirtymaét taytyy

pitéa vakiona iteroitaessa.

Tietokoneistetun analyysin perusperiaate on aina sama.'' Ensimmaisessa vaiheessa
hankitaan kokeelliset spektriparametrit joko manuaalisesti analysoimalla tai jos
rakenteesta on riittdvasti tietoa, rakenne-ennustuksen avulla. Kokeellisia parametreja
kaytetdan kokeellisen spektrin  simulaatioon, minka jalkeen niita s&adetaan
iteraatiovaiheessa, jossa pyritddn minimoimaan havaitun ja lasketun spektrin muuttujien
O(i) keskinelidvirheen nelijuuri (RMSE):

— j 11 [Ohar () — Opas (D) (15)
n

Kvanttimekaaniset spektrianalyysimenetelmdt voidaan jakaa kahteen ryhmaan:
taajuusmenetelmiin ja kokonaisjuovamenetelmiin (TLS = Total Line Shape).
Taajuusmenetelmissa muuttujat O(i) ovat siirtymataajuuksia tai spektripiikkien
maksimeja, jotka voivat sisaltdad tietoa useasta eri siirtymastd. TLS-menetelmissé

muuttujat O(i) ovat spektrin intensiteetteja tai niiden perusteella laskettuja numeroita.

2.4  Taajuuteen perustuvat menetelmét

Ensimmaisia taajuuteen perustuvia menetelmia olivat LACOON ja NMRIT/NMREN, ja
niissa muuttujina O(i) toimivat NMR-siirtymien taajuudet.** ** PERCH-iteraattorin
ensimmaisissé versioissa edelld mainittuihin menetelmiin lisattiin automaattinen
piikkien assignointi.”® Kaytanndssa uudemmat TLS-menetelmdt ovat muutamaa

tapausta lukuun ottamatta parempia kaytettavyyden ja soveltuvuuden kannalta.

Ensimmainen poikkeus ovat spektrit, joiden resoluutiota on vahvistettu voimakkaasti.
Tallainen on esimerkiksi naftaleenin *H NMR-spektrin peak-top-fitting -analyysi.'®
Kyseessd on AA’A’’A’”’BB’B”’B’”’ -systeemi, joka siséltdd yli 800 ei-degeneroitua
spektriviivaa, mutta joista vain n. 300 huippupiikkid saadaan nékyviin kun spektrin
resoluutiota kasvatetaan voimakkaasti. Tamén seurauksena intensiteetit valitettavasti

vadristyvét.
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Toinen poikkeus ovat tapaukset, joissa kytkentavakioihin liittyva tieto saadaan hyvin
heikoista signaaleista, jotka eivdt erotu kunnolla pohjaviivan virheista ja *3C-
satelliiteista. Tallaisissa tapauksissa piikkimaksimeista saatavaa tietoa voidaan kéyttaa
yliméaaraisena tietona, kun tehdéén TLS-analyysia. Nain voidaan tehdé esimerkiksi kun

analysoidaan -CH,-CH,-fragmenttien kytkentavakioita.
2.5 Kokonaisjuovaiteraattorit

Heinzer esitti ensimmaisend TLS-menetelmdn kéyttéd kvanttimekaanisessa
spektrianalyysissa.’” Menetelmaa on kehitetty sen jalkeen useissa eri ohjelmissa.™> 182
Integraalimuunnosten perusteet esittelivat ensimmaisen kerran Diehl et al. vuonna
1977,"® mika jalkeen niiden kayttoa kehittivat Stephensons ja Binsch ohjelmassa
DAVINS.? Taman tutkimuksen kokeellisessa osassa kehitetyn SpinAdder-ohjelman
iteratiivinen lahestymistapa on samantapainen kuin ohjelmissa DAVINS, DAISY? ja

WIN-DAISY.*®

TLS-menetelmén perusajatuksena on minimoida havaitun ja lasketun spektrin erotus.*!
Yhtalon (15) muuttujana O(i) voi olla spektrin intensiteetti 1(v) annetussa
spektripisteessda tai integraalimuunnos, joka on saatu k&yttdmalla sopivaa
ikkunafunktiota. Yleisesti voidaan sanoa, ettd intensiteetti muodostuu kemiallisten

komponenttien spektrien summasta, pohjaviivasta ja kohinasta:
I(v) = Z XnSp(v) + P(v) + noise(v) (16)

jossa X, on komponentin n populaatio. Jokainen spektri S,(v) voidaan Kkirjoittaa

spektriparametrien funktiona:
$n(v) = F,(v, W, J,R, A, juovan muoto) (17)

jossa W, J, R, ja A ovat kemiallisten siirtymien, kytkentavakioiden, vastekertoimien ja
juovan leveyden vektoreita. Vastekertoimilla R kuvataan eroja spinlajien signaali-
integraalien relaksaatioajoissa, ja niiden pitéisi olla l&helld arvoa 1.0, joka annetaan
suurimman integraalin signaalille. Juovan leveyden parametrien voidaan olettaa olevan

samoja kaikilla spinlajeilla, ja niitd voidaan kuvata Lorenzilaisten, Gaussilaisten ja
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dispersiotermien summana.?* Pohjaviivaa voidaan kuvata Fourier-kehitelmalla, jota
voidaan optimoida iteraatioiden aikana. Sovittamalla pienid signaaleja suurien

signaalien viereen voidaan iteraatioihin ottaa mukaan myds muutama polynomitermi.

TLS-sovitus on hyvin vahvasti epélineaarinen ongelma, ja se vaatii useiden erilaisten
osittaisderivaattojen dln(v)/oP laskemista parametrien suhteen.'’ Moolifraktiot, juovan
leveydet, vastekertoimet ja juovan muoto voidaan jattdd huomioimatta rakenneanalyysin

alkuvaiheessa, jolloin pyritaan péaatteleméaan kytkentavakiot ja siirtymien oikea jarjestys.

Kuvassa (Kuva 7) on havainnollistettu TLS-menetelmén perusongelmaa ja yhta
ratkaisua siihen.'* Jos havaitun ja lasketun spektrin intensiteetit eivat ole paallekkain,
osittaisderivaattojen ol,(v)/0P arvo on nolla eikd iteraatiovaiheessa voida paatell4& mihin
suuntaan laskettua signaalia tulisi siirtdd. Laskettuja spektriviivoja voidaan kuitenkin
leventaa keinotekoisesti, minkéa seurauksena iteraatiot alkavat konvergoitua. SpinAdder-
kayttaa
ikkunafunktiota.”® Iteraatioiden aikana myos spektriin liittyvé informaatio pakkaantuu,

ohjelman iteraattori iteraatiomuunnoksiin - kolmion muotoista Bartlettin

minka seurauksena laskut nopeutuvat.

Total-line-shape fitting

A serious problem

Observed Observed =——eeea——_
spectrum spectrum

No overlap
Calculated Calculated _J//\
spectrum spectrum
@) Goal: minimize SQ = ¥, (/,%°° — 1,32 (b)

Solution: broaden lines

Broadening with integral transform

Integral
Observed _  ____._._.. transform
spectrum
overlap
Triangular
functions
Calculated
spectrum

(©

Broadening factor

(d)

Kuva 7. TLS-iteraattorin perusongelma ja sen ratkaisu integraalimuunnosten avulla.™

Kuvasta (Kuva 8) nahdaan, kuinka laskettu spektri muuttuu iteraatioiden edetessa.™

Iteraatioiden alussa kytkentévakioihin liittyvat yksityiskohdat havitetddn kayttdmalla
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suurta juovan levennystd (broadening). Talldin ainoastaan kemialliset siirtymét ja
kytkentdvakiot vaikuttavat spektrin ulkon&dkoon. Kun kemialliset siirtymat ja
kytkentévakioiden summat on saatu optimoitua, levitystd pienennetéén asteittain, minka
seurauksena suurien kytkentavakioiden sadtdminen on mahdollista. Prosessia jatketaan,
kunnes levitys on sama kuin juovan leveys. Viimeinen iteraatio tehdaén ilman levitysté
ja mukaan otetaan juovan leveydet ja muodot. Prosessin oleellisena osana toimii PCA
(Principal Component Analysis), joka tunnistaa, mitd parametreja tulee optimoida

mill&kin levitykselld ja milloin spektri ei ole herkké jollekin tietylle parametrille.

Broadening 20 Hz

0.2 Hz

Kuva 8. Lasketun spektrin muutos iteraatioiden edetessd, kun kéytetddn suurta juovan

levennysta. ™

Iteraatioiden konvergoituminen riippuu siitd, miten monimutkainen systeemi on
kyseessa.'! ABC-systeemi sisaltad kolme kytkentévakiota, joita vastaavat siirtyméat ovat
samalla kohtaa spektrissd ja jotka voidaan madritella niiden multipletti-leveyksien
perusteella. ABC-systeemi sisdltdd siis kuusi “piirrettd”, joiden perusteella systeemin
kuusi parametria voidaan analysoida automaattisesti kayttdmalla integraalimuunnoksia.
Kun suuri kytkentdvakio jakaa multipletin, se lisd4d yhden tallaisen piirteen.
Kéytannossdé ABCD-systeemin ja jopa sitd suurempien systeemien automaattinen
analyysi onnistuu ilman aikaisempaa tietoa spektriparametreista, jos spektri ei ole
vahvasti toista kertalukua. Talloin oleellinen osa tiedosta vélittyy heikkojen signaalien
kautta. Kun ydinten ja nollasta poikkeavien kytkentdvakioiden maaré kasvaa, analyysin
luotettavuus vahenee, jos kokeellisten parametrien arvot eivét ole l&helld oikeita. Tasta

syystd pienten kytkentévakioiden poistamisen mahdollistava PCA on tarpeen. Jos
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rakenne tiedetddn, voidaan kayttdd parametriennustusta. Muussa tapauksessa 2-D -

informaatio voi olla tarpeellista.

2.6  TLS-iteraattorin toimintaperiaate

Ongelma, jota TLS-iteraattori yrittaa ratkaista, on hyvin vahvasti epélineaarinen ja se on
mahdollista ratkaista ainoastaan iteratiivisesti. Perusideana on, ettd spektrin jokaisesta
pisteestd muodostetaan spektriparametrien avulla epélineaarinen yhtalo, joka yritetaan
ratkaista kayttamalla Newton-Gauss -algoritmia,® joka puolestaan on variaatio Newton-
Raphson -menetelmasta.?’ Jotta TLS-iteraattorin toimintaperiaate voidaan selittaa,
seuraavissa kappaleissa kéaydaan lyhyesti 1api Newton-Raphson -menetelmén

oleellisimmat vaiheet.

2.6.1 Newton Raphson -menetelméa

Monimutkaisten yhtaléiden tai yhtdléryhmien ratkaisujen l6ytaminen voi olla joskus
algebrallisesti hyvin vaikeaa. Téllaisissa tapauksissa voidaan ké&yttdd apuna numeerisia

menetelmid, kuten esimerkiksi Newton-Raphson -menetelmaa.

Yhtélolla voi olla useita juuria. Se, minké juurista Newton-Raphson -menetelméa [0ytaa,

riippuu alustavasta x-arvosta. Menetelma maaritellaan seuraavasti:>’

Xn+1 = Xn — ]]:,((D;T;)) = Xp — Axy, (18)

missé X, on jokin tiedetty arvo, f(x,) on funktion arvo kohdassa x, ja f’(x,) on funktion
derivaatta kohdassa x,. Termilld X,+; kuvataan seuraavaa arvoa, joka yhtaloll& yritetdan

|Gytaa.

Esimerkkind voidaan k&yttaa seuraavaa yksinkertaista funktiota:

fx) =x%-1

ja sen derivaattaa
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o) = 2x,
Sijoittamalla ne yht&l66n (18) saadaan

f(xn) _ xn2 -1

X =X, — =X
n+1 n f’(xn) n zxn

Yhtélon juuret (x=1.0 tai x=-1.0) voidaan ratkaista helposti algebran avulla. Taulukossa
(Taulukko 2) on listattu neljan ensimmaisen Newton-Raphson -iteraation arvot, kun
alkuarvoksi x, annetaan 10. Taulukosta nahddén, ettd toinen funktion juurista (1.0)
I6ytyy jo viidennelld iteraatiokierroksella.

Taulukko 2. Newton-Raphson -menetelma ja iteraatioiden eteneminen kun f(x)=x"2 - 1.

n Xn f(Xn) f(xn) Xn+1 AX
1 10 99 20 5.05 89
2 5.05 24.50 10.1 2.62 19.45
3 2.62 5.88 5.2 1.50 3.26
4 1.50 1.26 3.00 1.08 0.24
5 1.08 0.18 2.17 1.00 0.91

2.6.2 Epalineaaristen yhtaléryhmien ratkaiseminen Newton-Raphson ja Gauss-

Newton -menetelmilla

Kun Newton-Raphson -menetelmdd kéytetddn epélineaaristen yhtéléryhmien
ratkaisussa, on tarpeellista tarkastella ns. Jakobin matriisia, joka maaritellaan

seuraavasti:?’

0f1/0x, 0f1/0x, 0f1/0x5
J= afZ{axl afZ{axl afz/saxg ’ (19)
0fn/0x3  0fy/0x3 Ofn/0x3

missa matriisin alkiot ovat funktion f eri muuttujien osittaisderivaattoja. Esimerkiksi

kahden epélineaarisen funktion
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fl(xl, xz) == x12 + x22 + 100
fo(x1.x2) = x> — 100

Jakobin matriisi on

o Ofy
J= 0x; 0xy| [Zx Zx]
dx, 0x,
Yhtalo 18 voidaan helposti muuttaa soveltuvaksi epdlineaaristen yhtaloryhmien
ratkaisuun, kun derivaatta f”(x) korvataan Jakobin matriisilla, jolloin se saa muodon

Xn+1 = Xn _]_1 * f(xn) = Xp — Axy. (20)

Edellytyksend menetelmén kaytdlle on kuitenkin se, ettd Jakobin matriisi on
nelibmatriisi. Muuttujien maarén taytyy siis olla sama kuin yhtéldiden. Jos yhtaldiden
madra on suurempi kuin muuttujien, Jakobin k&anteismatriisi korvataan sen yleistetylla

kaanteismatriisilla (37J)™J

Xn+1 = Xn — (]T])_le * f(xn) =Xn — Axn- (21)

Jos systeemille ei 10ydy ratkaisua, yritetddn se l0ytdd kayttaméalld pienimman

neliésumman menetelmia. Menetelmaa kutsutaan talléin Gauss-Newton -algoritmiksi.?

TLS-iteraattorissa Jakobin matriisin alkiot ovat intensiteettien osittaisderivaattoja
spektriparametrien suhteen.* Jokainen ratkaistava epalineaarinen yhtalé vastaa siis yhta
spektripistettd. Matriisien koko voi kasvaa hyvinkin suureksi; jos spektri sisaltaa
esimerkiksi 512000 spektripistettd, ja muuttujien maard on n. 1000, matriisin koko on
siis 521000x1000. Koska yhtaldiden maara on talléin suurempi kuin muuttujien,

kaytetaan Gauss-Newton -algoritmia.?®
Alla kdydaan lyhyesti lapi iteraation eri vaiheita.?®

1. Hankitaan mahdollisimman hyvat arvaukset alustaville spektriparametreille Pp,
parametriennustuksen avulla tai silmamaaraisesti spektria tarkastelemalla.

2. Lasketaan teoreettinen spektri.
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3. Lasketaan teoreettisen ja havaitun spektrin RMSE-arvo siirtymien

intensiteettien perusteella:

n L0 - 1,°%)2

n

RMSE(I) = J

_ EtObS] 2

n

JL@#
RMSE(E) =

4. Lasketaan intensiteettien osittaisderivaatat spektriparametrien suhteen

aI(n)
P,

5. Muodostetaan lasketuista derivaatoista yhtaléryhmé

P, P

21 (2)
( . )dP
al(n)
()

joka voidaan esittdd matriisimuodossa

P,

A

D dP = Al

missd D on n X m - matriisi.

