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guantum coherence). Tyo6sséa tutkittiin hiililhettimen taajuuden vaikutusta tuloksiin.
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This thesis examines a new analytical method based on two-dimensional HSQC NMR
sequence. The purpose of this study was to determine how the method is suited for
measuring amino acids. As the National Biological NMR laboratory wishes to utilize this
method in their laboratory, the main aim of this study was to find out how decoupler offset
affects the results.

One of the target applications would be a study of yeast metabolism. The samples were
mixtures of commercial amino acids. One test was made with methanol. A series of spec-
tra with various decoupler offset values were measured. In theory, the signals diminish
progressively as the distance to offset increases.

The amino acids were at first measured along the whole spectrum and then only in the
aliphatic part. The results were not as expected. Neither experiment provided quantitative
results. The experiment with methanol showed that this method does not work properly.
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JOHDANTO

Ihmiskunta on hyddyntanyt hiivaa erilaisissa bioteknisissd prosesseissa jo
tuhansien vuosien ajan. Tunnetuimpia kayttokohteita ovat tietenkin leivonta
ja oluen valmistus. Nykyaan erilaiset hiivalajit ja -kannat ovat monen
bioteknisen prosessin perusta. Prosesseja pyritdan jatkuvasti kehittdmaan

luomalla entista nopeampia, kestdvampia ja tehokkaampia hiivakantoja.

Esimerkiksi bioetanolia valmistetaan biomassasta kaymismenetelmalla
Sacharomyces cerevisiae -hiivan avulla. Nykyaan kaytdssd oleva kanta
pystyy kayttamaan ravinnokseen vain glukoosia. Biomassassa on kuitenkin
mukana my6s muita sokereita, kuten pentoosisokereita, joita hiivasolu ei
pysty hyodyntdmaan. Uusia hiivakantoja kehittAmalla pystyttaisiin prosessin

hy6tysuhdetta parantamaan merkittavasti. [1, s. 3.]

NMR-spektrometria on kaytannéllinen menetelméa hiivojen tutkimiseen. Se
mittaa atomiydinten reaktioita voimakkaassa magneettikentdssd. NMR tulee
sanoista nuclear magnetic resonance eli ydinmagneettinen resonanssi.
Mittauksessa saadaan informaatiota naytteessd olevien molekyylien
rakenteesta, mutta se soveltuu hyvin myds pitoisuuksien mittaamiseen.

Sairaaloiden magneettikuvauksessa on kyse samasta ilmiosta.

Tama opinndytetyd kasittelee mittausmenetelmad, jolla pyritddn selvitta-
maan hiivasolun sisaista toimintaa. Solun aineenvaihdunta eli metabolo-
miikka tarkoittaa kaytanndssa sitd, miten solu kayttaa sokeria ravinnokseen.
Miten glukoosi muuttuu solun sisélla aminohapoiksi ja edelleen proteiineiksi?
llIman tietdmystd solun toiminnasta, ei tehokkaita uusia kantoja pystyta

kehittamaan.

13C on hiilen isotooppi, jota on luonnossa noin 1,1 %:a kaikista hiiliatomeista.
Hiivojen aineenvaihduntavirtoja tutkitaan **C-leimatun glukoosin avulla.
Leimatussa glukoosissa on osa tavallisista **C-atomeista korvattu harvi-
naisemmalla isotoopilla. Hiivasoluille annetaan ravinnoksi leimattua sokeria
ja ajan myota *C-pitoisuus alkaa kasvaa hiivan metaboliatuotteissa,
proteiineissa. Pitoisuuden kasvu havaitaan NMR-spektrometrilla. Leimana
kdytetdaan juuri °C:a, koska se on yksi ytimistd, jotka voidaan havaita
NMR:II&.



Aminohappojen mittaamista varten on hiiva hydrolysoitava. Hydrolysointi
tarkoittaa solun hajottamista kuumassa hapossa. Proteiinien peptidisidokset
katkeavat ja aminohapot vapautuvat. Mittauksen kannalta ongelmallista on,
ettd hydrolyysissd hajoavat myds muut solurakenteet. Nayte on siis seos
kaikesta mitd solussa on. Useimmiten nayte on puhdistettava ennen
mittaamista. Aminohappojen mittaamiseen lisdhaastetta tuo se, etté niiden

signaalit reagoivat voimakkaasti pH:n muutoksiin.

NMR:lla voidaan mitata monilla eri tavoin. Voidaan mitata eri ytimid tai
esimerkiksi kahden ytimen vaikutusta toisiinsa. Yksinkertaiset, yksiulotteiset
kokeet ovat kvantitatiivisia, mutta niiden erotuskyky on heikko, eika yleensa
ritA aminohapposeokselle. Kaksiulotteisella kokeella saadaan signaalit
tunnistettavasti erilleen, mutta kvantitatiivisuus menetetdan. Kaytanndssa

joudutaan tekeméaan useita eri kokeita tulosten saamiseksi.

HSQC tulee sanoista heteronuclear single quantum coherence, ja silla
havaitaan toisiinsa sitoutuneet hiili- ja vetyatomit. Tavallinen HSQC on altis
monenlaisille hairidille. Helsingin yliopiston tutkimusryhmé professori llkka
Kilpeldisen johdolla on kehittdnyt uuden HSQC-menetelmén, jolla hairidita
on onnistuttu poistamaan tehokkaasti. Tama opinnaytetyd kasittelee uuden

kvantitatiivisen HSQC:n testaamista.



TYON TAVOITE

HSQC on yleisesti kaytetty tykalu VTT:n hiivan metabolomiikan tutkimuksis-
sa. Tassa tyossd tutkitaan uuden kvantitatiivisen version soveltuvuutta
aminohapposeosten luotettavaan mittaamiseen. Tavoitteena on ottaa
menetelmd kayttoon kansallisessa NMR-laboratoriossa. Selvitetaan,
pystytddnkd koko resonanssialue mittaamaan yhdellda kertaa, vai
joudutaanko mittaamaan alifaattinen ja aromaattinen alue erikseen. Tutki-

musongelmana on hiililahettimen taajuuden vaikutus kvantitatiivisuuteen.

Hiililahettimen taajuus on kayttajan asettama mittausparametri. Se maarittaa
hiilispektrin keskikohdan. Lahettimen l&ahettdma pulssi vaikuttaa ndytteeseen
taysin oikein vain tasmaélleen keskelld. Pulssin kesto on optimoitu l&hettimen
taajuuden kohdalle. Mitd kauempana mittaussignaalin taajuus on tasté
keskikohdasta, sitda enemman aiheutuu virhettd. Tydssa pyritaan selvitta-
maan, kuinka paljon virhettd lahettimen taajuudessa voi olla ilman, etta

kvantitatiivisuus karsii.



3 NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE

NMR, nuclear magnetic resonance, on analyysimenetelmd, jota kaytetaan
rutiininomaisesti  kvantitatiivisiin - maarityksiin.  Yksinkertaisessa yksiulot-
teisessa spektroskopiassa piikkien pinta-alat korreloivat hyvin pitoisuuksien
kanssa. Mitd enemmaén on tutkittavaa ainetta, sitd voimakkaampi signaali.
Kaksiulotteisessa NMR:ss& asia ei ole aivan niin yksinkertainen, silla
signaalin voimakkuuteen vaikuttaa konsentraatiosta riippumattomia tekijoita
kuten kytkent6ja.

HSQC, heteronuclear single quantum coherence, on mittausmenetelma,
joka havaitsee hiilen ja vedyn vélisen kytkennan. HSQC:lla voidaan tutkia
myo6s esimerkiksi typen kytkentdjd vetyyn, mutta tassa tydssa keskitytaan
13C-kytkentdihin. Kytkenta tarkoittaa ytimien vélisté vuorovaikutusta toisiinsa.
Signaalin voimakkuus riippuu paitsi konsentraatiosta myds hiili-protoni-
kytkenndn voimakkuudesta, joka saattaa vaihdella suuresti molekyylin
sisalla. Liséksi vety-ydin, protoni, saattaa kytkea hairitsevasti muihin

l[&hiymparistdn protoneihin.

Professori llkka Kilpeldisen ryhman kehittdma kvantitatiivinen HSQC (g-

CAHSQC) pyrkii poistamaan edella mainittuja hairidita [2].

