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1 JOHDANTO

Ladkeaineiden molekyylirakenne, sekd niiden fysikaaliset ja  kemialliset
ominaisuudet ohjaavat uusien |&dkeainekandidaattien etsimistd ja toisaalta
olemassa olevien muokkausta. Léytyneiden, vaikuttaviksi aineiksi havaittujen
molekyylien muokkaukseen ja jatkotutkimukseen littyy usein paremman
|Gakevasteen aikaansaaminen, farmakokineettisten ominaisuuksien parantaminen
sekd formulaatiokehitys (Sinko 2011). L&dkeaineet jaotellaan usein karkeasti
pienlddkkeisiin ja suurimolekyylisin 1adkkeisiin. Konventionaaliset, tavallisesti suun
kautta tabletteina annosteltavat [Gdkevalmisteet ovat tyypillisid pienimolekyylisid
valmisteita.  Suurimolekyylisistd  valmisteista  esimerkkind  voidaan  mainita

proteiinirakenteiset vasta-aineet, jotka annostellaan usein injektioina.

Nyky&ddn tunnetaan laagja joukko erilaisia |&dkeaineiden vaikutuskohtia.
Ladkeainemolekyylin rakenteiden ja toisaalta sen kohderakenteiden tuntemus on
ensiarvoisen  tarkedd  arvioitaessa  aineen  sopivuutta  annosteltavaan
|&dkevalmisteeseen. Useissa tapauksissa vaikutuskohdat ovat elimistdn omien
solujen pinnalla olevia reseptoreja tai esimerkiksi biokemiallisin  reaktioreitteihin
vaikuttavia erityyppisid@  entsyymejd (Nelson ja Cox 2005). Kemialliselta
rakenteeltaan vaikutuskohdat ovat monilta osin sadoista tai useista tuhansista
aminohapoista koostuvia proteiinirakenteita. Jotta IGdkeainemolekyyli saisi aikaan
haluttuja vasteita elimistén  toiminnassa, sen pitdd pddstd  kulkeutumaan
vaikutuspaikkaansa, vuorovaikuttaa kohderakenteidensa kanssa ja toisaalta myds
poistua elimistdstd  toivotulla  tavalla.  Na&itd  kaikkia madrittad  pitkalfi

|Gakeainemolekyylin rakenne ja ominaisuudet annosteltavassa lddkevalmisteessa.

L&dkeaineet voidaan annostella esimerkiksi tavallisina tabletteina suun kautta,
laskimonsis@isind injektioina, ihon pintakerrosten |Gpi, injektioina lihakseen tai
inhalaatioina keuhkoihin.  Annostelun jalkeen |G&keainemolekyylit  pyritddn
kuljettamaan vaikutuspaikalleen mahdollisimman muuttumattomina, eli stabiileina.
Tavallisesti  1ddkeainemolekyyli  formuloidaan  erilaisten  apuaineiden avulla

sellaiseen muotoon, etftd kulkeutuminen vaikutuspaikalle riittGvan  suurella



pitoisuudella saavutetaan. Tdllaisia keinoja voivat olla erilaiset |Gdkeaineen vesi- ja
rasvalivkoisuutta muuttavat toimenpiteet, erilaisten kantaja-aineiden kayttd tai
|Gdkeaineen vapautumisnopeutta sddtelevien tekniikoiden soveltaminen. Jotta
haluttu vaste saadaan aikaan, [Gdkeainemolekyylien pitoisuuden vaikutuspaikalla
taytyy olla riittéva. Annosta ei voida kuitenkaan kasvattaa maarattomasti, koska
yleensd |&dkeaineilla on elimistdssGd myds haitalliset sivuvaikutuksensa. Tilanne
taytyy tasapainottaa siten, ettd vaste saadaan aikaan mahdollisimman vahin sivu-

ja haittavaikutuksin.

Ladkeaineet ovat kdytdnndssd aina elimistdlle vieraita aineita lukuun oftamatta
erityyppisi@d endogeenisid, eli sisdsyntyisid yhdisteitd, joita elimistén omat rakenteet
tuottavat (Nelson ja Cox 2005). Vieraita aineita kd&sitellddn aineenvaihdunnassa
siten, ettd niiden vesiliukoisuutta pyritGddn kasvattamaan erilaisten entsyymien
katalysoimien aineenvaihduntareaktioiden avulla. Kemiallisesti t&dmda  tarkoittaa
usein vierasaineen vesiliukoisuuden lisddmistd, jolloin sen kulku elimistén omien
solukalvojen 1dpi heikkenee. Talldin aine on sellaisessa muodossa, ettd se
erittyminen muun muassa virtsaan paranee ja elimistd pddsee eroon vieraasta
molekyylistd. Na&in ollen onkin luonnollista, ettd |Gdkeaineista pyritddn
rakentamaan valmisteita, jotka olisivat sopivissa madrin rasvaliukoisia, jotta niiden
kulku elimistdn solukalvorakenteiden 1Gpi olisi optimaalista. Toisaalta on turvattava

riittava vesiliukoisuus, jotta aine myds poistuu riittévalld nopeudella.

Kaikkien ylld kuvattujen molekyylien ominaisuuksien tutkimukseen on olemassa
lukemattomia eri keinoja. Tass& kirjallisuuskatsauksessa tarkastellaan ja esitelldan
erityyppisi@d spektroskopiamenetelmid. Ladkeainemolekyylit koostuvat useiden
(satojen) atomien muodostamista ryhmistd, jotka ovat sitoutuneet toisiinsa eri
tavoin. Atomien ja molekyylien tutkimuksessa hyddynnetddn eri tekniikoita sen
mukaisesti, mitd aineiden ominaisuuksia halutaan tarkastella. Klassinen mekaniikka
tdydennettynd kvanttimekaniikan ja —fysiikan teoreettisella tiedolla antaa perustan
ndiden tekniikoiden hyddyntdmiselle. Atomien ja niistd muodostuvien molekyylien
vuorovaikutusvoimat voidaan jakaa atomien ja molekyylien vdlisin voimiin, sekd
atomien ja molekyylien sisdisiin vuorovaikutusvoimiin. Nd&ihin vuorovaikutusvoimiin

littyvat tietyt, tarkasti madrdytyneet elekironien energiatilat. Elekironirakenteiden



energiatfilat  noudattavat jariest@ytymistd  ohjaavia fysiikan lainalaisuuksia.
Atomeilla on yksinddn omat ominaisuutensa elekironirakenteessaan ja
sifoutuessaan toisin - atomeihin, niiden muodostama kokonaisuus (esimerkiksi
molekyyli tai hilarakenne) on tavallisesti hyvin erilainen useiden keskenddn
vardhtelevien osien muodostama  systeemi verrattuna yksinddn esiintyvadn

atomiin.

Tadmdan katsauksen tarkasteluissa painotutaan ennen kaikkea atomien ja
molekyylien vardhtelytiloja ja -energioita kuvaaviin menetelmiin eli niin kutsuttuun
vibrationaaliseen spekiroskopiaan. Katsauksessa esiteltGvat  vibraatioftiloihin
perustuvan spektroskopian ydintekniikat ovat IR-, Raman ja CARS-spektroskopia.
Nadma tekniikat ovat toisileen komplementaarisia ja sopivimman tekniikan
valitseminen on hyvin paljon rippuvaa siitd, millainen aine on tutkittavana ja
toisaalta, millaisia ominaisuuksia halutaan selvittad. P&dpaino
kirjallisuuskatsauksessa on teoreettisen taustan muodostaminen vdardhtelytiloinin
perustuvan spekiroskopian iimididen ymmartdmiseksi ja kolmen mainitun tekniikan
esittely keskittyen Raman-spektroskopiaan ja sen sovelluksiin [Gdkeainetutkimuksissa
in vitro sekd in vivo. Lopussa on siirtymdkatsaus, jossa on yhteenvetona Raman-
tekniikan ragjoitteita ja etuja, uusia teknisid ratkaisuja sekd mahdollisia uusia
sovellusalueita. Kokeellinen osio kdasittelee  Raman-spekiroskopian  kayttdd
kiinteiden aineiden ja liuosten analysoinnissa. Vertailussa on konventionaalinen
Raman-laitteisto ja uutta tekniikkaa edustava aika-erofteinen (engl. time-gated)
hyddyntavd Raman-laitteisto. Aika-erotteisella laitteistolla on mahdollista vahentdd
huomattavasti muun muassa biofarmaseuttisissa  sovelluksissa  voimakkaasti
esiintyvad, signaaleja hdairitsevad fluoresenssi-ilmidtd. Kokeellinen osuus on jaettu
kiinteilld aineilla ja livoksilla tehtyihin analyyseihin. Jarjestys noudattaa protokollaaq,
jossa tutkitaan aluksi [Gdkeaineiden fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia, mitataan
tavallisella Raman-tekniikalla kiinteitd aineita ja valitaan mittausten perusteella
muutamia aineita edelleen mitattavaksi aika-erotteisella Raman-tekniikalla. Lisdksi
alkututkimusten pohjalta on valittu kaksi ainetta (ranitidiini ja kofeiini), joiden
livuoksista tehdddn koventionaalinen ja aika-erofteinen Raman-analyysi. N&in

pyrit@dn osoittamaan aika-erotteisen Raman-tekniikan edut muun muassa



fluoresenssin  vihentdmisessd  verrattuna  konventionaaliseen  tekniikkaan.
Kokeellisen osuuden tulosten pohdinnan jalkeen esitellddn menetelmdkehitysta.
Katsauksessa kdsitellddn muutamia tutkimussuunnitelmia, joita olisi mahdollista

toteuttaa mydhemmin aika-erotteista Raman-spektroskopiaa hyddyntden.

2 VIBRAATIOTILOIHIN PERUSTUVA SPEKTROSKOPIA

2.1. Yleista

Aineet eri  olomuodoissaan koostuvat  atomeista  ja molekyyleistd.
Ladkeainetutkimuksen kannalta relevantit olomuodot ovat kiinted, neste ja
kaasumainen olofila (plasma, Bosen-Einsteinin  kondensaatti ja fermioninen
kondensaatti eivat ole Iddkeainetutkimuksen ja —spektroskopian kannalta erityisen
merkittavid). Useimmiten luonnossa ei esiinny atomeja vapaina yksikkding, eli ilman
mit&dn vuorovaikutusta ympdardivin maailman kanssa. Atomeilla on ymparilldén
atomiytimen protonirakenteesta rippuen tietynlainen elektronirakenne, el
sGhkdisesti  positiivisesti  varautunutta ydintd ympdrdi negatiivisesti  varautunut

elektronien pilvi (Zumdahl 2002).

Yksinkertaisina  esimerkkeind aineiden muodostumisesta  voidaan — mainita
hiliactomeista koostuvat timantit, jotka ovat erityyppisid hilarakenteita ja
ruokasuola, natriumkloridi, joka on natrium- ja klooriatomien muodostama
hilarakenne. Edelleen, atomit voivat liittyd toisinsa myds muodostaen molekyyleja.
Molekyylit koostuvat yksinkertaisimmillaan muutamista atomeista ja voivat toisaalta
olla useiden tuhansien atomien muodostamia makromolekyylejd, jotka ovat
tyypillisid esimerkkej& orgaanisista biomolekyyleistd (Nelson ja Cox 2005). Tallaisia
makromolekyylej&@ edustavat esimerkiksi suuret tarkkelysmolekyylit, solukalvojen
kaksoiskalvorakenteiden molekyylit ja erilaiset proteiinit. Molekyylien atomit ovat
tavallisesti  sitoutuneet toisinsa  kovalenttisin - sidoksin, kun taas esimerkiksi

natriumkloridissa atomien valilla vallitsee ionisidokset.



Sidosten luokitus perustuu karkeasti yleistettyn& niiden muodostavien atomien
elektronegatiivisuuseroon; madritelmdan mukaisesti vahvemmin elektronegatiivinen
atomi vetdd puoleensa heikomman elektronegatiivisuuden atomin elektroneja
(Zumdahl 2002). Elektronien sijainnin  perusteella voidaan pddtelld, onko
muodostuva yhdiste ionisidoksellinen vai pikemminkin kovalenttisin - sidoksin
muodostunut. Lisaksi tunnetaan erilaisia heikkoja vuorovaikutuksia, jotka johtuvat
mm. molekyylien hetkellisistd sdhkdisten varausjakaumien heilahteluista. Talldin
muodostuu hetkellisid dipoleja, jolloin osassa rakennetta vallitsee hetkellinen
positiivinen osittainen sdhkdvaraus ja osassa rakennetta puolestaan negatiivinen

ositftainen sahkdvaraus.

Elektronit kiertdvat atomiydintd atomiorbitaaleilla ja niilld on sekd hiukkas-, ettd
aaltoluonne (Young ja Freedman 2000). Tdma& tarkoittaa kdytdnndssa sitd, ettd
elekironien liikkeitd ja sijoittumista  tutkittaessa on  huomioitava niiden
massaominaisuudet ja toisaalta aalto-ominaisuudet. Klassisen mekaniikan mukaan
hiukkanen on paikallistunut tiettyyn pisteeseen tietyll& hetkelld.
Kvanttimekaanisessa ajatustavassa hiukkanen ei esiinny paikallistuneena tiettyyn
pisteeseen, vaan sen paikan ja likemadrdn madrityksessd on aina tietty
epdvarmuus  (Heisenbergin  epdatarkkuusperiaate).  Kvanttifysikan  avulla
elektroneille  voidaan madrittdd  kvanftittuneet  energiatfilat.  Tiivistettynd
kvantittuminen tarkoittaa sitd, ettd jokaisella atomiydintd kiertavalld elektronilla on
tarkasti madraytynyt, sile ominainen energia (Young ja Freedman 2000).
Schrédingerin - aaltoyhtdld  on  erds kvanttimekaniikan  perusyhtaldistd.  Kun
elektronien energioiden kvantittuminen huomioidaan, Shrodingerin aaltoyhtdlon
ratkaisuina  saadaan  aaltofunktioita. Kaytanndssa aaltofunktiot  ovat
todenndkdisyysfunktioita ja 3-ulotteisessa avaruudessa esitettyind ne edustavat
erilaisia  orbitaaleja. Atomeilla puhutaan atomiorbitaaleista ja molekyyleilld

molekyyliorbitaaleista.



2.2. Vibraatiotiloihin perustuvan spekiroskopian teoreettinen tausta

Atomit  muodostuvat  sdhkdisesti  positiivisesti  varautuneiden  protonien
muodostamasta  ytimestd  ja sen  ympdrilld  sijaitsevasta  negatiivisen
sGhkdvarauksen elektronijoukosta (paitsi vetyatomin tapauksessa elekifroneja on
vain yksi). Ulospdin neutraalisti varautuneen atomin ytimen positiiviset varaukset ja

elektronien negatiiviset varaukset kumoavat toisensa.

Aikanaan havaittiin, efttd atomien ja molekyylien ominaisuuksia ei voida selittad
pelkdn klassisen mekaniikan avulla. Tarvittiin kvanttiteorian mdadrityksid, jotka
muodostuivat Max Planckin vuonna 1900 kehittdmdastd teoriasta, jota Albert
Einstein edelleen kehitti vuonna 1905 (Young ja Freedman 2000). Teorian mukaan
sdhkdmagneettiset aallot esiintyvat tietyn kokoisina, tarkasti madriteltavissd olevina
paketteina, kvantteina eli fotoneina. Yhden fotonin energia riippuu aallon

taajuudesta seuraavasti:
E= hf, jossa

E = hiukkasen energia

h = Planckin vakio

f = vardhtelyn taajuus

Voidaan todeta, ettd sdhkdmagneettisella sateilylld on sekd aalto- ettd
hiukkasluonne. Vuonna 1924 Louis de Broglien esittdmdan aine-aaltohypoteesin
mukaisesti myds ainehiukkasilla, kuten elektroneilla, on aalto-ominaisuuksia (Young
ja Freedman 2000). Nille on voimassa edelld esitetty yhtald, minkd lisGksi

elektroneille voidaan madrittédd aallonpituus alla olevan yhtélén avulla:

h
/‘h _ —
P jossa

A = aallonpituus

h = Planckin vakio



p = hiukkasen likemdadrd

Atomien ja molekyylien elekironien energiatiloja madriteltGessd  tarkeiksi
muodostuu muutama kvanttiteorian sovellus; Schrodingerin aaltoyhtdld  sekd
atomi- ja molekyyliorbitaalit (Zumdahl 2002). Atomiorbitaali on kvanttimekaanisen
atomimallin - mukaan ratkaisu elekironin  aaltoyhtdldlle. Toisin sanoen se on
Schrédingerin aaltoyhtdldén ratkaisuna saatu todenndkaisyysfunktio (aaltofunktio).
Se kuvaa atomin ydintd kiertGvien elektronien todenndkdiset radat. Tassd
yhteydessd on tarked& huomioida, ettd absoluuttista elektronien sijaintia ei voida
mMaadrittdd, koska Werner Heisenbergin vuonna 1927 esittdmdan perusperiaatteen
(Heisenbergin epdtarkkuusperiaate) tiettyjen havaintoparien arvoja ei voida
mMAaadrittdd samanaikaisesti ddrettdman tarkasti. Tallaisia pareja ovat esimerkiksi
hiukkasen paikka ja likemdadrda. Klassinen esimerkki on filanne, jossa elekironi
pommitetaan kulkemaan kuvitteellisesti [Ghes ddrettdtmdn pienestd aukosta.
Talldin saadaan tfietoa elektronin paikasta. Mitd kapeammaksi aukko kdy, sitd
tarkemmaksi saadaan todenndkdinen paikan estimaatti. Ongelmaksi loputtoman
tarkalle estimaatille muodostuu se, ettd aine (tassa siis elektroni) on myds aalto, ja
elektroni alkaa kayttaytyd aaltoluonteen mukaisesti. Elektroni  diffraktoituu
kapeassa aukossa, jolloin likkeelle ja likemdadrdlle tulee komponentti aukon
tasoon. Mitd tarkemmin tiedetddn elekironin paikka, josta elektroni kulki, sit&
enemman likemdadard hajoaa aukon tasossa. Ja toisaalta, aukon suurentaminen
saa aikaan paremman tarkkuuden diffraktoitumiseen, mutta paikkatiedon tarkkuus

vahenee.

Yhdelle atomiorbitaalile mahtuu 2 elektronia, joille voidaan madrittad
kvanttimekaniikan Paulin kieltos&d&dnndn mukaan vastakkaiset spinit (Bruice 2007).
Edelleen, atomilla on kvanttimekaanisen mallin mukaan useita elektronikuoria,
jotka jaetaan edelld mainittuinhin atomiorbitaaleihin. Elekfronikuoren atomiorbitaalit
jaetaan energiatasoiltaan 4 pddluokkaan; s-, p-, d- ja f-luokkaan. s-orbitaalille
mahtuu 2 elekironia, p-orbitaaleille (3 mahdollista) é elektronia, d-orbitaaleille 10
elektronia  ja  f-orbitaaleille 14  elekironia.  Atomiorbitaalit  tayttyvat
s@dnndénmukaisesti atomien ytimien protonien ja ndin ollen elekironien mdadaran

kasvaessa (ja tastd muodostuu myds alkuaineiden jaksollinen jarjestelma).



Poikkeukset atomiorbitaalien tayttymiseen muodostuvat siitd, ettd puolitdysi tai
taysi alakuori ovat symmetrisempid atomin keskuksen suhteen ja talld tavoin
energeettisesti matalammalla tasolla kuin sddnndénmukaisen tayttymisjarjiestyksen

MAadraddmand tapahtuisi.

Kemiallisten yhdisteiden ominaisuudet mdadardytyvat pitkdlti niiden muodostavien
alkuaineiden s- ja p-orbitaalien elektronien madrastd. Yhdisteessd orbitaalit
aseftuvat uvudelleen ja muodostavat kemiallisen sidoksen ja puhutaan molekyyli-
tai sidosorbitaalista. Toisinaan myods d- ja f-orbitaalit osallistuvat sidosten
muodostumiseen, vaikka ne ovat yleensd inakfiivisempia  sidosten

muodostamisessa kuin s- ja p-orbitaalit.

Molekyyliorbitaali on  molekyylin  elekfronien  sijaintipaikka.  Alkuaineiden
atomiorbitaalit ovat hyvin poikkeavia keskenddn, ja myods molekyyliorbitaalien
muoto vaihtelee suuresti. Kuten edelld on esitetty, elekironit voidaan kdasittad
hiukkasiksi ja toisaalta aaltolikkeeksi, jota voidaan kuvata matemaattisella
aaltoyhtdaldlld.  Aaltoyhtdldlld  kuvataan  hiukkasen,  esimerkiksi  elektronin,
aaltoluonnetta. Kvanttimekaniikassa aaltoyhtdld mdadrittelee elektronien energian
ja sen alueen, jolta elekironi on ldydettdvissG suurimman osan ajasta. Edelld
mainittu Schrédingerin yhtdld on Erwin Schrédingerin vuonna 1926 kehittdma
kvanttimekaniikan yhtaldé (Young ja Freedman 2000). Se osoittaa, millainen
aaltofunktio hiukkaseen liittyy silloin, kun silld on tietty energia ja se on ftietyssa
potentiaalissa. Schrodingerin yhtdld on erityisen keskeinen osa kvanttimekaniikan
teoriaa. Sen vastineena voidaan pitdd Newtonin Il lakia klassisessa mekaniikassa.