6. Muutetaan matriisimuoto ensin “normaaliyhtdlémuotoon”

DTD dP = DTAE,

missa D'D on m x m -neliomatriisi.

91(2) 91(2)
+( - >dP2 <—apm)de=
(n) al(n)
+<62>dP2 <apm)de=

‘(“C”>ma+(?“”)d5 <m()>m9-AKD

AI(2).

Al(n)

tai

7. Ratkaistaan normaaliyhtalét. Pienimmaén neliosumman ratkaisu muutoksille on

dP = (D"D)"*DTAE = (D"D)"'DTAE

8. Sovelletaan dP arvaukseen P°
28



P = P2+dP,

9. Toistetaan vaiheita 1-8 kunnes dP = 0.

2.6.3 Paakomponenttianalyysi

Padkomponenttianalyysi (PCA = Principal Component Analysis) on tilastollinen
menetelmd, jota k&ytetddn esimerkiksi kasvojen tunnistamisessa tai datan
pakkaamisessa, ja sen on yleinen tekniikka kun yritetddn loytaa korrelaatioita tai
jarjestystd moniulotteisesta  datasta.?® * TLS-iteraattori kayttdd menetelmaa
tunnistamaan, mita parametreja tulee optimoida millakin levitykselld ja tunnistaa ne
tapaukset, joissa spektri ei ole herkka jollekin tietylle parametrille.!’ Seuraavissa
kappaleissa ~ kayddidn lapi  muutamia tilastotieteellisia  muuttujia, joita

paakomponenttianalyysin yhteydessé tarvitaan.

Keskihajonta. Keskihajonta on hajontaluku, joka kertoo, kuinka havaintoarvot ovat
keskittyneet keskiarvonsa ympérille.” Mita lahemmaksi keskiarvoa ja toisiaan
havaintoarvot ovat ryhmittyneet, sitd pienempi on keskihajonta. Hajallaan sijaitsevien
eli keskendén erisuurien lukujen keskihajonta on iso. Keskihajonnan laskukaava

havaintoarvoille X1, Xo, X3, ..., Xn ON

e, (g —x)? (22)

n—1 ’

jossa x on keskiarvo ja n on havaintoarvojen lukumé&ara.

Varianssi. Varianssi on keskihajonnan tapaan hajontaluku, ja se saadaan korottamalla

keskihajonta toiseen potenssiin:*

D M) 23)
n-1 '
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Keskihajonta ja varianssi mittaavat molemmat sitd, kuinka hajanainen ja laajalle
levinnyt havaintoarvojen joukko on. Keskihajonta on ndistd kahdesta yleisimmin
kaytetty, mutta myos varianssia kaytetaan. Varianssin avulla saadaan luotua vakaa pohja

seuraavassa kappaleessa kaytavélle kasitteelle kovarianssi.

Kovarianssi. Varianssi ja keskihajonta ovat molemmat puhtaasti yksiulotteisia suureita.
Kuitenkin useissa havaintojoukoissa on useampi ulottuvuus. Tilastotieteellisen
analyysin tarkoituksena on talloin selvittdd, onko ndiden ulottuvuuksien valilla
korrelaatioita. Kovarianssi on tallainen suure. Kovarianssi mitataan aina kahden
ulottuvuuden valilla.* Laskukaava kovarianssille on hyvin samankaltainen kuin

varianssille. Kovarianssin laskukaava on

Yisi (=0 i =) (24)

cov(x,y) = —

On myos helppoa huomata, ettd kovarianssi kahden saman havaintojoukon valilla on

sama kuin varianssi;

e (x — %) (x — %)

—— = var(x).

cov(x,x) =

Korrelaatio. Korrelaatio mittaa kovarianssin tapaan kahden ulottuvuuden valista
riippuvuutta.’® Korrelaatiokerroin mittaa havaintojen vélista riippuvuutta. Tarkkaan
ottaen se on numeerinen mitta satunnaismuuttujien valiselle lineaariselle riippuvuudelle.

Riippumattomien muuttujien valilla ei ole korrelaatiota.

Korrelaatiokerroin saadaan standardoimalla muuttujien kovarianssi vélille [-1,1].

Standardointi tehddén jakamalla kovarianssi muuttujien keskihajontojen tulolla:

cov(x,y) (25)

cor(x,y) =
/SxSy

Kovarianssimatriisi ja korrelaatiomatriisi. Kuten edelld todettiin, korrelaatio mittaa
kahden ulottuvuuden valistd korrelaatiota.?® Jos mitattavien ulottuvuuksien madra on

suurempi  kuin kaksi, voidaan korrelaatio laskea useammalle muuttujalle. Jos
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esimerkiksi laskettava havaintojoukko on 3-ulotteinen (ulottuvuudet X, y, z) voidaan

laskea kovarianssit cov(x,y), cov(x,z) ja cov(y,z).

Kun kovarianssit laitetaan matriisiin, saadaan ns. kovarianssimatriisi, joka voidaan

kirjoittaa esimerkiksi 3-ulotteiselle havaintojoukolle seuraavasti:*

var(x) cov(x,y) cov(x,z)
cov(y,x) wvar(x) cov(y, z)|.
cov(z,x) cov(z,y) wvar(x)

Saadaan neliomatriisi, jonka jokainen alkio on korrelaatio kahden eri muuttujan valilla.
Lavistdjan alkiot cov(x,x), cov(y,y) ja cov(z,z) ovat variansseja, koska ne ovat
havaintojoukkojen X, y ja z kovariansseja itsensd kanssa. Tastd syysta matriisia

kutsutaan usein varianssi-kovarianssi -matriisiksi.

Kun kovarianssimatriisin alkiot korvataan korrelaatiolla, saadaan korrelaatiomatriisi®®

1 cor(x,y) cor(x,z)
cor(y,x) 1 cor(y,z)|.
cor(z,x) cor(z,y) 1

Lavistdjan alkiot cor(x,x), cor(y,y) ja cor(z,z) saavat arvon yksi, koska ne ovat

havaintojoukkojen X, y ja z korrelaatioita itsensé kanssa.

Padkomponenttiregressiossa kaytetddn joko kovarianssi- tai korrelaatiomatriisia. Se,
kumpaa kéytetaan, riippuu muuttujien mitta-asteikoista.*’ Kun muuttujien arvot ovat
samankaltaisia, kaytetddn aina kovarianssimatriisia, koska korrelaatiomatriisi menettaa
informaatiota kun se standardisoidaan. Korrelaatiomatriisin kéytté on suositeltavaa

silloin, kun muuttujien asteikot ovat erilaisia.

2.6.4 Padkomponenttianalyysin vaiheet

Seuraavissa kappaleissa kaydaan lapi pdakomponenttianalyysin oleellisimmat vaiheet.
Esimerkkind analyysissa kaytetddn kaksiulotteista havaintojoukkoa x ja y, jonka

muuttujien arvot on listattu taulukossa (
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Taulukko 3). Jotta PCA toimisi kunnolla, pitdd jokaisesta x:n ja y:n arvosta véhentda
niiden  keskiarvo.  Kun  TLS-iteraattori  tekee  p&&komponenttianalyysié,

havaintojoukkojen tilalla ovat spektripistetta kuvaavien spektriparametrin arvot.

Taulukko 3. Esimerkkidatan arvot ja niiden normalisoidut arvot, jotka on laskettu

vahentamalla alkuperaisisté arvoista niiden keskiarvon nelidjuuri.

x xX—Xx y y-y
2.5 0.69 2.4 0.49
0.5 -1.31 0.7 -1.21
2.2 0.39 2.9 0.99
1.9 0.09 2.2 0.29
3.1 1.29 3.0 1.09
2.3 0.49 2.7 0.79

2 0.19 1.6 -0.31

1 -0.81 11 -0.81
1.5 -0.31 1.6 -0.31
1.1 -0.71 0.9 -1.08

Padkomponenttianalyysi  aloitetaan  laskemalla  muuttujien  kovarianssi-  tai

korrelaatiomatriisi. Kéytetadn esimerkissa kovarianssimatriisia, joka on seuraava:

0.6166 0.6144
0.6154 0.71655

Koska kovarianssimatriisi on neliématriisi, voidaan sille laskea ominaisarvot ja
ominaisarvovektorit kayttamalla ominaisarvoyhtaloa (9) ja sekulaarista yhtaléa (8).

Ominaisarvoiksi saadaan
A = 1.284 ja A, = 0.0491,

ja niita vastaavat ominaisarvovektorit ovat seuraavat:

pci= (06779

—0.7352 Pcz = ( e )

—0.7352
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Kun mittausdatasta ja ominaisarvovektoreista piirretddn kayrd (Kuva 9), huomataan,
ettd toinen ominaisarvovektoreista menee datapisteiden lapi aivan kuin se olisi niiden

paras sovitus (regressiosuora).

25 1.5 0 05 15 25

Kuva 9. Normalisoidun mittausdatan pistekuvaaja ja ominaisarvovektorit PC1 ja PC2.

Ominaisarvoja ja ominaisarvovektoreita tarkastellessa huomataan, ettd suoralla, joka
kuvaa datapisteitd parhaiten, on suurin ominaisarvo ja se on myds datajoukon
ensimmainen paakomponentti. Toinen ominaisarvoista on datajoukon toinen
paakomponentti. Ominaisarvovektoreita merkitadn usein lyhenteelld PCN, jossa N on
paakomponenttia vastaava jarjestysnumero. Ensimmadista padkomponenttia vastaavaa

ominaisarvovektoria merkataan esimerkiksi PC1, toista PC2, kolmatta PC3, jne.

Kun ominaisarvot laitetaan suuruusjarjestykseen, saadaan siis muuttujat, jotka kuvaavat
parhaimmin  mittausjoukkoa. = Tdss& vaiheessa  voidaan  pdaattdd, mitka
ominaisarvovektoreista hylatddn. Kun hyldtddn  ominaisarvovektorit, joiden
ominaisarvot ovat riittdvan pienid, ei menetetd paljon muuttujien sisaltdmésta
informaatiosta. VVoidaan olettaa, ettd jos n-ulotteisesta datajoukosta valitaan k kappaletta
paakomponentteja, ne selittdvat kokonaisvarianssista vahintdan osan k/n. Mittausdatan
maard ja ulottuvuudet pienenevat myos tatd kautta. Jos esimerkiksi n-ulotteisesta
mittausdatasta valitaan k kappaletta padkomponentteja, on lopullinen mittausdata k-

ulotteinen.
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Seuraavassa vaiheessa muodostetaan matriisi ominaisarvovektoreiden perusteella.
Matriisia kutsutaan piirrevektoriksi* ja se voidaan kirjoittaa esimerkkidatalle kahdella

tavalla. Ensimmaiseen valitaan molemmat ominaisarvovektorit, jolloin se on

-0.6779 —7.352

PV, =
& [—0.7352 0.6779

Toisesta piirrevektorista jatetddn pois vahemman merkityksellinen ominaisvektori PC2,

jolloin saadaan

0.6779

PV, = [:0.7352

Analyysin seuraavassa Vvaiheessa muuttujien koordinaatit muutetaan valittujen
ominaisarvovektorien suuntaisiksi. Tamé saadaan aikaan kertomalla normalisoidusta
datasetistd muodostettu matriisi A valitulla piirrevektorilla PV;. Jos kaytetdan

esimerkiksi piirrevektoria PV, muutoslasku tapahtuu seuraavasti:

r 0.69 0.49 7 1—0.827970186 —0.1751153077

-131 -1.21 1.77758033 0.142857227

0.39 0.99 —0.992197494 0.384374989

0.09 0.29 0.274210416 0.130417207

F=PVA= [—0.6779 —7.352] 1.29 1.09 —1.67580142 —0.209498461
—0.7352 0.67791] 0.49 0.79 —0.912949103 0.175282444 |

0.19 -0.31 0.0991094375 —0.349824698

-0.81 -0.81 1.14457216  0.0464172582

-0.31 -0.31 0.438046137 0.0177646297

—0.71 -1.08! L 1.22382056 —0.162675287

jossa matriisin F vasen sarake vastaa muuttujien X projektiota ensimmaisen
paadkomponentin PC1 (sama kuin PV>) suhteen ja oikea sarake muuttujien y projektioita
toisen padkomponentin PC2 suhteen. Tdma voidaan havainnollistaa, kun lopullisesta

datasta piirretdan kuvaaja padkomponenttien PC1 ja PC2 suhteen (Kuva 10).
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Kuva 10. Mittausdatan A projektio padkomponenttien PC1 ja PC2 suhteen.

Kun projektioiden varianssit lasketaan yhteen ja niitd verrataan, huomataan, ettd
ensimmaisen padkomponentin PC1 avulla voidaan selittdd n. 96 % mittausdatan

kokonaisvarianssista (Taulukko 4).

Taulukko 4. Pdédkomponenttien PC1 ja PC2 projektioiden varianssien summat, ja niiden

osuudet kokonaisvarianssista.

Varianssien summa

Osuus (%)

Projektio PC1:n suhteen

1.2807

96.3089

Projektio PC2:n suhteen

0.04908

0.03691

Johtopaatoksia. Kayttaméalla paakomponenttianalyysid voidaan l6ytdd komponentit,

jotka kuvaavat alkuperdistd muuttujajoukkoa parhaiten. Taman seurauksena myds

muuttujajoukkoa kuvaavien arvojen méara vahenee alkuperaisesta.
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3 NMRJA METABOLOMIIKKA

Metabolomiikka on tieteenala, jossa tutkitaan metaboliittien eli
aineenvaihduntatuotteiden  osallistumista  erilaisiin ~ kemiallisiin ~ prosesseihin.
Metaboliiteista saatua tietoa voidaan k&yttdd hyoddyksi useissa erilaisissa
biokemiallisissa tutkimuksissa, kuten toksikologiassa,®* ruoka-aineiden tutkimuksessa,
geneettisen muuntelun vaikutuksen tutkimuksessa,®* diabeteksen® ja syovan®®
tutkimuksessa  sekd  neurologisten tautien  diagnostiikassa.’’  Metaboliittien
tunnistaminen ja kvantifiointi on oleellinen osa néitd tutkimuksia, ja ne nojaavat

vahvasti elektronisten spektrikirjastojen kayttoon.®

NMR-spektroskopia ja massaspektrometria (MS) ovat yleisimmin kéytettyja
analyyttisia tekniikoita metabolomiikassa.*® Kaasu- tai nestekromatografiaa kaytetaan
usein yhdisteiden erotteluun ennen MS-mittausta. Massaspektrometrinen analyysi vaatii
usein my0s naytteen esikasittelyn, jossa néytteen epdpuhtaudet poistetaan. YKsi
massaspektrometrian suurimpia etuja on sen herkkyys. Kun mitattavien metaboliittien
konsentraatiot ovat riittavan korkeita NMR-mittaukselle, on sen kaytolla kuitenkin etuja
massaspektrometriaan ndhden; NMR-mittaus ei vaadi néytteen kallista erottelua tai
esikasittelyd, se on ei-destruktiivinen ja helposti toistettava.