3.1 NMR:n perusteet

NMR-laite havaitsee atomiydinten reaktioita radiotaajuussateilyyn magneetti-
kentdssa. Laitteet havaitsevat vain niitd ytimia, joiden spinkvanttiluku, I, on
erisuuri kuin 0. Spinkvanttiluku on ytimelle ominainen vakio ja riippuu proto-
nien ja neutronien lukumaarasta ytimessa. Jos molempia on parillinen
maara, saa | arvon 0, eikd ytimellda ole merkitystd NMR:ssa. Tallaisia ovat

muun muassa yleiset **C ja *°0. [3, s. 2]

Tarkeimmat ytimet NMR:ssé ovat 'H ja *C. Niistd merkittavin on vety-ydin,
koska sen luontainen esiintyvyys on yli 99,9 %. Sitd on paljon mitattavaksi,
toisin kuin hiili-13:a, jota esiintyy luontaisesti vain 1,1 %. Muita NMR:ll&
havaittavia ytimia ovat muun muassa °N ja *P. Tassa tydssa keskitytddn

'H- ja *C-spektroskopiaan. [3, s. 2.]



3.1.1 Hiukkanen magneettikentdssa

Kun atomiydin asetetaan magneettikenttdan, asettuu se spininsd mukaisesti
kahteen eri energiatilaan. Spinien voidaan ajatella olevan kuin pienid
magneetteja, jotka asettuvat joko magneettikentdn suuntaisesti tai sita
vastaan. Spin kuvaa hiukkasen pydrimissuuntaa, joka voi olla joko my6té- tai
vastapaivdan. Magneettikentdssa hiukkanen pyo6rii kuvan 1 mukaisesti
hyrrdn tavoin hieman vinossa. Magneettikentédn, By, suunta on z-akselin
suunta suoraan yldspain. Hiukkasen akselin suuntaisesti aiheutuva mag-
neettinen momentti on kuvattu vektorilla J. Tasséa tydssa puhuttaessa ytimen
magnetisaatiosta tarkoitetaan magneettisen momentin projektiota z-akselille.
[4,s.64.]

Kuva 1. Hiukkasen pydrimisliike magneettikentdssa ja sen aiheuttama magneettinen
momentti [4, s. 64]

Taajuutta, jolla J pyorii z-akselin ympari, sanotaan resonanssi- eli Larmor-

taajuudeksi [4, s. 64]. Taajuuden energiaa kuvaa kaava 1 [5, s. 3].
E=hu 1)
missa:

h = Plankin vakio = 6,63X10* Js

U = taajuus [Hz]

Magneettikentdn suuntaisesti olevan a-ytimen ja vastakkaisen [B-ytimen
valistd energiaeroa havainnollistaa kuva 2. Energiaero on suoraan verran-

nollinen ulkoisen magneettikentéan voimakkuuteen By. [5, s. 3]
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B,

Kuva 2. Kahden spin-tilan vélinen energiaero magneettikentdn voimakkuuden
funktiona [5 s. 4]

Tilojen véalista energiaeroa kuvaa kaava 2 [5, s.3].
DE=ghB 2

missa:
g = gyromagneettinen suhde [rad T's™]

h=1 21340 Js
2p

B = magneettikentan voimakkuus [T]

Gyromagneettinen suhde on ytimelle ominainen vakio, joka kuvaa ytimen

magnetisaation voimakkuutta. Protonille se on 2675X0° rad T's? ja

hiili-13:lle 0,702X10° rad T's™. [3, s. 3]
Kaavoista 1 ja 2 saadaan johdettua kaavan 3 mukainen resonanssiehto:

u :g_B (3)

2p



Kun naytteeseen johdetaan resonanssiehdon tayttavaa sateilya, vaihtavat a-
ja B-ytimet suuntaa eli ytimet virittyvat. llmiotd kutsutaan resonanssiksi.

NMR-laitteilla havaitaan ytimen viritystila.

3.1.2 Kemiallinen siirtyma

Spektrien tulkintaa varten on kaytannéllistd muuttaa resonanssitaajuus
yksikottomaksi kemialliseksi siirtyméaksi. Se lasketaan resonanssitaajuudesta

kaavan 4 mukaisesti.

d= unéyte = Ugangadi
uO

(4)

misséa

U 4. = Mitattu resonanssitaajuus

néyte

u = standardin resonanssitaajuus

standardi

u,=laitteen nimellinen resonanssitaajuus.

Standardina kaytetaan tyypillisesti tetrametyylisilaania (TMS) tai sen johdan-
naista, jonka kemiallinen siirtymé& on sovittu olevan 0. Osoittajan erotuksen
arvo on tyypillisesti joitain satoja hertseja, kun nimittdjassa on esimerkiksi
600 MHz. Kemiallinen siirtyma ilmaistaankin miljoonasosina ppm-asteikolla.
[5,s. 18]

Kemiallisen siirtyman tekee hyddylliseksi se, ettd se on riippumaton
mittauslaitteen nimellisestéd resonanssitaajuudesta. N&in voimme helposti

verrata eri laitteilla mitattuja tuloksia keskenaan.

3.1.3 NMR rakenneanalytiikassa

NMR:n kayttdé molekyylien rakenneanalytiikassa perustuu siihen, ettd ytimet
resonoivat kukin hieman eri taajuuksilla. Ytimen kokema magneettikentta
rippuu ytimien kemiallisesta ympéaristostd. Kemialliseen ympéristoon

vaikuttavat 1-4 sidoksen paassa olevat atomit. [5, s. 70.]

Ytimen ymparilla oleva elektroniverho suojaa ydinta ulkoiselta magneetti-
kentéltd. Ydin "kokee” magneettikentan useimmiten pienempana kuin mita
on ulkoisen magneettikentdn teho. Ytimen kemiallinen ympéaristd vaikuttaa

suojaavan elektroniverhon rakenteeseen. [5, s. 70.]



Ytimen resonanssitaajuudesta pystytdén paatteleméén, minkalaisessa ke-
miallisessa ymparistdssa ydin on. Erilaisissa ymparistdisséa olevien ydinten
kemialliset siirtymét pystytddn ennustamaan taulukoiden avulla. Elektro-
negatiivinen atomi ytimen vieressa vetéaa elekironeja puoleensa voimakkaas-
ti ja vAhentdd nain elektroniverhon suojauksen vaikutusta. Mitd vahemman
on elektroniverhon suojausta, sitd voimakkaammin koetaan magneettikentta
ja sitéd korkeampi on resonanssitaajuus. Tilannetta havainnollistaa kuvan 3

alaniinin **C-spektri. [3, s. 43.]

OH
o‘C‘gH/
NH,

CH;

0000000000000 0000001000000 0000000000000 100000 0000000000000 0000000000000 0100000000000 100010000
216 208 200 192 184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 9 8 80 72 64 56 48 40 32 24 16 B 0
Chemical Shift (ppm)

Kuva 3. Alaniinin *C-spektri

Spektrissa havaitaan kolme piikkia, joista kukin vastaa yhta alaniinin hiili-
atomia. Vasemmanpuoleisin piikki aiheutuu karbonyylihiilestd, jonka kaksi
happiatomia yhden sidoksen paassa vetavat elektroniverhoa tehokkaasti
puoleensa. Oikeanpuoleisin piikki on metyyliryhmasta, koska se on neutraa-
lissa ympéristossa ja silla on siten eniten varjostusta. Keskimmainen piikki

jaa a-hiilelle. Elektronegatiivisen typen laheisyys vahentéé sen varjostusta.

Spektrin tulkinta on triviaalia, kun néaytteessa on yksi pieni tunnettu
aminohappo. Jos kuvan 3 spektri olisi tuntemattomasta yhdisteesta, olisi
tilanne hankalampi. Tutkimalla ja vertailuspektrien avulla saattaisi 16yta&
oikean yhdisteen, mutta paljon helpompaa on mitata esimerkiksi protoni-

spektri. Siitd havaitaan muun muassa kytkentdja.



3.1.4 Protonikytkenta

Kytkenta on kahden ytimen vuorovaikutusta toisiinsa. Magneettikentasséa se

havaitaan normaalisti yhden, kahden tai kolmen sidoksen yli. [3. s. 26.]