Kummatkin yht&lét kuvaavat likettd. Schrodingerin yhtaldén yleinen muoto on:

d R
ih— V(1) = ——V2U(T,¢) + V(T)V(T,¢
o V(E D) = —5—VU(E 1) + V(@) U(E, 1)
— —
MissG "II{EJE:I on paikasta ol ja ajasta E riippuva aaltofunktio, it redusoitu
Planckin  vakio, T hiukkasen  massa, 1—"- sen paikasta  riippuva

potentiaalienergia ja & on imaginadriyksikkd.



Nd&in ollen, Schrédingerin aaltoyhtdldn ratkaisuina saadaan aaltofunktioita, jotka
kuvaavat hiukkasten todenndkdisyysjakaumaa. Aaltofunktioiden, eli
todenndkdisyysjokaumaa kuvaavien yhtdldiden, ratkaisut puolestaan edustavat
orbitaaleja, jotka kuvaavat elekronien filoja atomiytimien ympdrilld. Elektroni voi
olla ytimen ympdrilld vain ftietyilld orbitaaleilla, jotka vastaavat fiettyjen
kvanttilukujen yhdistelmid ja kvanttilukujen on oltava kokonaislukuja. Tama
voidaan ymmartdad siten, ettd kun atomin tai molekyylin jokaiseen elektroniin
littyviin aaltoyhtdldihin sijoitetaan kaikki kvantittuneiden energiatilojen puitteissa
sallitut arvot x-, y- ja z-koordinaatistossa, saadaan tiettyjen muotojen (rajapintojen)
rajoamia alueita. NGma alueet ovat orbitaaleja. Nailld tiloilla elektronit sijaitsevat
90-95 % ajastaan. Molekyylin muodostuessa atomiorbitaalit yhdistyvat. Yhdistymista
seuraa uudelleenjdrjestyminen, jolloin muodostuu uusia avaruudellisesti eri tavoin
suuntautuneita molekyyliorbitaaleja. Muutosta kutsutaan hybridisaatioksi, jolla

tarkoitetaan atomiorbitaalien uudelleenjarjestymista.

Schrédingerin - aaltoyhtdldéstd voidaan erottaa Hamiltonin operaattori (Zumdahl
2002). Se kuvaa systeemin kokonaisenergiaa. Todettin, ettd klassisessa
mekaniikassa Newtonin |l laki voidaan rinnastaa Schrédingerin yhtaloon
kvanttimekaniikassa. Voima madritellddn Newtonin |l laissa, mutta sen tarkkaa
muotoa ei laissa madritelld. Yhtaldisyyksid on ndhtdvissd Schrodingerin yhtaldn
kanssa. Schrédingerin yhtaldstd ei saada hiukkasen likkeen tarkkaa muotoa, vaan
se pitdd muodostaa erikseen systeemin fysikaalisten ominaisuuksien perusteella.
Aaltofunktion amplitudia @ sanotaan todenndkdisyysamplitudiksi. Sen nelid
osoittaa todenndkdisyyden sille, ettd hiukkanen on fietylld alueella. Monissa
yhteyksissd tila oletetaan stationaariseksi. Talld tarkoitetaan, ettd systeemi on

energian (eli Hamiltonin operaattorin) ominaistilassa. Hamiltonin operaattori

. K2
H=-—V*+V(7)

2m

mMAaardd systeemin aikakehityksen, joten stationaarisessa filassa olevan hiukkasen

aaltofunktio ei riipu ajasta. Yleisemmin kaikkien mitattavissa olevien suureiden
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odotusarvot ovat ajasta riippumattomia stationaarisessa filassa. Kdaytetddn

klassisen mekaniikan yleistd aaltoyhtaldd

3 7 I|'r
ld_ — \;J?L{,
v? Ot? , Miss&

Y = aallon muotoa esittava aaltofunktio
v = aallon vaihenopeus eli sen taagjuuden (f) ja aallonpituuden (A) tulo

ja de Broglien kaavoja. Lopputuloksena saadaan Schrédingerin yhtdld, joka on

ajasta rippumaton kolmiulotteisessa potentiaalissa olevalle hiukkaselle:

[%vz FUMU) = BV

v? on gradientin divergenssi ja U(ﬂ on systeemin potentiaalienergiaa vastaava

operaattori. Yhtald voidaan kirjoittaa myds muodossa
HY(7) = BY(7)

On huomioitavaa, ettd klassisen fysikan mukaisessa aalto-opissa funktio y vastaa
sitd suuretta, jonka vaihteluista aaltolike muodostuu. Tallaisia ovat esimerkiksi
sGhkdkentdn voimakkuus sdhkdmagneettisissa aalloissa, veden pinnankorkeus
vesiaalloissa tai paine dadniaalloissa. Hiukkasiin littyvad aaltolikettd ei  aluksi
yhdistetty kyseiseen funktioon. Vasta mydhemmin kehitettiin
todenndkdisyystulkinta, jolloin funktiolle w saatiin klassista fysikan aalto-oppia
vastaava merkitys kvanttifysikassa. Tadman mdadrittelyn mukaan aaltofunktion
amplitudin nelidstd saadaan todenndkdisyys sille, ettd hiukkanen |oytyy fietystd

paikasta.

Klassisen mekaniikan lainalaisuuksia kayttden on osoitettu, ettd osa molekyylien
liikkeisiin liittyvistd tekijodistd voidaan johtaa matemaattisten massakeskipisteiden
kesken tapahtuviin vardhdyksiin perustuen (Colthup ym. 1990). Puhutaan sis@isista
vapausasteista, joihin eivat sisdlly koko molekyylille m&daritetyn massakeskipisteen

translaatiolike, eivatkd rotaatiot (ndma likkeet eivat muuta varsinaisesti molekyylin
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omaa rakennetta mitenk&dn). Epdlineaarisile molekyyleille nd&itd  sisdisic
vapausasteita voidaan madrittdd 3N - 6 kappaletta ja lineaarisile 3N - 5
kappaletta, joissa N on molekyylissd olevien atomiydinten lukumaadrd. Molekyylin
rotaatioihin  ja translaatioon littyvat energiafilat (eli toisin  sanoen kyseisiin
liketyyppeihin liittyvat taajuudet, jotka saavat aikaan likkeitd molekyylissd) pitdd
madritelld erikseen. Klassisen fysikan mallit massakeskipisteiden vardhtelyista
voidaan yhdistGd edelld esitettyihin kvanttifysikan malleihin aaltofunktioista (W)
sekd todenndkdisyysfunktioista (W2). Lisdksi voidaan kayttdd kvanttimekaaniseen
harmoniseen oskillaattoriin ~ liittyvid  lainalaisuuksia.  Edelleen, huomioimalla
Boltzmannin jakaumafunktio, joka madrittelee eri |Gmpdtilan  vaikutuksen
molekyylien jakaumaan perustiion ja ylempien energiatilojen valila, sekd
huomioimalla molekyylin todenndkdisin  muoto (engl. linear, spherical top,
symmetric top (engl. oblate/prolate), asymmetric top), saadaan muodostettua
p&dpiirteet vibraatio-rotaatiospekiroskopian ilmidille. Harmonisen oskillaattorin
mallia voidaan kayttad sekd klassisen fysikan ettd kvanttifysikan madrityksissa.
Usein harmonisen vardhtelij@n malli on riittdvé kuvaamaan molekyylin rakenteiden
ja niiden vardhtelyjen seurauksena madritetyn spektrin valisid yhteyksid (Colthup
ym. 1990). Jotkin spekirien yksityiskohdat, kuten ylavireisten taajuuksien
muodostuminen, osoittavat, ettd todellisuudessa molekyyleillld on myods ei-
harmonisia  potentiaalifunktioita. Kaytdnndssd t&dmdan erona harmoniseen
(kvanttimekaaniseen) vdardhtelij@dn on se, efttd ei-harmonisen vardhtelijan
vardhdystaagjuudet eivat endd ole perustaajuuden monikertoja eli vardhdysten

valilld ei ole yhtd suurta eroa kesken&dn.

Atomit vuorovaikuttavat keskenddn erilaisten kemiallisten sidosten valitykselld.
Sidokset luokitellaan muun muassa niiden vahvuuden (sidosenergia) ja
dimensioiden (sidosten pituus) avulla (Sinko 2011). Alla olevassa taulukossa 1 on
lueteltuna yleisimmdat sidostyypit ja niiden vdalilléd vallitsevat  likim&dardiset

sidosenergiat .
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TAULUKKO 1: Atomien ja molekyylien vdalisia sidostyyppejd (Mukailtuna Sinko 2011).

Sidostyyppi Sidosenergia (keskimadarin, kcal/mol)

Van der Waals-voimat ja muut | 1-10
molekyylien valiset vetovoimat
(esimerkiksi  dipoli-dipoli  interaktio,
orientaatioefekti, Keesom-voima,
dipoli-indusoitu dipoli interaktio,
induktioefekti tai Debye-voima)

Indusoitu dipoli-indusoitu dipoli | 1-10
interaktio, dispersioefekti, London-

voima
loni-dipoli interaktio 1-10
Vetysidokset:
C-H----O 2-3
O-H----N 4-7
N-H----O 2-3
Primaarit valenssisidokset:
Elektrovalentit, ioniset, | 100-200
heteropolaariset 50-150

Kovalentit, homopolaariset

2.3. Vibraatiotiloihin perustuvan spekiroskopian soveltaminen Iaaketutkimuksessa

Molekyylien atomien vdlisten vdardhtelyjen eli vibraatioiden tarjoamaa
informaatiota voidaan hyddyntdd monin eri tavoin tutkittaessa aineiden fysikaalisia
ja kemiallisia ominaisuuksia. On mahdollista esimerkiksi tunnistaa aineita niille
tyypillisen spekirin avulla tai maarittdd kvantitatiivisesti jonkin tietyn komponentin
MAaardd naytteessd (Smith ja Dent 2005). Usein puhutaan myds esimerkiksi
molekyylille ominaisesta 'sormenjdlkialueesta’, jonka perusteella kyseinen yhdiste

voidaan spekiristd tunnistaa.

Sidosten muodostuessa varausjokauma jokaisen atomiytimen ympdrilld on
samankaltainen kuin yksittdiselld atomilla, mutta sen koko ja muoto on erilainen
(Sinko 2011). Tdman varausjokauman erilaisuus littyy kyseisen molekyylin fysikaalis-
kemiallisin ominaisuuksiin. Kun atomit yksistddn tai osana molekyylej@ altistetaan

ulkoisille energiakentille, ne kayttaytyvat eri tavoin. Nd&in ollen, sidosten ja
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molekyylien muodostumista sekd ominaisuuksia voidaan mitata kayttédmalla
ulkoista energiaa niiden altistamiseen. Toisinaan puhutaan myds ’'herdte-

energiasta’.

Ladkeainetutkimuksessa  spektroskopiaa ja molekyylirakenteiden  tutkimusta
hyddynnetddn erittdin lagjalla skaalalla. Kun molekyylien fysikaaliset ominaisuudet
yhdistetddn jo tunnettujen samankaltaisten rakenteiden kemiallisin ominaisuuksiin,
on mahdollista tehdd erityyppisiad perusmdadrityksid. Esimerkiksi kuvata molekyylien
atomien paikkagjdrjestystd, saada todisteita molekyylin  fysikaalisesta  tai
kemiallisesta kayttaytymisestd tai kehittdd menetelmid tietyn |Gdkeainemolekyylin
kvalitatiiviseen ja kvantitatiiviseen analyysiin (Sinko 2011). Nd&ist& ensinnd ja toisena
mainitut johtavat yleensd pdadtelmiin kemiallisesta luonteesta ja potentiaalisesta
toimintamekanismista,  jotka  ovat  tarpeellisia  ennen  kaikkea  uusien
|&ddkeainekandidaattien, joilla on selekfiivistd farmakologista tehoaq, 16ytamiselle.
Viimeisend mainittu  puolestaan mahdollistaa  tydkaluja ennen kaikkea
|6akekehitykseen ja —tuotantoon. Edelleen, tastd on hydtyd myds analytiikassa

muun muassa Iddkevalmisteiden laadunvalvonnassa.

Kuten edelld on esitetty, molekyylin energia koostuu sen muodostavien atomien ja
niiden vdlisten sidosten energioista. Jokaista ndistd energioista voidaan kdasitelld
erikseen  (Colthup ym. 1990). Molekyylin  energia muodostuu  osin
translaatioenergiasta, osin rotaatioenergiasta, osin vibraatio- eli
vardhtelyenergiasta sekd osin elektronisesta energiasta. Alla olevassa taulukossa 2

on keskimadrdiset energia-alueet kullekin edelld mainituista.

TAULUKKO 2: Erilaisten vardhtelyjen keskimadardisia energioita.

Energiatila Keskimadrdinen energia-alue

Elektroniset siirtymat ~ 10718 J (UV- ja ndkyvan valon
aallonpituusalue)

Vibraatiosiirtymat ~ 101 - 202 J (IR-alueen
aallonpituusalue)

Rotaatiosiirtyméat ~ 102" J

Translaatiosiirtymdat ~ 1035 )
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Kun tarkastellaan koko elekiromagneettista spekirid, elekironisten energiatilojen
vdliset siirtymdat toimivat yleensd Idhteend absorptiolle tai emissiolle UV- ja ndkyvan
valon  aadllonpituusalueella.  Puhtaat  rotaatfiot  aiheuttavat  absorptiota
mikroaaltoalueella tai kaukaisella infrapuna-alueella. Molekulaariset vibraatiot
puolestaan aiheuttavat absorptiospekirejd Idhes koko spekirin infrapuna-alueelle.
Tamdan katsauksen tarkastelujen keskeisend alueena ovat sdhkOmagneettisen

sateilyn aiheuttamat interaktiot molekyylien rotaatio- ja vibraatiotiloissa.

Naytteitd voidaan tutkia hyvin laqgjalla fysikaalisten olomuotojen alueella;
kiintedssd, livoksina tai kaasuina. Edelleen, kuumassa tai kylmdassd, jauheena,

mikropartikkeleina tai kerrostuneina pintarakenteina (Smith ja Dent 20095).

Sateily karakterisoidaan usein sen aallonpituuden (A) avulla. Spektroskopiassa
kiinnostuksenkohteena ovat kuitenkin yleensd sdateilyn interaktiot tutkittavan
molekyylin energiatilojen kanssa. Nd&in ollen onkin kaytdnndllisempd& puhua
energioista ja kayttdd taagjuutta (merkintdtavoista rippuen f tai v) tai aaltolukua
energian kuvaamisessa. NGma ovat lineaarisesti yhteydessd energiaan (E). Alla on

esitettynd nGma yhteydet:

A=c/f (1)
f=AE/h (2)
w=f/c=1/A (3). joissa

A = aadllonpituus

c = valon nopeus tyhjidssd ~ 3.0 * 108 m/s
f = vardhtelyn taajuus

E = energia

h = Planckin vakio ~ 6.63 * 10-34 J*s
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w = aaltoluku = aallonpituuden kddanteisluku

Yhtaldiden perusteella voidaan todeta, ettd energia on k&dnteisesti verrannollinen
aallonpituuteen ja ndin ollen korkeimman energian alue on pienimman
aallonpituuden alueella. Edelleen, korkeimman energian alue on toisaalta
korkeimman vdardhtelytaajuuden alueella, toisin sanoen korkean taagjuuden
va@rdhtely on energialtaan korkeampaa kuin matalamman taagjuuden vardhtely.
Edelleen, yll& esitettyjen yhtaldiden (1)-(3) perusteella tassd tekstissd kdytetddn
energian ilmaisuna sek& energiaa ettd aallonpituutta ja aaltolukua — kuhunkin
tilanteeseen parhaiten sopivasti. Taulukossa 3 esitetddn t&dmdan futkimuksen
kannalta relevantti osa sGhkdmagneettisesta spekiristd iimaistuna aallonpituuden

(A), aaltoluvun (v) ja tagjuuden (f) avulla.

TAULUKKO 3: Osa sdhkdmagneettisen sateilyn spekiristd eri suureiden avulla

iimoitettuna (Mukailtuna Colthup ym. 1990).

Sateilyn alue A (cm) v (cm-) f (Hz)

Ultravioletti

(kauko) 1x106 - 2x10-° 1x108 - 50 000 3x1016 - 1.5x1075
(IGhi) 2x10-5 - 3.8x10° 50 000 - 26 300 1.5x1015 - 7.9x1014
Nakyvé valo 3.8x10-5-7.8x10> | 26 300 - 12 800 7.9x1014 - 3.8x1014
Infrapuna

(IGhi) 7.8x105-2.5x104 | 12800 - 4000 3.8x10™4 - 1.2x1014
(keski) 2.5x104 - 5x103 4000 - 200 1.2x1014 - 6x1012
(kauko) 5x10-3 - 1x10! 200-10 6x1012 - 3x10™M
Mikroaallot 1x101 - 1x102? 10-0.01 1x1012 - 3x108

Energiaerot, joita vardhtelytiloihin perustuvassa spektroskopiassa hyddynnetddn,
vaativat molekyylien atomien ydinten vdardhtelyd (Smith ja Dent 2005). Jos
ainoastaan molekyylin elektronipilven hdirintédd tapahtuu, siroavien fotonien
energiaerot verrattuna herdte-energiaan ovat erittdin pienid. Tdllaista sirontaa
kutsutaan elastiseksi sironnaksi ja se on vallitseva prosessi tfapahtumissa. Molekyylien
tapauksessa puhutaan Rayleigh-sironnasta. Jos atomiydinten liikettd saadaan
aikaan, energiaa sirtyy herdte-energian fotoneina molekyylille tai molekyylilta
sironneille fotoneille. N&issd tapauksissa prosessi on epdelastista sirontaa, jota

kutsutaan Raman-sironnaksi. On huomioitava, ettd tdllainen sirontaprosessi on
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erittdin heikko ja ainoastaan yksi fotoni 10¢-108 sironneesta fotonista on Raman-

sironnut.

Huoneenldmmossd useimmat molekyylit ovat energeettisesti  perustilallaan,
alimmalla vardhtelyenergian filalla  (Smith  ja Dent 2005). Kun molekyylin
kohdistetaan sdateilyenergiaa, vallitsevana on Rayleigh-sironta. Mukana ei ole
energianmuutoksia ja sateilyn fotonit palaavat samalle energiatilalle  kuin
|Ghtétilanteessa. Raman-sirontaprosessi  perustilalfa  m  johtaa  molekyylin
absorboimaan energiaa ja ndin ollen sen siirtymisen korkeammalle vardhtelytilalle
n. Tata kutsutaan Stokes-sironnaksi. Molekyylien sisdisen termisen energian johdosta
osa ndytteen molekyyleistd voi olla jo valmiiksi korkeammalla virittyneelld filalla n.
Sironta ndiltd  tiloilta perustilalle  aikaansaa energian  siirtymisen  molekyylin
rakenteista sironneille fotoneille. Tatd kutsutaan anti-Stokes-sironnaksi. Tyypillisesti
ainoastaan Raman-sirontaa detektoidaan, mutta toisinaan anti-Stokes-sirontaa
halutaan hyddyntdd. Esimerkiksi mikdli ndytteen analysoinfia  hdiritsee
vibrationaaliselle spektroskopialle tyypillinen voimakas fluoresenssi-ilmid molekyylin
rakenteista, anti-Stokes-sironnan aiheuttamia fotoneja voidaan hyddyntdad

detektiossa.