Viime vuosien saavutukset NMR-spektroskopiassa ja massaspektrometriassa ovat
saaneet aikaan sen, ettd uusia ohjelmia ja kasvavassa maarin yhd monimutkaisempia ja
hienostuneempia metaboliittitietokantoja julkaistaan koko ajan.*® Vapaasti kaytettavat ja
kaupalliset tietokannat sisaltavat kokeellisia 1D ‘H- ja **C-spektreja ja 2D *H-'H ja **C
-'H spektreja, spektriparametreja ja teoreettisia Spektreja tuhansista erilaisista
yhdisteista (Taulukko 5). Tietokannat tarjoavat mahdollisuuden testata erilaisia NMR-
spektroskopiaan pohjautuvia tietokoneistettuja kvantitatiivista ja kemometrisia

menetelmia.
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Taulukko 5. Erilaisia metaboliittitietokantoja, joita voidaan kéyttaa lahtokohtana NMR-

spektroskopiaan perustuvassa metaboliittianalyysissa.*®

Tietokannan nimi Spektrityypit

'H, Bc, DEPT-90,
DEPT-135, 'H  J-
resolved,"H-*C  HSQC,
'H-3Cc HMBC, 'H-'H
TOCSY, 'H-'H cosy

Biological Magnetic Resonance Bank

Human Metabolome Database (HMDB) 'H, *H-“C HSQC

'H, ®C, DEPT-90,
DEPT-135, 'H-1¢
HSQC, H-“C HMBC,
'H-'H TOCSY, 'H-'H
COSY

Madison-Qindao  Metabolomics Consortium Database

(MQMCD)

Birmingham Metabolite Library (BML-NMR)

IH, *H J-resolved

Platform for RIKEN Metabolomics via SpinAssign (PRIMe)

™H, ¥c, 'H-"C HSQC

TOCSY Customized Carbon Trace Archive (TOCCATA)

Be-Bc Tocsy

Magnetic Resonance Metabolomics Database (MRMD)

'H, HMQC, HMQC-

TOCSY, DQF-COSY,
TOCSY

NMRShiftDB I, Bc

On olemassa kaksi olennaisesti erilaista lahestymistapaa, joiden avulla metaboliittidata

voidaan  analysoida:  kemometrinen ja  kvantitatiivinen.®®  Kemometrisessa

lahestymistavassa kytkentdpatterit ja intensiteetit analysoidaan ja niitda vertaillaan
tilastollisesti, tunnistettaisiin ~ eri

jotta metaboliittien oleellisia spektripiirteita.

Kvantitatiivisessa lahestymistavassa metaboliitit tunnistetaan ja kvantifioidaan

vertaamalla dekonvoluution tai juovan sovituksen avulla kokeellista spektrid

spektrikirjaston sisaltdmien yksittaisten komponenttien spektreihin.

Metabolomiikan automatisaatio on osa-alue, jossa on vield paljon kehittdmisen varaa.

Metabolomiikka on vield talla hetkelld matalan suoritustehon tiede, verrattaessa
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vaikkapa genomiikkaan, proteomiikkaan tai transkriptomiikkaan.”® Genetiikassa on
esimerkiksi mahdollista automatisoidusti karakterisoida tuhansia geenejd, satoja
tuhansia transkriptoreita ja miljoonia SNP:td vain muutamassa minuutissa, kun taas
metabolomiikassa muutaman kymmenen metaboliitin tunnistaminen ja kvantifiointi

saattaa kestad useita tunteja ja vaatii paljon manuaalista ty6ta.
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4  KVANTITATHVINEN NMR-SPEKTROSKOPIA

Kvantitatiivisen NMR-spektroskopian (QNMR) tarkoituksena on madrittdd yhden tai
useamman Yyhdisteen konsentraatiot liuoksesta. Kvantitatiivinen NMR-spektrokopia
perustuu siihen, ettd NMR-signaalin pinta-ala on suoraan verrannollinen sité vastaavien
ydinten méairdédn ja tima “vaste” on sama kaikille yhdisteille. Lisdksi kaikki yhdisteen
protonit ovat yhtd herkkid, joten yhdistekohtainen kalibrointi tai kertoimien
maadrittdminen ei ole tarpeellista, kun tarkastellaan saatuja kvantitatiivisia tuloksia.
Tama myos erottaa gNMR-spektroskopian muista kvantitatiivisista tekniikoista, joiden
ongelmia ovat usein yhdisteiden erilaiset vastekertoimet. Ei ole olemassa universaalia

kromatografista detektoria.

NMR-spektroskopiaa pidetdan kasvavassa maarin yhtena tarkeimmista kvantitatiivisista
tyokaluista, vaikka sitd kéytetddn edelleen useimmin yhdisteen rakenneanalyysiin.
Kvantitatiivista NMR-spektroskopiaa on kéytetty useisiin erilaisiin tarkoituksiin.
Tallaisia ovat esimerkiksi aktiivisten l4dkeaineiden puhtauden madritys,*" #
lakeainetietokantojen  kvantifiointi,** luonnonaineiden maaritys,*  rikostekninen

analyysi* ja elintarviketiede.*®

4.1 Kvantitatiivisen NMR-spektroskopian kokeelliset muuttujat ja niiden vaikutus

mittaustulosten tarkkuuteen

Kvantitatiivisen NMR-kokeen tarkkuuteen vaikuttavat useat erilaiset kokeelliset
muuttujat kuten mittausviive, pulssisarja ja toistoaika. Tastd syysta niiden huolellinen

optimointi on tarpeen ennen kvantitatiivisten mittausten suorittamista.
4.1.1 Mittausdatan kerddminen

Pulssisarja. Pienten molekyylien kvantifioinnissa kdytetdan usein yhden pulssin NMR-
koetta, joka muodostuu relaksaatioviiveesta, 90° radiotaajuuspulssista ja signaalien
keraamisesta.*” Jos mitattavan analyyttiliuoksen konsentraatio on hyvin pieni ja spektri
sisaltdd voimakkaan liuotinsignaalin, voi syntyd dynaamisen alueen ongelma, joka
vaikuttaa kvantitatiivisten tulosten tarkkuuteen. Tallaisissa tapauksissa voidaan kayttaa

liuottimenvaimentamismenetelmid, joiden avulla saadaan parempi S/N-suhde.
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Kéytetyimpia téllaisia menetelmid ovat taajuuden esikyllastysmenetelmét WET-CPMG
ja NOESY.*

Pulssikulmana voidaan kayttaa 90° tai pienempad. Pulssin viritysleveyden tulisi olla
sama koko spektrin leveydeltd. Matalataajuussuodattimen tyyppi (tiiliseindn tai soikion
muotoinen) vaikuttaa pulssin tehokkuuteen ja siihen, miten paljon se aiheuttaa virhetta
intensiteetteihin.*® Tehokkuus vaihtelee my®s eri naytteiden valilla riippuen naytteiden
fysikokemiallisista ominaisuuksista. Tasta syysta pulssin pituus tulisi séataa sopivaksi
naytekohtaisesti. Kaikkein vahvin intensiteetti saadaan aikaan yleensa 90° pulssilla.
Kayttaméalla pienempad pulssikulmaa voidaan lyhentdd magnetisaation palautumiseen
kuluvaa aikaa ja tatd kautta myOs koko kokeen kestoa. Hyvan S/N-suhteen
aikaansaamiseksi lyhyellé toistoajalla voidaan kayttad hyddyksi Ernstin pulssikulmaa,

joka lasketaan seuraavasti:*®

_Ta 26
cosa =e( L5 (26)

jossa a, T1 ja Ta kuvaavat optimaalista pulssikulmaa, relaksaatioaikaa ja toistoaikaa.

Toistoaika. NMR-kokeen toistoaika Ta on aika, joka kuluu yhteen pyyhkaisyyn.
Tarkemmin madriteltynd se siséltad siis relaksaatioviiveen ja mittausajan. Toistoaika
riippuu pisimmasta relaksaatioajasta, jonka néayte sisaltaa. Toistoajan pituuden tulisi olla
ainakin viisinkertainen relaksaatioajan T, suhteen, jotta magnetisaatio olisi palautunut

riittavasti.*® *® Magnetisaatio on palautunut tallin n. 99 %

Laajan taajuusalueen irtikytkentd. NOE (Nuclear Overhauser Effect) voi saada aikaan
vadristymid heteroydin-NMR-kokeissa, joissa kaytetadn komposiittipulsseja laajan
taajuusalueen 'H-irtikytkentaan.” Vaaristymia voidaan véhentaa kayttamalla 90°
pulssikulmaa, irtikytkentdd kerdyksen aikana ja vahintddn 5-7 -kertaista toistoaikaa
relaksaatioviiveen suhteen.”® Seoksien spektreissa osa spektripiikeistd voi olla niin
heikkoja, ettd ne ovat samaa luokkaa *C-satelliittisignaalien  kanssa.
Metaboliittiseoksissa olevien suuresti konsentroituneiden metaboliittien **C-satelliittien
intensiteetit voivat olla yhtd suuria kuin heikon konsentraation metaboliittien
spektripiikit. Tallaisissa tilanteissa “*C-satelliittien poistamiseen tulisi kayttaa laajan

taajuusalueen irtikytkentaa.”
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Keraysaika. Mittauksissa tulisi kayttaa riittdvaa kerdysaikaa. Liian lyhyt kerdysaika voi
saada aikaan FID-signaalin lyhenemisen, minkd seurauksena voi syntya vadristymia

spektrin intensiteeteissa.*’

S/N-suhde. Jotta kvantitatiiviset tulokset olisivat riittdvan tarkkoja ja virheettomid, tulisi
S/N-suhteen olla véhintdan 250:1 *H-ytimille, 300:1 “*F-ytimille ja 600:1 *'P-ytimille.>
Resonanssipiikin S/N-suhde on riippuvainen siihen liittyvien protonien maaraan. Jos
naytteen konsentraatio on hyvin matala, voidaan S/N-suhdetta parantaa lisaamalla
pyyhkdisyjen maardd. Suhdetta voidaan myos pyrkid parantamaan lisdéamaélla

toistoaikaa.

Vahvistimen voimakkuus. Vastaanottimen vahvistimen voimakkuuden (RG = Receiver
Gain) optimointi on tarkead. Liian suuri voimakkuus saa aikaan pohjaviivan signaalin
vadristymisen ja lilan matala voimakkuus puolestaan signaalin havidmisen tai erittdin
huonon S/N-suhteen.*” Modernit NMR-laitteet sisaltavat perusasetuksena automaattisen
vastaanottimen voimakkuuden sdidon. Automaattisessa voimakkuuden s&&ddssé
voimakkuus on aluksi voimakkaimmillaan. Jos valitulla pulssikulmalla lahetetty pulssi
saa aikaan vastaanottimessa ylivuodon, voimakkuutta lasketaan 10 %, minka jalkeen

pulssi lahetetddn uudelleen. Nain jatketaan kunnes ylivuotoa ei enéa tapahdu.

Shimmaus. NMR-laitteen magneettikentdn epahomogeenisuus saa aikaan vaaristymia
signaalien intensiteeteissa ja juovanmuodoissa, minka seurauksena spektrin resoluutio
huononee ja S/N-suhde laskee. Magneettikentdn homogeenisuutta voidaan saataa eli

”shimmata” usealla eri tavalla.
4.1.2 Mittausdatan kasittely

Ikkunointi. Ennen kuin saadulle datalle tehdddn Fourier-muunnos (FT), voidaan se
kertoa funktiolla, jonka avulla saadaan parannettua joko spektrin resoluutiota tai S/N-
suhdetta.*” Tekniikkaa kutsutaan ikkunoinniksi. 1-D -spektrin S/N-suhdetta parannetaan
tyypillisesti kertomalla FID:& eksponentiaalisella ikkunafunktiolla. Eksponenttifunktion
heikentymisnopeus madrittelee signaalien juovan levityksen. Heikentymisnopeutta
sdadetddn juovan levitys (Ib = line broadening) -parametrin kautta. Lb:n arvovaliksi

suositellaan valia 0,3-1,0 Hz.

41



Nollataytto. Ikkunoinnin jalkeen seuraava datan késittelyvaihe on FID:n datapisteiden
kaksinkertaistaminen nollatayton (zero filling) avulla.*’ Jos FID sisaltad 32 000
datapistettd ennen nollatayttod, sisaltdd se nollatdyton ja Fourier-muunnoksen jalkeen
64 000 datapistettd. Tatd kautta saadaan siis havaittua spektria kuvaavien pisteiden
(taajuus, intensiteetti) mé&&rd kaksinkertaistumaan. Ainoa kokeellinen vaatimus

nollataytolle on se, ettd FID:n taytyy heikentya l&dhelld nollakohtaa kerdysajan lopussa.

Vaiheenkorjaus. Vaiheenkorjaus on tdrkeda spektriviivojen intensiteettien kannalta.
Vaihevirheet voivat aiheuttaa suuriakin heittoja signaalien intensiteeteissa ja tata kautta
vaikuttaa gNMR-analyysin  suhteellisiin  ja absoluuttisiin  konsentraatioihin.*’
Manuaalinen vaiheenkorjaus on automaattista vaiheenkorjausta suositeltavampaa
metabolisissa mittauksissa, koska automaattinen vaiheenkorjaus véaristda heikkoja

signaaleja. Vaiheenkorjausta tehtdessa tulisi kayttaa riittavaa vertikaalista levitysta.

Pohjaviivan korjaus. Spektrin pohjaviivan korjauksella on vaiheenkorjauksen tavoin
suuri vaikutus signaalien integraalien arvoihin ja tata kautta kvantitatiivisiin tuloksiin.
Huono pohjaviiva voi vaihevirheiden tavoin saada aikaan suuria virheitd signaalien
integraaleissa. Automaattinen pohjaviivan korjaus on manuaalista suositeltavampaa.
NMR-ohjelmat siséltdvat usein erilaisia algoritmeja, joiden avulla automaattinen
pohjaviivan Kkorjaus voidaan suorittaa. Téallainen on esimerkiksi TopSpin-ohjelman

absn-algoritmi.

Integrointi. Integroiminen on yksi tarkeimmista vaiheista gNMR-analyysissa.
Integraalivéli-, bias- ja slope -asetukset vaikuttavat suuresti integraalin kvantitatiiviseen
tarkkuuteen. Suurin virheen aiheuttaja integrointia tehtéessé on todenndkéisimmin liian
kapea integraalivali. Jotta integraali sisaltdisi 100 % piikin pinta-alasta, taytyisi sen
integraalivalien levittdytyd molemmista suunnista dadrettdmyyteen. Jotta integraali
sisaltaisi 99 % piikin pinta-alasta, taytyisi integraalivalin olla n. 20 kertaa piikin
leveyden verran molempiin suuntiin. Bias- ja slope -parametrit ovat integraalin
pohjaviivan 0. ja 1. kertaluvun kertoimia. Niiden avulla integraalia voidaan korjata
lineaarisesti. Slope- ja bias -asetusten s&&tdminen ei ole tarpeellista, jos pohjaviivan- ja

vaiheenkorjaukset on tehty riittavan hyvin.

Dekonvoluutio. Signaalien pinta-alan tarkka madrittdminen ei ole mahdollista

integroinnin tai bucketing-metodien avulla, jos resonanssipiikit menevét péallekkain.
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Talléin pinta-alojen maaritykseen voidaan k&yttdd juovan sovitusta, jota kutsutaan
yleisemmin dekonvoluutioksi. Dekonvoluutiossa kaytetd&dn pienimméan neliGsumman
menetelmid piikin sovittamiseen. Juovan sovitus -analyysiin tarvittavia alustavia
muuttujia ovat taajuus, leveys, korkeus ja juovan muoto, ja ne voidaan hankkia
kayttamalla aikaisempia tietoja, spektriparametrikirjastoja, parametriennustetta tai piikin
poimimista (peak picking).