Kuvan 4 tapauksessa vierekkdiset vedyt H, ja Hg kytkevat toisiinsa.
Magneettikentdssd molemmat protonit ovat magnetisoituneet. Viereinen B-
protoni aiheuttaa magneettikenttddn oman spininsa suuruisen hairién, joka
spinin  suunnasta riippuen joko voimistaa magneettikenttda hieman tai
heikentad sitd yhtd paljon. A-protoni aistii” magneettikentdn hienoisen
muutoksen ja sen Larmor-taajuus muuttuu hieman. Taajuuden muutos on

kytkentd, joka ilmoitetaan hertseind. [3. s. 26.]

Ha Hg
\ /
c——C

Kuva 4. Toisiinsa kytkevét vedyt Hp ja Hg

Spektrissa kytkentd havaitaan piikin jakaantumisena useaan osaan.
Naytteessa on miljoonia molekyylejd, joista kaikista havaitaan kytkentd.
Todennakoisyyksien mukaan puolessa molekyyleistd Hg:n spin on ylospain
ja puolessa alaspéin. Naytteen A-protonit resonoivat kahdella vierekkaisella
taajuudella yhtd voimakkaasti, joten spektriin saadaan kaksi yhta korkeaa
piikkid vierekkdin. Sama patee toisin pain B-protonille. Rakenneanalytiikassa
kaytetdan hyvaksi sita, ettd Ha:n kytkentd Hg:hen on yhtd suuri hertseissa
kuin Hg:n kytkentd Ha:han. [5, s. 29.]

Toinen esimerkki on kuvan 5 alaniinin ‘H-spektri. Metyyliryhman
kaksoispiikki eli dubletti on kuvassa oikealla ja CH-ryhman kvartetti
vasemmalla. Piikkien hienorakenne syntyy viereisen hiilen protonien
lukumaarasta. Piikkeja havaitaan aina yksi enemman, kuin viereisessa
hillessd on vetyja. Kummankin piikkiyhman keskikohta on kemiallisen

ymparistonsa mukaisella paikalla. [5, s. 33.]
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Kuva 5. Alaniinin *H-spektri

Metyylin viereisessa a-hiilessad on vain yksi protoni, joka luo kaksi erilaista
energiatilaa ymparistoonsa. Taman takia metyyliryhmasta saadaan kaksi
piikkia [3, s. 26]. CH-ryhman signaali on jakaantunut neljdén osaan kvartetik-
si. Viereisen B-hiilen kolme protonia voivat jokainen olla magneettikentéan
suuntaisesti tai sitd vastaan [3, s. 26]. Protonit aiheuttavat yhteensa nelja
erilaista energiatilaa, joiden suhteet ovat 1:3:3:1 [5, s. 33]. CH-ryhman

signaali on jakaantunut tassé suhteessa.

Happeen ja typpeen sitoutuneita vetyjd ei havaita, mik& johtuu kéaytetysta
deuteroidusta liuottimesta. Liuoksessa nama vedyt vaihtuvat nopeasti

deuteriumiin, jota ei havaita tavallisessa protonispektrissa. [3, s. 59.]

Alaniinin dubletin pinta-ala suhteessa kvartettin on 3:1. Kolme metyylin
vetyd vastaan a-hiilen yksi. Spektristd saadaan erilaisten protonien suhteet

kvantitatiivisesti. [3, s. 34.]

Kytkennan avulla pystytaan tuntemattoman yhdisteen rakennetta selvitta-
maan tehokkaammin kuin pelkan kemiallisen siirtymén avulla. Kytkennan
voimakkuus vaihtelee ytimien ympariston mukaan ja sen voimakkuutta

kuvaa kytkentavakio.



11

3.1.5 Hiilikytkenta

Tarkasti katsoen voi kuvassa 5 havaita my6s hiilikytkennan. Dubletin molem-
milla puolilla on pohjaviivassa pienet nyppylét. Se on protonin **C-kytkenta
yhden sidoksen yli. Signaali on pieni, silla vain 1,1 % kaikista hiiliatomeista
on hiili-13:a. [3, s. 33.]

Hiilispektreissa havaitaan vastaavanlainen protonikytkentd. Useimmiten se
ei tuo lisdarvoa analyysiin, vaan painvastoin vaikeuttaa entisestaan heikon
hiilisignaalin mittaamista. Usein on jarkevaa irtauttaa protonikytkennat, kuten
kuvassa 3 on tehty. Kuva 3 onkin tarkkaan ottaen alaniinin protoni-irtautettu
13C-spektri. [3, s. 133/]

Protonikytkennat pirstoisivat jo valmiiksi pienet piikit vaikeasti tulkittaviksi
multipleteiksi. Irtautuksella kumotaan protonien vaikutus kemialliseen ympa-
ristoon ja '°C-piikit havaitaan singletteind. Kytkennan irtautus tapahtuu

nyky&an yleensa pulssimenetelmalla. [3, s. 133 ]

3.2 Pulssimenetelma

Ensimmaiset NMR-laitteet mittasivat jatkuvalla radiotaajuuksisella sateilylla.
Siin& sateilyn taajuutta nostettiin tasaisesti yli resonanssialueen. Kun taajuus
osuu tadsmalleen oikeaan, ydin resonoi ja saadaan signaali. Menetelm& on
sindnsa toimiva, mutta hidas, ja mahdollistaa vain yksiulotteisen spektros-

kopian. Nykyaikaiset laitteet kayttavat pulssitekniikkaa. [4, s. 9.]

3.2.1 Pulssi

Pulssitekniikassa ideana on l&hettdd naytteeseen kaikkia taajuuksia yhta
aikaa. Silloin kaikki ytimet resonoivat samanaikaisesti ja koko spektri
saadaan mitattua hetkessd. Lyhytkestoisella radiotaajuuspulssilla, jonka
pituus on vain noin 10 ps:a, on juuri sellainen vaikutus ytimiin. Epa-
tarkkuusperiaatteen mukaan mitad lyhyempi on pulssin kesto, sitéd laveampi

on sen taajuusalue. Epatarkkuusperiaate on esitetty kaavassa 5. [4, s. 10.]
DE:Dt»h (5)

Mmisséa:
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3.2.2 Taajuusalue ja lahetin

Protonispektrin resonanssialue on noin 600 MHz:n laitteella noin 6000 Hz:&.
Tarvittava pulssin pituus voidaan laskea epatarkkuusperiaatteen avulla. [4,
s. 10

Kaavasta 5 saadaan:

hDn:>Dt » h
0]

Dt » D_];7 (6)

Kaavasta 6 saadaan, ettd 6000 Hz:n taajuusalueelle riittdéa n. 0,2 ms:n
pituinen pulssi. Todellisuudessa pulssit ovat kymmenen mikrosekunnin luok-
kaa. Hiili resonoi kuitenkin suuremmalla taajuusalueella kuin protoni, noin
35 000 Hz:n alueella. Kaavan 6 mukaan riittava pulssin pituus olisi noin 30
ps:a. [4, s. 10.]

Pulssin keskikohdan maarittad lahettimen taajuus. Lahettimen taajuus
pyritddn asettamaan mahdollisimman keskelle spektrid, jotta pulssi vaikut-
taisi tasaisesti koko mittausalueella. Pulssin vaikutus heikkenee, kun
etddnnytdan keskikohdasta. Protonispektroskopiassa lyhyen pulssin taajuus-
alue riittdd mainiosti kattamaan tutkittavan alueen, mutta hiilispektriin saattaa

spektrin reunoilla synty& merkittavaa virhetta.

Spektrometrissa on erikseen hiili- ja protonitaajuusldhettimet. Monissa
kokeissa ne lahettdvat pulsseja samanaikaisesti. Hiililahettimen taajuuden

maaraa mittauksissa parametri dof, joka tulee sanoista decoupler offset.

3.2.3 Pulssin vaikutus ytimen magnetisaatioon

Kuvassa 6 on vektorimalli pulssin vaikutuksesta ytimen magnetisaatioon eri
ajanhetkilld. Kuva on aikajanalla vasemmalta oikealle. Yll& on vektorimalli
magnetisaation muutoksesta ja alla ldhettimen signaalin voimakkuus el
pulssi. Ulkoinen magneettikenttd on z-akselin suuntainen. Ytimen magneti-

saatio kuvataan M-vektorina.