Molekyylin  totaalienergia on summa sen elektronisesta, vibrationaalisesta,
rotationaalisesta ja translationaalisesta energiasta (Sinko 2011). Nd&in ollen on
luonnollista, ettd kohdistettaessa molekyyliin ulkoista her&te-energiaa (esimerkiksi
laser-valoa), siinG  voi tapahtua kaikkien ndiden energiatiiojen muutoksia
samanaikaisesti. Molekyylien spektreissd elektronisten sirtymien spektrid esimerkiksi
'hairitsee’ samanaikaisesti tapahtuvat siirtymdat vibraatiofiloissa ja rotationaalisissa
energiatiloissa. Nailléd energia-alueilla  (UV-valo, ndkyvd valo), jotka ovat
suhteellisen suurienergisi@d alueita, spekirien piikeistd muodostuu leveitd voitd.
Toisaalta  esimerkiksi  infrapuna-alueella, jolla  vaikutetaan  pddasiassa
vibrationaalisin  ja rotationaalisin  siirtymiin, spekirin - muodostuu  terGvampid
piikkejd. Témd& toimii perustana oikean herdte-energia-alueen tuntemukselle ja
valinnalle etenkin tutkittaessa tiettyj@ molekyylien hienorakenteita. N&in ollen usein
on erittdin hyddyllistd tuntea ainakin joitakin tutkittavan molekyylin  fysikaalis-

kemiallisia suureita.
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Kun ndéytteen molekyylit absorboivat herdte-energion  fotoneja, osa
absorboituneiden fotonien energiasta kuluu muun muassa molekyylin vibraatioihin,
rotaatioihin  ja franslaatioihin. Varahtelytiloihin - perustuvan spektroskopian
ydingjatuksena on ndiden vdardhtelyenergiatilojen muutosten detektio. Kaikkia
edelld mainittuja voi tapahtua ja usein tapahtuukin samanaikaisesti kun herate-
energia aktivoi molekyylin rakenteita. Jos viritystilalta perustilalle siirryttdessa
tapahtuu  energian vapautumista  sisdsiirtymin  tai  vibrationaalisten  tilojen
muutoksilla, molekyylissa ei esiinny luminesenssia (Davidson 2009). Fotoluminesenssi
on pddotsikko valon aikaansaamien atomien ja/tai molekyylien elekironisten
viritystilojen  purkautumiselle. Useat kemialliset yhdisteet emittoivat sateilyd
palatessaan perustilalle — tGmda tapahtuu joko fluoresenssin tai fosforesenssin
(fotoluminesenssin  alaotsikot) kautta riippuen reitistd, jolla paluu  perustilalle
tapahtuu.  Naistd iImidistd usein  seuraa  vibrationaalista  spekiroskopiaa
hyddynnettdessd  spektrien  pddllekkdisyyden iimenemistd (engl. spectral
overlapping) (Davidson 2009). Fluoresenssin aiheuttamat fotonit siis hdiritsevat
vardhtelytilojen detektioon vaadittavia alueita spekiriss@ ja spekirien tulkinta sek&
piikkien 16ytadminen spektreistd mutkistuu. TGma perustuu vaikeuteen erottaa, mitké
fotonit ovat fluoresenssin aiheuttamia, ja mitkd fotonit molekyylin sidosten

varahdystilojen muutosten aiheuttamia.

Kun molekyylien vardhtelyj@ ja niiden normaaliv@rdhdysten vapausasteita
tutkitaan karteesisissa koordinaatistoissa (eli tavallisissa koordinaatistoissa), tehdddn
yleensd muutamia vyleistyksid. Ensinnd, molekyylien translaatiolikettd ei lasketa
vardhtelytaajuuksiin - aidosti  kuuluvaksi.  Toiseksi, molekyylien  rotaatiolike
v@hennetddn niiden normaalivrdhdysten  vapausasteista.  Ndin - ollen
epdlineaarisen N  atomia sis@ltdvdn  molekyylin normaalivardhdysten
vapausasteiden madrdksi saadaan 3N-6 ja lineaarisen molekyylin 3N-5 (Woodward
1972).
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2.3.1 IR-spekiroskopia

Molekyyleilld on niille ominaiset luonnolliset vibraatiotaajuudet (Colthup ym. 1990).
Nadmda molekyylile ominaiset taagjuudet mdadrdaytyvét muun muassa atomien
vdlisten etdisyyksien ja niiden massojen, sidosvahvuuksien ja molekyylin sGhkdisen
varausjokauman sek& symmetrian madradmind. Jotta molekyyli voisi olla IR-
aktiivinen,  sen  sdhkdisen  dipolimomentin  tGytyy  muuttua ulkoisen
hairintGtaajuuden, eli sihen kohdistetun energian fotonien, johdosta. Tarvitaan
klassista mekaanikkaa ja kvanttifysikan lainalaisuuksia molekyylin atomien vdlisten
voimavaikutuksien kuvaamiseen, vardhtely-ja pydrimislikkeiden kuvaamiseen sek&
naihin liittyviin - energia-madrityksiin.  Talldin - saadaan laskennallisesti  selville
valintas&@dnndn mukaiset taajuusalueet, joilla molekyyli osoittaa IR-akfiivisuutta, kun
sihen kohdistetaan herdte-energiaa. Kun kyseisen energian taajuus kdy yhteen
molekyylin luonnollisten vibraatiotagjuuksien kanssa, se voidaan havaita IR-
spekiroskopiassa kdaytettavilld detektoreilla. On luonnollista, ettd laskennalliset
madritykset  ovat suhteellisen selkeitd pienemmille molekyyleille, mutta
moniatomiset suuret molekyylit sisaltdvat matemaattisesti talld tavoin tarkasteltuina
hyvin mutkikkaita ratkaisuja (Colthup ym. 1990). Empiirisesti on havaittu, ettd fietyt
molekyyleiss& olevat rakenteet, atomien vdliset sidokset ja funktionaaliset ryhnmat
tuottavat vibraatiospektreinin  niille ominaisia piirteitd tietyille taajuusalueille.
M&daritelmissa on varsinkin suomennettaessa oltava tarkkana;
vibraatiospektroskopiaa  kuvaavassa  kirfjallisuudessa  ryhmdavardhtelylld el
varsinaisesti  tarkoiteta  jonkin  fietyn funkfionaalisen ryhmdan  vardhtelyjd.
Madriteimdn mukaan ryhmdavardhtelyn tarkastelu tarkoittaa tilannetta, jossa
tutkitaan kahta hyvin  samantyyppistd molekyylin  atomien vdlistd sidosta
(energialtaan ja sijainnilfaan). Tdllaisten sidosten vardhtelyja@ taytyy tutkia
yhtendisen ryhmdan aiheuttamina vdardhtelyind ennemmin kuin  vastaavien
yksittdisten sidosten aiheuttamia. Esimerkiksi —CH2 — ryhmdalld sanotaan esiintyvan
symmetristd ja epdsymmetristd venytysvardhtelyd ennemmin kuin kahden erillisen
CH - sidoksen aiheuttamaa venytysvardhtelyd. Toisaalta taas esimerkiksi CHzBr —

molekyylissd C-H — sidoksia taytyy tarkastella CHsz : n osalta yhtendisend ryhmana,
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mutta C-Br — va@rdhtelyd puolestaan erillisend vardhtelynd. Nain ollen madaritelma
ryhmdavdardhtely voidaan tarkkuutta noudattaen laagjentaa koskemaan myos
funktionaalisia ryhmida ja myds taman tekstin yhteydessa kyseiselld termilld viitataan
jonkin tietyn funktionaalisen ryhman vardahtelytiloinin, ellei muuta ole erikseen
mainittu. Vardhtelytilojen tunnusomaisia piirteitd voidaan hyddyntdad laagjasti sekd
IR- ettd Raman-spekiroskopiassa. Tulkinnat molekyylin rakenteesta ja spekirissa
nakyvien piikkien ja tunnusalueiden vdlisistd yhteyksistd pohjautuvat aiemmin
madritettyihin spekireihin vertaamiseen ja/tai laskennallisiin arvioihin. Kuvassa 1 on
yksinkertainen esimerkki kortisonimolekyylistd, jonka tarkeimpien [R-akfiivisten
ryhmien kohdalle on merkitty spektrissd nakyvat vardhtelytaajuudet, eli energia-
alueet, joilla kyseisen molekyylin kyseiset funktionaaliset ryhmat vardhtelevat, kun

niihin kohdistetaan IR-laitteiston herdte-energiaa (Shaw ja Mantsch 1999).

CH,
1710 o’ |
0 CH, CHy=0—C=0 1756 cm'
SHs nJ==n
1732 cm!

1682 cm™!

KUVA 1: Kortfisoni-molekyylin rakenne ja tarkeimmat IR-aktiiviset rakenteet (Shaw RA
ja Mantsch HH 1999).

Muutamia yleisi@d kemiallisia biokemiallisia analyysej@ IR-spekiroskopialla tehtyiné
ovat esimerkiksi erilaiset seerumimdaadritykset sekd virtsan kreatiniini ja ureapitoisuus
(Shaw ja Mantsch 1999). Alla olevassa kuvassa 2 on selvitetty kuuden eri analyytin

pitoisuuksia seerumissa IR-mdadritykselld tehtyind.
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A B
Glucose (mmol/L) 7.0 4.1
Urea (mmol/L) 13.3 9.7
Protein (g/L) 42 78
Albumin (g/L) 17 39
Triglycerides (mmol/L) 1.7 2.4

Cholesterol (mmol/L)

B
A N
800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Wavenumber (cm-1)

KUVA 2: Kuuden eri analyytin (glukoosi, urea, proteiinit, albumiini, triglyseridit,
kolesteroli) pitoisuusmdadritykset seerumista IR-spekiroskopiaa hyddyntden (Shaw
RA ja Mantsch HH 1999).

Jotta spektridata saataisiin  tulkittua luotettavasti ja etenkin  kvantitatiivissa
madrityksissd toistettavasti, spektrien simdmdadrdinen tutkiminen ei yleensd ole
vaihtoehto. Spekirien tulkintaan ja niiden sisdltdmdan informaation vertailuun
kaytet@ddn muun muassa tietokoneohjelmia ja -laskentaa. Matemaattinen kdasittely
voi koostua esimerkiksi lineaarisen regression, pienimmdan neliGsumman (engl.
partial least squares) tai lineaarisen diskriminanttianalyysin hyddyntdmisestd (Shaw
ja Mantsch 1999).

2.3.2 Raman-spekiroskopia

Raman-sironnan havainnointi ja kayttd on vdhemmdan laagjasti kdytetty iimid
vibraatiospektroskopiassa kun infrapuna-absorptio  (Smith  ja Dent 2005).
Suurimpana ongelmana on ollut naytteiden kuluminen ja hajoaminen sekd
fluoresenssi. Instrumentoinnin paraneminen on kuitenkin yksinkertaistanut laitteistoja
ja vdhentédnyt ongelmia huomattavasti. Raman-spektroskopiaa voidaan
hyddyntad tutkittaessa vesipitoisia ndytteitd, ndytteitd suoraan lasiastioissa ja ilman
erityistd  preparointia. N&md&  edistysaskeleet ovat johtaneet tekniikan
hyédynt@dmisen  nopeaan  kasvuun.  Moderni  Raman-spekiroskopia  on

yksinkertaista; vaihtelevien instrumenttiparametrien méaard on vahdinen, spekirien
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manipuloinnin tarve minimaalista sek& datan tulkinta on suhteellisen helppoa.
Seuraavassa kasitellddn Raman-spektroskopiaan liittyvd teoreettinen tausta ja
joitakin kdyt&Gnndn huomioita, jotta tekniikan monipuolisia sovelluksiac muun muassa

|Gaketutkimuksessa voidaan paremmin havainnollistaa.

Raman-sironta ja sen hyddyntdminen on vieldkin 'alikehitettyd’ tekniikkaa — hyvin
paljon iimién tarjoamaa tarkedd informaatiota jatetddn huomioitta tai jopa
tunnistamatta (Smith ja Dent 2005). Tiettyjen minimilainalaisuuksien tunteminen
antaa keinoja pintaa syvemmaltd tapahtuvan ymmarryksen muodostamiselle.
Talldin mittauksilla saatavaa dataa voidaan hyddyntdd entistd tehokkaammin ja
toisaalta kehittdd sekd tulkita edistyksellisempddkin tekniikkaa, mikd mahdollistaa
spesifisid etuja  tietyille sovellusalueille. Raman-spekiroskopia perustuu  valon
epdelastiseen sirontaan molekyyleistd. llmidn esitti alun perin Smekal vuonna 1923.
Ensimmaisend iimid havaittiin kokeellisesti Ramanin ja Krishnan (1928) tutkimuksisssa.
Alkuperdisessd  koejarjestelysséd  auringonvalo  fokusoitin - teleskoopin  avulla
ndytteeseen ja toinen linssi asetettin ndytteen viereen kerddmdadn sironnutta
sGteilyd. Optisten suodattimien avulla osoitettiin, ettd sironnutta sateilyd, jolla on
alkuperdisen valonldhteen taajuuteen ndhden erilainen energia, todella tapahtuu.
Todmd& muodostaa modernink Raman-spekiroskopian pohjan. Kuvassa 3 on
esitettynd 1928 tehdyn kokeellisen jarjestelyn ja Raman-sironnan havaitsemisen

perusajatus.

Slronnan aiheuttava neste

Valkoinen
valo (aurinko)
‘.’lolemvalo \ /
Violetti Rayleigh- Raman-
suodatin sironnut sironnut
valo valo

violetti vihre3d
Vihre3 suodatin

I Vihre3d valo

Havaitsija

KUVA 3: Raman-sironnan alkuperdinen havainnointi
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lImidn keksimisestd |Ghtien aiheesta on julkaistu lukuisia tutkimuksia, jotka pitk&éan
keskittyivat kdasittelemdadan iimidta yleiselld tasolla. Raman-spekiroskopiaan liittyi
paljon teknisi@d ongelmia, kuten heikko intensiteetti, hdiritsevd fluoresenssi ja
rittmaton  valon kerdys ja detektointi. Tekniset ongelmat estivdt Raman-
spekiroskopian hyddyntdmisen kaytadnndn analytiikassa. Vasta 1980-luvulla ilmestyi
tutkimuksia, joissa tekniikka yhdistettiin kemiallisin analyyseihin. 1980-luvun lopulla
esiteltin - Raman-spektroskopia, jossa hyddynnettin  Fourier-muunnosta  (engl.
Fourier-transform, FT), CCD-detektoria (engl. Charge-Coupled Device), |ahi-
infarapuna laseria (NIR) ja tietokoneita (Pitt ym. 2005). Tietokoneiden ja
laskentatehon parantuessa Snyder ja Schachtschneider (1963) julkaisivat tarkeitd
tutkimustuloksia koskien yksityiskohtaisia madrityksia sarjalle hiilivetyja. Madrityksissa
on kuvattu vibrationaaliset voimakentdt ulottuen CisHio asti. TEME mahdollisti
ensimmaisid kertoja sen, ettd pddstin vahitellen analysoimaan myds suuria

biomolekyylejd vibrationaalisen spektroskopian keinoin.

Kun valo vuorovaikuttaa aineen kanssa, fotonit, joista valo koostuu, voivat
absorboitua tai sirota aineesta (Smith ja Dent 2005). Yksi vaihtoehto on, ettd
interaktiota materiaalin kanssa ei tapahdu ollenkaan, vaan valo kulkee suoraan
|Gpi. Jos aineeseen tulevan fotonin energia vastaa energiaeroa molekyylin
perustilan ja jonkin virittyneen energiatilan vdlilld, fotoni voi absorboitua ja
molekyyli siirtyy korkeammalle energiselle viritystilalle. Tatd muutosta  tutkitaan
absorptiospektroskopiassa  (esimerkiksi  infrapuna-spektroskopia)  mittaamalla
energiahdviodtd, verrattuna alkuperdisen valonldhteen energiaan. On myds
mahdollista, ettd fotoni siroaa molekyylistd. Tassd tapauksessa ei ole oleellistq,
onko fotonilla sopivaa energiaa, joka vastaa kahden viritystilan valista
energiaeroa. Siroavat fotonit voidaan detektoida kerddmdalld valoa fietyssa
kulmassa valonldhteen sateeseen ndhden. Keratyn signaalin voimakkuus kasvaa
nelj@nnessd potenssissa valonldhteen taajuuden suhteen (v4). Arkipdivdisend
esimerkkind taivaan sininen sdvy; iimakehdssd olevista molekyyleistd ja
partikkeleista siroaa korkeampienerginen sininen valo paljon tehokkaammin kuin
matalamman energian punainen valo. Siroamistekniikoita hyddynnettdessd on

tarkedd varmistua, ettd sellaista absorptiota, jolla on valonldhteen energian
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kanssa vastaavat energiatilat, ei tapahdu tai se on ainakin  huomioitu
madrityksissd. Tamda sen vuoksi, ettd mikdli kyseistd absorptiota tapahtuu,
ndytteeseen ohjattavasta herdtevalosta ei talld energia-alueella saada signaalia.
Raman-iimidn havaitseminen perustuu sirontaan, ja jos ndyte absorboi sinne

kohdistetun energian, sirontaa ei tapahdu.

Sirontaan perustuvia madrityksid voidaan hyddyntdd erittdin laajasti nykyisen
kehittyneen  instrumentoinnin  ansiosta.  Esimerkiksi  partikkelien  koon ja
kokojakauman madadritykset aina alle 1 um kokoluokkaan ovat hyvid
sovelluskohteita (Smith ja Dent 2005). Niin ik&&n absorptioon perustuvat mdédaritykset
ovat useissa spektroskopiatekniikoissa erittdin laagjasti kaytettyjd. Esimerkkeind
tallaisista akustinen spektroskopia, jossa absorptioenergia rakenteen perustilan ja
viritystilan valillé on hyvin pieni ja toisaalta rontgen-sdteiden absorptioon perustuva
spektroskopia, miss&d havaitaan hyvin suuria  energiaeroja. Ndiden kahden
Adripddn vdlille mahtuu useita yleisid tekniikoita, kuten NMR (nuclear magnetic
resonance eli ydinmagneettinen resonanssi), EPR (electronic paramagnetic
resonance eli elekfroninen paramagneettinen resonanssi), infrapuna-absorptio,
elektfroninen absorptio, fluoresenssiemissio ja UV-spektroskopia (ultra violet eli

ultraviolettivalo).

Alla kuvataan lyhyesti Raman-ilmiodn teoreettinen pohja. limidn tarkastelu voidaan
aloittaa lahtien ulkoisen sdhkdmagneettisen sateilyn (valo) indusoimasta
polaroituvuuden muutoksesta u = a * E molekyylissd (Colthup ym. 1990) ja

jatkamalla edelleen:

Stokes- ja anti-Stokes-spektriviivojen syntyminen voidaan selittdd klassisen fysiikan

avulla. Sadhkdkentdn voimakkuus E muuttuu ajan mydtd seuraavasti:
E = Eycos2migt,

miss& Eo on séGhkdkentdn amplitudi ja vo on kaytetyn valon taajuus. Jos t&td valoa

ohjataan kaksiatomiseen molekyyliin, molekyyliin syntyy dipolimomentti u:

= all = akycos 2mgt,


http://fi.wikipedia.org/wiki/Klassinen_fysiikka
http://fi.wikipedia.org/wiki/Amplitudi
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miss& verrannollisuuskerroin a on polaroituvuus. Jos molekyyli vardhtelee tai pyorii

taajuudella vm, liikkeeseen liittyva poikkeama g on
g = gp cos 2rmt,

missG@ qo on likkeen amplitudi. Pienilld amplitudeilla polaroituvuus riippuu

lineaarisesti g:sta:

ey
flf:ﬂfﬂl(,—) g+ ...
f}q q={)

Lausekkeessa ap on polaroituvuus tasapainoasemassa ja derivaatta kuvaa
polaroituvuuden muuttumista g:n muuttuessa, tasapainoasemasta laskettuna.
Yhtalot yhdistdmalld saadaan dipolimomentiksi

Oy )
1= aky cos 2wyt = g by cos 2wyt (i_) gaEy cos 2wyt
(
: q=I{)

o
= o By cos 2mugt + (3—3) gg cos 2mvmt o By cos 2wyt
g=0

Kayttédmalla trigonometrista kaavaa 2 cos x cos y = cos(x + y) + cos(x — y) saadaan
lopulta tulokseksi

1 = agEy cos QTTM}f-—I—% (3—3) gocx B [cos 2m(vg + vm )t + cos 2m(vg — vm)t]

g=0

Ensimmdinen termi kuvaa Rayleigh-sirontaa (taagjuus vo), ja jalkimmaiset termit
kuvaavat anti-Stokes-sirontaa (vo + vm) ja Stokes-sirontaa (vo — vm). JOs derivaatta
on nolla eli jos polaroituvuus ei muutu, molekyylin like ei synnytd Raman-sirontaa.
Voidaan siis  todeta, ettd IR-spekiroskopiassa aiheutetaan molekyylien
dipolimomentin muutos, Raman-spekiroskopiassa sitd vastoin saadaan aikaan
molekyylin elektronipilven polaroituvuuden muutos, jonka seurauksena molekyylisté
takaisin sironneilla fotoneilla havaitaan muuttuneita energioita. Kaiken kaikkiaan

Raman-sirontaa voi muodostua vardhtely- ja pyorimissirtymien yhteydessd sek&

elektronisten siirtymien yhteydessd. Franco Rasetti (1929) esitti, ettd Raman-ilmid voi


http://fi.wikipedia.org/wiki/Derivaatta
http://fi.wikipedia.org/wiki/Trigonometrinen_funktio
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tapahtua myds elektronisten siirtymdatilojen I&helld. Tadmda toimii k&ytanndssé
pohjateoriana nykyiselle resonanssi-Raman-tekniikalle. Raman ei siis ole sidoftu
pelkdstddn vibraatioenergioissa tapahtuviin muutoksiin, vaan sitd voi tapahtua
littyen 1&hes mihin tahansa molekyylin energiatilan siirtym&dn, kunhan siirtymid
madrittelevat kvanttifysikan valintasddnndt pitdvat paikkansa. Edelld  esitetyt
tarkastelut  ovat Raman-ilmididen  teoreettiseksi  taustaksi, mutta niiden
perusteellisempi johtaminen ja perustelu ovat tdmdan katsauksen kdasittelyn

ulkopuolella.