4.2 Referenssi- ja kalibrointistandardit

Kvantitatiivinen analyysi vaatii kalibrointi- ja referenssistandardit, joita kaytetdan
kemiallisten siirtymien kalibrointiin ja kvantitatiivisen arvon méaarittdmiseen. Standardit
voivat olla joko sisdisid tai ulkoisia. Sisdinen standardiyhdiste lis4tddn suoraan
analyyttiliuokseen ja ulkoinen vertailuyhdiste laitetaan erilliseen kapillaariputkeen.
Ihannetapauksessa tallainen yhdiste olisi kemiallisesti puhdas, inertti, helposti
saatavilla, stabiili, ei-hygroskooppinen, halpa ja liukoinen yleisimpiin NMR-
liuottimiin.*” Yhdisteen signaalien tulisi olla mahdollisimman yksinkertaisia ja erilldan
analyytin signaaleista, mikd tekee sopivan standardiyhdisteen valinnan joskus hyvin

vaikeaksi tai jopa mahdottomaksi.

Yleisimpid sisdisia standardeja ovat veteen liukenematon tetrametyylisilaani (TMS) ja
sen vesiliukoiset johdokset 3-(trimetyylisilyyli)propionihappo (TSP) ja 4,4-dimetyyli-4-
silapentaanisulfonihappo (DSS).*” Muita yleisesti kaytettyja yhdisteita kvantitatiivisessa
NMR-spektroskopiassa ovat 1,4-dioksaani, maleiinihappo, p-tolueenisulfonihappo,
1,3,5-trioksaani, natriummaleaatti ja metaanihappo.>* TMS ja dioksaani eivat sovellu
kalibrointistandardeiksi johtuen niiden herk&std haihtuvuudesta. Té&std johtuen on

vaikeaa valmistaa standardiliuosta, jonka tarkka konsentraatio tiedetaan.

Liukoisuus ja kemiallinen reaktiivisuus analyytin suhteen ovat térkeitd ominaisuuksia
valittaessa sisaista standardia.*” Tama on erityisen tarkeaa biologisissa naytteissa (esim.
seerumi, plasma), jotka siséltdvat proteiineja, rasvahappoja ja lipoproteiineja.
Esimerkiksi DSS:n ja TSP:n tiedet&dén sitoutuvan proteiineihin ja rasvahappoihin, mika
puolestaan  vaikuttaa  kvantitatiiviseen  tarkkuuteen.  Téllaisten  néytteiden
referenssistandardina voidaan kayttda esimerkiksi DSS:n ja TSP:n johdannaista 4,4-
dimetyyli-4-silyylipentaani-1-ammoniumtrifluoriasetaattia (DSA), joka ei reagoi

peptidien, proteiinien tai rasvahappojen kanssa.
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Ulkoiset standardit. Ulkoista standardia ké&ytetdan yleensa biologisissa tutkimuksissa ja
silloin, kun on tarpeellista vé&lttad analyytin kontaminaatiota. Koaksiaaliseen
kapillaariputkeen laitettava standardiliuos valmistetaan liuottamalla ulkoinen standardi
sopivaan maaraan deuteroitua liuotinta, mink& jalkeen siita mitataan kvantitatiivinen
NMR.

Koaksiaalinen kapillaariputki sijoitetaan NMR-putken siséan, minka jalkeen analyytti-
ja standardiliuosten korkeuksien tulisi olla samat. Liuoksista mitataan NMR-spektri,

minka jalkeen analyytti voidaan lopulta kvantifioida kaanteisesti laskemalla.

Elektroniset kalibrointimenetelméat. Akokan ryhma julkaisi vuonna 1999 menetelman
nimeltdédn ERETIC (Electronic Reference To access In vivo Concentrations).
Menetelmédn avulla luodaan elektronisesti tuotettu signaali, jota voidaan kayttaa
kalibrointisignaalina kvantitatiivisessa NMR-spektroskopiassa. Elektronisen signaalin
avulla luodaan pseudo-FID, jolla on kaikki NMR-signaalille ominaiset parametrit

(frekvenssi, suuruus, vaihe) ja jota voidaan kontrolloida tydasemalta k&sin.
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5 YHTEENVETO

Korkean resoluution NMR eroaa muista molekyylispektroskopioista siind, ettd jopa
kaikkein monimutkaisimmatkin spektrit, jotka muodostuvat tuhansista yksittéisista
spektriviivoista, voidaan esittdd wvain muutaman parametrin avulla kayttamalla
kvanttimekaanista teoriaa. Tietokoneistetun NMR-spektrianalyysin tarkoituksena on

maarittdd ndma parametrit havaitun spektrin avulla.

Tietokoneistetun spektrianalyysin perusperiaate on aina sama. Ensimmaéisessd vaiheessa
hankitaan kokeelliset spektriparametrit joko manuaalisesti analysoimalla tai jos rakenteesta
on riittdvasti tietoa, rakenne-ennusteen avulla. Kokeellisia parametreja kéytetddn
kokeellisen spektrin simulaatioon, minka jélkeen niit4 saadetddn iteraatiovaiheessa, jossa
pyritdédn minimoimaan havaitun ja lasketun spektrin muuttujien keskinelidvirheen
nelidjuuri. Matemaattisesti kyseessa on epalineaarinen ké&énteisarvo-ongelma, joka

voidaan ratkaista ainoastaan iteratiivisesti kayttdmélla apuna kvanttimekaanista teoriaa.

Ytimen spinsysteemin Schrodingerin yhtdld voidaan Kkirjoittaa matriisimuodossa
kayttdmalla Hamiltonin matriiseja. Matriisien diagonalisaatiolla saadaan maéaritettya
ominaisarvot ja ominaisarvovektorit, joita kaytetddn siirtymien taajuuksien,
intensiteettien ja iteraatioiden osittaisderivaattojen laskemiseen. Spinsysteemien koon
kasvaessa kasvaa myos matriisien koko, siirtymien madaré ja laskentaan vaadittavien
resurssien madrd. Matriiseja voidaan kuitenkin yksinkertaistaa kayttaméalla X-

approksimaatiota, symmetriaa tai jakamalla spinsysteemi pienempiin alisysteemeihin.

Kvanttimekaanisessa kvantitatiivisessa NMR-spektroskopiassa yhdisteita tunnistetaan ja
kvantifioidaan vertaamalla kokeellista spektrid spektrikirjaston sisaltdmien yksittaisten
komponenttien spektreihin. Yksi tdmédn hetken tarkeimmistd kéayttokohteista on
metabolomiikka, jossa gNMR-spektroskopiaa kéytetddn monimutkaisten

metaboliittiseosten analyysissa.
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KOKEELLINEN OSA
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6 TYON TARKOITUS JA TAVOITTEET

Tutkimuksen kokeellisen osan tarkoituksena oli suunnitella ja kehittad kayttoliittyma
NMR-ohjelmaan (ChemAdder), joka toimisi yhdessd spektrianalyyseihin liittyvia
laskutoimituksia hoitavan Fortran-ohjelmointikielella kirjoitetun laskentaohjelman
(SpinAdder) kanssa.

Kéayttoliittyman paaasiallisia tavoitteita olivat:

Kemiallisten siirtymien esittdminen paaikkunassa.
Monisivuisuus.
Spektrien hallinnoiminen paallekkéin, yksitellen ja limittéin.

Spektriparametrien esittdminen taulukossa.

o~ w0 DN

Metaboliittien etsiminen ja kvantifiointi ASL-kirjastosta.
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7 KAYTTOLHTTYMA CHEMADDER

ChemAdder-ohjelman  kayttoliittyma luotiin  Qt:lla (lausutaan virallisesti kuten

englannin kielen sana “cute”), joka on alustariippumaton ohjelmistojen ja graafisten

kayttoliittymien kehitysymparisto. Ohjelmointikieleksi valittiin C++.

Kéayttoliittyman perusndkymé muodostuu kuudesta eri alueesta (Kuva 11):

1.
2.

o

Paaikkunassa nékyvét spektrit ja spektriparametrit.

Dataselaimen kautta voidaan tarkastella kansioiden siséltoa ja lisata spektri- ja
parametritiedostoja.

Rakenteet-paneeliin voidaan lisata kuvia omille vélilehdilleen.
Spektrit-paneelin kautta voidaan hallinnoida spektreja.
Parametritaulukot-paneelissa nakyvét spektriparametrit ja niihin liittyvat
asetukset.

Spinsysteemit-paneelissa on taulukoituna spinsysteemit.
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Kuva 11. ChemAdder-ohjelman kayttoliittyma

Kéayttoliittyma on monisivuinen, samalla tavoin kuin esimerkiksi Powerpoint.
Piirtdmisessd kéytetddn anti-aliasing -tekniikkaa, minkd seurauksena piirtdmisen

grafiikka on erittdin korkealuokkaista.
7.1 Dataselain ja tiedostojen avaaminen

Dataselaimen kautta voidaan aukaista tiedostoja ja tarkastella kansioiden siséltoa.
Spektrejd voidaan avata tuplaklikkaamalla spektritiedostoa, jolloin se aukeaa
automaattisesti padikkunaan uudelle vélilehdelle (Kuva 12). Jos kansio sisaltaa

samannimisen parametritiedoston, se lisatdédn automaattisesti spektriin.
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File Edit View Tools Options Spectra

B atcbd @ | ke bx - & x % x R.&x. Q

Clk= 10 |5 Simubte Regresson QMTLS Auto Script Permutate | Ignore Fix & Lock Showal Umt  Local ASL Wizard

loo oot B | actose TESTOLS 3
Examples ik B 3
QMT/PMR Fles (*.gmt * PMR) v
Name
| ABCDX
| DEC21
| GALACTOSE
| LACTOSE H
4 | PLASMA 15A4|
/) plasmaPMR oA 1658 e [1iEQ
- iy 02nu][02E 116 12E
<l plasma.QMT : 0ze9 016G (170H].-[oeAX] - (1668

014X 11AX

» | spectra [06EQ)
|, TESTO |“
7] TESTO15EMR J mmm MW‘M“UH;. o g

[&] TESTONS.QMT [y i

N TR N e e

T T
2.5 2 1.5
B (spn Systems| Distance: ppm / Hz| L [0.7106 2] R: [0.1253

- Spin Simulation | Spin systems | (Spectra [Structures| $

Kuva 12. Spektrien lisays dataselaimen kautta ChemAdder-ohjelmassa.

Useita spektreja voidaan lisatd péaikkunaan valitsemalla spektrit dataselaimesta,
klikkaamalla oikeaa hiiren ndppéintd ja valitsemalla avautuvasta ponnahdusvalikosta
Open tai Stack Spectrum (Kuva 13). Open avaa valitut spektrit uuteen valilehteen ja

Stack Spectrum lisaa ne avoinna olevaan valilehteen.

Data Browser L
DEC21 MIE ¢
DX Fles (*.jdx) v
Name |

SPEC151221_10_1.jdx
SPEC151221_20_1.jdx
SPEC151221_30_1.jdx
SPEC151221_40_1.jdx

SPEC15 | Risnginies

SPEC15[2  Open Alt+A
SPEC15§2 StackSpectrum Alt+A
SPECI51Z  Qpen with notepad Alt+N |

|| SPEC1512 Open with QMTLS editor ~ Alt+Q ||
SPEC1512zT=Tow-Tyux

SPEC151221_110_1.jdx
SPEC151221_120_1.jdx
SPEC151221_130_1.jdx

SPEC151221_140_1.jdx
SPEC151221_150_1.jdx

Kuva 13. Usean spektrin lissdminen ChemAdder-ohjelmassa

50



PMR-tiedostoja voidaan lisdtd klikkaamalla parametritiedostoa oikealla hiiren
nappéaimellad ja valitsemalla haluttu lisdystapa avautuvasta ponnahdusvalikosta (Kuva
14).

Data Browser L pre—
LACTOSE -+ X

ameter Fies (*.pms *.pmr *.tmp) v

Name

«| beta-Lactose.pmr
Replace pmr-file to spectrum " C\ChemAdder\Examples\LACTOSE\lactose.jdx"

lw | alfa-lactose.pmr = =
""'*"""*““"‘"P“"—L} Add pmr-file to spectrum " C:\ChemAdder\Examples\LACTOSE\lactose.jdx"
Set pmr-file to all spectra

Open with notepad
Open with QMTLS editor

Kuva 14. PMR-tiedostojen lisaédminen ChemAdder-ohjelmassa.

Tiedostosijainteja voidaan lisdtd dataselaimeen raahaamalla ja tiputtamalla tai

painamalla sopivaa painiketta (Kuva 15).

Data Browser a8 x
GALACTOSE - X
My Files (*.JDX ) Add Folder

Kuva 15. Tiedostosijaintien lisdédminen Dataselaimeen ChemAdder-ohjelmassa.

Lisatyt tiedostosijainnit ndkyvéat dataselaimen pudotusvalikossa (Kuva 16).

Data Browser 8 x
GALACTOSE MIE B9
GALACTOSE

Kuva 16. Tiedostosijainnit dataselaimen pudotusvalikossa.

Dataselain sisaltda tiedostosuodattimen, jonka avulla voidaan valita, mitk&
tiedostoformaateista nékyvat (Kuva 17). Tarkasteltavat formaatit voidaan kirjoittaa

kéasin tai valita pudotusvalikosta.
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Data Browser =

|,’”_‘,fExamples '| + K
Parameter Files (*.pms *.pmr *.tmp) | v
All Files (*.% )

JDX/PMR Files(*.jdx *.pmr’
Parameter Files (* Rms * pmr *.tmp)
QMT Files (*.gmt)

JDX Files (*.jdx)

PMS Files (*.pms)

MMS Files (*.mms)

Record files (*.rec)

Kuva 17. Dataselaimen tiedostosuodatin.
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8 TIEDOSTOFORMAATIT

Ohjelma tukee JCAMP-DX(*.DX, *JDX)-spektriformaattia (1D ja 2D). Formaatti on
alun perin suunniteltu IR-spektroskopiadatan tallentamiseen, mutta nyKkyisin sita
kaytetdan esimerkiksi kemiallisten rakenteiden ja NMR/MS-spektrien tallennukseen.
QMT- ja PMR -formaatit ovat ohjelman omia formaatteja. QMT-formaattia kaytetaan
lasketun ja havaitun spektrin tallennukseen ja se on tiedostokoon sadstdmisen vuoksi

binddrimuodossa. PMR-formaatti siséltdd QMSA:sséd kédytetyt spektriparametrit.

8.1 PMR-formaatti

PMR-formaatti on uusi versio aikaisemmasta PMS-formaatista. Erona PMS-formaattiin
on mm. se, ettd PMR-formaatti siséltdd suuremman méaéran erilaisia spektrianalyysiin

liittyvi& parametreja. Seuraavissa kappaleissa kaydaan lapi PMR-tiedoston sisélto.

Kemialliset siirtymat. Kemialliset siirtymét luetellaan PMR-tiedostossa CHEMICAL
SHIFTS -rivin jalkeen (Kuva 18). Siirtyméat on jaoteltu omiin spinsysteemeihinsa.
Riveissa alaspain mentéessd ensimmaisend luetellaan spinsysteemin nimi ja siihen
liittyvid parametreja, minka jalkeen seuraavilla riveilla luetellaan siihen liittyvat

kemialliset siirtymadt ja niihin liittyvat muuttujat.