Pulssi lahetetadn 90 asteen kulmassa kenttdan nahden, x-akselilla. Kuvassa
pulssia havainnollistaa Bj-vektori. Niin kauan kuin pulssi on paalla, se

kiertdd ytimen magnetisaatiota x-akselin suhteen. Pulssin pituus valitaan
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siten, ettd magnetisaatio on kiertynyt 90° verran. Tallaista pulssia kutsutaan
90°-pulssiksi. [4, s. 67.]

ON

RF OFF

OFF

Kuva 6. 90°-pulssi ja sen vaikutus ytimen magnetisaatioon [4, s. 67]

Kuvan 6 alalaidassa on radiotaajuusléhettimen tehon kuvaaja [4, s. 67]. Se
kuvaa varsinaisen pulssin alkamista ja loppumista ajan funktiona [4, s. 67].
Vektorimalli jatetdan yleensa kuvasta pois, ja pulssisarja esitetdan lahetti-

men tehon kuvaajalla, kuten kuvassa 10.

Pulssitekniikka mahdollistaa kaikkien resonanssitaajuuksien yhtaaikaisen
mittaamisen [4, s. 11]. Yhdistelemalla erilaisia pulsseja pystytddn k&an-
telemaan ytimen magnetisaatiota halutulla tavalla. Tamé mahdollistaa muun
muassa kytkennan irtautukset ja kaksiulotteiset mittaukset, joilla molekyylin

rakennetta pystytdan toden teolla analysoimaan.

3.2.4 Signaalin mittaus

NMR-laite mittaa ytimen viritystilaa. Kuvan 6 tapauksessa mitataan M-
vektorin projektiota xy-tasoon. Kuvassa kaannettin magnetisaatiota 90°,
jotta M-vektorin projektio xy-tasoon olisi mahdollisimman suuri. Silloin

mittaussignaali on mahdollisimman voimakas.

Pulssin jalkeen magnetisaatio alkaa oskilloiden palata takaisin normaa-
litilaan. Mittauksen tuloksena saadaan vaimeneva oskilloiva kayra FID eli
free induction decay. Kuvassa 7 on alaniinin protonimittauksessa saatu

signaali ajan funktiona. [4, s. 12.]
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Kuva 7. Alaniinin protonispektrin FID

Kuvan 7 kayrassa on yhteenlaskettuna kaikki alaniinista tulevat signaalit.
Matemaattisella Fourier-muunnoksella saadaan FID:sta havainnollinen
spektri. Tassa tapauksessa tuloksena on kuvan 5 alaniinin *H-spektri. [4, s.
13]

3.3 2D-NMR

Kaksiulotteinen NMR on tehokas tyokalu molekyylien rakenteen
selvittdmiseksi. Silla pystytddn monimutkaisista naytteista selvittdmaan

ytimien valisia kytkentdja ja vuorovaikutuksia. [5, s. 274.]

2D-NMR ei ole vain yksi menetelm&, vaan laaja kirjo erilaisia mittaus-
menetelmid, joista kukin mittaa tarkasti vain yhtd asiaa. Yksi mittaa
vierekkaisten vetyjen vélista kytkentédd, toinen havaitsee kytkennat useam-
mankin sidoksen pa&ssa olevaan vetyyn, kolmas havaitsee vedyn ja hiilen

valisen yhteyden. [3, s. 231.]

Yksi yleisimmin kaytetyistd menetelmistd on HSQC. Se mittaa vety-ytimen
kytkentdd yhden sidoksen yli hiileen. Kuvan 5 spektrissd havaitaan pienet
kytkennat dubletin molemmilla puolilla. HSQC mittaa pelkastaan naita pienia
hiilikytkent6ja [3, s. 264]. Lopputuloksesta ndhdaan, mihin hiileen kukin
protoni on liittynyt. [6, s. 418.]
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Kuvassa 8 on alaniinin HSQC-spektri. Se on kuin yhdistelmé& kuvista 4 ja 5.
Protonin ppm-asteikko on vaaka-akselilla ja hiilen pystyakselilla. Piikit
nakyvat pisteind akselien muodostamassa kentassé ja osoittavat todellisuu-
dessa tasosta ylospain. Hiilispektrin karbonyylipiikkid ei havaita, koska siihen

hiileen ei ole sitoutunut vetyja.
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Kuva 8. Alaniinin HSQC-spektri

3.3.1 2D-spektrin mittaaminen

Kaksiulotteisen spektrin mittaamisen perusidea on seuraava: Mitataan useita
1D-spektreja perajalkeen siten, ettd jokaisen pulssisarja eroaa hienokseltaan
edellisestd. Nain saadusta spektrisarjasta havaitaan signaalien intensiteetin
tai vaiheen muutos, josta Fourier-muunnoksella saadaan toinen ulottuvuus.
[5, s. 275.]

Pulssisarjassa on kolme perusosaa, joita havainnollistaa kuva 9. Valmis-

teluvaiheessa systeemi saatetaan l|ahtGtilaan, niin ettd mittaukset ovat
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alkuasetelmiltaan samat. Evoluutiovaiheessa systeemin annetaan kehittya
vapaasti ajan t; verran. Lopuksi detektoidaan signaali. Koetta toistetaan esi-
merkiksi 128 kertaa ja joka kierroksella evoluutioaikaa jatketaan hiukan. [5,
s. 274)]

Valmistelu Evoluutio Detektointi

A
A
A

t

Kuva 9. 2D-mittauksen vaiheet [5, s. 274 mukaillen]

3.3.2 HSQC:n perusteet

Tavallisen HSQC-mittauksen pulssisarja on kuvassa 10. Ylempi taso kuvaa
protonikanavan pulsseja ja alempi hiilikanavan. Kapeat pulssit ovat 90°-
pulsseja ja leveat 180°-pulsseja. Kuvassa d1 ja d2 ovat erimittaisia taukoja

ja t; kuvaa evoluutioaikaa. [6, s. 418.]

Ensimmainen osa on valmisteluvaihe. Siind protonin polarisaatio siirretdén
hiilelle niin sanotulla INEPT-menetelmalld. Siirto tapahtuu CH-kytkennan
kautta. Pulssien vélinen tauko, d2, on optimoitu vastaamaan naytteen
kytkentavakioiden keskiarvoa. [6, s. 418.]

1 |
'H
{d1Mdolldo M t2 it Wd2 aq
13C

Kuva 10. HSQC-pulssisarja [6, s. 418 mukaillen]
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Kuvassa osa Il on evoluutiovaihe. Siina magnetisaation annetaan kehittya
hiilella ajan t; verran. Samanaikainen protonikanavan 180°-pulssi poistaa
hairi6td aiheuttavan CH-kytkenndn. Osassa 3 siirretddn magnetisaatio
takaisin protonille tekemalla kaénteinen INEPT. Lopuksi mitataan signaali
protonikanavalta. Seuraavissa mittauksissa evoluutioaikaa t; pidennetaan
asteittain. [3, s. 263; 5, s. 418.]

3.3.3 Kuvantitatiivinen HSQC

Edella kuvatun HSQC-mittauksen ongelma kvantitatiivisessa mielessé on
CH-kytkennan kautta tapahtuva polarisaation siirto. Se on optimoitu
toimimaan oikein yhdelld kytkentavakiolla. Mitd kauemmas tasta keski-
arvosta siirrytddn, sitd enemman virhetta signaaleissa esiintyy. Kilpeldisen
ryhman kehittamassa menetelmassa jokainen spektri kerdtddn neljaan
kertaan d2-aikaa vaihdellen. N&in saadaan vertailukelpoisia signaaleja yli

tutkittavan kytkentavakioalueen. [2.]

Kvantitatiivisen HSQC:n pulssisarja on esitetty kuvassa 11. Ylimmaisena on
jalleen 'H-kanava, keskella *C-kanava ja alimmaisena gradienttikanava.
Gradienttipulssien tarkoituksena on tasoittaa magneettikenttdd mittaus-
alueessa ja nain parantaa mittaustulosta [3, s. 188]. Kuvassa AQ tarkoittaa
signaalin mittausta protonikanavalta. CPD hiilikanavan lopussa tulee
sanoista composite pulse decoupling [7, s. 105]. Se tarkoittaa hiilikytkentdjen
irtauttamista [7, s. 105].