2.3.3. Raman-spektroskopian tekniikkaa ja peruskasitteita

Raman-laitteisto koostuu kaytdnnossa kolmesta erillisestd osasta; herdte-energian
tuottavasta (monokromaattisesta) valonldhteestd, spektrometristd (johon voi olla
litettyn& mikroskopiatekniikkaa) ja detektorista. Spektrometriin luetaan kuuluviksi
yleens& spektrografi, informaation prosessointiyksikot (fietokoneet ja ohjelmat) sekd
nayttolaitteet (Pitt ym. 2005). Dispersio-Ramanissa detektorille ohjattava sirontavalo
hajotetaan spektriksi, eli erotellaan eri aallonpituuksiin dispergoivalla elementilld,
kuten hilalla. Fourie-muunnos-Ramanissa  t&dmda  aallonpituuksien  erottellu
suoritetaan  Fourier-muunnoksen  suorittavilla  elementeilld ja ohjeimallisesti,
esimerkiksi interferometrilld ja fietokonelaskennalla. Alla olevassa kuvassa 4 on
nykyaikaisen Raman-laitteiston malli. Kuvassa esitetty laitteisto  kohdistaa
valonldhteend toimivan laser-valon (vinred) viivaksi ndytteeseen. Viiva voidaan
korvata fokuspisteelld (engl. focus spot) poistamalla sylinterilinssi laserin edestd. Kun
naytettd valaistaan, Raman-sirtynyttd eli Raman-sironnutta valoa (punainen)
saadaan suodatettua muun takaisinsironneen valon joukosta dikroisen peilin
avulla.  Tallé tavoin  esisuodatettu  sirontavalo  ohjataan  spektrometrille.
Spekirometrin spektrografi vastaa spektrin - muodostamisesta. Kaytdnndssa  siis
naytteestd sironneet fotonit (joilla on useita eri energioita, koska ne ovat sironneet
eri kohdista ndytemolekyylin rakenteita) ohjataan esisuodatuksen jGlkeen optisia
kuituja pitkin  spektrografille. Spektrografilla aallonpituuksien  (aaltolukujen)

erotteluun kaytetddn hilaa tai Fourier-muunnosta (engl. Fourier-transform). Kuvan
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mukaisesti  sironneen valon fotonit ohjataan edelleen 2-ulotteiselle CCD-
rividetektorille. EsitetyssG rakoskannauksessa (engl. slit-scanning) ndytteestd
saadaan useita spekirejd samanaikaisesti. Viva muodostuu useista pisteistd, eli
pikseleistd. Jokainen piste puolestaan vastaa yhtd spektrid, jonka ndytteestd
Raman-sironnut valo saa aikaan. Rakoskannaus yleensd lyhentdd kuvausaikaa
tunneista minuutteihin. Tdma on hyodyllistd etenkin biologisten ndytteiden ja
eld@vien kohteiden ftutkimuksissa (Downes ja Elfick 2010). CCD-detektorissa
ndytepisteiden muodostama viiva, eli spekirien sarja, saadaan talteen omalle
kolumnilleen. Talld tavoin on mahdollista myods muodostaa kuva saaduista
spektreistd, jolloin spekirien informaatio kddnnetddn pikselien tummuuseroiksi

detektoitujen fotonien intensiteettien mukaan.

AMtiraskaopin Dikroinen peili Sylinterilinssi
objektiivi
- ‘a‘ :
NAYTE LASER [yleens3 532 nm tai 785 nm)
@ Linssi
CCD-rividetektorin suurennos

I Vibraatiotazjuus (Raman-siirtym3)

@ Sljalntl néyttEESSé
CCD-detektori

SPEKTROMETRI

(I

KUVA 4: Raman-laitteiston kaavakuva (Mukailtuna Pitt ym. 2005).

Raman-ilmién havaitsemisesta kului muutamia vuosikymmenid, ennen kuin riittévan
intensiiviset valonldhteet (laserit) ja herkemmat detektorit (valomonistimet) tulivat
1960-luvulla kayttddn (Pitt ym. 2005). Ongelmana olivat kuitenkin suurikokoiset ja
kallit laitteet sekd liian suuritehoiset (tavallisesti 1W) laserit, jotta kaikentyyppisi&
naytteitd olisi ollut mahdollista analysoida. Lahes sopimattomaksi todettu tekniikka
sai uvuden nosteen 1990-luvulla.  Suurimmat  edistysaskeleet olivat  uudet

monikerroksiset dielektriset suodattimet, jotka olivat 'avaruuslasista’, eli dichroic-
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lasista valmistettuja sekd erittdin herk&t CCD-detektorit. Lisdksi samanaikaisesti
saatiin kehitettyd matalatehoisia (1-10 mW) ja suhteellisen edullisia lasereita
herdte-energiaa tuottamaan. Suodatinpohjaisilla jarjestelmilld  voitiin - vahitellen
pddstd suodattamaan Raman-ilmidn havaitsemisen kannalta tarpeetonta
Rayleigh-sirontaa pois. Pystyttin detektoimaan Raman-aaltolukualuetta, joka ol
|Ghelld laserin omaa ominaisaallonpituutta (ndkyvan valon aallonpituusalueen
lasereille ~ 10 cm ja UV-aadllonpituusalueen lasereille ~ 200 cm-1). Muita
edistysaskelia olivat PC-fietokoneiden laskentatehon ja hinnan aleneminen.
Muiden tekniikoiden kytkeminen Raman-laitteistoon on lagjentanut kdyttdalueita
entisestddn, esimerkiksi SEM-mikroskooppien (engl. Scanning Electron Microscopy)
ja konfokaalimikroskooppien kdayttd yhdessd Raman-spektfrometrien kanssa.
Raman-pohjaisissa kuvantamismenetelmissd paikkaresoluutiot sekd 2-ulotteinen
Raman-kuvantaminen ovat parantuneet huomattavasti.  Lisdksi  Raman-
spektrikijastot  ovat lagjentuneet ja helpottaneet spektritulkintaa, koska

referenssidatan avulla tehtavat spektrimdadritykset ovat suhteellisen suoraviivaisia.

Raman-spekiroskopiassa voidaan tehdd karkea jaoko kahteen erityyppiseen
tekniikkaan: FT-Raman-tekniikkaan (engl. Fourier-Transform Raman) ja dispersio-
Raman-tekniikkaan (Pitt ym. 2005). Kun herdte-laserin aallonpituus muuttuu 1dhelle
infrapuna-aluetta, Raman-sironnan intensiteetti laskee verrannolisena taajuuden
neljdnteen potenssiin, v4, jossa v on herdtevardhtelyn taajuus. Esimerkiksi argon-
laser 514 nm aadllonpituudella  saa aikaan 1é-kertaa  voimakkaamman
sirontaintensiteetin kuin 1028 nm aallonpituuden Nd-YAG-laser (oletuksena, ettd
lasereiden tuottamat intensiteetit ja sirontamdadrat ndytteessd ovat samat). FT-
Raman-systeemit  ovat  herkkyydeltddn  2-3-kertaisesti  heikompia kuin
dispersiosysteemit. Nd&in ollen dispersio-Raman-systeemit ovat nopeampia, ja
matalampitehoiset laserit ovat sopivampia kaikentyyppisile ndaytteille ilman
vaaraa ndytteen vaurioitumisesta. FT-Raman-tekniikan suurimpina ongelmina ovat
sironneiden fotonien detektoinnin vaikeus, vettd sis@ltdvissd ndytteissd veden
agiheuttama  signaali  sekd  suuritehoiset  herdte-laserit.  Alla olevassa
yhteenvetotaulukossa 1 on vertailtuna dispersio-Raman-tekniikan ja FT-Raman-

tekniikan ja tarkeimpid eroja.
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vertailua (Mukailtuna Pitt ym. 2005).

Dispersio-Raman-tekniikan  ja

FT-Raman-tekniikan

Ominaisuus Dispersio-Raman FT-Raman
Kaytetty herate-laser 244 — 830 nm (UV —| 1064 nm Nd-YAG
NIR)
Herate-laserin teho 02 mW - 1 kW, |>1kW tyypillisesti, vesijgdhdytteinen

iimajdadytteinen

Detektori

2D silikoni-detektori

Piste- tai lineaarinen IR-detektori

Detektorin herkkyys

Erinomainen. CCD-
detektori tarjoaa
erittdin joustavat

mahdollisuudet
signaalinkdsittelyyn

2-3 kertaluokkaa huonompi (kuin
dispersio-Raman). Vahan
signaalink&sittelymahdollisuuksia

Kohinan rajoite

Herdtteen kohinan
rajoittamaa

Detektorin kohinan rajoittamaa

Aaltolukualueen
kattavuus

~10cm'1-9000 cm-!

50 cm-1 - 3650 cm-1, vakioitu

Vesipohjaiset ndytteet

Veden tai livottimien
kanssa ei ongelmia

Oma-absorptio, laserin absorptio

Mikroskoopin <1um >5um
spatiaaliresoluutio

Spektrisuunnan 1 cm-! (standardi), 0.1 | 0.5 cm-!
resoluutio cm-! (spesiaali)

Fluoresenssisuppressio

Hyva alueella 730 -
830 nm (diodilaserit);
UV-alueen heratteelld
fluoresenssia valtet&dn
tehokkaammin

Parempi 1064 nm heratteelld. Ei UV-
optioita resonanttiparannuksille

Resonanssi-Roman  ja
SERS

Molemmat
mahdollisia,
mahdollistaen erittdin
suuren herkkyyden

Resonanssi-Raman ainoastaan
muutamille materiaaleille 1064 nm:lla

Raman-kuvantaminen Suora kuvantaminen | Suora kuvantaminen ei ole
ja kartoitus | mahdollista
(pistekartoitus, linja-
fokusointi-
kuvantaminen,
tfodellinen Raman-
kuvantaminen)
V4 sironnan | X 3.5 X1

parantaminen

Kohonneet I&Gmpdtilat

Ei ongelmia. Mittauksia
suoritettu  vli 1500
°C:ssa

Rajoittunut < 250 °C:n

Mustat ndytteet

Ei ongelmia

Termaalista emissiota havaitaan usein
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Perinteinen dispersiosysteemin spektrometri koostuu hiloista, steen
kohdistusoptiikasta, sulkijaraoista ja/tai suodattimista (Pitt ym. 2005). Lisdksi
spektrometriin kuuluu olennaisena osana detektorit, joilla k&ytdnndssd havaitaan ja
lasketaan niille saapuvia sironta-fotoneja. Kokonaisuuteen voi olla myds litettynd
mikroskooppitekniikkaa. Yhteenvetotaulukossa 2 on muutamia spektrometrin

suunnittelussa huomioitavia tarkeitd tekijoita.

YHTEENVETOTAULUKKO 2: Raman-spekirometrin suunnittelun tarkeitd parametreja
(Mukailtuna Pitt ym. 2005).

Ominaisuus Tavoitearvo
Paikkaresoluutio <1 um
Spekiriresoluutio <lcm!
Korkea optinen tuottoteho | > 30 %
detektorille

Laserin  oman  aadllonpituusalueen | < 50 cm-!
IGhistolld tapahtuva mittaus

Joustava suunnittelu  mydhempien
sovellusten liittdmiseksi

Kayton helppous

Vakaus, korkea automaatioaste

Alun perin Raman-iimién havaitsemiseksi tarvittin melko vahvan sironnan tuottavia
naytteitd ja ndin ollen iimidn hydédyntdminen oli rajoittunutta (Denson ym. 2007).
Vdahitellen parantunut  detektointitekniikka mahdollisti - kuitenkin menetelmdadn
herkkyyden ja sovellettavuuden nopean laagjenemisen. On tarpeen kuvata
tarkeimpi& detektoreihin liittyvid edistysaskelia. Jotta detektoreihin liittyvid
ominaisuuksia voitaisin  paremmin  ymmartdd, yhteenvetotaulukossa 3  on
muutamia tarkeitd termejd, jotka liittyvét Raman-signaalin detektointiin. Taulukon
termit ovat englanniksi, koska tarkkaa suomenkielistd termid ei ole valttamattd
olemassa ja on epdtarkoituksenmukaista suomentaa termejd, mikdli niiden

alkuperdinen merkitys jad epdselvaksi.
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YHTEENVETOTAULUKKO 3: Detektointiin liittyviad térkeitd parametreja (Mukailtu
Denson ym. 2007).

Ominaisuus Tarkoitus

Quantum Efficiency (QE) Prosenttiosuus fotoneista, jotka
saapuvat  detektorille, ja jotka
edelleen muunnetaan
s@hkovaraukseksi  detektorilla.  Kun
fotonien aallonpituus (energia)

muuttuu, myds detektorin  vaste
muuttuu. Detektorin komponentit ja
kokoonpano madrdavat sen, kuinka
hyvin  aallonpituuksien  muutokset
nakyvat detektorin  vasteessa. QE-
parametri on hyvin tarked
padtettdessd, sopiiko jokin fietty
detektori juuri k&siteltdvand olevaan
tutkimukseen ja ndytteisiin.

Full Well Capacity (FWC) FWC-parametri  liittyy  ainoastaan
integrointiin kykeneviin detektoreihin;
maksimisGhkdvaraus, jonka
detektorielementti pystyy

varastoimaan yhden integrointisyklin
aikana. Integroiva detektori kerdd
sGhkdévarausta niin kauan, kun se
altistuu saapuville fotoneille, kunnes
saavutaan FWC:n ylargjalle.

Charge-transfer Efficiency (CTE) Kuvaa, kuinka hyvin varauspaketit
saadaan siirretyksi paikasta  toiseen
detektorin foiminnan aikana (CCD-
detektoreille halutaan yleensd = 99.99

%)
Dark Current Signaali, jonka detektori saa aikaan
spontaanisti. Aiheutuu pAadosin

lGmpdenergiasta  (muun  muassa
detektorin  ja muun elekironiikan
elekfronisesta kohinasta), ndin ollen
'Dark Current’-signaali putoaa noin 2-
kertaisesti  /  7-8 °C |l&dmpdtilan
madallus. Vilennystd ei kuitenkaan
voida suorittaa loputtomasti
detektorin  muiden ominaisuuksien
karsimattd. On huomattava, ettd
merkittava 'Dark Current’
mittauksessa voi rajoittaa  yksinGdn
ndytteeseen kohdistettavaa
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kokonaisaltistusaikaa niin paljon, ettd
FWC-kapasiteetti ylitetddan (signaalin
saturoituminen).

Shot Noise Detektorille saapuvien satunnaisten
(ei-sironta)  fotonien  summa =
VKOKONAISSIGNAALI . Voi johtua
esimerkiksi ndytteestd tai taustalta
tulevista fotoneista.

Read Noise Ominainen elektronisille laitteille, jotka
vahvistavat ja kasittelevat
detektorien signaaleja. Tama
parametri laagjennetaan usein
koskemaan koko detektointilaitteistoa
(ei ainoastaan detektoreja).
Rippumaton integrointicjasta  tai
signaalin amplitudista. Jos signaalin
amplitudi on korkea, 'Read Noise' ei
ole yleensd merkityksellinen, mutta
signaali-kohina-suhde VOI olla
heikentynyt, kun signaalin intensiteetti
on matala. Yleisesti signaali-kohina-
suhteen tulisi olla = 3. Tadmad
tarkoittaa, ettd signaalin tulisi olla 3-
kertaisesti  suurempi, kuin kohinan
keskihajonta.

Detektorien kehitys voidaan jakaa kahden eri detektorityypin kehitykseen (Denson
ym. 2007). Alkuun kdaytettiin yksikanava-detektoreja ja tdmdan jalkeen rividetektorit
alkoivat yleistyd. Valomonistinputket olivat kdytdssd ennen rividetektoritekniikan
kehitystd. Valomonistinputkia kutsutaan yksikanava-detektoreiksi, koska niissG on
ainoastaan yksi fotoneja havaitseva alue. Valomonistinputkien avulla spektrien
madritys on kuitenkin hyvin hidasta, ja muun muassa detektoinnin herkkyys on
heikko. Yksinkertaiset ja pienikokoiset silikoniset fotodiodit ovat toinen esimerkki
yksikanavaisesta detektoinnista. Ne ovat huomattavasti  valonmonistinputkia
kayttokelpoisempia. Hyvid ominaisuuksia ovat lineaarisuus, yleinen soveltuvuus
spektroskopiaan sekd kayttdkelpoisuus kokeisiin, joissa valon mdadrd on korkea.
Lisdksi fotodiodeja voidaan pienen kokonsa vuoksi jérjestelld riveihin, jolloin

saadaan rakennettua rividetektori.
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Rividetektori (tai monikanavadetektori) koostuu useista fotoneille herkisté
elementeistd (Denson ym. 2007). Elementit voivat olla rivissd tai kaksiulotteisesti
j@rjestettyind, eli  spekirisuunnan  riveistd, joita on  aseteltu  allekkain
spatiaalisuunnassa. Esimerkiksi tdman futkimuksen kokeellisessa osiossa kdytetty
CCD-detektori oli 1024 spektrisuunnan pikselistd x 256 spatiaalisuunnan pikselista
koostuva  2-ulotteinen  detekrori. Rividetektoreja kdytetddn Idhes aqina
dispersiospekirometrien yhteydessd. Kun ndytteestd siroaa sateilyd, se tapahtuu
usealla eri aadllonpituudella - myds Raman-sirontaa tapahtuu useilla eri
aallonpituuksilla samanaikaisesti. Spektrografin dispersiohila puolestaan hajottaa
eri aallonpituudet ympdri detektorin aluetta, ja saadaan havainnoitua eri
aadllonpituuksia samanaikaisesti. TAhdn perustuu mahdollisuus Mmaarittdd nopeasti
tutkittavan molekyylin  spektri  kokonaisuudessaan lagjalla  aaltolukualueella
Raman-sirontaan perustuen. Herdte-energiana voidaan kdyttdd koko ajan samaa
energiaa (eli laserin aallonpituutta). Rividetektoreista mainitut fotodiodidetektorit
muodostuvat useisiin  riveihin = silikonialustalle  kootuista fotodiodielementeistd.
Lineaariset fotodiodidetektorit ovat yleensd 256-4096 elementin  pituisia.
Varsinainen |apimurto detektoritekniikassa saavutettiin kuitenkin 1970-luvulla, kun
CCD-detektorit  tulivat  kaupallisin = sovelluksin  saataville. CCD-detektorit
muodostuvat yksi- tai  kaksiulotteisesti  kootuista resoluutioelementeistd, el
pikseleistd. Jokaista pikselid kohden on useita metallioksidi-puolijohde-elekirodeja,
joita kutsutaan porteiksi (engl. gate). Elementille saapuvat fotonit saavat aikaan
varauksen muodostumisen ja varausta siirretddn askel kerrallaan pikselien valilla.
Varaus siirtyy CCD-detektorissa yhdensuuntaisia rivejd kerrallaan eteenpdin kohti
fotoneille inakfiivista ylimdadrdistd rivid, rekisterid. Rekisteristd varauselekironit
siiret@dn  kokonainen rivi kerrallaan spektrometrin  lukuyksikdille, kunnes koko
detektorin  varaus on kdayty |&pi. Ulostulona saadaan jannitteiden sarja
(j@nnitevaihtelut), joka vastaa yksittdisten pikselien kerddmien elektronien maardad.
Alun perin siis molekyylin vardhtelevid rakenteita 'oommitettiin’
monokromaattisella valolla. T&dmdan seurauksena rakenteista tapahtui valon
epdelastista sirontaa ja muodostui epdelastisesti emittoituneita fotoneja, eri maadria
eri aallonpituuksilla (energioilla). Nodma& fotonit kerdttiin talteen Raman-laitteiston

detektorille. Spektrometrilla ja detektorilla fotonit jaoteltin energian ja mdadran
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mukaan ja ne saivat aikaan detektorilla erisuuruisia j@nnitteitd  perustuen
detektorien elementeilld aiheuttamansa sdhkdvarauksen (elektronien) madardadn.
Spektrometrin  lukuelektroniikka  muuttaa  lopuksi  j@nnitteiden  suuruudet
vastaamaan intensiteettejd spektreissd ja jaoftelee, milld aaltolukualueella
(energialla) kukin jannite sijaitsee — eli mikd on kyseisen intensiteetin aiheuttamien,

epdelastisesti sironneiden fotonien energia.

CCD-detektorien osalta I&hes kaikki yhteenvetotaulukossa 3 mainitut paramertrit
ovat parempia kuin muissa ratkaisuvissa (Denson ym. 2007). Ei-silikonipohjaisia
detektoreja kdaytetddn myds, esimerkiksi germanium (Ge)-detektoreja, indium-
gallium-arsenidi  (InGaAs)-detektoreja ja platinium-pii  (PtSi)-detektoreja. N&ma
soveltuvat etenkin pidempien aallonpituusalueiden her&te-energioilla (800-1600
nm) aikaansaatavan Raman-sironnan detektointin. Etuna on ennen kaikkea
mahdollisuus vahentdd fluoresenssia. Ei-silikonipohjaisilla detektoreilla on kuitenkin
matalammat QE-arvot, niiden hinnat ovat melko korkeita ja taustalta tuleva

infrapuna-alueen sateily saattaa haitata mittausta huomattavasti.