&CHEMICAL SHIFTS(PPM): MATCHZ% = 0.910

lactate 2%SPIN= 1 SPECIES=1H POPULATION(Y)= ©.242285[0BS= ©.242285] MWGT= 92,00 SLOPE= 1.0000

lactH2/ 1 4.130019 1%1%1 STAT=Y PRED= 4.1760 RANGE= 0.1000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.000200
lactH3/ 1 1.335579 1%1%3 STAT=Y PRED= 1.2830 range= 0.0580 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.1500 SDEV= 0.000100
acetate 2*SPIN= 1 SPECIES=1H POPULATION(Y)= ©.187532[0BS= ©.187532] MWGT= 62,00 SLOPE= 1.0000

aceH2 / 2 1.924663 1%1%3 STAT=Y PRED= 1.9200 RANGE= 0.0500 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV- ©.000100
ala 2%SPIN= 1 SPECIES=1H POPULATION(Y)= ©.009110[0BS= ©.809110] MWGT= 89,00 SLOPE= 1.0000

alaH2 / 3 3.828394 1*1%1 STAT=Y PRED= 3.7830 RANGE= 0.0500 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.000100
alaH3 / 3 1.479844 1*1*3 STAT=Y PRED= 1.4830 RANGE= 0.0500 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.000100
valine 2*SPIN= 1 SPECIES=1H POPULATION(Y)= ©.007401[0BS= ©.007401] MWGT= 110,00 SLOPE= 1.0000

valHz / 4 2,264934 1%1%1 STAT=Y PRED= 2.2780 RANGE= 1,0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= ©.,001999
valHl / 4 3.575073 1%1*1 STAT=Y PRED= 3.6180 RANGE= 1.0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= ©,001999
valHa / 4 1.944514 1%1*3 STAT=Y PRED= 1.0460 RANGE= 1.0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.001999
valH3 / 4 ©.978779 1*1*3 STAT=Y PRED= ©.9930 RANGE= 1.0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.001999
leu 2*SPIN= 1 SPECIES=1H POPULATION(Y)= ©.014538[0BS= ©,014538] MWGT= 131,00 SLOPE= 1.0000

leuHa / 5 1.713980 1%1%1 STAT=Y PRED= 1.7180 RANGE= 1,0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.,001999
leuH3Aa/ 5 1.689285 1%1%1 STAT=Y PRED= 1.6920 RANGE= 1,0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.001999
leuH3B/ 5 1.757343 1%1%1 STAT=Y PRED= 1.7490 RANGE= 1.0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.001999
leuH2 / 5 3.768835 1*1*1 STAT=Y PRED= 3.7430 RANGE= 1.0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= ©.001999
leuHs / 5 ©,957262 1*1%3 STAT=Y PRED= ©.971@ RANGE= 1,0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.,001999
leuHs / 5 ©.,930637 1%1%3 STAT=Y PRED= ©.9600 RANGE= 1,0000 WIDTH(Y)= 4.695 RESP(N)= 1.0000 SDEV= 0.,001999

Kuva 18. Viiden eri spinsysteemin (laktaatti, asetaatti, alaniini, valiini ja leusiini)

kemialliset siirtymat PMR-tiedostossa.
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Kytkentavakiot. Kytkentdvakiot luetellaan PMR-tiedostosta 16ytyvdn COUPLING
CONSTANTS -rivin jalkeen (Kuva 19). Kytkentavakiot on jaoteltu kemiallisten
siirtymien tapaan omiin spinsysteemeihinsa. Riveissa alaspdin mentdessa ensimmaisena
luetellaan spinsysteemin nimi, mink& jalkeen seuraavilla riveilld luetellaan siihen

liittyvat kytkentévakiot ja niihin liittyvat parametrit.

&COUPLING CONSTANTS(HZ): MATCH% = B.el1e
lactate
Jlact 6.9279 J lactH2 lactH3 STAT=N PRED= 6.928 RANGE= 4.468 SDEV= 4.4600
ala
Jala 7.2558 J alaH2 alaH3 STAT=N PRED= 7.255 RANGE= 4.618 SDEV= 4.61880
valine
Jvali 4,3574 J valH2 valH1 STAT=N PRED= 4.357 RANGE= 3.178 SDEV= 3.1700
Jval2 7.8329 J valH2 valH4 STAT=N PRED= 7.033 RANGE= 4.51@ SDEV= 4.51@@
Jvalz 7.8859 J valH2 valH3 STAT=N PRED= 7.086 RANGE= 4.588 SDEV= 4.58008
leu
Jleul 5.8989 J leuH4 leuH3A STAT=N PRED= 5.891 RANGE= 3.948 SDEV= 3.9400
Jleu2 8.5891 J leuH4 1leuH3B STAT=N PRED= 8.589 RANGE= 5.298 SDEV= 5.2900
Jleu3 6.6386 J leuH4 leuHs STAT=N PRED= 6.639 RANGE= 4.318 SDEV= 4.3188
Jleua 6.6756 J leuH4 leuH6 STAT=N PRED= 6.676 RANGE= 4.338 SDEV= 4.3300
Jleus -14.3511 J leuH3A leuH3B STAT=N PRED=-14.351 RANGE= 8.178 SDEV= 8.1700
Jleu6 8.7627 J leuH3A leuH2 STAT=N PRED= 8.763 RANGE= 5.380 SDEV= 5.3800
Jleu7 5.2635 J leuH3B leuH2 STAT=N PRED= 5.264 RANGE= 3.6380 SDEV= 3.6300
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Kuva 19. Neljén eri spinsysteemin (laktaatti, alaniini, valiini ja leusiini) kytkentdvakiot
NMR-tiedostossa.

Kontrolliparametrit ja TLS-profiili. Kontrolliparametrit siséltavét iteraattorin kayttamia
asetuksia ja niista saadaan tietoa esimerkiksi lasketun ja havaitun spektrin sovituksesta
(RMSE). Kontrolliparametrit luetellaan PMR-tiedostosta 16ytyvan CONTROL
PARAMETERS -rivin alapuolella (Kuva 20). Jokaisella parametririvilla annetaan

puolipisteen oikealla puolella lyhyt selitys parametrille.

&CONTROL PARAMETERS & FIT INFO:

ABSOLUTE SCALING
SCALING FACTOR

0.100000E+01
0.385033E+01

ORIGINAL/OBS SCALING FACTOR
; OBS/CALC SCALING FACTOR

ORIGINAL = ND ; TYPE = IDX, QMT, OBS, ASL(=PMR), HMD, SDB
SPECTRUM = C:\CHEMADDER\EXAMPLES\ABCDX\ABCDX.QMT ; ND => (RE)READ ORIGINAL!
BATCHFILE = C:\CHEMADDER\EXAMPLES\ABCDX\ABCDX.BAT ; PROTOCOL(MENU) FILE (.REC or .BAT-file)
PROFILE = C:\CHEMADDER\PROFILE\BASIC_PROFILE.TXT ; OPTIONS/ADDER PROFILE
TEMPLATE = ND ; PMR-FILE/AUTO/DEF/ND
STRUCTURE = ND ; MMS/MOL-FILE/ND/AUTO
PREDICTION = C:\CHEMADDER\PROFILE\PREDPROFILE.TXT ; PREDICTION PROFILE
SOLVENT = ND ; POLYSOL, CCL4, CDCL3, C6D6, DMSO, ACD6, CD3CN, CD30D, D20, CD2C12, ..ND
REFERENCE = TMS TMS, TSP, DSS, REF_N(N=No. of protons/molecule), ...ND
REFERENCE MMOL = 1.000 ; QUANTITATIVE(=GLOBAL) REFERENCE (ND=1.0)
FIELD = 400.00000000 FOR 1H in MHZ, USED TO TRANSFORM SHIFTS TO HZ
CURSOR LEFT = 1.05068 LEFT CURSOR DEFAULT FREQUENCY (PPM)
CURSOR RIGHT = -.03675 ; RIGHT CURSOR DEFAULT FREQUENCY (PPM)
POINT RESOLUTION = ©.04000854 DATA-POINT-RESOLUTION (HZ)
LINE WIDTH = ©.100 ; 0.0 = USE SPECIES DEFAULT (HZ)
SIGNAL LW = ©.000 9.0 = AUTO, DEFAULT LINE WIDTH FOR EXTRA SIGNALS
GAUSSIAN = 119.507 ; GAUSSIAN % IN LINE-SHAPE (CAN BE >100%)
DISPERSION =
RRMS = 1.0692 ; % FROM MAX. INTENSITY

3
>
5
5
>
H
)
5
)
0.000 ; ASYMMETRY % IN LINE-SHAPE (CAN BE <@)
)
3
2
5
5
3
>
H
5

R-FACTOR(%) = 99.163 R-FACTOR, USING BROADENING OF 1@(HZ)
MATCH(%) = ©.000 OBSERVED-DEFAULT(=PREDICTED) MATCH
Total RRMS 1.0693 TOTAL RRMS (no WEIGHTING)
QM LINES = 84 ; NO. OF QM LINES
QM AREA = 0.299446E+03 AREA OF QM SYSTEM...
OF THEOR.= 100.000 . .CORRESPONDING TO (%)THEORETICAL QM AREA

Kuva 20. PMR-tiedostosta 1oytyvat kontrolliparametrit. Parametreille on annettu lyhyt
selitys puolipisteen oikealla puolella.

Profile-kontrolliparametri méérittelee analyysissa kaytettavan profiilitiedoston sijainnin.
Profiilitiedosto on analyysin kannalta erittdin tarked, koska se siséltdd (QM)TLS-
iteraattorin kayttdmat kvanttimekaaniset asetukset (Kuva 21). Erilaisia profiilitiedostoja
loytyy ohjelman alikansiosta PROFILE. Profiiliasetuksia voidaan muuttaa

Parametritaulukot-paneelin kautta (kts. kpl 10).
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DEFAULT Profilefile for QMSA
For HELP, see C:\CHEMADDER\PROFILE\TLSPROFILE.HLP (or EXIT EDITOR and Press F1@)

2o @o @o @o

SETPROFILE = Y ! Y/N = Read / not-read PROFILEFILE when starting QMSA [1]
ASL-LIBRARY = C:\CHEMADDER\ASLIBS\METLIB ! DEFAULT DIRECTORY FOR ASL-FILES
QMSA MODE = Q A = AUTO (Q if »>1 structures), Q = gQMSA, S = QMSA SPEC MODE [2]

THRESHOLD = ©.1
ITERATION = 1@
CONVERGENCE = @.05

!
! ThresHold for PCA; @ => Regression analysis used (def with qQMSA) [2]

! No. or iterations; negative =»> convergence not tested [2]

! Covergence criterium (@.1 means that if RMS is decreased < ©0.1%, iteration is ended) [2]
USE TEMPLATE = N ' Y/N
DAMPINGS = N Y/N

Apply / TURN OFF Template constraints (FORCE parameters) [4]
Apply / TURN OFF DAMPING constraints [5].

LINEWIDTH(1H) = @
LINEWIDTH(13C) = @
GAUSSIAN% = DEF
DISPERSION% - DEF
GAUSSIAN OPTIMIZED = Y
DISPERSION OPTIMIZED = N

def QM LineWidth (see OPTIMIZE LINEWIDTH = A), @ = from PMR-file or 1.8 [6]
def LineWidth for X-species(X=13C,19F,31P,..); @ = from PMR-file or 1.0 [7]
Gaussian contribution in line-shape (in %), DEF = from PMR-file or @ [8]
Dispersion contribution in line-shape (in %), DEF = from PMR-file or @ [8]
Y/N = GAUSSIAN%X optimized / not optimized [8]

Y/N = DISPERSION% optimized / not optimized [8]

FOURIER = @
POLYNOMIAL = 1

No. of baseline FOURIER terms for WHOLE SPECTRAL RANGE (max = 256), (@ = LINEAR) [9]
No. of baseline POLYNOMIAL terms (< 6), ..POLYNOMIAL = @ if FOURIER > @ [9]

NEGATIVE = N

N/Y negative intensities NOT/YES allowed, def = N [18]

WINDOW = B

INITIAL BROADENING = S
FINAL BROADENING = 2.8
GRADIENT = 0.66

POWER = @

B=Bartlett, S=SIN2, Z=Z-type, T=Tophat [11]

Tnitial BROADENING (Hz) [11]

Final BROADENING (Hz), not less than line-width [11]

Gradient of BROADENING (.50 - 0.90, def = ©.66) [11]

POWER FOR FORCING PARAMETERS TO PREDICTED OMES, ..IN BROADENING-MODE [11]

0.0

LINEWIDTH OPTIMIZED = F
LINEWIDTH FORCE = @.10

N/Y/A/F QM-LW FIXED / DIFFERENT / ALL SAME in-range / FORCE TO TEMPLATE/SAME [15]
QM-LW'S forced to TEMPLATE/SAME; use ©.1 - 5, def=8.1 [15]

BASELINE = L
FORCE BASELINE = 0.01
FORCE NEG BASELINE = 8.10

N = None, L = Linear, F = Local Fourier (=def) [16]
Force BASELINE linear; use ©.01 - 1, def=8.01 [16]
Force negative BASELII\& toward zero; use .01 - 1, def=0.1 [16]

Force SHIFTS to originals/template; use ©.1 - 5, def=0 [17]

Force COUPLINGS to originals/template; use @.1 - 5, def=8 [17]

Y/N/A = FIX / release shifts (if STAT=N) / fix ALL [17]

Y/N/A/B = FIX / release couplings (if STAT=N) / fix ALL / fix J < LW of JAA'-type species
Y/N = FIX COUPLING SIGNS [17]

Y/N/A = FIX / release PSEUDO shifts (if STAT=N) / fix ALL[17]

Y/N = FIX / unfix PSEUDO LineWidths[17]

FORCE SHIFT = 0.0
FORCE COUPLING = 0.0
FIX SHIFTS = N

FIX COUPLINGS = N

FIX COUPLING SIGNS = N
FIX PSEUDO SHIFTS = N
FIX PSEUDO LW = N

FIX POPULATIONS = N
POPULATION THRESHOLD = @.01

Y/N/A = FIX / UNFIX POPULATIONS / FIX ALSO PSEUDO POPULATIONS [18]
COMPONENTS WITH POPULATION < THRESHOLD (mol¥%) CAN BE ZEROED & IGNORED [18]

FORCE PSEUDO SHIFTS =
FORCE PSEUDO LW = 0.0
HEIGHT FORCE = @.0

e.e

Shifts forced to originals/template values; use 8.1 - 5, def=0.1 [19]
Force WIDTH(F) to originals/template values; use @.1 - 5, def=08.1 [19]
HEIGHT force; use 3 ... 18 x QM Line-Width, def=5 [5]

DAMPING DIAGONAL = ©.@
DAMPING FIT = ©.0
DAMPING INTENSITY
DAMPING AVERAGE =
DAMPING OVERLAP =

Diagonal damping, @ = none (0.01-0.20, def=0) [20]

Damping for good/bad fit, @ = None (def=@) [20]]

Damping based on intensity, @ = None, in QMTLS -8.25 ..-08.60 (def=0) [[20]
Window (width in HZ) for intensity damping, © = None (def=@) [[20]
Damping for Overlap, © = None (def=0), .. 1-3 for mixtures [20]

%]

oo
[~~~

ASSIGNMENTS = N

Y/N = Use / Ignore assignments [ 21]

RESPONSES = N
FORCE RESPONSES = 0.10

1/N/Y/F SET RESPONSES to 1.8 & LOCK / LOCK / adjust if RESP(Y) / Force to 1.8/TEMPLATE
Use 0.01 - 1 [22]

&END

Kuva 21. TLS-Profiilitiedosto sisaltdd (QM)TLS-iteraattorin asetukset. PMR-tiedostosta

I6ytyvé Profile-kontrolliparametri maarittelee analyysissé kéaytettavan profiilitiedoston.