I 11 I
J
mXY-16] XY-167 |V XY-16 rXY-167)
H] | = IT (T I‘c t1/2It1/2 TI r—l T lt SIS ¢R
AQ T
| L J L _ B 1L ] /Q -
Amax Amax il
mXY-16 XY-167 ¢ rXY-16 rXY-16
C tlt 11'1 I 8I8| T tlr CPD ‘
C W e o e o
‘on/ 1 4 'on/
G off f,g\ /g\\ jEj off /Ef
I i N S
U

Kuva 11. kvantitatiivisen HSQC:n pulssisarja [2 mukaillen]

Perinteisen HSQC:n INEPT-osat on korvattu XY-16-menetelmilla. XY-16-

sarja sisaltdd 16 xy-suunnissa vaihtelevaa 180°:n pulssia. Lopputulos on
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magnetisaation kannalta sama kuin INEPT-menetelmalla, mutta protonien

valiset kytkennét putoavat tehokkaasti pois. [2.]

3.3.4 Hiililahettimen taajuuden vaikutus

Pulssi vaikuttaa ytimiin taysin oikein vain l&hettimen kohdalla. Kun ytimen
resonanssitaajuus eroaa lahettimen taajuudesta, saadaan mittauksessa
hieman todellisuutta heikompi signaali. Sama vaikutus on lahettimen paikan

siirrolla.

Signaalin
voimakkuus

dof

Kuva 12. Sinc-kayra [2 mukaillen]

Kilpeldisen ryhma mittasi metanolilla, kuinka paljon dof:n siirtyma vaikuttaa
piikin intensiteettiin. Mittaus suoritettiin kvantitativisen HSQC:n menetel-
malla yksiulotteisesti dof:n arvoa vaihdellen. Saatiin sarja 1D-spektreja,
joista piikin intensiteetti mitattiin. Tulokset noudattivat hyvin kaavan 7

kaltaista sinc-funktiota. Kuvaaja on esitetty kuvassa 12. [2.]

y = (sinc(3x))’ = éaa'n(:ax)g 7)
e X g
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4 TYON SUORITUS

Tyon aluksi perehdyttiin yliopistolta saatuun C-kieliseen pulssisekvenssiin.
Koodista korjattiin yksi selke& lapsus, joka liittyi XY-16-pulssisarjaan. Yksi

pulssi oli suunnattu vaaraan suuntaan.

4.1 Mittalaite

Mittaukset tehtiin Varianin Inova 600 -spektrometrilla. Laitteiston yleiskuva
on kuvassa 13. 600 MHz:n laitteessa magneettikentdn voimakkuus on 14,1
teslaa. Se saadaan aikaan suprajohtavalla séhkdmagneetilla, jota jAdhdy-

tetdén nestemaisella heliumilla ja typella.

.,

Kaonsoli

Tietokone Magneetti

Kuva 13. Mittalaitteisto [3]

4.2 Naytteet

Mittaukset tehtiin kaupallisilla puhtailla aminohapoilla. Aminohapoista valmis-
tettiin kaksi seosta, naytteet 1 ja 2. Seokset pyrittiin valmistamaan siten, etta

naytteessa olisi yhta suuret ainemaérat kutakin aminohappoa.

Naytteessa 1 on nelja aminohappoa: alaniini, asparagiini, seriini ja tyrosiini.
Punnitustulokset ja ainemé&arat on listattu taulukkoon 1. Aminohapot valittiin
siten, ettd ne kattaisivat mittausalueen mahdollisimman hyvin. Valittiin
l&hinn& hydrofiilisia aminohappoja, poikkeuksena alaniini, jotta liuotuksessa
syntyisi mahdollisimman vahan suhteellista virhettda yhdisteiden valille.
Aminohapot liuotettiin 600 pl:aan raskasta vettd, D,O. Liuoksen pH saadet-

tiin arvoon 1 deuteroidulla suolahapolla, DCI.
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Taulukko 1. Naytteen 1 koostumus

M Punnitustulos n
(g/mol) (mg) (mmol)
Ala 89,1 9,9 0,11
Asn 132,1 13,8 0,10
Ser 105,1 10,9 0,10
Tyr 181,2 18,3 0,10

Nayte 2 valmistettiin kaikista proteiineissa esiintyvistd 20 aminohaposta.
Naytteen koostumus on esitetty taulukossa 2. Aminohappojen kokonais-
massa on nyt suurempi kuin naytteessd 1, joten liuotukseen jouduttiin
kayttamaan noin 5 ml D,O:ta. Happamuus s&adettiin pH-arvoon 1 kuten

edella.

Taulukko 2. Naytteen 2 aminohapot

M Punnitustulos n

(g/mol) (mg) (mmol)
Ala 89,1 18,5 0,21
Arg 174,2 43,3 0,25
Asn 132,1 25,7 0,19
Asp 133,1 27,8 0,21
Cys 121,2 23,7 0,20
Glu 147,1 28,5 0,19
Gln 146,1 29,5 0,20
Gly 75,1 15,2 0,20
His 155,2 31,9 0,21
lle 131,2 25,3 0,19
Leu 131,2 25,7 0,20
Lys 146,2 29,2 0,20
Met 149,2 31,0 0,21
Phe 165,2 32,0 0,19
Pro 115,1 22,9 0,20
Ser 105,1 21,2 0,20
Thr 119,1 24,7 0,21
Trp 204,2 41,0 0,20
Tyr 181,2 36,6 0,20
Val 117,1 24,8 0,21

Naytteen liuotuksessa oli odotusten mukaisia ongelmia niukkaliukoisten
aminohappojen kanssa. LammittAmalla seosta vesihauteella ja laskemalla

pH saatiin suuri osa naytteesta liuokseen. Pohjalle jai kuitenkin pieni sakka.

4.3 Mittaukset naytteella 1

Naytteella 1 tutkittin menetelman soveltuvuutta koko spektrin mittaamiseen

kerralla. Tarkeimméat mittausparametrit on esitetty taulukossa 3.
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Yksi mittaus kesti ldhes yhdeks&n tuntia. Saatu signaali painotettiin
kosinifunktiolla. Pohjaviiva korjattiin 4. asteen sovituksella protonispektrin
suunnassa. Piikkien poiminnassa ja integroinnissa huolehdittiin yhtenevista

menettelytavoista.

Taulukko 3. Mittauksen 1 parametrit

at 0,359 nt 64
np 4096 dpwr 44
Sw 5711 dmm ccg
bs 4 dmf 12700
SS 64 pwC 14,8
tpwr 60 pwxIvi 60
pw 10,5 swl 25000
tof -750 ni 128

Mittauksissa meni selvasti vaarin hiilipulssin pituuden sdatd. Se sdadetaan
parametrilla pwC, "pulse width carbon”. Toisinaan kaytetdan parametria pwx,
jossa x edustaa mitd tahansa ydintd. Mittaukset optimoitiin epdhuomiossa
parametrilla pwx, joka ei tdssa pulssisarjassa vaikuttanut mihink&&an. PwC:n
arvo oli alkuarvossaan 14,8 us, joka on melko hyva arvaus. Myhemmin
optimoinnilla p&astiin arvoon 13,9 us. Kaytannossa talla ei ole vaikutusta

tadman opinnaytetyon tuloksiin.

Taulukon 1 aminohapoista saadaan 12 piikkia, jotka on eritelty taulukkoon 4.
Taulukossa on lahtbaineiden rakennekaavaan piirretty nakyviin ne hiilet ja
vedyt, joiden vuorovaikutuksesta signaali muodostuu. Hydroksyyli- ja amino-
ryhmien protoneita ei spektreissd havaita, silla deuteroidussa liuottimessa

nama vedyt korvautuvat nopeasti deuteriumilla.