Viime vuosina tapahtuneita edistysaskelia rividetektoreissa ovat muun muassa
signaalin vahvistumiseen tahtaavat monistin-CCD:t (engl. mulfiplier CCDs) sek& niin
kutsuttu HIT-teknologia (engl. Hybrid Imaging Technology) (Denson ym. 2007).
Viimeksi mainitussa ovat yhdistyneind CMOS- (engl. Complementary Metal Oxide
Semiconductor) ja CCD-teknologian edut. CMOS-teknologian vahvuutena on
erittdin  tehokas signaalinkdsittely ja ndin ollen korkea saanto kdsiteltdvastd
signaalista. CMOS-mikroprosessoriydinten kaytté mahdollistaa CCD:n jakamisen
useisiin sektoreihin. Lopputuloksena HIT-teknologiaa hyddyntdvissd ratkaisuissa on
korkea nopeus, matala kohina, herkkyys, laaja dynaaminen alue ja matala tehon

farve.

Kaiken kaikkioan detektoriteknikan kehitys on  mahdollistanut  Raman-
spektroskopiassa samanaikaisen spekirien keruun useista eri  ndytteistd,
fluoresenssin  v@hentdmisen, kuvantamismenetelmien  parantumisen  sekd

mittausaikojen lyhenemisen.
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2.3.4. Aika-erotteinen Raman-spekiroskopia

Raman-spektroskopia perustuu ndytteestd epdelastisesti sironneiden fotonien
intensiteettijakauman mittaamiseen (Kostamovaara ym. 2013). Valonldhteend on
aina kdytdnndssG jatkuvan aallonpituuden monokromaattinen valonldhde, el
laser-valo.  Se  voi toimia  ndkyvan  valon, |dhi-infrapuna-alueen  tai
|Ghiultraviolettialueen aallonpituuksilla  (Hanlon ym. 2000). Molekyylin tietylle
vibraatio- tai rotaatiofilalle ominainen Raman-sirtyma ei ripu mitenkddn herdte-
energian (eli esim. laserpulssin) suuruudesta. TAmMa sGdnndénmukaisuus liittyy siihen,
ettd energiatilat ovat edelld kuvattuja kvanftittuneita energiapaketteja, jotka
toimivat  madrattyjen sadantdjen mukaan. Energiasirtymdat eivat  siis  ole

sattumanvaraisia tfapahtumia molekyyleissé/hiukkasissa.

Herdte saa molekyylin/hiukkasen rakenteet ja elektronipilven vardhtelemdadn ja
ndin ollen muuttamaan energiatilojaan (Kostamovaara ym. 2013). Kun ndma&
virittyneet filat edelleen purkautuvat, molekyylin emittoima fotonienergia voi olla
tdysin sama kuin herdte-energia (Rayleigh-sironta). Joskus harvoin emittoituva
energia on pienempi kuin alkuperdinen (Stokes-siirtymad) ja joskus se on puolestaan
suurempi (anfi-Stokes-sirtymd). N&dmd& ovat Raman-imiditd. Herdtteen jdlkeen
molekyylin/hiukkasen viritystilat 1dhtevat purkautumaan eri tavoin. Toisin sanoen
herdtteen jalkeen molekyyli ja sen elekironit purkavat virityksid useita eri reittejd
pitkin. TGmdan vuoksi spekirin saadaan piikkejd useisiin eri kohtiin eli useiden
energiaerojen (herdte miinus palaava energia) kohdille. Jokainen Raman-
siirtyma@n, eli taajuuden/aallonpituuden/energian/aaltoluvun - riippuen miten asia
halutaan iimaista, piikin kohta on ominainen kyseiselle molekyylille ja sen
rakenteille. Edelleen, piikin korkeus ja pinta-ala (eli intensiteetti) littyvat molekyylin
rakenteissa olevien spesifisten rakenteiden madarddn ja sijaintiin. Ja edelleen tata
kautta, piikin korkeus (sekd pinta-ala) littyvat detektoitujen fotonien madrdan.
Tassd kohden ratkaisevassa osassa  on  kdytettdvdn  Raman-laitteiston
detektoritekniikka.
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Monissa  potentiaalisissa  kdyttdkohteissa  Raman-spekiroskopian  haitaksi
muodostuu voimakas fluoresenssi, joka tapahtuu herdte-energion aikaansaamana
mitattavissa molekyyleissd (Kostamovaara ym.  2013). Voimakkaalla
fluoresenssitaustalla on kaksi merkittdvad haittaa; ensinnd, se vaikuttaa kohina-
signaalisuhteeseen (engl. SNR = Signal-to-Noise Ratio) saamalla aikaan kohinaa
spekireissd ja vaikeuttamalla relevanttien signaalipiikkien havainnointia. Toiseksi,
vaikka fluoresenssin profiili olisikin suhteellisen tunnistettava ja pehmed tausta
spektrissd ja Raman-signaalin piikit puolestaan tunnistettavia ja terdvid, taustan
(ohjelmallinen) vahentdminen spektristd johtaa epdtarkkuuteen madrityksissa.
Ongelmaa lisad se, etftd fluoresenssin voimakkuuden kasvaessa myos epdtarkkuus
laskennallisissa vahennyksissG kasvaa ja muun muassa konsentraatiomdadritykset
kayvat hankaliksi. TGhdn mennessd vakiintunut tapa pddstd eroon fluoresenssin
haitoista on ollut fotonivalkaisutekniikka (engl. photo-bleaching) (Golcuk ym.
2006). Tallg tavoin tutkittavaa ndytettd valaistaan laserilla tavallista pidemman
ajanjakson ajan, minkd tarkoituksena on tuhota ndytteessd fluoresenssia
agiheuttavat kromofori-rynmdat. Menetelmd on kuitenkin hidas ja se saattaa
agiheuttaa ndaytteeseen fysikaalisia muutoksia, jotka hdiritsevat luotettavan
lopputuloksen saamista. Valkaisu ei mydskddn sovellu eldville organismeille,

esimerkiksi soluapplikaatioihin.

Fluoresenssia on myos tehokkaasti estetty tahdan asti kayttadmalld 1ahi-infrapunao-
alueen laseria, esim. 1064 nm laseria perinteisten lyhyemmdan aallonpituusalueen
lasereiden sijaan (400 nm-830 nm) (Kostamovaara ym. 2013). Ongelmaksi
muodostuu kuitenkin tass& tapauksessa detektorit; ne tuottavat niin kutsuttua
pimedd virtaa ja melutasoja, jotka ovat useita kertaluokkia suurempia kuin Si CCD-
detektorien (engl. Charge-Coupled Device) havaitsemat signaalit. Kyseisid
detektoreja kaytetddn vallitsevasti perinteisten lyhyemman aallonpituusalueen
lasereiden kanssa. Tdma johtaa kohonneeseen kohinan madarddn ja tarpeeseen
kayttédd voimakkaampaa herdtettd (> 1000 mW vs. tyypillisesti muutaman
kymmenen tai sadan mW:n tehot CCD-pohjaisilla systeemeilld) seké& pidentyneisiin
integraatioaikoihin (30 min-useita tunteja vs. muutamista sekunneista muutamiin

minuutteinin - CCD-pohjaisilla  systeemeilld). Erds mahdollisuus fluoresenssin
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vihentdmiseen olisi  UV-aallonpituusalueen herdte-energian  kayttdé.  UV-
aallonpituusalueella Raoman-spektroskopiassa kiinnostava ja oleellinen alue on ~ 20
nm leved. Suuri osa fluoresenssiemissiosta tapahtuu aallonpituusalueella = 260 nm.
Ndain ollen herdte-laser, joka toimisi aallonpituudella £ 240 nm olisi erinomainen
|Ghde fluoresenssivapaan Raman-iimion havainnointiin. Ongelmaksi muodostuvat
kuitenkin detektorit, joista hyvin harvoilla voidaan detektoida UV-aluetta riittdvan
tehokkasti (Denson ym. 2007). UV-alueen laser-ldhteet ovat myds suhteellisen

harvinaisia ja kalliita.

Raman-sironnan elinaika on paljon vhemmdan kuin pikosekunnin suuruusluokka ja
fluoresenssin elinaika vaihtelee tyypillisesti muutamista tuhansista pikosekunneista
kymmeniin nanosekunteihin. Nd&in ollen fluoresenssitaustaa voidaan vahentdd
uvudenlaisilla laitteistoratkaisuilla  suuressa madrin - (Kostamovaara ym. 2013).
Tekniikoiden perustana toimii lyhyiden, intensiivisten laserpulssien kayttd. Nailld
lyhyilld  pulsseilla  valaistaan  ndytettd  jatkuvan  aallonpituuden  (engl.
CW=Continuous Wave) herdte-energian sijaan. Edelleen, ndytteen responssi
tallennetaan ainoastaan ndiden lyhyiden pulssien aikana. Nain ollen, aika-
portittamalla (engl. fime-gating) mittaukset laserpulssin vaiheen (engl. period)
mittaisiksi, fluoresenssin kokonaisintensiteettia saadaan huomattavasti
vahennettyd. Kaytdnndssd spekirometrin detektorile saapuu vdhemman
fluoresenssin  aiheuttamia fotoneja, koska ne ik&&n kuin suljetaan pois
detektoinnista - vain nopeammin detektorille saapuvia Raman-sironnan fotoneja
detektoidaan. Tdmd puolestaan johtaa parantuneeseen signaali-kohina-
suhteeseen ja/tai  lyhyempiin  mittausaikoihin  (fotonimelu  tallennetusta
fluoresenssiemissiosta on verrannollinen fluoresenssin perustason (engl. baseline)
intensiteetin nelidjuureen). Seurauksena Raman-spektrin perustaso paranee, joka
myds johtaa parempaan tarkkuuteen sekd& materiaalien identifioinnissa, ettd
kvantitatiivisessa analytiikassa. Aika-portittamisen terminéd tdman tydn madrityksissa
kaytet@dn termid "aika-erotteinen", joka siis tarkoittaa ndissd mdadrityksissd edelld

kuvattua tekniikkaa. Joissakin yhteyksiss& puhutaan myds aika-erottelusta.

Ennen tassd tydssé tehtyjd aika-eroteltuun Raman-spekiroskopiaan perustuvia

madrityksid on tehty mittauksia muun muassa korkeanopeuksisella optisella Kerr-



37

sulkijatekniikalla todentamaan aika-erottelun toimivuutta (Matousek ym. 2001).
Talld tavoin pddstin ~ 25 pikosekunnin porttiaikoihin. Vieldkin lyhyempid aika-
portituksen resoluutioaikoja, ~10 pikosekuntia, saatin Taharan ja Hamaguchin
(1993) mittauksissa, joissa hyddynnettiin valdhdyskameratekniikkaa (engl. streak
camera) detektoinnissa. Pitkdlti  samaan lopputulokseen pddstddn  myds
kayttdmalld valomonistinta ja aika-porttia (Van Dyune ym. 1974). Usein nd&issa
sovelluksissa  ja madrityksiss@d  ongelmana ovat erittdin - pitkdlle  kehitetyt,
suurikokoiset laitteistot, joilla voidaan mitata vain yhtd aallonpituusaluetta
kerrallaan. Mittaukset ovat tdllaisilla jarjestelyillad  erittdin - aikaa vievid ja
sopimattomia laboratorio-olosuhteiden ulkopuoliseen kdyttddn. Yhteenvetona alla
olevassa kuvassa 5 on kaavakuvana aika-erottelutekniikan  perusajatus
(Kostamovaara ym. 2013). Kuvasta nadhdadn erddnlainen 'AUC'-tlanne (engl. Area
Under the Curve): Hdiritsevien fluoresenssifotonien madard (distribuutio) on

aikaikkunan AT aikana hyvin vahdinen verrattuna Raman-fotonien maaradn.
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KUVA 5: Aika-erottelutekniikan perusajatus (Mukailtuna Kostamovaara ym. 2013).
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Uudella, aika-erottelua hyddyntavalld CMOS-SPAD (engl. Single Photon Avalanche
Diode) detektiotekniikalla voidaan madrittdd Raman-sironneiden fotonien ajasta
rippuva positio suhteutettuna laser-pulssiin (Kostamovaara ym. 2013). Aikaikkunan
leveys voi olla 100 pikosekunnin luokkaa, joka mahdollistaa tehokkaan fluoresenssin
vahentdmisen. Tadmdan tydn kokeellisessa osiossa pyritddn selvittdmdadn CMOS-
SPAD-detektoinnin fluoresenssin vihentGmisen tehokkuutta [Gdkeainemittauksissa.
Vertailua suoritetaan konventionaaliseen Raman-tekniikkaan, jossa kdytetddn
perinteistd  CCD-detektoria.  Fluoresenssin  vdhentdmisen  tehokkuus on
suuruusluokaltaan ~ verrannollinen fluoresenssiemission aikavakion ja aika-portin
leveyden suhteeseen. Etuna CMOS-SPAD-detektoreissa on myds mahdollisuus
valmistaa 2-ulotteisia detektoreja. Jokainen detektoririvi voidaan asettaa
vastaamaan tiettyd Raman-sirtymdan aallonpituusaluetta. Vastaavia tutkimuksia
fotonien aika-position madrittdmiseksi CMOS-SPAD-detektoreita kayttdmalld on
tehty aiemmissa fluoresenssitutkimuksissa  (Schwartz ym.  2008). Kyseisen
detektiotekniikan kayttdod ja hyddyntdmistd on esitelty myds Nissisen ym. (2011)
toimesta. 2-ulotteinen CMOS-SPAD-detektoritekniikka ~ 100 pikosekunnin aika-

portilla on esitetty niin ik&an Nissisen ym. (2013) mdadarityksissa.

2.3.5. Aika-erotteisen Ramanin tekninen toteutus ja hyodyt

Vanhemman polven detektoreilla jouduttiin suorittamaan sironneiden fotonien
defektio aaltoluku kerrallaan, eli sG&dtdmadn detektori halutulle aaltolukualueelle
asteittain  (Kostamovaara ym. 2013). Uusilla CMOS-SPAD-detektoreilla tadma
onnistuu yhdelld ja samalla mittauskerralla. Kyseiselld detektoritekniikalla varustettu
spekirometri tekee tGmdan automaattisesti. Tamdan tutkimuksen kokeellisissa
mittauksissa  kdaytetty SPAD-detektori on luonteeltaan digitaalinen detektori
(Geiger-detektori). Jotta tdmdnkaltaisella detektorilla saataisiin lineaarinen vaste
(tass@ tapauksessa siis Raman-spekiri), yksittdisen laser-pulssin - aikaansaaman
fotonin detektion todenndkdisyys pitdisi olla huomattavasti < 1. TGdma sopii juuri

Raman-iimididen havainnointiin erinomaisesti, koska Raman-sironnan
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todenndkdisyys herdtepommituksella (laserilla) on erittdin pieni. Kuva 7 esittdd

CMOS-SPAD-detektorin rakenteen ja toiminnan laatikkokaaviona.

Kokonaisuudessaan  kaytetty  CMOS-SPAD-detektori  mahdollistaa  laserin
indusoimien fotonien tarkan aikaposition madrityksen aallonpituuden funkfiona
(mikdli detektointi toteutetaan 2-ulotfteisena kuvan 6 tapaan, eli tasomaisessa
koordinaatistossa fotonille saadaan tarkka paikka aallonpituuden ja ajan avulla)
(Kostamovaara ym. 2013). Edelleen, koska detektoitujen fotonien aikapositiot
tallennetaan tarkasti, tarvittaessa tulosten monipuolinen jalkiprosessointi on hyvin
mahdollista ja se voidaan tehdd ohjelmallisesti. Muun muassa fluoresenssi-osan
'korjaus'/poistaminen/kasittely  spektristd  onnistuu  ohjelmallisesti  perustuen
estimaattin detektoitujen fotonien madrdstd ajan funktiona tai pdinvastoin, eli
perustuen fluoresenssi-osaan, toisin sanoen detektoituihin fotoneihin laser-pulssin
jalkeen. CMOS-SPAD-detektorin tehokas signaalinkasittely ja aarimmdainen herkkyys
mahdollistavat Raman-sironneiden fotonien tehokkaan detektion. Toisaalta myos
fotonien muodostumisen ajankohta saadaan ndin ollen tarkasti selville. Tastd on
puolestaan hydtyd mittausinformaation  jalkikasittelyssd;  fluoresenssi-fotonien

vaikutusta molekyylin kokonaisspektriin voidaan jalkiprosessoinnilla véhentad.
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KUVA 6: Raman- ja fluoresenssispekiri aallonpituuden ja ajan funktioina
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KUVA 7: Aika-erotfteisen  Raman-spektroskopialaitteiston  toimintaperiaate
laatikkokaaviona. Viivegeneraattori kdytdnndssd tahdistaa SPAD-detektorilla
havaittavien fotonien detektiota siten, ettd fotoneja kerdtddn ennakkoon
piirilevylle sGdadettyjen aikaikkunoiden ajoituksen mukaan (esim. aikaikkuna; = biny,

aikaikkunaz = biny, ... aikaikkunan = bina) (Mukailtuna Kostamovaara ym. 2013).

Aika-erotteisen Raman-spekirometrin toimintaa havainnollistaa hyvin seuraavat
kaksi esimerkkid kuvissa 8-9. Oliividlly tiedetddn melko vahvasti fluoresoivaksi
(Kostamovaara ym. 2013). Oliividljylla suoritetuissa mittauksissa aika-erotteisuuden
edut fluoresenssisuppressiossa tulevat hyvin esille. Kuvassa 9 ndkyy olividljylla
tehdyistd mittauksista fotonien madrd aaltoluvun ja laserpulssin funktiona. Kun
jokaiselle detektoidulle fotonille annetaan aika-paikkakoordinaatti tasossa ja vield
kolmantena uloftuvuutena on intensiteetti, ndhdddn, ettd Raman-sironnasta
muodostuneet fotonit todellakin detektoidaan aivan alkuajanhetkilld. Toisaalta,
koska viritystilat  purkautuvat molekyylin eri rakenteista hieman eri tavoin,
alkuajanhetkien kohdalle muodostuu useille eri aaltoluvuille (engl. wavenumber)
piikkejd. Tassa kuvassa 8 vahvimmin esimerkiksi ~ 1500 cm-1, ~ 2000 cm-! ja ~ 3000

cm-l.



41

4000

4000 1000

6000 0 Wavenumber [1/cm]
Time [ps]

KUVA 8: Aika-erottelun vaikutus detektoitujen fotonien maaréddn ajan ja aaltoluvun

funktiona oliividljynaytteesta.

Yleisemmin, mikdli ndytteen fluoresenssin elingjasta on jokin kdsitys, voidaan
valittomasti paatelld, millainen osa (painotetusti) kullekin energia-alueelle (el
spekirin aaltolukualueelle) saapuvasta kokonaisfotonimdadrastd tulee vahentdd,
jotta jdljelle jdisi ainoastaan Raman-sironnan aiheuttaneet fotonit. Toisaalta
fluoresenssin elinajan tunteminen ei ole valttdmatontd, koska yllé olevan
kaltaisesta grafikasta voidaan tehdd samat pddtelmat. Esimerkiksi kuvassa on
detektoitu runsaasti fotoneja ~ 1500 cm-! ja 3500 cm- aaltoluvuilla. Raman-
sironnan aiheuttavat fotonit sijoittuvat suurella todenndkdisyydelld aikavdlille 0 -
500 ps, kun taas fluoresenssin voidaan ajatella alkavan vasta ~ 500 ps kohdalta.
Nd&in ollen voidaan suorittaa painotettu fluoresenssin véhennys kyseiselté
ajanhetkeltd eteenpdin ja jdlielle j@d Raman-sironnan aiheuttaneiden fotonien

intensiteetit (Mukailtuna Kostamovaara ym. 2013).
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Kun aika-eroftelun avulla kavennetaan detektoitavaa aika-ikkunaa (ikkunan
leveyttd) nanosekuntiluokasta selvasti alle nanosekuntiluokkaan (~ 6 ns ----> 250
ps), voimakkaasta fluoresenssista huolimatta Raman-spektrin piikit  erottuvat
spektreissd ja myos signaali-kohinasuhde paranee (Kostamovaara ym. 2013). Tata
on havainnollistettu kuvan 9 spektreissd a) ja b). Mitd kapeampi aika-ikkuna on
k&ytdssa, sitd tarkempi spektri saadaan, toisin sanoen spektrin hienorakenne tulee

paremmin esille ja tutkittavien rakenteiden tunnistus on huomattavasti tarkempaa.
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KUVA 9: Kahdella eri aika-ikkunalla suoritettu Raman-mittaus oliividljyndytteestd

(Mukailtuna Kostamovaara ym. 2013).