Raja-alueet. Raja-alueet ovat alueita, joita ei oteta huomioon TLS-iteraatioissa, ja ne on
maadritelty PMR-tiedostossa CONSTRAINTS-rivin alapuolella (Kuva 22).
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5 1.39253 ©.82689 100.00000 97.347
6 ©.09940 -0.11906 100.00000 97.347

&CONSTRAINTS (in equations Xe = 1.0)
IGNORE(PPM): 9.00681 to 7.46464
IGNORE(PPM): 7.24574 to 6.79610

IGNORE (PPM) : [4799275] to[2.G8a /8| ) == Raja-alueen oikea raja

&ASL TEMPLATES A 508.362355 MHZ (for autosearch)

1 lactate
1 2076. 119 9.347434 1 1
2 2069.9491162 @.856660 1 1

Raja-alueen vasen raja

Kuva 22. Raja-alueet PMR-tiedostossa.

Integraalit. Spektrin integraalit on madritelty PMR-tiedostossa INTEGRALS-rivin
alapuolella (Kuva 23).

&INTEGRALS; left & right freg. AREA AREA/ref AREA%(TOTAL-IGNORED)
1 7.64620 6.76575 100.00000 97.347 1.255 AROMATICS typ= 1@aver
2 5.34597 5.13156 100.00000 97.347 1.255 a-sugars typ= 1l@aver
3 4,68497 4,54369 100.00000 97.347 1.255 b-sugars typ= 1leaver
4 4.00274 2.93068 100.00000 97.347 1.255 CH2+HAC typ= 1@aver
5 1.39253 ©.82689 100.00000 97.347 1.255 METHYLS typ= 1l@aver
6 ©.09940 -@.11906 100.00000 97.347 1.255 TSP typ= 1leaver

Kuva 23. Integraalit PMR-tiedostossa.

Ydinten ASL-spektripiikit. Ydinten ASL-spektripiikit (taajuus, intensiteetti) on listattu
PMR-tiedostossa ASL TEMPLATES -rivin alapuolella (Kuva 24).

&ASL TEMPLATES AT: 500.362355 MHZ (for autosearch)
1 lactate

1 2076.922119 0.347434 1 1
2 2069.941162 @.856660 1 1
3 2062.960205 9.860435 1 1
4 2056.893750 @.354126 1 1
5 671.702026 3.822674 2 2
6 664.721130 3.778754 2 2
2 acetate

7 962.954163 5.993929 1 3

Kuva 24. Ydinten ASL-spektripiikit.

Seuraavassa kuvassa on havainnollistettu, kuinka ASL-piikit saadaan nékyviin
padikkunassa (Kuva 25). Piikkien avulla on helppo etsid siirtymien oikeat paikat

raahaamalla niit4 vasemmalla hiiren ndppaimelld ja vertaamalla havaittuun spektriin.
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Kuva 25. ASL-piikkipatterit saadaan nakyviin padikkunassa Suorakaide-tyokalun

avulla.
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9 2D-EDITORI

ChemAdder-ohjelman avulla on mahdollista tarkastella ja analysoida myds 2D-
spektrejd. 2D-spektrien avaaminen onnistuu helpoimmin Dataselaimen kautta
tuplaklikkamalla spektritiedostoa (Kuva 26).

- Chemadder - 5IER

Kuva 26. 2D-spektrit saadaan avattua tuplaklikkaamalla spektritiedostoa dataselaimesta.

Spektrin projektiot saadaan piilotettua ja uudelleen nakyviin painamalla paaikkunaa
hiiren oikealla ndppaimellda ja valitsemalla avautuvasta ponnahdusvalikosta Show

Projections (Kuva 27).
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A A A '.-..r"\.,...ﬂ‘-w-ﬁvMa-,—-_.-_.__.__/'““_Jll\/\t_._fL’-_.._ﬁ_)\__.alr 'H\J l e

o o
4.0495, 29.8328

|v| {Show Projections ¢
Add Region Of Interest (ROI) -
Add PMR Files
Transpose

L_‘_\.LJ.L.JL_

Kuva 27. Projektioiden nayttdminen ja piilotus.

Sisaisia projektioita voidaan tarkastella kolmella eri tavalla; 1) yksi viipale kerrallaan,
2) viipaleiden maksimien perusteella ja 3) viipaleiden summien perusteella.
Tarkastelutapa voidaan valita painamalla projektiota oikealla hiiren painikkeella ja

valitsemalla tarkastelutapa avautuvasta ponnahdusvalikosta (Kuva 28).

Set External Projection |

Set Internal Projectl'@n 4 Single row
|

_,ﬁ_,fl\_/‘-‘-W-_JtL_M.d\_,W sum of rows
= Max of rows

4.4580, 25.7881 -

o e

Kuva 28. Projektioiden tarkastelutavan muuttaminen.

Yksittéisia riveja tai sarakkeita voidaan valita paaikkunan kautta (Kuva 29).
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Col: 106

Row: 3535

Row: 3535
Col: 106
Val: 2.7968e45

4.4389, 30.6193

.

\ T

Projektioiden sarake ja rivi voidaan valita pitamalla ctrl
pohjassa ja painamalla hiiren vasemmalla ndppéimella
haluttua sijaintia spektrissa

Kuva 29. Rivien ja sarakkeiden valinta padikkunan kautta.

9.1 Mielenkiintoalueet

30

35

40

-4s

F 50

F 55

ChemAdder-ohjelman avulla voidaan 2D-spektreihin lisdtd mielenkiinto- eli ROI-

alueita (Region Of Interest). Alueiden tilavuuksista saadaan kvantitatiivista tietoa ja

niiden 1D-projektioita voidaan k&yttdd l&htokohtana QMSA:ssa. ROl-alueet ovat

suorakaiteen muotoisia ja niitd vastaavat F1- ja F2 -projektiot nakyvat erillising spektri-

ikkunoina (Kuva 30). Alueita voidaan liikutella ja niiden kokoa voidaan muuttaa hiiren

avulla.
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ROl-alueiden

F1-projektiot L__LI_ !”

s NN

ROIl-alueiden
F2-projektiot

Kuva 30. ROIl-alueet ja niiden F1- ja F2 -projektiot ChemAdder-ohjelmassa.

ROl-alueita ja niiden projektioita on myds mahdollista yhdistaa (Kuva 31). ROI-alueita

voidaan lisatd spektriin piirtdmalla hiiren avulla (Kuva 32) tai parametritiedostojen

kautta (Kuva 33).
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Kuva 31. Kolmen yhdistetyn ROI-alueen F1- ja F2 -projektiot.

| Show Projections

| Insert P%egion Of Interest (ROI)
Add PMR Files
Transpose

Kuva 32. ROl-alueita voidaan lisdtd spektriin painamalla spektrida hiiren oikealla
nappaimella ja valitsemalla avautuvasta ponnahdusvalikosta Insert Region Of Interest
(ROI). Taman jalkeen ROIl-alue voidaan piirtad spektriin kayttamalla vasenta hiiren

painiketta.
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Data Browser

B Flux

| ASL Files (*.asl) v

Name

<] AlanineCASL

« | ArginineC.ASL
« ] AromaticC.ASL
« | AspartateC.ASL
<) GlutamateC.ASL
« | GlycineC.ASL
«] HistidineC.ASL
< lsoLeucineC.ASL

) Le—— _
o) L:i Extract Reglonrgf Interests (ROI)

<] MethionineC.ASL

« | PhenylAlanineC.ASL
«) ProlineC.ASL

« ] SerineC.ASL

« | Threonine.ASL
«| TyrosineC.ASL 30
«] VALINEC.ASL
i P
1 PHEFHES [0
% e R
1! - . " - 45
J 13937, 4BA4KIT )
@ @ - PES =
ajm : =) 5
Ll . i o g
o e : B W .
! @ - N P - = @

Kuva 33. Parametritiedostojen sisaltamat ROIl-alueet voidaan lisata spektriin
valitsemalla tiedostot Dataselaimen kautta, painamalla hiiren oikeaa painiketta ja
valitsemalla avautuvasta ponnahdusvalikosta Extract Region Of Interests (ROI).
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10 PARAMETRITAULUKOT-PANEELI

Parametritaulukot-paneeli sisaltdd QMSA:ssé kaytetyt spektriparametrit (Kuva 34).
Paneeli saadaan nadkyviin valitsemalla valikosta View—>Parameter Tables.
Kytkentavakiot sekd *H- ja *C -siirtymat on jaettu omille valilehdilleen.

Parameter Tables n
B | Tadk | E [+t Settings v |1. Spectrum: GALACTOSE.qmt | PMR-File: GALACTOSE.PMR ME 2
BETA-GALACTOSE | ALFA-GALACTOSE
Shits:|7 2| @ show » % Fx&lock ~ | g Population: 0.66936 | Molw = 0.00 7] Sope=|067 =
J-Couplngs 1H Shifts €13 shifts
BH5 BH1 BH4 BH2 BH3 BH6A BH68

Particle  1%1*1 1#1%1 1*1*1 1*1%1 1*1*1 1*1*1 1*1%1

Width  0.782 0.782 0782 0.782 0.782 0782 0.782

Calc. ’3.62W85 449752 3.84186 3.40601 3.56011 3.65923 3.68397

BH5 1.1007 0.0013 44566 7.925

BH1 7.9227

BH4 1.1007 3.5087 -0.0005 -0.0013

BH2 79227 9.9539

BH3 0.0013 3.5087 9.9539

BH6A 44566 -0.0005 -11.6929

BH6B 7.925 -0.0013 -11.6929

Kuva 34. Parametritaulukot-paneeli ChemAdder-ohjelmassa.

Kemialliset siirtymat nakyvat paaikkunassa spektrin yldapuolella. Kun hiiren osoitin
siirretddn siirtyman péalle, siihen kytkeytyneiden siirtymien kohdalla nakyvat

paaikkunassa punaiset pystyviivat ja kytkentévakioiden arvot (Kuva 35).
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! ‘ ‘ r 1000
0.20
0.02
0.67
0.06
Parameter Tables =]
& ~[Trck] ke | settings
ABCDX + 800
Shifts:[5 #| @show ~ % Fx&lock ~ | (& Population: 1.00000 ] »
J-Couplings 1H Shifts C13 Shifts
A B C D X
Particle  1*1*1 1%1%1 1%1%1 11#1 1141
r 600
Width 0.1 01 0.1 0.1 0.1
Cale.  [[UFEPIGE 0257829 0.196239  0.129805 0003804
A 0.1995 0.0238 0.6709 0.0587
B B 0.1995 1.8891 05501 11562
C 0.0238 1.8891 75794 1.5283 E,
o] g 400
D 0.6709 05501 75794 81944 ﬁ_;
X 0.0587 11562 1.5283 8.1944 l mm i i Ill ll[
200
' RIS
1.026
0421475 0.073349
T T T T T T T T T T T
1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

Kuva 35. Parametritaulukot-paneelin vuorovaikutus padikkunan kanssa.

1H Shifts- ja 13C -valilehdilla on listattu PMR-tiedostojen protoni- ja hiilisiirtymien

parametrit (Kuva 36).
Parameter Tables =
(o ~| Track | bt Settings “ |1. Spectrum: ABCDX.qmt | PMR-File: ABCDX.PMR -4
ABCDX
Shifts: |5 |+ @Show ~ % Fx&lock ~ g Population: 1.00000 |%| Molw =|0.00 + Slope =(1.00 |+

J-Couplings 1H Shifts | C13 Shifts

Group Particle Calculated Predicted Response Line Width Range
5 X ................... 1*1*1 0.003804 0.0040 & 1.0000 0.1 1
4 ‘D 1*1%1 0.129805 0.1300 @ 10000 01 1
3¢ 111 0.196239 0.1960 @ 10000 01 1
2B 1*1*1 0.257829 0.2580 & 1.0000 0.1 1
1A 111 1.02523 1.0250 @ 10000 01 1

Kuva 36. Parametritaulukot paneelin 1H Shifts -valilehti

Kontrolliparametrit ja QMTLS-profiili saadaan nékyviin painamalla Settings-painiketta
(Kuva 37).
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B -[ack] B oy b

Control Parameters

ORIGINAL
SPECTRUM
BATCHFILE
PROFILE
TEMPLATE
STRUCTURE
PREDICTION
SOLVENT
REFERENCE
REFERENCE MMOL
FIELD
CURSOR LEFT

CURSOR RIGHT =

[ Parameter File: C:\ChemaAdder\Examples\GALACTOSE\GALACTOSE.PMR

Parameter Tables

1. Spectrum: GALACTOSE.qmt | PMR-File: GALACTOSE.PMR

QMTLS Profie | Show Control Parameters & QMTLS-Profile i

= ND ;

¢:\Chemhdder\Examples\GALACTOSE\GALACTOSE. QMT ;
C:\CHEMADDER\EXAMPLES\GALACTOSE\GALACTOSE.BAT ;
C:\CHEMADDER\PROFILE\GLUCOSEPROFILE.TXT ;

ND ;

ND

C:\CHEMADDER\PROFILE\PREDPROFILE.TXT ;

ND ;

ND

1.000 ;

500.13219057 ;

3.8801¢ ;

2.87985 ;

Kuva 37. Kontrolliparametrit ja QMTLS-iteraattorin asetukset.
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11 SPEKTRIPARAMETRIEN KIINNITYS JA LUKITSEMINEN

Spektriparametrien kiinnittdminen ja lukitseminen ovat spektrianalyysin kannalta
erittain oleellisia operaatioita. Kun spektriparametri lukitaan tai kiinnitetddn, sen arvoa
ei muuteta TLS-iteraatioissa. Kiinnittdmalla ja vapauttamalla vaikutetaan kemiallisten
siirtymien ja kytkentévakioiden parametreihin. Lukitsemisella ja avaamisella puolestaan
vaikutetaan spinsysteemien populaatioparametreihin  ja kemiallisten siirtymien

vastekertoimiin.

Spektriparametreja voidaan lukita ja kiinnittad usealla eri tavalla, kuten esimerkiksi L &
Lock -paneelin kautta (Kuva 38). Paneeli saadaan auki painamalla tyokalupalkin
painiketta Fix & Lock. Valitut operaatiot tapahtuvat kursoreiden valilla sijaitseviin

parametreihin.
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- Fix & Lock species ? -
Lock/Unlock
() Lock () Unlock: Populations & responses, Locked = []
FixfUnfix
() Fe () Unfie: Shifts & widths, Fixed = (), Fixed/Locked = {}
() Fix () unfoe: Couplings
() Fix () Unfoe:  Couplings & Shifts
Activate/Zero
() Activate () Zero: Components

Kuva 38. Fix & Lock -paneeli.

Spektriparametreja voidaan lukita ja kiinnittdd myds padikkunan kautta:

1. Valitsemalla siirtymat kayttamélla Suorakaide-tydkalua.

Distance:
030 ppm /.15.41 H:

A1

\ )

N A e N
\
4N

= T M »f\\_,/\“ Mx/\/\f/\\_/"
3.659 3.65: .641
3.66 3.64 3.62

2. Painamalla oikeaa hiiren painiketta padikkunan péaalla ja valitsemalla haluttu
operaatio avautuvasta ponnahdusvalikosta.

Edit selected shifts

Set Ranges
=
*  Fix 4
Unfix L4
a Lock »
Unlock »

Create Permutation
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Kiinnitettyja/lukittuja spektriparametreja merkitddn parametritiedostossa N:ll& ja
vapautettuja/avattuja parametreja Y:11a (Kuva 39).