Seriinin ja tyrosiinin B-hiilen protonit nakyvat erillaan. Seriinin hydroksyyli-
ryhmda ja tyrosiinin bentseenirengas jaykentavat hiiliketjua niin, ettd vedyt
ovat erilaisessa kemiallisessa ymparistdossa, jolloin ne voidaan havaita
Suhdeluku

teoreettista suhteellista tilavuutta.

erikseen. tarkoittaa vety-ytimien lukumadaraa eli piikkien



Taulukko 4. Naytteesséa 1 havaittavien signaalien listaus rakenteineen

Rakenne Nimi Tunnus |Suhdeluku
HO ’ Alaniini-a Ala-a 1
|
BN
NH,
HO  H ! Alaniini- Ala-B 3
)ﬁ/‘c’
0] H
NH,
HO>\H Asparagiini-a  |Asn-a 1
! NH,
o7
NH, O
Asparagiini- Asn- 2
‘o H H paragiini- ~ [Asn-B
\C/ NH
0 e
NH, O
HO Seriini-a Ser-a 1
A
0”7 >C"oH
NH,
Seriini-p Ser-f1 1+1
HO H\ /H Ser-2
C\
O)\( OH
NH,
HO H Tyrosiini-a Tyr-a 1
I
aae!
NH, OH
Tyrosiini-f Tyr-1 1+1
HO H H Tyr-g2
C
O)\/ \@\
NH OH
HO 'T' Tyrosiini-d Tyr-d 2
)Y\/C
0] z |
H,N C\j\
H OH
HO Tyrosiini-¢ Tyr-¢€ 2
_H
RN G
NH, [
(IZ OH
H
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Esimerkkispektri on kuvassa 14. Kuvaan on nimetty kaikki taulukon 4 piikit.

Piikkien tunnistus tehtiin kayttamalla Hannu Maaheimon esimerkkispektria.

¢ Ala-b
O =
5 3 &
5 =
10
15 3 Asn-b
20 Syebl o/
E > X
25 \Tyr-b2
30 T
3 Asn-a Ala-a
3
@ 9 sera
40 3 24
Tyr-a @8/
75 yra g
3 B
T 54 Ser-bl "\ Ser-b2
g 50 3 oer-bl o N8 e
£ 55 3
v
g 760 3
£
565 3
o
L7703
75
3 P ag {6 5
80 1
85 1
%0 1
95
100
105 '\ Tyr-5
110 4
i Tyr-4
w] ¢
D e

F2 Chemical Shift (ppm)

Kuva 14. Naytteen 1 spektri, dof =0

Naytteestd ajettiin spektreja eri dof:n arvoilla valilla -4500-0 Hz:&. Spektrit
mitattiin 500 Hz:n valein. Mittauksen keskikohtana oli dof:n arvo 0. Kaikki

parametrit optimoitiin siihen arvoon.

4.4 Mittaukset naytteella 2

Naytteella 2 keskityttiin mittaamaan pelkastdan alifaattista aluetta. Tarkeim-
mat mittausparametrit on esitetty taulukossa 5. Toistokertoja, ni, lisattiin
mittaukseen tarkkuuden parantamiseksi. Tama nosti mittausajan 17 tuntiin.

Ni tulee sanoista number of increments.

Mittausten valilla dof:n arvoa muutettin 1000 Hz:n askelin alueella
-5000- -11000. Lis&ksi mitattiin dof = -6900 ja dof = -7562, joka asetettiin

mittauksen keskikohdaksi. Se saatin vanhasta alifaattista aluetta
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mittaavasta HSQC-menetelméasta. Spektrin kasittely suoritettiin samoin kuin

naytteelld 1.

Taulukko 5. Naytteen 2 mittausten tarkeimmat parametrit

at 0,359 nt 64
np 4096 dpwr 48
Sw 5711 dmm ccg
bs 4 dmf 17900
SS 64 pwC 14,8
tpwr 60 pwxIvi 60
pw 13 swl 10000
tof -207 ni 256

Spektrin leveys, sw, pidettin mittauksen aikana vakiona. Sw, spectral
window, on nimensa mukaisesti kuin ikkuna, jossa piikit havaitaan. lkkunan
keskikohta on spektrin keskikohdassa eli lahettimen paikalla. Koska léhetin
siirtyi mittausten valilla, myos ikkuna siirtyi. Dof:n aariarvoilla reunimmaiset

piikit putosivat kuvasta pois, eiké niitd pystytty mittaamaan.

4.5 Tutkittavat piikit

Naytteen 2 kaikista 20 aminohaposta tulee valtava mé&ara signaaleja
HSQC:ssa. Kaikkia piikkeja ei kannata ryhtya tutkimaan. Osa piikeista ei
erotu taysin viereisestd, eika kaikkia piikkeja pystyta varmasti tunnistamaan.

Valitaan joukosta mahdollisimman edustava ote erilaisia piikkeja.

Valitut 10 piikkia on listattu taulukkoon 6. Rakennekaavoihin on piirretty
kyseessa olevat hiilet ja vedyt ndkyviin. Leusiinin B-hiilessa olevat vedyt
antavat erilliset piikit ja ne mitataan erikseen, samoin tyrosiinin. Tutkittavat

piikit on nimetty esimerkkispektriin kuvassa 15.

Piikit valittiin niistd piikeista, jotka pystyttiin varmasti tunnistamaan ja jotka
erottuivat selkeasti muista piikeista. Treoniini ja isoleusiini-d valittiin

edustamaan spektrin &arilaitoja.



25

Taulukko 6. Tutkittavat piikit naytteesta 2

Rakenne Nimi Tunnus |Suhdeluku
Arginiini- Arg- 2
HO H H NH,, 9 B 9-B
\C/ &
o) ~TOSNH SNH
NH,
OH Glysiini-a Gly-a 2
Ap
(@] (|:—H
NH,
iini- - 3
OH H\ y Isoleusiini-d |lle-d
(@] C‘/
H
NH,
HO Leusiini-a Leu-a 1

Leusiini-p Leu-B1 1+1
H
HO \ /H Leu-B2
C
0 Y
HoN
—y - 6
HO u Leusiini-d Leu-d
O \
HoN p—c—H
|
H
Treoniini- Thr- 1
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Leusiinista pystyttiin valitsemaan nelja erillistd piikkia. Sen avulla voimme
seurata molekyylin sisdisen virheen kehitystd mittauksessa. Leusiinin
metyyliryhméat paatettiin  integroida yhdessa, silla niiden erottaminen
toisistaan olisi ollut osassa spektreissd mahdotonta. Tyrosiini valittiin
edustamaan isoja molekyyleja ja glysiini pienida. Arginiini-B taydentaa

spektrin keskikohdan.
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Kuva 15. Tutkittavat piikit merkittyina spektriin, dof = -7562

4.6 Metanolikoe

Metanolikokeessa toistettin Koskelan ym. tekem& 1D-koe. Mitataan Q-
HSQC:n pulssisarjalla yksiulotteisia spektrejd eli asetetaan ni arvoon 1.
Mittauksessa ei kaytetd hiilen irtautusta. Tarkeimmat parametrit on esitetty

taulukossa 7. [2.]

Taulukko 7. Metanolikokeen parametrit.

at 2 tof -1660
np 22844 nt 32
S 5711 dm nnn
bs 4 pwC 15,2
SS 4 pwxIvi 60
tpwr 60 swl 10000
pw 7,7 ni 1

Lahdetutkimuksessa [2] menetelmalla selvitettin  kuvan 12 mukainen
korjauskerroin eri siirtymill& oleville hiilisignaaleille. Tassa opinndytetydssa

metanolikokeella pyrittiin varmistamaan menetelméan toimivuus.
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Valmistettiin 5 % metanolindyte. Liuottimena kaytettiin deuteroitua metanolia
MeOH-d4. Liuottimen kaikki vedyt on korvattu deuteriumilla. Mitattiin spekt-
rejd 500 Hz:n vélein dof-alueella -15000-15000 Hz. Spektri dof:n arvolla 0

on esitetty kuvassa 16.