Aika-erotteisen Raman-laitteiston spektri saadaan siis siten, ettd aikaikkunan
aikana detektoidaan fotoneja. Tdma tarkoittaa, ettd kasvatetaan Raman-fotonien
havaitsemisen todenndkdisyyttd huomattavasti jaksottamalla laitteiston toimintaa
siten, etftd tallentamisen aika-ikkuna menee pddllekkdin  (engl. overlap)
herdtepulssin - kanssa, jolloin  todenndkdisemmin  suurin osa  detektoitavista
fotoneista on juuri Raman-sironnan fotoneja. Edelleen, spekirin jokainen piste
saadaan tallentamalla (laskemalla) fotoneja aika-ikkunan puitteissa (intensiteetti).
x-akselille pisteet sijoittuvat luonnollisesti  sitd  kautta, ettd herdte-energian
aktfivoimat, virtuaaliselta viritystilalta alemmalle viritystilalle palaavat fotonit ovat
energioiltaan erilaisia (herdte aktivoi molekyylin elekironiverhoa, mutta fotoneja

detektoidaan). Raman-sirtymd& (engl. Raman shiff) on nd&in ollen taman
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energiaeron suuruinen. Mittausten kokonaisaikaa voidaan edelleenkin lyhentad
kayttdmalld korkeampitehoista laser-herGtettd (muutetaan huipputehoa ja/tai
pulssitaajuutta) ja SPAD-detektorin efekfiivistd pinta-alaa kasvattamalla (enemman

detektoreja spekiripistettd kohden).

Kokonaisuudessaan aika-portteja kayttadvan Raman-laitteiston rakenteesta ja
toiminnasta on tarke&d huomioida muutamia asioita. Ensinnd, laitteiston osia pitdd
toisaalta ajatella erillisind yksikdinddan, toisaalta yhdessd synkronisesti toimimaan
pyrkivind kokonaisuutena. Todma tarkoittaa sitd, ettd esimerkiksi laitteiston laser
voidaan rakentaa erikseen, ja hankkia spekirografi (ja siihen litetty detektori)
puolestaan erikseen. Toiseksi, Raman-mittausten pddasialliset kohinan |Ghteet ovat
fluoresenssitausta ja DCR (engl. Dark Count Rate). Pikosekuntiluokan laserin
ajoittaminen toimimaan tarkasti sopivassa syklissd adrimmaisen herkdn CMOS-
SPAD-detektorin kanssa mahdollistaa tehokkaan fluoresenssin vihentdmisen ja
signaali-kohina-suhteen parantamisen. Itse asiassa CMOS-SPAD-detektorilla on
mahdollista mitata yhden fotonin aikaansaama jannite (Nissinen ym. 2011). IImié
perustuu detektorin elektroniikan mahdollistamaan kaskadi-tyyppiseen

signaalinvahvistumiseen.

2.3.6. Raman-spekirin muodostaminen kaytaen aika-erottelua

CMOS-SPAD-detektorilla mitataan kaytdnndssd samanaikaisesti kolmea tekijad.
Madritetddn aikajakaumaa, eli milld ajanhetkilld fotoneja saapuu detektorille.
Esimerkiksi t&ssd tutkimuksessa kdytetyn CMOS-SPAD-2-rividetektorin piirilevylld oli 4
aika-ikkunan saatéén ja agjoittamiseen mahdollisuus. Molemmilla riveilld oli 128
pikselid ja yhden rivin fyysinen pituus oli ~ 4mm. Aika-ikkunoita kutsutaan bineiksi
(Bin1, Bin2, Bin3 ja Bin4). Ne saddetddn toimimaan sellaisella ajoituksella, ettd osa
ikkunoista detektoi Iahes valittémasti laser-herdtteen jGlkeen naytteestd sironneita
emissiofotoneja ja osa puolestaan sopivalla jaksotuksella hieman mydhempid
ajanhetkid. Tutkimuksen laitteisto mahdollisti talld hetkelld noin 50 pikosekunnin
aikaskaalan lyhyimmdan aqjanjakson binille. Huomionarvoista on myods se, ettd

laitteen ohjausohjelman avulla jokaisen aika-ikkunan vastefunktioita pdadstin
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tarkastelemaan erikseen. N&in ollen voitiin esimerkiksi suorittaa lyhyt testimittaus ja
tutkia aika-ikkunoiden vastefunktioiden avulla, mille aika-ikkunalle saapuu eniten
fotoneja varhaisina ajanhetkind laser-heratteen jalkeen ja mille puolestaan eniten
myohemmilld aika-akselin hetkilld. Aikasemmin detektoituja fotoneja (tai ainakin
suurta osaa niistd) voidaan pitdd Raman-sironnan aiheuttamina fotoneina ja
mydhemmin detektoituja fotoneja suurella todenndkdisyydelld fluoresenssin
aiheuttamina fotoneina. Kun kaikkien aika-ikkunoiden vastefunktiot yhdistettiin ja
vahennettin  niistd  eniten fluoresenssi-fotoneja  detektoineen  aika-ikkunan
vastefunktio, pddstin fluoresenssivihennettyyn Raman-spekiriin.  Aikaresoluution
pienentdminen, eli aikatarkkuuden kasvattaminen, eli aika-ikkunan kaventaminen
parantaa Raman-sironnan signaalia entisestddn. Binien vastefunktioita kdasiteltiin
Matlab-ohjelmalla ja siihen ohjelmoidulla rutiinilla (engl. script) pystyttiin piirtdmadn
myds 3-ulotteisia esityksid aika-ikkunoiden vasteista. Kuvissa 10-11 ndhddadn
esimerkkind indometasiinin kiteisen ja amorfisen muodon mittauksen vastefunktio 3-
ulotteisessa koordinaatistossa aika-ikkunan Bin3 osalta sek& vahennyksen tuloksena
saatu erotusspekiri, eli mahdollisimman paljon Raman-sirontaa sisaltdva spekiri.
LisGksi aika-erotfteisella laitteistolla mitataan detektorile saapuvien fotonien
mMAaarid, eli sironnan intensiteettid (yleensd Raman-spektrikuvien intensiteetti, eli y-
askeli). Kolmantena ftekij@nd on detektorile saapuvien fotonien energia, eli
tutkittavan ndytteen rakenteista sironneiden fotonien energia. Sironneet fotonit
(joiden joukkoon kuuluvat muun muassa Raman-fotonit ja fluoresenssi-fotonit)
muodostavat siten spektrien x-akselin, joka kertoo herdtteen ja sironneen fotonin
vdlisen energiceron. Kuvassa 12 on fluoresoivan livosndytteen mittaus

kvartsikyvetiss& kuvatulla aika-erotteisella laitteistolla kayttden 532 m herate-laseria.
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Indamethacin_solid_amrgh Bind [Bin 3, Signal - Dak]

KUVA 10: 3-ulofteinen esitys kiteisen ja amorfisen indometasiinin mittauksesta
aikaikkunan Bin3 osalta (eniten alku-ajanhetken sirontaa eli todenndkdisimpid

Raman-fotoneja).
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KUVA 11: Fluoresenssi-vGhennyksen tuloksena saadut kiteisen ja amorfisen

indometasiinin Raoman-spekirit.
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KUVA 12: Livosmittaus kvartsikyvetissa aika-erotteisella laitteistolla.

2.3.6. IR-spekiroskopian ja Raman-spekiroskopian vertailua

Tapa, jolla molekyylin rakenteita aktfivoivaa sdteilyd hyddynnetddn IR-
spekiroskopiassa ja Raman-spekiroskopiassa, on erilainen (Smith ja Dent 2005).
Infrapunatekniikassa infrapuna-alueelle kuuluvan energian useita eri taajuuksia
kohdistetaan ndytteeseen. Ndayte absorboi energiaa, kun kyseisen heréte-
energian taajuus sopii ndytteen molekyylien vibraatiofilojen kanssa yhteen. Nain
ollen molekyyli nousee korkeammalle vibrationaaliselle viritystilalle. Kun naytteen
lGpi kulkeneen sdteen vardhtelyd (taagjuutta) detektoidaan, absorboituneen
taajuuden hdavidminen alkuperdisestd herdtetaajuuksien skaalasta havaitaan. Taté
vastoin Raman-spektroskopiassa kdytetddn vain yhtd taagjuutta, eli yhtd energia-
aluetta molekyylien herdte-energiana. Ndytteen molekyyleistd siroaa fotoneja

takaisin. Niilld voi olla joko tdysin sama, hieman pienempi tai hieman suurempi
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energia, joka Raman-laitteiston detektoreilla havaitaan. Kaksi viimeksi mainittua
tapausta  muodostavat koko Raman-mittausten perustan — muuttuneella
energialla takaisin sironneet fotonit. Raman ei vaadi sitd, ettd herdtesateilyn
energian pitdisi olla molekyylin perustilan ja ylempien vardhtelytilojen kanssa
yhteen sovitettu, kuten IR-spekiroskopiassa. Raman-sironnassa valo vuorovaikuttaa
molekyylin kanssa silld tavoin, ettd se hdiritsee (polaroi) molekyylin atomiydinten
ympdaristdssd  sijaitsevaa elektronipilved ja muodostaa lyhytaikaisen tilan, jota
kutsutaan virtuaalitilaoksi. Tdma tila ei ole stabiilli ja se purkautuu sdateilynd

(fotoneina) nopeasti uudelleen.

Yleisesti, niin kutsutut molekyylirakenteiden symmetriset vibraatiot aiheuttavat
polaroituvuuden suurimmat muutokset ja ndin ollen intensiivisimmdat Raman-
sironnat (Smith ja Dent 2005). Infrapunaspekiroskopiassa puolestaan intensiivisin
absorptio tfapahtuu molekyylin dipolimomentin muutoksen vuoksi. Asymmetriset
vibraatiot aiheuttavat tatda iimiétd eniten ja ovat ndin ollen IR-spekiroskopiassa
intensiivisimpi& absorption aiheuttajia. Molekyylin vibraatiot eivat kaytdnnodssé ole
IR- ja Raman-aktiivisia samanaikaisesti ja yleensd ndma tekniikat antavat hyvin
erilaisen intensiteettijakauman. Tuloksena voidaankin todeta, ettd teknikat ovat
komplementaarisia ja antavat yhdessd kdytettyind laagjemman kuvan koko
molekyylin rakenteesta. Yksi tarked valintasddntd on vield tarpeen kuvata; niin
kutsutuissa senfrosymmetrisissa molekyyleissa (esimerkiksi CoHs on
sentrosymmetrinen, CH4 puolestaan ei) yksikddn spekirivyd ei voi olla aktiivinen
Raman-sironnan suhteen ja infrapuna-absorption suhteen (Smith ja Dent 2005).

Toisiaan tatd kutsutaan poissulkemissaddnnoksi.

Vaikka erilaiset energia-alueet ovat mahdollisia, infrapuna- ja Raman-
spektroskopian tutkimuksissa kiinnostavin informaatio 16ytyy IR-spekiroskopiassa
energia-alueelta 400 cm-! — 3600 cm-! ja Ramanissa alueelta 200 cm-! — 3600 cm-!
(Smith ja Dent 2005). My&s tadmdan tydn kokeellisen osuuden spektrien tulkinta ja
tarkastelu on skaalattu siten, ettéd Raman-sirtymien tulkinta aloitetaan x-akselilla
aaltolukualueelta 200 cm-! (toisinaan mydhemminkin), ellei jostakin fietystd syysta
ole erikseen mainittu matalomman aaltolukualueen tarkastelusta.  Mainitut

energia-alueet kattavat kaytdnndssa kaikki tilat, jotka ovat molekyyleille tyypillisia
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vardhtelyyn perustuvaa spektroskopiaa kdaytettdessd. On huomioitava, ettd
Raman-spekirien tulkinnassa intensiteetit ovat riippuvia tutkittavasta molekyylin
vibraatiotilasta, instrumentoinnista ja ndytteenkdasittelystd — vaikka Raman vaatii
|Ghtdkohtaisesti hyvin vahdaistd ndytteenkdsittelyd, kaytetylld laitteistolla voi olla
huomattava vaikutus absoluuttisin  intensiteetteihin, spektrien leveyteen ja

spektrialueiden (piikkien) sijaintiin.

Kuvassa 13 on vertailtuna bentseenihapon IR- ja Raman-spektri. Vaaka-akselin (x-
akseli) arvot on ilmaistu aaltolukuinag, joille yksikkdnd kaytetddn spektroskopiassa
vakiintunutta  yksikkdd cm-1. Infrapuna-absorptiolle jokainen piikki edustaa
molekyylin absorboiman sateilyn energiaa (tai toisinaan kdytdssd on fransmittanssi
tai suhteellinen transmittanssi 7%, joka edustaa k&dnteistd ilmidtd; matalampi
transmissio-arvo kertoo suuremmasta absorptiosta). Pystyakselilla (y-akseli) sijaitsee
siis absorboidun valon madrd ja se kuvataan yleensd maksimaalisen absorbanssin
kanssa, joka on spekirid pitkin kuljettaessa alin mahdollinen kohta (kuoppa).
Useimmiten Raman-sironta kuvataan ainoastaan Stokes-spekirind ja annetaan

energiaerona tai energiasiirtymana:

Raman-sirtymda (engl. Raman shiftf) = AE = Ldhteen herdte-energia — sironnut

energia [cm-]

Talld tavoin siis saadaan kuvattua energiaeroa, joka vallitsee alkuperdisen herate-
energian ja sironneen energian valilld, ja edelleen, tdmd& on energiaero, jota
mitataan suoraan infrapunatekniikassa. Kuvassa 14 ovat puolestaan yhteenvetona
eri sirontailmidt. Kuvassa on esitetty kaaviokuvana Rayleigh- ja Raman-sironta sek&
infrapuna-absorptio. Infrapuna-absorptiossa interaktion aiheuttavalla fotonilla on
sama taajuus (v), kuin molekulaarisella vardhtelylld. Rayleigh- ja Raman-sironnassa
interaktion aiheuttavalla fotonilla on paljon korkeampi taajuus (7v kuvaajassa).
Sironnut fotoni on interakfion aikaansaavan fotonin kanssa vastaava Rayleigh-
sironnassa, mutta Raman-sironnassa sironneella fotonilla on matalampi  tai
korkeampi tagjuus (7v = v). Fotonin taajuuden ero verrattuna alkuperdiseen on

yht& suuri kuin molekulaarinen varéhtelytaajuus.
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KUVA 13: Bentsoehapon infrapuna- ja Raman-spekiri. Ylempi spektri kuvaa
infrapuna-absorptiota iimaistuna fransmittassi-arvolla (1%), eli mitd alhaisempi
transmissio, sitd voimakkaampaa on absorptio kyseiselld aaltolukualueella. Alempi
spektri on puolestaan Raman-sirontaa kuvaava spekiri. Korkeampi piikki tarkoittaa
voimakkaampaa sirontaa (Mukailtuna Smith ja Dent 2005).

Infrapuna- Ravyleigh-sironta Raman-sironta Raman-sironta
absorptio ({Stokes) (anti-Stokes)

Ennen inter-
aktiota

Interaktion
jalkeen

Energiatasot
ja siirtymat

KUVA 14: Yhteenvetokuva absorptio- ja sirontailmidistd infrapuna - I&dhi-infrapunao-

alueella (Mukailtuna Colthup ym. 1990).
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NIR (engl. Near-Infrared)-spektroskopia antaa parhaiten informaatiota vain
molekyylin funktionaalisista ryhmistd, jotka sisaltavat vetyd (esim. -CH, -OH, -NH-
ryhmat) (Kostamovaara ym. 2013). Raman-spekiri antaa puolestaan informaatiota
koko skaalalla molekyylin  vibraatio- ja rotaatiofiloista.  Tyypillisesti  IR-
spektroskopiassa ndistd saadaan fietoa vain yhdistdmalld MIR (engl. Mid-Infrared)-
ja FIR (engl. Far-Infrared)-spektroskopiatekniikat. Toisaalta Raman-spektroskopiassa
valtetddn useat ndytteiden kdasittelyyn littyvat ongelmat, jotka ovat tyypillisid MIR-
ja FIR-tekniikoille. Raman-spektroskopian etuna on se, ettd spektri voidaan mitata
pakkausmateriaalien ja esimerkiksi pullojen seindmien |Gpi. TAlldin on varmistuttava,
ettd herdtesdde ja sironnasta kerattavat fotonit eivdt mene pddllekkdin
pakkauksessa, vaan ainoastaan materiaalissa, jota se sisdltdd. Raman tuottaa
myds parempia spektrejd biologisille ja biokemidallisile ndytteille, joissa on usein
korkea vesipitoisuus. Tdma johtuu Raman-spekiroskopian alhaisesta herkkyydestd
vedelle. [R-absorptio on voimakkainta polaaristen molekyylien osalta, eli
kaytdnnossa sellaisille rakenteille, joissa elektronit ovat muodostaneet jo valmiiksi
molekyyliin varausjokauman (tai varausjakaumia). Tdmda on loogista myds sen
kanssa, ettd IR-absorptio vaatii molekyylin sGhkdisen dipolimomentin muutoksen,
kun puolestaan Raman-sironta vaati muutoksen molekyylin  elektroniverhon

polaroituvuudessa.

IR-menetelmissd absorption detektointi vaatii lineaaristen detektorien (esimerkiksi
Ge, InGsAs tai InSb LNz — villennykselld) kayttdd. Dispersio-Ramanissa kdytetddn 2-
ulotteisia CCD-detektoreja, jotka j@dhdytetddn -70 °C:n termoelekirisesti (Pitt ym.
2005). IR:ssa fokusointi on hankalaa < 5 um, Raman-mikroskopeilla p&astadn < 1 um
paikkaresoluutioihin  (FT-Raman-laitteistoilla  hieman  heikompiin).  Ramanissa
ndytteen epdtasaisuudet keskiarvoistetaan automaattisesti defokusoimalla séde
nAytteestd. IR-menetelmissd spekirien mdadritys alle 600 cm-! on haastavaaq,
Raman-spekiroskopiassa voidaan spekiri madadrittédd  valilld  10-15000 cm-.
Spektrialueen huippu rippuu herate-energian aallonpituudesta,  ja
silikonidetektoreista. IR:ssd korkeissa IGmpdtiloissa tapahtuvia mittauksia haittaa
mustan kappaleen sateily-ilmid, Ramania kaytettéGessd voidaan mitata yli 1500 °C

lGmpdtiloihin. Myds mustia ja opalisoivia ndytteitd voidaan mitata. Lisdksi,
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infrapunatekniikoilla on heikko detektiomahdollisuus homopolaarisiin
molekyylirakenteisiin, Raman-spekiroskopiassa tamda onnistuu  melko  hyvin

(esimerkiksi C-C — sidosten tai S-S — sidosten vardhtelyn detektio).

2.3.7. CARS-spekiroskopia

Raman-spekiroskopiassa on eduistaan huolimatta fiettyja rajoitteita. Fluoresenssin
ohella Raman-signaalien heikko intensiteetti on asettanut haasteita tekniikan
laajemmalle kaytdlle. Tiedonkeruuseen tarvittavat mittausajat ovat suhteellisen
pitkid, koska vain pieni osa sironneista fotoneista on epdelastisesti sironneita
Raman-fotoneja (Evans CL ja Xie XS 2008). Mikdli laitteiston yhteydessa kaytetddn
mikroskooppitekniikkaa kuvien tuottamiseen, tarvitaan korkeita laser-energioita ja
pitkid integraatioaikoja (100 ms — 1 s pikselid kohden). Varsinkin eldvien kohteiden
kuvantamisessa ndma ragjoitukset haittaavat prosesseja. Paljon vahvempia
molekyylien vibraatiotilojen signaaleja saadaan aikaan koherentin  anti-Stokes
Raman-sirontaspekiroskopian avulla (engl, CARS = Coherent Anti-Stokes Raman
Scattering). lImié havaittin ensimmdaisend Makerin ja Terhunen (1965) toimesta Ford

Motor Companyssd.

CARS-prosessissa molekyylin  vibraatiotilojen herdtteend kdaytetéddn useampaa
laser-sddettd (Evans CL ja Xie XS 2008). Ne vuorovaikuttavat ndytteen rakenteiden
kanssa niin kutsutussa aaltojen yhdistymisprosessissa (engl. wave-mixing) ja usein
puhutaan nelj@n sateen yhdist@misprosessista. CARS-prosessissa  kdytetddn
pumppusddettd taajuudella wp ja Stokes-sGdettd taajuudella ws. Stokes-sateelld
ik&dan kuin pakotetaan fotonit halutulle virtuaaliselle varatelytasolle pumppusdteen
kaytdn jalkeen. Tadman jdlkeen kdytetddn uvudestaan pumppusddettd, jolloin
fotonit saadaan uudelle, korkeammalle virtuaadliselle viritystilalle. Viimeisessd
vaiheessa fotonit palaavat takaisin perustilalle. Kolmella sateelld saadaan aikaan
viritystilojen muutoksia ja neljds muodostuu perustilalle palaamisen yhteydessd,
neljdnnen sateen fotonien energiaa detektoidaan. Kun taagjuus wp - s sopi
tutkittavan  molekyylin  kyseistd  taagjuutta  vastaavalle  Raman-aktiiviselle

molekulaarisen  vibraation taagjuusalueelle, resonoivat vardhtelijgt  saavat
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koherentin ulkoisen vardhdysvoiman CARS-prosessin seurauksena. Nain ollen
muodostuu vahva (intensiteetiltddn paljon tavallista Raman-signaalia vahvempi)
anti-Stokes-signaali was = 2wp - ws. Tilannetta voidaan havainnollistaa alla olevalla
kuvalla 15. Kuvassa on spontaani ei-koherentti Raman-sirontaprosessi  Stokes-
sironnan aiheuttamana (a), spontaani ei-koherentti Raman-sirontaprosessi anti-
Stokes-sironnan  aiheuttamana (b) ja nelj@n aallon yhdistelmdprosessissa
muodostuva anti-Stokes CARS-sironta (c). Kuvan tulkinnassa on tarpeen huomioida

seuraavat yhtaldisyydet:

@) (b) )
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KUVA 15: Raman-sirontaprosessit : (a) Stokes, (b) anti-Stokes, (c) CARS (Mukailtuna
Shaw RA ja Mantsch HH 1999).