&CHEMICAL SHIFTS(PPM):
BETA-GALACTOSE 2*Spin= 1 SPECIES=1H POPULATION(N)} ©.669355[0BS= ©0.809900] MWGT=0.00 SLOPE= 1.0000800

BHS /1  3.621850 1*1%1 [STAT-N| PRED= 3.4850 RANGE- 5.0000 |Width(N)- .7820 1.0000
BHL /1  4.497522 1*1*1 STAT=N| PRED= 4.6650 RANGE= 2.0000 |Width(N)- @.7820 1.0000
BHA /1  3.841856 1*1*1 STAT=N| PRED= 3.4310 RANGE= 2.0080 |Width(N)- 0.7820 1.0000
BH2 /1  3.406814 1*1*1 STAT=N| PRED= 3.2600 RANGE= 2.0000 |Width(N)- ©.7820 1.0000
BH3 /1  3.560111 1*1*1 STAT-N PRED- 3.5140 RANGE- 2.0000 |Width(N)- @.7820 1.0000
BHGA /1  3.659231 1*1*1 STAT=N| PRED- 3.9210 RANGE- 5.0000 |Width(N)- ©.7820 1.0000
BH6B /1  3.683972 1*1*1 STAT-N PRED- 3.7500 RANGE- 5.0000 |Width(N)- @.7820 1.0000

ALFA-GALACTOSE 2*Spin= 1 SPECTES-1H [FOPULATION(Y)} ©.338645[08S- .009900] MWGT-0.00 SLOPE- 1.000000
AHS /2  4.003243 1*1*1 [STAT=V] PRED- 4.0910 RANGE- 2.0000 [Width(VI} L 1.0000
AHL /2 5.177879 1*1%1 |STAT=Y| PRED= 5.2570 RANGE= 2.0000 |Width(Y)F 1.0000
AHA /2 3.900486 1*1%1 |STAT-Y| PRED- 3.4380 RANGE- 2.0000 |Width(Y)F 1.0000
AH2 /2 3.720205 1*1%1 |STAT-=Y| PRED- 3.5600 RANGE= 2.000@ |Width(Y)F 1.0000
AH3 /2 3.767522 1*1*1 |STAT=Y| PRED= 3.7390 RANGE= 2.0000 |Width(Y)f 1.0000
AHGA /2 3.640435 1*1%1 |STAT-Y| PRED- 3.8660 RANGE= 5.0000 |Width(Y)F 1.0000
AHGB /2 3.652721 1*1*1 |STAT-Y| PRED- 3.7890 RANGE- 5.e000 |Widtn(v)f L 1.0000
B Lukittu=N [l Avattu=Y B Vepautettu =Y

Kuva 39. Kiinnitetyt ja lukitut spektriparametrit PMR-tiedostossa.

Lukittujen spinsysteemien siirtymét nakyvat paaikkunassa harmaina ja ne on merkitty
hakasulkeisiin. Kiinnitetyt siirtymét on merkitty kaarisulkeisiin. Kiinnitetyt ja lukitut

siirtymat on merkitty harmaalla ja kaarisulkeisiin (Kuva 40).

| Kiinnitetty + Lukittu = I

l_l_|

g
o o
| Kiinnitetty = () | SO I
l \ | D &l
= B 'sﬂ |

=

i |
H\ I | ]
W_NJUpJU MJU uAWJ\J VW \\“\fk_MJU\J

Il |
h \ ﬁ J\ | J 1
,JULJ‘JKNJU\M/V/ \J Y W VU«\ LM

Kuva 40. Kiinnitetyt/lukitut siirtymét paaikkunassa.

Kiinnitetyt kytkentavakiot nakyvét padikkunassa suluissa, kun hiiren osoitin siirretaan
siirtyman péalle (Kuva 41).
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\ / (3»“‘0)
0.05

Kiinnitetty = ()

- E
)
3
g

———

i ’ Siirra hiiren osoitin siirtyman paalle
INHEWRS Sk s

13.901

Kuva 41. Kiinnitetyt kytkentdvakiot paaikkunassa.
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12 USEAN SPEKTRIN TARKASTELU

Spektrianalyyseja tehdessa on usein tarpeellista tarkastella useampaa spektrid yhdella
kertaa. Tdma voi olla tarpeellista esimerkiksi silloin, kun halutaan vertailla samaa
aluetta spektrien valilla tai kun halutaan tarkastella mittaussarjaa, jossa spektrit on

mitattu eri olosuhteissa (pH, lampdatila).

Spektrejd voidaan lisdtd seuraavasti: 1) Valitsemalla spektrit dataselaimesta 2)
Painamalla oikealla hiiren ndppdimelld dataselainta, 3) Valitsemalla avautuvasta
ponnahdusvalikosta Open tai Stack Spectrum (Kuva 42). Valitsemalla Open spektrit
avautuvat uudelle vélilehdelle. Valitsemalla Stack Spectrum spektrit lisdtadn avoinna

olevalle vélilehdelle.

Data Browser ax
DEC21 MG B

JDX Fles (* jdx) v

[ Name
SPEC151221_10_1.jdx
SPEC151221_20_1.jdx
SPEC151221_30_1.jdx
SPEC151221 40 1.jdx
SPEC1 _
SPEC1 Open Alt+A
SPEC1 92 StackSpectrum AltsA

SPEC 1S N——pm—————

400

- 300

31

SPEC1512
jL_jEautieial QOpen with QMTLS editor
SPECT512eT=ro0T; — ’}[ —t 200
SPEC151221_110_1,jdx v - - 1
SPEC151221120_1,jdx w, BN, UM e | i
SPEC151221.130_1,jx n. 1 JI_LU\),u,LLi - | L 1
SPEC151221_140_1 jdx A L 100
SPEC151221150_1jdx A L .
- Ll I A Al |
L) A |
I\ | 5 4u,0
T T | : .
6 4 2 0
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Kuva 42. Usean spektrin lissdminen pé&aikkunaan.

Spektrien tarkastelun kannalta tarkeita ké&sitteita ovat aktiivinen spektri ja toiminnalliset
spektrit (Kuva 43). Yksi spektreistd on aina aktiivinen, kun spektreja on lisatty
paaikkunaan enemman kuin yksi. Aktiivinen spektri nékyy, kun spektreja tarkastellaan
yksitellen (one at a time). Aktiivisen spektrin reunoilla nékyvét siniset pystyviivat

paaikkunassa. Spektrien prosessointi vaikuttaa ainoastaan toiminnallisiin spektreihin.

Toiminnalliset spektrit on korostettu vaaleansinisella taustavarilla paaikkunassa.

. ;\ ’ - 600
Aktiivinen spektri i 1
- — J Jt - 500
P B ] Jl\ - 400
* i | Toiminnalliset spektrit )300
RERERTY Y LY Vg \v : .
AT RN _L__.A_JJ_JU it 200
i | 1 A i al i A i
R S I T i T
p RERE R IEURTIY i :
: : : : . : ;

Kuva 43. Aktiivinen spektri ja toiminnalliset spektrit.

Spektreihin voidaan vaikuttaa Spektrit-paneelin kautta (Kuva 44). Paneeli saadaan auki

valitsemalla valikosta View->Spectra Panel.

Spectra n

B X /2 *2 /8 *8

@ Name * Fact RRMS PMR file 2
180 ] sPEC151221_1501 [ 1 94981  SPEC151221_150_1.TMP
179 [ sPEC151221.1401 [ 1 86707  SPEC151221_140_1.TMP
178 (¥ spEC15122113001 [ 1 89755  SPEC151221_130_1.TMP
177 [ sPEC15122112001 [ 1 94880  SPEC151221_120_1.TMP
176 [¥] sPEC151221_11001 [ 1 10.1586  SPEC151221_110_1.TMP
175 [ spEC151221_10001 [ 1 11,1172 | SPEC151221_100_1.TMP
174 (] SPEC15122190.1 [ 1 87941  SPEC151221.90_1.TMP
173 M spEC151221.801 [ 1 10.2028 | SPEC151221_80_1.TMP
172 1 spECIS1221.701 [ 1 10.8759  SPEC151221_70_1.TMP
171 M seECis1221.601 [ 1 86018  SPEC151221_60_1.TMP
170 ¥ SPEC151221.50_1 [ 1 61193  SPEC151221_50_1.TMP
169 ¥ sPEC151221.40.1 [ 1 33926 SPEC151221.40_1.TMP
168 (] sPEC15122130.1 [ 1 29229 SPEC151221.30_1.TMP
167 [ spEC151221201 [ 1 30983 | SPEC151221_20_1.TMP
166 ] sPEC15122110.1 [ 1 33973 SPEC151221_10_1.TMP o
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Kuva 44. Spektrit-paneeli.

Taulukon ensimmaisen sarakkeen valintaruutujen kautta voidaan piilottaa spektreja
(Kuva 45). Aktiivinen spektri voidaan valita tuplaklikkaamalla spektria ja se nakyy

dialogissa lihavoituna ja kursivoituna.

Spectra [£]
o X /2 *2 /8 "8
@ Name % Fact RRMS PMR file A
15 ] sPEC151221.150.1  [] 1 94981  SPEC151221_150_1.TMP
14 [¥] sPEC151221_140_1 [] 1 8.6707 SPEC151221_140_1.TMP
13 jpecis1221.1301 [ 1 89755  SPEC151221_130_1.TMP
12f 1 §PEC151221_1201 [ 1 94880  SPEC151221_120_1.TMP
1] geecisiz2a 1o [ 1 10.1586  SPEC151221_110_1.TMP
10 [¥J SPEC151221.100.1 [ 1 111172 SPEC151221_100_1.TMP
9 [IsPEC151221.901 [] 1 87941  SPEC151221.90_1.TMP o

Kuva 45. Spektrien piilotus ja aktiivinen spektri spektrit-paneelissa.

Dialogin kolmannen sarakkeen valintaruutujen kautta voidaan valita toiminnalliset
spektrit (Kuva 46).

|- s00

400

6 s
s [3pe Sysems

¥ [Ruta Browser | Spn Semutation. 59 systerra. (IR structures’ §

Kuva 46. Toiminnallisten spektrien valinta spektrit-paneelin kautta.

Spektrien prosessointi vaikuttaa ainoastaan toiminnallisiin spektreihin (Kuva 47).
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Fact RRMS

15 [¥] SPEC1512 0_1 94981 SF
14 V] SPEC151221 ] 86707 SF
13 [#] SPEC151221_130% 89755 SF
12 SPEC‘IS1221_I2D_‘I 94880 SF
11 [¥] SPEC151221_110_1 10.1586 SF
10 ] SPEC151221_100_1 11,1172 SF
9 [¥] SPEC151221_90_1 87941 SF
8 [¥] SPEC151221_80_1 10.2028 SF
7 SPEC151221_70_1 10.8759 SF

Kuva 47. Spektrien prosessointi spektrit-paneelin kautta.

Spektrej& voidaan tarkastella pinona (stacked), yksitellen (one at a time) ja paallekkéin

(superimposed). Tarkastelutapa voidaan valita Spectra-valikon kautta (Kuva 48).

Options | Spectra .

E [ Stacked
Regression One At a Time utate
] Superimposed
MIE 3

Kuva 48. Spektrien tarkastelutavan valitseminen.

Kun spektreja tarkastellaan yksitellen, ainoastaan aktiivinen spektri nakyy péaaikkunassa.

Paallekkain tarkastelu voi olla hyddyllista esimerkiksi metabolomisissa tutkimuksissa.

75



13 ASL-SPEKTRIKIRJASTO

QMSA:n ehka lupaavin sovellutus on bionesteiden (seerumi, selkdydinneste, virtsa,
erilaiset uutteet) kvantitatiivinen analyysi, jonka on tehnyt mahdolliseksi myos
laitekehitys. Ohjelman avulla voidaan rakentaa, tallentaa ja kéayttdd tehokkaasti
adaptiivisia spektrikirjastoja (ASL). Ohjelma sisaltdd ASL-apurin, joka mahdollistaa
ldhes automaattisen suurienkin spektriaineistojen analyysiin ja késittelyn muutamalla
klikkauksella spektridatasta CSV-tiedostoon (Kuva 49). Seuraavissa kappaleissa

kaydaan lapi tarkemmin apurin eri vaiheita.
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SPEKTRIT ASL-
] METABOLITIT
; w . B l]_.';ﬁ‘_.\ )
HAKUKONE
LOYDETYT METABOLIITIT PMR-

TIEDOSTOIHIN _

l WISHARE

‘KOMENTOSARJA ! S/
L | gQMSA ;S ’q '
VALIVAIHEIDEN OHITUS l E
k} KONSENTRAATIOT (CSV-formaatti) .

Kuva 49. Yleiskatsaus ASL-apurin toiminnasta. Ensimmaisend valitaan spektrit ja
metaboliitit, jotka lahetetddn hakukoneelle, joka siirtdd I0ydetyt metaboliitit PMR-
tiedostoihin. PMR-tiedostot analysoidaan kayttamélla komentosarjaa, mink& jalkeen
tulokset tallentuvat CSV-tiedostoon. Kun oikea protokolla apurille on I0ydetty, kayttaja

voi ohittaa suurimman osan valivaiheista.

Apurin 1. sivulla valitaan tiedostonimet ja kansio, joita apuri kayttaa eri vaiheissa (Kuva
50). Kentat ovat valmiiksi taytettyja, eika peruskayttajan tarvitse niitd muuttaa. Sivulla
voidaan liséksi valita, mitk&d apurin sivuista hypatédan yli. Apuri kayttdd talloin
oletusasetuksina edelliselld kerralla kdytettyja asetuksia.

ASL Wizard

File Locations And Page Settings

Select the pages and file names/locations used in the wizard.
Skip pages of the wizard
[iskip all
[l|skip selection of the spectra
[|skip selection of the metabolites
[J|skip search results
|—_ Skip script selection

Metabolites: ' metabolites.bd
Spectra: speclist.bdt

=

Results: .pmr

=

Populations:  *.csv

Path: C:/ADDER/DEC21 Browse...

coe

Kuva 50. ASL-apurin 1. sivu.
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Apurin 2. sivulla valitaan spektrit, joille metaboliittihaku ja kvantifiointi suoritetaan
(Kuva 51). Paaikkunan sisaltamat spektrit ovat valmiiksi valittuina. Spektreja voidaan

lisatd Browse-painikkeen kautta.

(€) ASL Wizard

Select Spectra

Specify the spectrum files (.jdx or .qmt) for the metabolite search.
Selected Spectra

CNADDER\DEC2T\SPEC151221_10_1,jdx
CMNADDER\DEC2T\SPEC151221_20_1.jdx
CNADDER\DECZ21\SPEC151221_30_1.jdx
CNADDER\DECZ2T\SPEC151221_40_1.jdx
CNADDER\DEC2T\SPEC151221_50_1.jdx
CNADDER\DEC2T\SPEC151221_60_1.jdx
CNADDER\DEC2T\SPEC151221_70_1.jdx
CM\ADDER\DEC2T\SPEC151221_80_1.jdx
CA\ADDER\DEC2T\SPEC151221_90_1.jdx
CA\ADDER\DEC2T\SPEC151221_100_1.jdx
CM\ADDER\DEC21\SPEC151221_110_1,jdx
CM\ADDER\DEC21\SPEC151221_120_1.jdx
CA\ADDER\DEC21\SPEC151221_130_1,jdx
CM\ADDER\DEC21\SPEC151221_140_1 jdx
CM\ADDER\DEC21\SPEC151221_150_1.jdx

Kuva 51. ASL-apurin 2. sivu.

Apurin 3. sivulla valitaan ASL-kirjaston metaboliitit, joille metaboliittihaku suoritetaan.
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(©) AsL wizard

Selecting Metabolites

Specify the ASL metabolite files for the search.
Metabolites

12pdiol. ASL ~

ARGININE.ASL
ASPARAGN.ASL
ASPARTAT.ASL
BETAINEASL
BGLUCOSE.ASL
bud23.A5L
buoh.ASL

[ hiiturate ASI

Kuva 52. ASL-apurin 3. sivu.

ASL-apurin 4. sivulla ndhddan metaboliittihaun tulokset ja niiden alustavat populaatiot.

Loydetyt metaboliitit analysoidaan tarkemmin seuraavalla sivulla.