T T T T T T T T T
4.65
Chemical Shift (ppm)

Kuva 16. Metanolin dubletti dof = 0

Spektrissa havaittu dubletti johtuu metanolin **C-kytkennastd, jota ei
irtautettu. Keskimmainen spektri on vertailuspektri, joka oletusarvoisesti on
sinc-kayran huippukohdassa. Vaihe-ero Kkorjattin vain keskimmaiseen
spektriin. Se tarkoittaa normaalia spektrin muokkaamista siten, ett&
molemmat piikit osoittavat ylospéain. Spektrin keskelld, piikkien valissa, on

hairi6, jolla ei ole merkitysta.
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TULOKSET

Nayte 1

28

Tulosten havainnollistamiseksi jaetaan spektri kolmeen osaan: alifaattiset

alueet 1 ja 2 seka aromaattiset. Alueet ja niiden sisaltamat piikit on esitetty

kuvassa 17.
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Kuva 17. Spektrialueet

F2 Chemical Shift (ppm)

Taulukkoihin 8, 9 ja 10 on listattu naytteen 1 piikkien tilavuudet alueittain.

Kuvissa 18, 19 ja 20 on havainnollistettu vastaavien taulukoiden arvoja.

Taulukko 8. Piikkien tilavuudet 1. alifaattisella alueella eri dof:n arvoilla

0| -500 |-1000 |-1500 |-2000 |-2500 |-3000 |-3500 |-4000 |-4500
Ala-B 2,8 6,2 55 4,7 7,2 6,6 6,7 4,7 6,7 7,8
Asn-B | 59 29 4,9 59 6,4 8,2 5,6 4,6 6,0 7,4
Tyr-p1 | 1,2 0,5 0,8 1,0 0,9 1,2 0,9 0,8 1,2 1,3
Tyr-p2 | 1,2 0,4 0,7 0,9 0,9 11 0,7 0,9 1,3 1,4
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Tilavuus
9,0
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dof
Kuva 18. Piikkien tilavuuksien kehitys 1. alifaattisella alueella
Taulukko 9. Piikkien tilavuudet eri dof:n arvoilla 2. alifaattisella alueella
0 |-500 [-1000 |-1500 |-2000 |-2500 [-3000 {-3500 [-4000 |-4500
Ala-a (15| 1,8 2,0 1,4 1,5 1,1 0,8 0,9 0,7 0,4
Asn-a (2,8 | 2,3 2,9 2,4 2,1 1,7 1,3 1,4 1,2 0,8
Ser-a |3,0] 2,2 2,7 1,9 1,6 1,5 1,3 1,0 0,9 0,9
Ser-f1 (1,6 | 2,6 1,7 0,9 1,1 1,1 0,8 0,7 0,9 1,3
Ser-f2 (1,4 | 2,4 1,5 0,7 0,8 0,9 0,5 0,5 0,6 1,1
Tyr-a |0,9| 0,3 0,8 0,6 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,2

Tilavuuksissa havaitaan huomattavaa aaltoliikettd, joka ei kuitenkaan ole

symmetristéa kaikkien piikkien kesken. Asn-a, Ser-a ja Tyr-a nayttavat

noudattavan samankaltaista aaltoliikettéa ja Ser-p1 ja -2 omaansa.
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Tilavuus
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Kuva 19. Naytteen 1 piikkien tilavuuksien kehitys 2. alifaattisella alueella

Taulukko 10. Naytteen 1 aromaattisen alueen piikkien tilavuudet eri dof:n arvoilla

0 | -500 | -1000 | -1500 | -2000 | -2500 | -3000 | -3500 | -4000 | -4500

Tyr-4 | 1,3 | 1,8 2,2 1,3 1,8 2,2 0,8 2,3 1,6 0,4

Tyr-5 | 0,6 | 0,9 1,2 15 11 2,1 2,0 1,7 19 11

Tilavuus
2,5

oA S N\
Wawsl M\\

O, 0 T T T T 1
0 -1000 -2000 -3000 -4000 -5000

dof

Kuva 20. Naytteen 1 aromaattisen alueen piikkien tilavuuksien kehitys
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5.2 Nayte 2

Taulukossa 11 on naytteestd 2 tutkittujen piikkien tilavuudet. Taulukon
arvoja havainnollistavat kuvat 21, 22 ja 23. Ensimmaisessa kuvaajassa ovat
leusiinin kaikki neljd signaalia ja kahdessa seuraavassa loput koon
perusteella jaettuina. Kuvassa 22 ovat arginiinin ja isoleusiinin suurin piirtein

samankokoiset piikit ja kuvassa 23 glysiinin, treoniinin ja tyrosiinin piikit.

Taulukko 11. Piikkien tilavuudet naytteen 2 mittauksissa
5000 | 6000 | 6900 | -7000 | -7562 | 8000 | -9000 | -10000 | -11000

Arg-B 2,0 19 2,1 2,4 2,1 11 2,6 15 2,1
Gly-a 1,0 0,6 0,7 0,8 0,8 0,6 11 0,8 1,3
lle-d 1,7 1,7 19 2,6 2,0 3,2 29
Leu-a 0,5 0,4 0,5 0,6 0,6 0,7 11 1,3

Leu-B1 1,0 0,9 0,9 1,3 0,9 0,8 1,0 0,9 1,0
Leu-B2 1,3 1,0 1,3 1,4 1,4 1,0 1,3 1,3 1,3
Leu-d 6,7 6,2 5,8 6,5 8,0 7,4 8,2 8,5
Thr-B 0,2 0,6 0,8 0,9 11 0,8
Tyr-p1 0,5 0,9 0,6 0,7 0,6 0,6 0,7 0,8 0,7
Tyr-p2 0,6 0,9 0,7 0,8 0,6 0,7 0,7 0,7 0,6

Tilavuus

9,00

8,00 /D\D/ /D/”

7,00 /:/
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1,00 | 2 , —
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0,00 . . . . . ! ! .
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dof

Kuva 21. Leusiinin piikkien tilavuuksien vaihtelu eri dof:n arvoilla
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Tilavuus
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dof

—e— Arg-b
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Kuva 22. Arginiinin ja isoleusiinin piikkien tilavuudet graafisesti

Arginiinin ja isoleusiinin kayrat heilahtelevat voimakkaasti kuvassa 22.
Tilavuuksien heilahtelu on vastakkaista toisinsa n&hden. Kuvassa 23
huomion herattaa keskella spektria oleva keskittyma. Gly-a:n teoreettinen

tulos on 2, mutta muut nayttavat antavan oikean suuntaisia tuloksia.
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Tilavuus
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Kuva 23. Glysiinin, treoniinin ja tyrosiinin piikkien tilavuudet mittauksissa



5.3 Metanolinayte

Metanolikokeen tulokset 3000 Hz:n valein on koottu kuvaan 24. Spektri dof =

0 on esitetty kuvassa 16.

-15 000

-

3000

-12000 6000

-9.000 9000

-6000 12 000
-3000 15000

Kuva 24. Metanolikokeen tulokset 3000 Hz:n vélein
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6 TULOSTEN TARKASTELU

6.1 Naytel

Naytteen 1 tuloksissa on signaalinkasittelystad aiheutuvaa virhetta. Mittauk-
sissa tapahtui analogi-digitaalimuuntimella ylivuoto eli ADC-overflow. Nayt-
teestd saatiin siis voimakkaampaa signaalia kuin pystyttiin kasittelemaan.
Virhe tapahtui jokaisen mittauksen kohdalla useasti. Kun virhe huomattiin, ei
ollut endd aikaa eikd syyta mitata spektreja uudestaan, vaan siirryttiin

naytteen 2 mittauksiin.

6.1.1 Alifaattinen alue 1

Kuvasta 18 havaitaan, ettd piikkien tilavuudet toisiinsa néhden eivét ole
ollenkaan tarkkoja. Piikkien tilavuudet heittelehtivat toistensa suhteen. Ala-$
ja Asn-B ovat kaksi voimakkainta signaalia spektrissd. Niiden keskindisen
suhteen tulisi olla 3:2 niissé olevien protonien mukaan. Pienet eroavaisuudet
selittyisivat liukoisuuseroilla, mutta silloinkin tilavuuksien suhteen tulisi pysya
suurin piirtein vakiona. Tilavuudet vaihtelevat sek& itsesséén, etta toisiinsa
nahden runsaasti. Ainoa yhtendinen tekijd on hienoinen tilavuuksien kasvu

siirryttdessa kauemmaksi keskikohdasta.

Tyrosiinin kaksi B-signaalia antavat selkedn tuloksen. Signaalit nakyvat
spektrissa taysin vierekkain ja antavat lahes yhtenevia tilavuuksia suhteessa

1:1. Naissakin piikeissa on havaittavissa hienoinen nouseva tendenssi.