Stokes-sirtyma@ (wp - ws) ja anti-Stokes-sirtyma (was — we) liittyvat molekulaariseen

vibraatiotaajuuteen Qr seuraavalla tavalla:
Qr = Wp - Ws= WAs — Wp

Pdinvastoin kuin epdkoherentti spontaani Raman-sirontaprosessi (filanteet (a) ja
(b)), CARS-prosessi on kolmannen kertaluvun epdlineaarinen prosessi, jossa
pumppuna tfoimiva eksitaatioenergia (herdte) taagjuudella wp ja Stokes-
eksitaatioenergia taagjuudella s yhdistyvat ndytteessd tuottaen anti-Stokes-

signaalienergian taajudella:

WAs = 2 Wp - Ws, jolloin
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anti-Stokes-signaali saadaan vahvana, kun taagjuusero pumpun ja Stokes-sdteen
valillé vastaa Raman-aktiivista molekulaarista vibraatiota Qr = wp - ws. Koska CARS
on koherentti prosessi, saadaan aikaan vahva signaali. Tomda tekee CARS-
mikroskopiasta ~ 10¢ - kertaisesti herkemmdan menetelm@n kuin Raman-
mikroskopia. CARS-mikroskopiaa on kdaytetty muun muassa eldvien solujen
kuvaamiseen hyddyntden niissd  esiintyvid  erilaisia  molekyylirakenteiden
vibraatioftiloja (Evans CL ja Xie XS 2008). Ndistd voidaan mainita ainakin fosfaatin
venytysvardhtely (DNA), amidi | vardhtely (proteiini), OH-ryhman venytysvardhtely
(vesi) ja CH-ryhman venytysvardhtely (lipidit). Varsinkin lipidien tuottama signaali
on niin vahvaa, etftd jopa yksittdisia fosfolipidikaksoiskerroksia on saatu kuvattua.
My&s kudosten in vivo-kuvaamiseen CARS-mikroskopian on osoitettu olevan

hyddyllinen apuvdline (Evans ym. 2007).

On huomioitavaa, ettd CARS-tekniikalla ei varsinaisesti mitata spektrejd, kuten
Raman-spekiroskopiassa, vaan yleensd jotakin tiettyd aaltolukualuetta. Toisin
sanoen, jos halutaan saada informaatiota lagjemmalla skaalalla, heréte- ja
pumppulaserien suhdetta joudutaan muuttamaan (tosin useimmissa  CARS-
laitteistossa sdddetddn vain toista ja toinen sdatyy oikeassa suhteessa tdman
mukana) joka kerta yhtd aaltolukualuetta varten. Voidaan esimerkiksi mitata
aaltoluvulla 1500 cm-!, 1600 cm-!, 1800 cm-1, 2000 cm-! jne. CARS-tekniikka onkin

osoittautunut hyvin soveltuvaksi mikroskoppitekniikoihin.

Usein CARS-laitteisto on rakennettu niin, ettd sillé voidaan havaita myds
fluoresenssia. Kyseessd voi olla tavallisen fluorsenssin havainnointi tai k&ytdssé voi
olla konfokaali-laser-skannausmikroskooppi (Evans ym. 2007) (engl. confocal laser
scanning microscope). Monesti kaytetddn CARS:n lisdksi myds muita epdlineaarisia
kuvantamistekniikoita. Esimerkkin& kaksifotonifluoresenssia  (engl. two-photon
excitation fluorescence) tai SHG-imiéitd (engl. second harmonic generation)
voidaan havainnoida. Kuvattava kohde voi olla esimerkiksi solukerros, jota
kuvataan x,y-suunnassa viipale kerrallaan ja tdman jalkeen viipaleet yhdistetddn
(pinotaan) z-tasossa (engl.  stacking) (Gordon ja McGoverin 2011). Nd&in
rakenteista saadaan muodostettua 3-ulotteinen kokonainen kuva. Solujen eri

rakenteiden erottamiseksi kuva voidaan muodostaa siten, ettd suurimman
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signaalin antavat rakenteet (esim. 1600 cm-! aaltolukualueelle osuvat vardhtelyt)
saavat kuvan ohjelmallisessa muodostuksessa kirkkaimman kontrastiarvon. Talldin
ndma rakenteet ndkyvat varsinaisessa kuvassa  kirkkaimpina. Esimerkkin&
mainittakoon solun sisdlle  diffundoitunut  I&&keaine, jolla on 1600 cm-!
aaltolukualueella ndkyvid rakenteita. Téllainen aine voidaan erottaa kuvissa solun
sisGpuolella silla edellytykselld, ettd samalla alueella ei ole muiden molekyylien
samalla aaltolukualueella vardhtelevid rakenteita. Kuvassa 16 ndkyy CARS-
mikroskoopilla ofettu kuva 3T3-L1-solusta ja sen sisGpuolella ndkyvista

lipididropleteista.

KUVA 16: 3T3-L1-solusta otettu CARS-mikroskooppikuva. Kuvaus on tehty CHo-
sidosten venytysvardhtelyalueella, 2845 cm-! (Evans CL ja Xie XS 2008).

3  RAMAN-SPEKTROSKOPIAN EDELLYTYKSIA JA TUTKIMUSTEN TAUSTAA
KAYTANNOSSA

3.1. Yleista

Kun tfuntemattomia molekyylej&@ tai useiden molekyylien ndaytettd ryhdytéadn
tutkimaan, on helppoa tehdd jarienvastaisia p&atelmid, koska eri molekyylien eri

rakenteet tuottavat vardhdellessGdn hyvin erilaisen intensiteetin Raman-sirontaa
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(Smith ja Dent 2005). N&in ollen onkin tdarke&& pohtia aina spektrejd tulkitessa
naytteen fysikokemiallista luonnetta yleisemmin. Esimerkkind tastd filanne, jossa
mitataan polymeeriastiassa olevaa ndytettd. Polymeeri saatftaa sisaltad rikkid.
Polymeerilld on heikko Raman-sironta ja rikilld puolestaan vahva. Talldin Raman-
spektrissd ndkyy hyvin dominoivasti intensiivisia rikin aiheuttamia vardhtelyjd. Ei
voida kuitenkaan tehdd johtopddtdstd, ettd rikki olisi vallitseva komponentti
polymeeriastiassa. Esimerkki on triviaali, mutta antaa suuntaa sille, miten Raman-
iImién tuottamaa spekiri-informaatiota tulisi tulkita. Toinen merkittdvd seikka
Raman-spekireissd on se, ettd ne eivat ole iimiselvasti riippuvia siitd kemiallisesta ja
fysikaalisesta ympdristéstd, jossa ndyte sijaitsee. Ei ole itsestddn selvad, ovatko
molekyylit kaasumaisessa, nestemdaisessd vai esimerkiksi kiintedssd olomuodossa.
Spekirien terdvyydessd ja spekirin muodossa ndkyy kuitenkin usein ndytteen
fysikaalinen fila. Kiteiset kiintedt aineet tuottavat terdvid, vahvoja spekirejd, kun
taas nesteet ja kaasut paljon heikompia. Raman-spektrit ovat myds jossakin madarin

|Gmpdtilasta riippuvia.

Spekirien muodosta, etenkin niiden levydestd voidaan erottaa joitakin tekijoitd,
jotka  kertovat ndaytteen ja ndyteastian fysikaalisesta ja  kemiallisesta
koostumuksesta (Smith ja Dent 2005). Levedt spektrialueet Raman-spekitrissG ovat
perdisin usein fluoresenssin, palamisen tai heikon resoluution tuottamia. Heikot
spektrivydt, jotka ovat vahvistuneet esimerkiksi |Ghekkdin tapahtuvien yhteisten
rakenteiden vardhtelyjen seurauksena, voivat olla perdisin esimerkiksi vedestd tai
lasista. Alla olevassa kuvassa 17 on Pyrex-lasipullon Raman-spekiri, jossa on selvasti
nahtavissd muutamia leveitd spekirivéitd. Ne ovat myds melko vahvoja ja osin
ter@vid kuvan spektrissd. Mitatun spektrin lasipullo on filavuudeltaan ~ 20 ml,
korkeudeltaan ~ 5 cm ja halkaisijaltaan ~ 2 cm. Mittaukset tehtiin 785 nm laserilla
kayttGen 3 perdkkdisen mittauksen keskiarvoa ja detektorin aukioloaikaa 3 s.
Vertailuksi kuvassa ndkyy laitteiston kalibroinnissa kdytetyn sykloheksaanin Raman-
spekiri (musta) madritettynd ~ 15 ml sykloheksaania. Kaytdssd oli ns. PhAT-probe,
jonka fokuspiste on suhteellisen suuri pinta-alaltaan ja keruuséteen pituus hyvin
pitkd. Témda saa aikaan sen, ettd takaisinsironneiden fotonien keruu tapahtuu

pitkaltd matkalta, mutta ei mistddn kohden ndytettd kovin suurella fotonivuolla
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(keruusdde on ldhestulkoon kollimoitu ndytteeseen saapuvaan laser-sGteeseen
ndhden). Sykloheksaanille mittausparametrit olivat 3 perdkkdistd mittausta ja

detektorin aukioloaika 1s.

Kemiallinen sitoutuminen, esimerkiksi livoksessa olevien molekyylien
vetysitoutuminen tai pH:n muutokset voivat ndkyd Raman-spekirissd. Nama
muutokset ovat kuitenkin ennemmin piikkien sirtymi& (engl. peak shifts) kuin
muutoksia spekirin muodossa. Edelleen, esimerkiksi alla olevan kuvan 17 tulkinnassa
tulee noudatftaa varovaisuutta, koska siitd ei voida esimerkiksi suoraan tehdd
johtopd&datdksia lasin rakenteesta. Spekirin on saattanut vaikuttaa esimerkiksi
Raman-laitteiston detektorin  ja/tai  spekirometrin sopimattomuus kyseiseen
mittaukseen tai ndytteeseen kohdistettavan laser-sdteen epdtarkkuus (mikd voi
olla mahdollista korjata kaventamalla fyysisesti  ndytteeseen menevan
fokusointipisteen halkaisijaa esimerkiksi mikroskoopeissa kaytettavalla
rakomenetelmalld). N&in ollen mittauksia suoritettaessa on aina tarkedd tehdd
riittavasti referenssi (fausta)mittauksia, muun muassa tyhjastd mittauskammiosta,
mitta-astioista jne. Seuraavassa kappaleessa kdsitellddn muutamia keskeisid

seikkoja, joita Raman-spektroskopiaa kdytettdessd tulee huomioida.

—— Sykloheksaani (15 ml)
Tyhja lasipullo

1.0
0.8
0.6 -
0.4

0.0

Normalisoitu intensiteetti (a.u.)
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Raman-siirtyma (cm™)

KUVA 17: Tyhjan Pyrex-lasipullon (V. ~ 20 ml) Raman-spekiri (punainen) ja

sykloheksaanin (V ~ 15 ml) Raman-spekiri.
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3.2. Raman-signaalin parantaminen

Raman-sironnan aiheuttama signaali on useimmiten hyvin heikko. Signaalin
parantamiseksi voidaan kayttad erityyppisid ratkaisuja. Ndistd SERS-menetelmd
(engl. Surface Enhanced Raman Spectroscopy) on ollut jatkuvan kiinnostuksen ja
kehityksen kohteena 1970-luvulta Idhtien. Alun perin huomattiin hopeaelektrodille
litetyn pyridiinin Roman-signaalin voimakas vahvistuminen (Albrecht ja Creighton,
1977). Vahitellen on pdadytty kahteen toisiaan tGydentdvadn teoriaan, joilla SERS-
signaalin  vahvistuminen on selitettdvissa. Elektromagneettinen teoria kdasittad
paikallisen sdhkdkentdn vahvistumisen metallipinnalla (engl. surface plasmon), jolla
tutkittava molekyyli sijaitsee  (Valley ym. 2013). Vahvistuminen tapahtuu
metallipinnan lokalisoituneiden pintaplasmonien virittymisen seurauksena. Raman-
signaalin parantumista 104-108 — kertaiseksi alkuperdiseen ndhden on havaittu,
mutta jopa 1014-10'> - kertaista vahvistumista voi tapahtua. Nd&in  suurista
vahvistumiskertoimista ei olla kuitenkaan taysin yksimielisid, mutta joka tapauksessa
SERS-tekniikoita kayttdmalld myds yksittdisten molekyylien havainnointi Raman-
spektroskopiassa on mahdollista (Nie ja Emory 1997; Le Ru ym. 2007). Kemiallinen
signaalin vahvistuminen puolestaan on heikommin ymmarretty iimid, mutta sillé
ndhdddn olevan yhteyksid kolmen erityyppisen mekanismin  kanssa. Ndihin
kuuluvat  molekulaaristen  viritysresonanssien,  varauksensirtomekanismien, o
epdresonanttien muutosten muodostuminen molekyylin polaroituvuudessa silloin,
kun se vuorovaikuttaa metallipinnan  kanssa.  Kemiallisen  vahvistumisen
edellytyksend on todenndkdisesti se, ettd molekyylin taytyy muodostaa kemiallisia
sidoksia pinnan kanssa - elekiromagneettinen teoria pdtee myds silloin, kun
molekyyli ainoastaan adsorboituu pinnalle. Molempia I&hestymistapoja joudutaan
kuitenkin  soveltamaan, jotta erilaiset signaalinvahvistumismekanismit — olisivat

selitettdvissd.

Signaalinvahvistuminen tapahtuu nanomittakaavassa karhennetuilla
metallipinnoilla. Tyypillisimpid kaytettyj@ metalleja ovat kulta ja hopea (Xie ja
Schlucker 2013). Pinta voidaan valmistaa esimerkiksi elekirokemiallisella

karhennuksella, metallipinnoituksella  tai kayttdmalld nanosubstraattia. Myos
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kolloidimuodossa olevien nano-metallipartikkelin kerrostamista voidaan kayttad.
Sopivia SERS-substraatteja on kaupallisesti saatavilla, mutta usein tutkijat kehittavat
ja testaavat itse valmistamiaan pintaratkaisuja. Kaytdnndssd ainoa huomioitava
seikka on varmistaa, ettd kdytettdvan laserin aallonpituus sopii valitun SERS-pinnan
ominaisuuksien kanssa yhteen, jotta saadaan jarkevid tuloksia aikaan. SERS-
tekniikalla saatu spekiri saattaa hieman erota aineen tavallisesta Raman-
spektristd, joten joissakin filanteissa joudutaan harkitsemaan datankdsittelyd ennen
johtopddtdsten tekemistd. Plasmoneja muodostavien SERS-pintojen tutkimusta
tehdddn laagjasti. Esimerkiksi kvartetti-rakenteita muodostavien kulta-nanosauvojen
on todettu sopivan SERS-signaalin vahvistamiseen hyvin (Kumar ym. 2014). Niin
ikdan hilli-nanoputkista muodostettujen pintojen on todettu sopivan SERS-
spektroskopiaan (Andrada ym. 2013). Andrada tutkimusryhmineen mdadrittivat
oktadekylamiinimolekyylien  (ODA) kovalenttista  sitoutumista  nanoputkista
koostetulle SERS-pinnalle. Huomattavaa signaalinvahvistumista havaittiin. Samalla
saatin myods viitteitd siitd, ettd SERS-spekiroskopiaan liittyvd, toistaiseksi kiistelty,
kemiallinen teoria saafttaisi olla pdtevd. Tuloksia validoitin myds suorittamalla DFT-

laskelmia.

Raman-signaalin  parantamista on tutkittu myds CCD-detektorin  toimintaa
optimoimalla (Ldzaro ym. 2009). Tutkimuksessa sG&dettiin detektorin aukioloaikaa
ja spektografin aukon mittoja etsien optimaalista yhdistelmad mahdollisimman
hyvan signaali-kohinasuhteen aikaansaamiseksi. Lisdksi on ehdotettu elastisen
Rayleigh-sironnan hyddyntdmistd sen sijaan, ettd Rayleigh-sironta suodatettaisiin
signaalista pois (Hokr ja Yakovlev 2013). Kiinteilld, kiteisilld aineilla Raman-signaalin
intensiteetti rippuu Mmyds partikkelikoosta (Pellow-Jarman ym. 1996). Nanotimantit
edustavat uvuden sukupolven elektronisia materiaaleja (Nigmatullin ym. 2013).
Timanttien fysikaalis-kemialliset  ominaisuudet yhdistettyind nanoteknologian
sovelluksiin saattavat avata tfien uusille nanolaitteille, jotka toimivat yksildllisesti ja
tehokkaasti. Puhutaan nano-elekiromekaanisista systeemeistd (engl. NEMS = Nano
Electro Mechanical Systems) ja nanoelekirisistd laitteista. Biologiaan sovellettuna
nanotimantit  voisivat  toimia  |&dkeadineiden, geenien tai  proteiinien

kuljetusvdlineind, uusissa  kuvantamistekniikoissa, pddllysteind  implantoitaville
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materiaaleille tai biosensoreina. Tdallaiset rakenteet aikaansaavat myds
paranfuneita Raman-signaaleja. Hiramatsu ja Saito (2014) tutkivat kehittGmdansa
vertikaalisen virtauslaitteen (engl. VFA = Vertical Flow Apparatus) avulla signaali-
kohina-suhteen parantamista. Laitteen avulla saatiin kerattyd tehokkaammin
Raman-signaalia ja sen todettin  olevan mahdollisesti sopiva esimerkiksi

laimennettujen livosten tutkimiseen.

SERS-tekniikan haittana on useissa sovelluksissa heikko paikkaresoluutio. N&in ollen
oleellista topografista informaatiota tutkituista pinnoista on vaikeaa saada
(Kurouski  ym. 2013). Monesti ongelma ratkaistaan yhdistdmadlld Raman-
spekirometri STM-mikroskooppiin (engl. STM = Scanning Tunneling Microscope) tai
AFM-mikroskooppiin  (AFM = Atomic Force Microscope). Kun STM:n tai AFM:n
k&rkeen yhdistet&@dn vield hopea- tai kultapartikkeli, saavutetaan parempi Raman-
signaali ké@rjen pienelld alueella. Metodista kdytetddn nimitystd TERS-spekiroskopia

(engl. TERS = Tip Enhanced Raman Spectroscopy).

Resonanssi Raman-sironnan ja tavallisen Raman-sironnan erona on se, ettd
resonanssi-Ramanissa  hyddynnetddn herdte-energioita, jotka ovat |dhelld
molekyylien rakenteiden elekironisten siirtymatilojen energioita (Pitt ym. 2005).
Herdte-energia voidaan valita esimerkiksi siten, ettd se on IGhelld jonkin fietyn
funktionaalisen ryhman elektronista siirtymatilaa. Resonanssitekniikkaa
hyddynnettdessd Raman-mittauksen sironta voi parantua jopa suuruusluokassa
10¢. Témda tekee mittauksesta huomattavasti  herkemmdn ja myds
selektiivisemman; kun ainoastaan kromofori tuottaa hyvin voimakkaan sironnan,
kromoforin sisaltdva osa molekyylistd saadaan ndkymdadn selvasti spektrissd. Kun
resonanssi-ilmié tapahtuu, on mahdollista saada informaatiota sek& molekyylin
elektronisista ettd vibrationaalisista siirtymdatiloista. Resonassitekniikasta on hyodtyd
muun  muassa erityyppisissd  proteiinimdadrityksiss@, koska useissa  tdrkeissa

entsyymeiss@ on resonanssi-ilmiéon mahdollistavia porfyriinirengasrakenteita.
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3.3. Raman-spektroskopian kaytantoja ja edellytyksia

Ndaytteen tunteminen on tdarkedd, vaikka itse ndytteen varsinaisesta sisGllosta
(komponentit, vahvuudet jne.) olisikaan tarkkaa tietoa. Pohdittavia tekijditd ovat
muun muassa se, kuinka ja mistd ndyte on valmistettu, jos mahdollista, minkdlaisia
reaktiopolkuja ndytteen komponenteilla on ollut tai voi olla sekd mahdollisia
sivureaktioita (Smith ja Dent 2005). Mikdli kyse on livoksesta, on syytd huomioida
livottimen  vaikutukset spektrin.  Mahdolliset epdpuhtaudet ja ndytteen
valmistuksessa kdytettyjen instrumenttien aiheuttamat muutokset ndytteeseen
ovat niin k&an tarkeitd tekijoitd. Alla oleva taulukko 4 esittdd muutamia eri
olomuodossa olevien ndytteiden kdsittelyssG huomioitavia asioita, sek& kaikille
naytetyypeille yhteisid tekijoitd. Kaiken kaikkiaan tdysin uusien ja tuntemattomien
ndytteiden analysoinnissa tulisi noudattaa erityistd huolellisuutta — jotakin on

kuitenkin aina tiedossa heti alussakin, esimerkiksi ndytteen olomuoto ja vari.