(€) ASL Wizard

Search Results And Initial Populations (Max. Populations)

Search results and initial populaions from all spectra. For more accurate populations spectra needs to be analysed.

Found Metabolites And Initial/Average Populations

&INC C:/ADDER/METLIBES/MUDLIB/13pdiol.ASL POPULATION= 1.257 ~
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/Z3bud.ASL POPULATION= 0.397
&INC C:/ADDER/METLIES/MUDLIB/30HB.ASL POPULATION= 13.336
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/AGLUCOSE.ASL POPULATION= 0.723
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/ala.ASL POPULATION= 1.217
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/ALAC.ASL POPULATION= 0.723
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/amylOH.ASL POPULATION= 0.230
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/ARGININE.ASL POPULATION= 0.642
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/ASPARAGN.ASL POPULATION= 10.057
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/ASPARTAT.ASL POPULATION= 2.034
&INC C:/ADDER/METLIBES/MUDLIB/BETAINE.ASL POPULATION= 1.331
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/BGLUCOSE.ASL POPULATION= 3.815
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/bud23.ASL POPULATION= 0.397
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/buch.ASL POPULATION= 0.244
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/butyrate.ASL POPULATION= 0.384
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/CITRATE.ASL POPULATION= 0.631
&INC C:/ADDER/METLIBS/MUDLIB/creatine.ASL POPULATION= 8.700
&INC C:/ADDER/METLIBES/MUDLIB/CYSTEINE.ASL POPULATION= 20.670 hd

B

Kuva 53. ASL-apurin 4. sivu.
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ASL-apurin 5. sivulla madritellddn komentosarja, jonka avulla 16ydetyt metaboliitit
analysoidaan. Oletuksena k&ytetddn metabolites_default.txt-tiedostoa, joka loytyy
ohjelman alikansiosta SCRIPTS.

(€) AsL wizard

Analysing Search Results

Analyse generated PMR and QMT files using script.

Script For Metabolite Analysis

Script: |C:\ADDER\SCRIPTS\metabolltes_defau\t.bcd | Browse...
SIMULATE 5000.000 -500.000

BROADENING 50.000 BARTLETT

REGRE 5000.000 -500.000

QMTLS 5000.000 -500.000

BEROADENING REMOVED

QOMTLS 5000.000 -500.000

Kuva 54. ASL-apurin 5. sivu.

ASL-apurin viimeiseltd sivulta loytyvat analysoidut populaatiot, jotka esitetdén

histogrammina.

?
ASL Wizard

Final populations CSV File

Final analysed populations merged into one csv-file.

CSV file: C:\ADDER\DEC21\DEC21.CSV

Concentrations:

151221_10.
2p 151221_20,

_ 2BF [ 151221_30,
E 24 [ 151221 40,
2 af B 151221_50.
E 6k [ 151221 60,
5 b 5] 151221_70.
4 151221_80.
o 8 [ 151221 90,
4 b | = 51221_100.

- (-] - 51221_110,

0
TR A SE
° % 29 « k73 “

90 A 47, | [ 51221120

e e S0 4 120

e ‘?j §¢’%@ [ s1221_130,

b o He® T %‘% % 51221_140.
& [ 51221 150

Kuva 55. ASL-apurin 6. sivu.
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14 ALYKAS SIIRTYMAPERMUTAATTORI

ChemAdder-ohjelma siséltda alykkaan siirtyméapermutaattorin (Kuva 56), jota voidaan

kayttaa siirtymien paikkojen ja oikean jarjestyksen loytdmisessa.

s Smart Shift Permutator ? n
Spin-System PPM "
4 [BETA-GALACTOSE |7 4 BHEA BHEB AHBA AHBEB RRMS

BHS 3.62185 BHEA BHEB AHBA AH6B 0.8888
BH1 449752 BHBA BHGB AHGB AHBA 1.0076 ( +0.1188 )
BH4 3.84186 BHEA AHBA BHEB AHBB 21220 ( +1.2332)
BH2 3.40601 BHEB BHBA AHBA AHGB 1.1089 ( +0.2201)
BH3 356011 BHBA AHEB AHBA BHEB 19166  +1.0278)
BHEA 3.65023 AHBA BHEB BHEA AHBB 22332 ( +1.3444)
BHEB 3.68397 AHEB BHEB AHBA BHEA 08901 ( +0.0013 )
4 ALFA-GALACTOSE 7 BHBA AHBA AHEB BHGB 23685 (+14797)
AHS 400324 BHBA AHEB BH6B AHBA 15688 ( +0.68)
AH1 517788 BHEB BHEA AHEB AHBA 1.2451 ( +0.3563 )
AH4 3.90049 BH&B AHBA BHEA AHBB 26407 ( +1.7519)
AH2 37202 BHEB AHBA AHEB BHEBA 25619 (+16731)
AH3 3.76752 BHEB AHEB BHEA AHBA 13813 ( +0.4925)
AHBA 3.64044 BHEB AHEB AHBA BHEA 1.1089 ( +0.2201)
AHEB 365272 AHBA BHEA BHEB AHEB 20986 ( +1.2098 )
< > AHBA  BHGA AHEB BHEB 21071 (+12183) ~
Output: | C:/Chemadder/Examples/GALACTOSE/Permutations v | Browse..
Start | | [l stop

Kuva 56. Alykas siirtymapermutaattori.

Permutaattorin k&yttd voi olla tarpeellista esimerkiksi silloin, jos spektri on hyvin
vaikeaselkoinen toisen kertaluvun vaikutuksesta. Permutaattori luo siirtymajarjestyksia
yksi kerrallaan, minka jalkeen ne analysoidaan kvanttimekaanisesti kéayttamalla
Bartlettin integraaleja ja kokonaisjuovansovitusta. Jos uusi jarjestys on parempi kuin
edellinen, permutaattori kayttdd tatd tietoa luodessaan seuraavaa permutaatiota.
Permutaattori arvioi permutaatioita siirtymien lokaalien ja kokonais-RMSE-arvojen

perusteella.
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Permutaattori saadaan auki klikkaamalla Permutate-painiketta tyokalupalkista (Kuva
57).

bee b ol B | Ix % ¥ B.k. Q

QMTLS Auto Script]| Permutate Ignore Fix&Lock  Show All  Limit Local ASL Wizard
a x
< % Smart Shift Permutator |

Kuva 57. Permutaattorin avaaminen.

Permutaattori siséltdd spinsysteemiselaimen, jonka kautta voidaan valita permutoitavat

siirtymat (Kuva 58).

) Smart Shift Permutator ? “
Spin-System PPM =
4 BETA-GALACTOSE |7 # BHBA BHEB AHBA AHBB RRMS

BHS 362185 BHBA BHEB AHBA AHBB 0.8888
BH1 449752 BHBA BHEB AHBB AHBA 1.0076( +0.1188)
BH4 384186 BHBA AHBA BHBB AHBB 21220( +1.2332)
BH2 340601 BHEB BHEA AHBA AHBB 11089 ( +0.2201)
BH3 B AHBE AHBGA = 1.9166 ( +1.0278)
R R . BHEB R 32 (+1.3444)
Spinsysteemiselain 68 Permutaatiot b1 (+00013)
AHBA 13685 ( +1.4797)
00324 BHEA AHBB BHBB AHBA 1.5688 ( +0.68)
AH1 517788 BHEB BHBA AHGB AHBA 1.2451( +0.3563 )
AH4 3.90049 BHEB AHBA BHBA AHBB 26407 ( +1.7519)
AHZ 37202 BHEB AHBA AHEB BHEA 25619 ( +1.6731)
AH3 376752 BHEB AHGB BHEA AHBA 1.3813 ( +0.4925)
AHBA 364044 BHEB AHBE AHBA BHBA 1.1089 ( +0.2201)
AHGB 365272 AHBA BHBA BHBB AHBB 20986 ( +1.2098 )
< > AHBA BHBA AH6B BHEB 21071( +1.2183) v
Output:  C:/Chemadder/Examples/GALACTOSE/Permutations v | Browse...
P stert | | [l swe

Kuva 58. Alykkain siirtymapermutaattorin alueet.

Spinsysteemiselainta voidaan kayttdd permutoitavien siirtymien valintaan (Kuva 59).
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~ Smart Shift Permutator ? “

A

Spin-System PPM
4 BETA-GALACTOSE 7
5 362185
»
BH1 449752
BH4 384186 |
BH2 [3.40601 |
ik T5E0TT Add permutation group
BHEA 365923
BHGE 368397
ALFA-GALACTOSE 7 bl
Qutput: | C:fChemAdder/Examples/GALACTOSE w || Browse...

P start | |l Stop

Kuva 59. Permutoitavien siirtymien valinta spinsysteemiselaimen kautta.

Permutoitavia siirtymié voidaan valita myods paaikkunan kautta:

1. Valitaan permutoitavat siirtymat suorakaide-tyokalun avulla.

Distance:
0308 ppm [ 15.41 Hz

j/ﬂU@U iy
N A A

3.659 3.653 3.641

3.;36 ‘ 3.‘64 ‘ 3.‘62
2. Painetaan oikeaa hiiren ndppdinta ja valitaan avautuvasta ponnahdusvalikosta

Create Permutation.

Edit selected shifts
Set Ranges
% Fix v
Unfix 4
ﬂ Lock 4
Unlock 4
i CreatehPerm utation

Lag
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Kun siirtymat on valittu, permutaattori voidaan kaynnistdd Start-painikkeesta (Kuva
60).

v || Browse...

l P start || B Stop

Kuva 60. Siirtymapermutaattorin kdynnistaminen.

Permutaattori tallentaa jokaisesta permutaatioista QMT- ja PMR-tiedostot.
Kohdesijainti tallennettaville tiedostoille nakyy Output-kentdssé ja se voidaan muuttaa
Browse-painikkeen kautta (Kuva 61).

= ALFTA-UALM.. | v
< >

Output: | C:/ChemAdder/Examples/GALACTOSE v | Browse...

l P start ' I stop '

Kuva 61. Kohdesijainnin valinta tallennettaville QMT- ja PMR-tiedostoille.
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15 GALAKTOOSIN ANALYYSI

Ohjelmaa testattiin analysoimalla galaktoosin *H NMR -spektri. Spektri mitattiin
Jyvéskylédn yliopiston kemian laitoksen NMR-laboratoriossa, minka jalkeen se
muutettiin  JDX-formaattiin. Alustavina spektriparametreina kéytettiin aikaisemmin
analysoidun glukoosin parametreja. Galaktoosi ja glukoosi ovat toistensa
rakenneisomeereja ja niiden ainoa rakenteellinen ero on 4’-hiileen liittyneen
hydroksyyliryhman avaruudellinen asema (Kuva 62). Tastda syystd glukoosin

spektriparametreja voitiin pitdd hyvéana ldhtokohtana analyysia aloitettaessa.

OH
Galaktoosi

Kuva 62. Glukoosin ja galaktoosin rakenteellinen ero on ainoastaan 4’-hiileen

liittyneiden hydroksyyliryhmien avaruudellinen asema.

1’,2°,3°,4’ -hiilien protonisignaalit ja kytkentadvakiot pystyttiin péaatteleméaén
silmamaaraisesti ja kayttdméalla apuna ASL-piikkipattereita sekd QMTLS- ja Autofit -
analyysityokaluja. Ongelmaksi muodostui beta- sekd alfa-muotojen 6’-hiileen
liittyneiden protonien (Kuva 63) toisen kertaluvun kytkeytyminen, jonka seurauksena
niiden paikkoja ja keskindista jarjestysta oli mahdotonta paatella. Ongelma ratkaistiin
kayttdmalla alykasta siirtymdpermutaattoria. Permutaattorin avulla iteroitiin kaikki 24
(41) erilaista siirtyméjéarjestysta kayttamalla sumennusarvona 100:a Bartlettin integraalia
ja siirtymien vaihteluvalind arvoa 20 Hz. Sovituksen RMSE-arvoksi saatiin 0.9621 ja
beta- ja alfamuotojen populaatioiden arvoiksi 0.669355 ja 0.330645. Sovitusta voidaan

pit&4 erittdin hyvana.
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Kuva 63. Galaktoosin QMT-spektri ja 6’-hiileen liittyneiden protonien kemialliset
siirtymat sekd ASL-piikkipatterit. Alfa-muodon siirtymét ja piikit ndkyvat sinisella ja

beta-muodon punaisella.

Kemiallisten siirtymien spektriparametreja muokattiin padasiassa padikkunan kautta.
Kytkentdvakioiden muokkaamiseen kéytettiin  parametritaulukot-paneelia. ASL-
piikkipattereiden kaytto siirtymien paikkojen l6ytamisessa helpotti ja nopeutti analyysin

tekemistd huomattavasti (kts. Kuva 25).
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16 YHTEENVETO

Tassa opinnaytetydssa kehitettiin kayttoliittyma (ChemAdder) tietokoneistettuun NMR-
spektrianalyysiin  erikoistuneeseen tietokoneohjelmaan, joka toimii  yhdessa
laskutoimituksia tekevan Fortran-ohjelman (SpinAdder) kanssa. Ohjelmisto tukee
JCAMP-DX-spektriformaattia, mika tekee siitd laitevalmistajista riippumattoman.
Ohjelman omia formaatteja ovat QMT- ja PMR -formaatit. QMT-formaatti
mahdollistaa havaitun, lasketun ja taustaspektrin tehokkaan tallennuksen. PMR-tiedosto
sisdltad analyysissa kaytetyt spektriparametrit seka siihen liittyvia liittyvid tunnuslukuja
ja informaatiota. Ohjelman sisaltdmé ROI-ty6kalu mahdollistaa 2D-spektristd saatavan
tiedon muuttamiseen muotoon, joka mahdollistaa sen QMSA:n. Ohjelmisto soveltuu

hyvin myds perinteiseen spektrianalyysiin ja siséltaa siihen tarkoitettuja tyokaluja.

Tietokoneistetun NMR-spektroskopian yksi tdman hetken lupaavimmista sovelluksista
on erilaisten seosndytteiden (seerumi, selkdydinneste, virtsa, erilaiset uutteet)
kvantitatiivinen analyysi. Biologiset nesteet sisaltavat tyypillisesti 10-50 merkittavaa
kvantifioitavaa yhdistettd laajalta pitoisuusalueelta. Esimerkiksi virtsasta on
tunnistettavissa NMR-spektroskopian avulla yli 200 yhdistettd. Yhdisteiden
tunnistaminen ja kvantifiointi voi olla haastavaa johtuen spektrien monimutkaisuudesta
ja signaalien paallekkéisyydesta. Taméan tydn kokeellisen osan tarkoituksena oli kehittaa
ja testata ohjelmistoa (ChemAdder & SpinAdder), jonka avulla kvantitatiivisen

analyysin tekeminen olisi mahdollisimman helppoa ja pitkalle automatisoitua.

Ohjelmistolla voidaan rakentaa, tallentaa ja kayttdd tehokkaasti kohdistettuja
adaptiivisia spektrikirjastoja (ASL), jotka sisaltdvat mahdollisten yhdisteiden spektrit
parametritiedostoina kohdistettuna esimerkiksi yllamainituille seoksille. Parametri-
tiedostojen koko on murto-osa alkuperaisisté spektreista ja niitd kayttamalla analyysissa
tarvittavat varsinaiset spektrit voidaan simuloida missé tahansa kentéssd, kayttdamélla
mitd tahansa juovan muotoa tai leveyttd. Ohjelman siséltdma ASL-apuri mahdollistaa
ldhes automaattisen suurienkin spektriaineistojen kasittelyn muutamalla klikkauksella

spektridatasta pylvasdiagrammiin ja CSV-tiedostoon. ChemAdder-projektin kotisivu,

posteriesitys ja video 10ytyvét osoitteesta http://chemadder.com.
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