6.1.2 Alifaattinen alue 2

Kuvasta 19 havaitaan ensimmaiseksi selvd laskusuhdanne jokaisessa sig-
naalissa. Se tuntuu sopivan yhteen teorian kanssa, eli mitd kauemmas lahe-

tin siirtyy, sitd pienemmiksi kayvéat signaalit.

Seriinin B1 ja B2 antavat keskendan yhtenevia tuloksia aivan kuten tyrosiinin
B-ytimet aikaisemmin. Ser-B1:n signaalit ovat kaikissa mittauksissa muuta-

maa kymmenysta suuremmilla arvoilla kuin Ser-32.

Tyr-a:n tilavuudet ovat kaikki alle 1 ja laskevat hienoisesti. Taulukoista 8 ja 9
havaitaan, etta tilavuudet verrattuna Tyr-B1:n ja Tyr-B2:n kanssa ovat lahes
samat dof:n arvoon -1000 asti. Sen jalkeen Tyr-a:n tilavuudet pienenevat
huomattavasti, kunnes dof:n arvolla -4500 3-ytimet antavat jopa 7-kertaisen

signaalin.
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Ala-a:n tilavuudet kasvavat dof = -1000:een asti ja alkavat sitten pienentya.
Samanaikaisesti Ala-B:n tilavuudet ovat kasvamassa. Kahden piikin
tilavuuksien suhteen tulisi olla 3. Taulukkoon 12 on laskettu suhdeluku
Ala-B / Ala-a. Taulukosta havaitaan, ettd kun siirrytddn yli -1500:n, niin

suhteet vaaristyvat voimakkaasti.

Taulukko 12. Ala-a:n ja Ala-B:n valinen suhde

0 [-500 | -1000 |-1500 | -2000 [-2500 | -3000 |-3500 | -4000 | -4500
suhde | 1,9 | 3,4 2,8 3,3 4,8 59 8,4 55 96| 17,7

6.1.3 Aromaattinen alue

Tyrosiinin kahdesta aromaattisen alueen signaalista saadaan hyvin epa-
maaraisia tuloksia. Jos edellisistd kahdesta alueesta pystyttiin havaitsemaan
tiettyd johdonmukaisuutta, niin aromaattisesta alueesta ei pystyta. Taulukon

10 arvoissa on yli 100 %:n heilahduksia kahden mittauksen valilla.

On mahdollista, ettéd kun taajuudet ovat liian kaukana keskikohdasta, niin

signaalien kaytds on arvaamatonta.

6.1.4 Yhteenveto

Naytteen 1 mittauksissa kvantitatiivisuus molekyylien valilla on heikkoa.
Koko mittausalueella havaitaan voimakasta aaltoliikettd tilavuuksissa pienil-
lakin dof:n muutoksilla. Molekyylin siséinen kvantitatiivisuus on taulukon 12
mukaan siedettavad dof:n arvoon -1500 saakka. Aromaattisella alueella

kvantitatiivisuutta ei tassa kokeessa havaittu.

Koko spektrin mittaaminen yhdelld kertaa ei naytd onnistuvan. Tasmallisia
tuloksia ei saatu mistaan osa-alueesta. Naytteen 2 mittauksissa kavenne-

taan tutkimusaluetta kattamaan vain alifaattinen alue.

6.2 Nayte 2

Kuvan 21 tulokset ovat lupauksia herattavia. Leusiinin piikkien tilavuudet
ovat oikeassa suuruusluokassa. Pienet piikit ovat melko tasaisesti lahella
ykkosta ja d-piikin arvot ovat moninkertaisesti suurempia. Tosin yhta lukuun
ottamatta d-piikin arvot ovat suurempia kuin kuusi, joka on oletusarvo. Arvot
nayttaisivat olevan kasvamassa, mika on ristiridassa teorian kanssa.

Keskikohta naissa mittauksissa oli dof = -7562.
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Isoleusiinin piikin heitteleva tulos kuvassa 22 ei ole kovin yllattava, silla sen
piikki oli koko mittausten ajan hairidinen ja epadmaaraisen muotoinen. Hairiot
johtuivat todenné&kdisesti sen sijainnista spektrin oikeassa yléakulmassa.
Vaikka arginiinin piikki ei ole kovin kaukana ylakulmasta, oli sen piikki hyvin

symmetrinen ja vakaa kaikissa mittauksissa.

Taulukosta 6 saadaan arginiinille suhdeluku 2 ja isoleusiinille 3. Spektrin
keskikohdassa, kun dof = -7562, ovat kummankin piikin arvot [ahella 2:ta.
Kun siirretaan hiilildhetintéd vain 438 Hz:a arvoon -8000:n, laskee arginiinin
tilavuus lahes puoleen ja isoleusiinin kasvaa yli neljanneksen. Heilahtelu

vaikuttaa selittdAmattomalta ja se voimakkuus on huolestuttavaa.

Piikkien tilavuudet heilahtelevat epaloogisessa jarjestyksessa. Osa piikeista
vaikuttaisi noudattavan samaa syklid, kun taas toiset kayrat ovat
vastakkaisessa vaiheessa. Jos piikit heittelehtisivat kaikki samaan tahtiin,
todenn&kdinen syy olisi mittakaavavirhe. Piikkien integrointivaiheessa olisi
osaan spektreja lipsahtanut vaara vakio. Kuitenkin osa piikeisté heilahtelee
painvastaiseen tahtiin ja osan tilavuudet nayttavat pysyvan melko vakioina.

On vaikea l0ytaa selitystd, joka kattaisi kaikki piikit.

Tassd tydssa pyrittin  tutkimaan kvantitativisen HSQC:n tehokkuutta
aminohappomittauksissa. Tavoitteena oli mitata, miten hiililahettimen paikka
vaikuttaa kvantitatiivisuuteen. Tuloksissa ei ole havaittu kvantitatiivisuutta
juuri ollenkaan. Sen sijaan tulosten tarkastelussa on jatkuvasti jouduttu
etsimaan selityksia tilavuuksien voimakkaaseen heilahteluun mittausten
valilla. Menetelmén toimivuutta testataan toistamalla l&hdetutkimuksen

metanolikoe.

6.3 Metanolikoe

Metanolikokeen piikkien intensiteettien pitdisi vastata aikaisemmin esitettya
sinc-kayraa. Kuvasta 24 havaitaan, etta metanolin kaksi piikkid vaaristyvat
voimakkaasti etdannyttdessd keskikohdasta dof = 0. Kokeen alkupaassa

oikeanpuoleinen piikki on negatiivinen, loppupéaéssa vasemmanpuoleinen.

Kyseessa on vaihevirhe. Tavallisessa kokeessa se on normaali signaalin-
kasittelysta johtuva ilmi6, joka on helppo poistaa. Talla kertaa vaihevirhetta

ei olisi pitanyt ilmeta, eiké sitd pystyta poistamaan.
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Kuvassa 16 on taysin vaiheistettu keskimmainen spektri. Siind molemmat
piikit osoittavat yldspain ja pohjaviva on suorassa. Voitaisiin kaantaa
-15000:n spektrin molemmat piikit osoittamaan kauniisti ylospéin, mutta se

k&éantaisi puolestaan keskimmaisen spektrin piikit kieroon. Tasapainoa ei

[0ydy.

Vaihevirhe oli odottamaton 16ytd. Sellainen ei kay ilmi [Ahteesta [2].
Painvastoin, XY-16 pulssisekvenssin pitdisi tehokkaasti poistaa kaikki

vaihevirhe.



39

POHDINTA

Vaikuttaa silta, ettd pulssisekvenssi, jota tassa tyossa kaytettiin, ei ollut
sama kuin mikd Kilpelaisen ryhmalla oli kaytettdvissaan. Oliko kyseessa

jokin vanha tai viallinen versio sekvenssista, ei ole selvinnyt.

Testattua menetelmaa ei tdman opinnaytetydn tulosten perusteella oteta
kayttoon hiivan metabolomiikan tutkinnassa. Jos mittauksia talla menetel-

malla halutaan jatkaa, on ensin Idydettdva paremmin toimiva pulssisarja.
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