TAULUKKO 4: Raman-spekirin muodostumiseen vaikuttavia tekijoita

Nayte Huomioitavaa

Kiinted Kosteuse Kuiva vai tahna¢ Pesu
livottimella? Uudelleenkiteytetty?

Nesteet ja livokset Haihtuvae Emdksinene Neutfraalie

Hapane Livoftimen ja sielld olevien
molekyylien interaktiot?

Kaasut Kaytetyt Idmpdfilat ja paineet?e

Kaikille yhteista Kuinka puhdas ndyte on/pitdisi olla?
Onko naytteessd typped, rikkia tai
halogeeneja? Voivatko nama
esiintyd epdpuhtauksina ndytteessa?
Onko olemassa todenndkaisia
polarisaation, molekyylien
orientaation tai |&Gmpdtilan
aiheuttamia muutoksia?

Raman-spekiroskopian etuna on vahdinen ndytteen esikasittelytarve. Kuitenkin,
etukGteen on syytd kartoittaa, millaista informaatiota spekiristd halutaan saada
selvile.  Tédmd  saattaa  tfoisinaan  madratd  myds  suunnan  tietyille

ennakkovalmisteluille ennen spektrin madritystd (Smith ja Dent 2005). Kiinteill&
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aineilla tulee huomioida, ovatko ne esimerkiksi puhtaita kiinteitd aineita, levymdaisic
tai seoksia. Jos kdsitellddn seoksia, seoskomponenttien erilliset spektrit fulee
madrittdd. Jauheilla sironnan orientaatiokulmien muutokset ja partikkelikoon
vaikutukset ovat oleellisia tietoja niin ikadan. Jos ndyte on laimennettu, koska silld on
hyvin vahva vdari, ei voida kuitenkaan todeta, ettd kdasitellddn varitdntd ainetta.
Mikdali nayte on astiassa, astian aiheuttama spekiri tulee myods madrittad
(esimerkiksi lasin, polyeteenin jne. spektri), Valetuissa ndytteissd tai esimerkiksi
polymeerifilimeissd voi olla livotinta jdljelld, mikd on tarpeen selvittdd. Nesteitd
analysoitaessa on oleellista, kasitellddnkd puhtaita nesteitd vai esimerkiksi livoksia

tai suspensioita.

Kun edell&d mainituista tekijdistd on selvitetty mahdollisimman paljon informaatiota,
padstddn arvioimaan, ovatko spekirin piikit ja kokonaismuoto perdisin  niisté
molekyylirakenteista, joita halutaan selvittdd. Saadaan ainakin  osittain
poissuljettua, ettd spekireihin ei tule informaatiota esimerkiksi ndytteiden omista
fysikaalis-kemiallisista poikkeavuuksista, epdpuhtauksista fai ndaytteenkdasittelyn
tuloksena (Smith ja Dent 200S5). Silti, poikkeavuuksia voi aiheutua itse kdytetyistd
instrumenteista tai tietokoneohjelmista. Tallainen ndytteestd ja ndytteenkdasittelystd
rippumaton ulkopuolinen tekij@ voi olla esimerkiksi kdytetty laser-valo. Se saattaa
aiheuttaa resonanssia  tai ifse-absorptiota.  Itse-absorptiossa molekyylin
vardhtelevistd rakenteista tapahtunut sironta ei saavu detektoreille sellaisenaan,
vaan saattaa absorboitua esimerkiksi molekyylin omiin rakenteisiin sironnan jalkeen

tai livoksessa livottimen molekyyleihin (Ludwig ja Asher 1988).

Muita Raman-analyysin alkuvaiheessa selvitettavida tekijoitd ovat muun muassa
kdytetyn spektri- ja analyysiohjelman ominaisuudet. On tarpeen tietdd, onko
spekirissé  todellisuudessa litted tausta vai onko esimerkiksi ohjelman oma
taustakorjaus poistanut molekyylin fluoresenssin tuhoten samalla relevanttia tietoa
(Smith ja Dent 2005). Spektrin todellinen vahvuus ja skaala tulee niin ik&an selvittad
sekd pehmennysfunkfioiden mahdollinen vaikutus spektrin hienorakenteen
katoamiseen. Toisinaan spektrin levedt vydt saatetaan tulkita vadérin, vaikka ne
olisivatkin perdisin fluoresenssista tai ndytteen palamisesta johtuvia. Teravat piikit

voivat olla taustasateilyn tai jopa mittaushuoneen valaistuksen aiheuttamia.
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Ndiden kaikkien kdsiteltyjen seikkojen ohella spekiroskopistilla tulisi olla Raman-
analyysid suoritettaessa joitakin perustietoja aineen molekyylien rakenteestaq,
niiden vaikutuksista  havaittavaan  spekitrin - tai  yleisimmista  virheellisista

tulkintamahdollisuuksista.

Usein tutkittava ndyte sisaltad useita kemiallisia komponentteja, eli useita erilaisia
molekyylejd. Ndaytteen Raman-sironnan jaokauma spektrissé on konsentraatio-
painotettu lineaarinen kombinaatio '‘puhtaista’ komponenteista (Hanlon ym. 2000).
Tama tarkoittaa sellaista yhdistelmdd, jossa jokaisesta komponentista voitaisiin
mitata oma Raman-spekirinsd ja tadmdan jalkeen niistd tehtdisin konsentraatio-
painoteftu lineaarinen kombinaatio. Naytteen kemiallinen koostumus voidaan
selvittad kayttdmalld ns. kemometrisid kalibrointimalleja (Smith ja Dent 2005).
Esimerkiksi vaarallisten komponenttien ja vadrenndsten identifiointi on myds
mahdollista (Degardina ym. 2011). Vahdisen naytteen esik&sittelyn vuoksi Raman-
spekiroskopia soveltuu myds ei-laboratorio-olosuhteissa tapahtuvaan ndytteiden
identifiointiin (Smith ja Dent 20095).

3.4. Spektri vs. molekyylin ominaisuudet Raman-spekiroskopiassa

Jotta Raman-sirontaa voisi tapahtua, molekyylin tiettyyn vardhtelytilaan littyvassé
elektronisessa polaroituvuudessa taytyy tapahtua muutos (Colthup ym. 1990).
Polaroituvuus voidaan qgjatella myds molekyylin  elektronipilven elastisuuden
madriteimand eli  elektronipilven aiheuttaman varausjokauman herkkyytend
muodostaa dipolisoitumista. Voimakkaat polaroituvuuden muutokset ja ndin ollen
vahva Raman-sironta littyvdt molekyyleihin, joilla on enemmdn vapaasti
likkumaan kykenevid elekironeja rakenteissaan. Aromaattiset konjugoituneita
kaksoissidoksia sisaltavat molekyyli ovat selked esimerkki tastd. Kun kaikki saatavilla
oleva informaatio ndytteen alkuperddn littyen on saatu kerattyd sekd mahdolliset
mittausta ja saatavia spekirejd muuttavat ongelmakohdat tunnistettua, voidaan

aloittaa spektrien tulkinta.
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Raman-spekirien tulkinta on usein moniulotteinen tehtévd. Esimerkiksi biologisille
molekyyleille on mahdollista tehdd resonanssi-Raman-spektroskopian avulla
madrityksiad (Warshel 1977). Na&itd voivat olla O-kertaluvun tapahtumat, joissa
voidaan pyrkid maadrittdmadn substraattien sitoutumista aktiivisiin kohtiinsa ja ndin
ollen molekyyleissd tapahtuvia konformaatiomuutoksia. Tiettyj@ pddsddntdjd on
kuitenkin  olemassa ja ne helpoftavat johtopddtdsten tekemistd ndytteen

sisGltamistd molekyylirakenteista.

Spektrin ulkoasu kertoo melko paljon; mikdli naytteen fysikaalis-kemiallisesta
luonteesta on edes alustavaa tietoa, voidaan spekirin muodosta, piikkien
leveydestd ja ter@vyydestd saada ensikdden tietoa (Smith ja Dent 2005). Myds
spektrin tausta on erittdin tarked tarkastelun kohde. Spektrin piikit voivat olla
vahvan, kumpumaisen faustan podalld lyhyind kohoumina tai toisaalta tausta voi
olla téysin tasainen (x-akselin suuntainen) ja piikit erottuvat selvasti pystysuunnassa.
Pintapuolisen tarkastelun jalkeen on huomio kohdistettava Raman-spektrin piikkien
sijaintiin ja leveyteen. Litteen 3.4. Spekiri vs. molekyylin ominaisuudet Raman-
spekiroskopiassa taulukoissa 1-5 on kuvattu tdrkeitd spekirialueita  Roman-
spektreissd ja niihin liittyvid tulkintoja. Taulukot ovat yleisluontoisia, mutta suuntaa-
antava siitd, millaisia  tulkintoja Raman-spektrien pohjalta  voidaan aqineen
rakenteesta tehdd. Jos mahdollista, taulukkoon on merkitty myos vardhtelyjen
vahvuudet vardhtelyn IGhteen perddn merkinndin H = heikko, K = kohtalainen, V =

vahva.

Raman-spekiroskopiaan littyen on olemassa loputon mdadrd empiirisesti ja
laskennallisesti madritettyj@ taulukkoarvoja erilaisille rakenteille ja niitd vastaaville
aaltolukualueille Raman-spekirissd. Niin ikaddn fietokoneella tehtavat laskennalliset
menetelmat ja kirjastot ovat yleistyneet, vaikkakin  Raman-spekiroskopia on
edelleen pienemmdassd mittakaavassa kuin esimerkiksi IR-spektroskopian vastaavat
apuvdlineet. Tietokoneavusteinen spekiritulkinta voidaan kdytédnndssé jakaa
kahteen pd&dhaaraan: kirjastopohjaisin  hakuihin  ja molekyylin rakenteeseen
perustuviin apuvdlineisiin. Ensin mainitut pohjautuvat esimerkiksi laitevalmistajien ja
—toimittajien tietokantoihin, joissa on valmiita spekirejd ja joihin kayttdjad voi

tallentaa omia tuloksiaan. Spekfritulkinta perustuu spekirien vertailuun. Molekyylin
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rakennetta hyddyntdvissd menetelmissé voidaan kayttdd esimerkiksi 3-ulotteiseen
mallinnukseen ja rakenteeseen liittyvid visuaalisia apuohjelmia. Niiden haittana on
kuitenkin rajoittuvuus tiettyinin molekyyleihin ja Raman-spektrien vahaisyys. Toinen
rakenteisin  perustuva  [dhestymistapa  ovat  laskennalliset  menetelmat.
Menetelmien pohjana on usein DFT-laskenta (engl. Density Functional Theory).
Naitd laskentamalleja kdytetddn tietokoneilla tehtdvddn kvanttimekaaniseen
mallinnukseen fysiikassa, kemiassa ja materiaalitieteissd (Jones ja Gunnarsson
1989). Talld tavoin voidaan tutkia atomien ja molekyylien elekfronirakenteita,
pdadosin perustilallaan. Vaikka DFT-laskenta on varsinkin nyky@dn hyvin kehittynyt
menetelmd, sind  on  edelleen myds hankaluutensa. Muun  muassa
molekyylinsisdiset interaktiot, varausten siirrosta  aiheutuvat  viritystilat  ja
siirtymdatilojen tulkinta ovat puutteellisia. Laskennassa kaytetddn erddnlaisia
"paketteja”, joilla voidaan ennustaa molekyylin  rakenteiden aiheuttamien
vardhtelyjen vastaavuus spektrissd. Toisin sanoen DFT-laskelmilla voidaan ennustaa
spektripiikkien sijainfia. Molekyyli koostuu usein monien (funkfionaalisten)ryhmien
muodostamana. DFT-laskennan 'paketit’ ennustavat spektrivdiden sijaintia ndiden
rynmien perusteella koko molekyylille. Monissa yhteyksissd mallit ennustavat
molekyylien spektrit hyvin IGhelle empiiristd vastinettaan, mutta esimerkiksi kiteisille
aineille ja livoksille taytyy huomioida mahdollisuus spektripiikkien ja -alueiden
sirfymiin - molekyylienvdlisten interaktioiden vuoksi (yleensd DFT-laskelmien

oletuksena on yksimolekyylinen systeemi kaasumaisessa oloftilassa).

Raman-spektrien tulkinnassa erddand tarkednd kokonaisuutena on
ryhmafrekvenssien (engl. group frequencies) tunnistaminen, esimerkiksi molekyylin
C=0 - venytysvibraatiot (Shaw ja Mantsch 1999). Talldin pienemmat siirtymat
oletetussa vaihteluvdliss& antavat yksityiskohtaista tietoa molekyylin rakenteesta
sekd sen |ahiympdristdstd. Tadma tarkoittaa kaytdnndssd  sitd, ettd  aluksi
tunnistetfaan  molekyylistd nditd  'varmoiksi’ fiedettyj@ vardhtelyrakenteita.
Seuraavaksi tutkitaan pienid sirtymic& kyseisten rakenteiden spekirissd, esimerkiksi
yhden C=0O - ryhmdn absorptio tapahtuu aaltoluvulla 1700 cm ja toisen

samanlaisen ryhmdan aaltoluvulla 1770 cm-!. PystytGdn tekemdadn padatelmia siitd,
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millaisia rakenteita kyseisten C=0 - ryhmien I&histdlld on ja toisaalta myds koko

molekyylin rakennetta pystytddn ennustamaan.

Kaikkican Raman-spekirien tulkinfa on monimuotoista ja osin  haastavaakin.
Taulukoiduilla  arvoilla, fietokoneavusteisilla laskentamenetelmilld sekd ainakin
perustasoisella fysikan ja kemian tuntemuksella Raman-spektrit antavat paljon
tietoa tutkittavan ndaytteen rakenteista. On tarkedd huomata, ettd tulkintoja ei voi
tehdd koskaan pelk&stéddn arvaamalla funktionaalisten ryhnmien perusteella ja/tai
purkamalla molekyyli ainoastaan erillisin  osiin.  Vardhtelyjen laskennallinen
madrittdminen jo pelkdstddn monomeerimuotoisten molekyylien osalta yhdessé
puhtaassa kidemuodossaan (aineista voi esiintyd esimerkiksi polymorfeja I, I, Il ... n,
sekd amorfista muotoa jne.) on melko haastavaa. Edelleen, esimerkiksi livoksissa
kaikentyyppisten yhteisvardhtelyjen, liuotininteraktioiden jne. osalta pitdd olla

entistdkin enemman tietoisena tulkintoja tehtdessa.

4 RAMAN-SPEKTROSKOPIAN SOVELLUSALUEET LAAKETUTKIMUKSESSA
JA IHMISLAAKINNASSA SEKA BIOLOGISIA SOVELLUKSIA

4.1 Raman ladkeainetutkimuksessa ja biologisia sovelluksia

Ladkeaineet ja biologisesti merkitykselliset molekyylit muodostuvat erittdin laajasta
ryhmastd hyvin erityyppisid  molekyylej@ (Nelson ja Cox 2005). Suun kautta
annosteltavat |[Gdkeaineet ovat usein melko pienid molekyylejd, kun puolestaan
esimerkiksi injektioina annettavat suurimolekyyliset proteiinit voivat olla hyvinkin
suuria. Biologisesti  kiinnostavia ja myos spektroskopiassa paljon  tutkittuja
molekyylej& ovat proteiinit, lipidit, nukleiinihapot ja DNA sekd& erilaiset hillihydraatit.
Ndiden kategorioiden alle mahtuu niin ik&an laaja joukko rakenteeltaan erilaisia ja

erikokoisia aineita.

Suun kautta (esimerkiksi tabletteina) annosteltavia |Gdkeaineita mdadrittelemadn
on kehitetty melko suoraviivainen, mutta toimivaksi havaittu konsepti. Lipinskin 5

kohdan sddnndn (engl. Lipinski's Rule of Five) mukaan molekyyli voi olla



66

|&akkeenkaltainen molekyyli, jos silléd on < 500 Da, logP < 5, H-sidoksen (vetysidos)
luovuttajia < 5, H-sidoksen vastaanottajia < 10 (Lipinski ym. 1997). NGma& fysikaalis-
kemialliset parametrit mdadrittelevat itse asiassa melko hyvin suuren osan (~ 90 %)
niistd suun kautta annosteltavista |ddkkeistd, jotka pddsevat |adkekehityksessd
kliniseen faasi Il:n (Lipinski 2004. Kyseiset parametrit voidaan littad riittGvadn
vesiliukoisuuteen ja toisaalta suolen limakalvon lapdisyyn — tekijoitd, jotka ovat
ratkaisevia suun kautta annosteltavien |Gakkeiden biologisessa
hyvaksikdytettdvyydessd. Seuraavassa on esitelty muutaman eri |Gdkeaineen
Raman-spekirejd ja niiden tulkintaa. Tassd yhteydessd esitetddn myos katsaus
tarkeimpiin  biologisiin  molekyyleihin ja niiden rakenteisin perustuviin  Raman-

spekiroskopiamadrityksiin.

Biologiset ja farmaseuttiset sovellusalueet ovat Raman-spekiroskopiaan sopivia.
Erdand tarkednd aspektina on mahdollisuus tutkia ndytteitd in situ, eli 'paikallaan’.
Biologisissa sovelluksissa esimerkiksi  soluja voidaan tutkia ja farmaseuttisissa
kayttdkohteissa tablettien koostumusta voidaan arvioida. Raman-spekiroskopian
hydtynd on myds se, ettd mittauksia voidaan esimerkiksi tableteista tehdd
|Gpipainopakkausten muovin 1&dpi  (Lyndgaard ym. 2013). Veden vdhdinen
sirontapotentiaali puolestaan hyddyttdd hyvin pitkdlti vesipohjaisten biologisten

naytteiden tutkimista (Li ym. 2010).

Useiden biologisissa sovelluksissa kiinnostavien molekyylien aiheuttamat Raman-
siirtymat sijoittuvat aaltolukualueelle ~ 600 cm-1 — 3000 cm ! (Downes ja Elfick 2010).
Kuvassa 18 on eriteltyind erilaisia biologisissa molekyyleiss& esiintyvid rakenteita ja

niiden Raman-spekireissd nakyvid Raman-siirtymid.
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KUVA 18: Biologisissa molekyyleiss@ esiintyvid rakenteita ja niiden Raman-siirtymid
(Mukailtuna Downes ja Elfick 2010).

Nyky&dn uusien |adkeaineiden kehittdmisen tahti |Gdkevalmisteeksi asti on
hidastunut, pddosin  pitk&n kehitysprosessin  ja siitd  seuranneiden suurten
kustannusten vuoksi. Ladketeollisuutta kiinnostaakin talld hetkelld jo 1&ydettyjen
|6&keaineiden valmistemuotojen parantaminen. Lddkeaineista esiintyy usein
erityyppisi@d polymorfisia muotoja, jotka saattavat poiketa suuresti fysikaalisilta ja
kemiallisita  ominaisuuksiltaan.  Esimerkiksi  tulehduskipul&dke indometasiinin
amorfinen muoto on liukoisuusominaisuuksiltaan useita kertaluokkia parempi kuin
kiteiset muodot samasta aineesta (Lima ym. 2013). Ndiden erilaisten polymorfisten
muotojen kartoittaminen on Raman-spekiroskopian tarkedd sovellusaluetta

farmaseuttisissa tieteissd.

Biologisten molekyylien ja organismien tutkimusta on tehty melko paljon Raman-
spekiroskopiaa hyddyntden. Esimerkiksi bakteerien identfifiointia voidaan suorittaa
vibraatiotilojen muutoksiin perustuvien tekniikoiden avulla (Effima ja Zeiri 2009).

Ndaistd kaytetyimmdat ovat IR-spekiroskopia ja Raman, joista IR-spekiroskopian
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kaytannollisyys tosin kdarsii biologisten ndytteiden korkeasta vesipitoisuudesta.
Raman-spekiroskopiaa kdytettGessd tatd ongelmaa ei useinkaan ole, mutta
esimerkiksi solututkimuksissa voimakas fluoresenssi ja Raman-sironnan tuottama
heikko signaali ovat puolestaan madritysten haittana. Fluoresenssisuppressiota on
kuitenkin  hyvin onnistuneesti pystytty tekemd&dn erilaisin  detektoriratkaisuin
(Kostamovaara ym. 2013) ja hyddyntdmdalld toista hyvdaksi todetftua tekniikkaa,
Kerr-portitusta (engl. Kerr gating system) (Knorr ym. 2010). Kerr-portituksessa
hyddynnetddn Raman-sironnan ja fluoresenssin aikaeroa. Suurin osa Raman-
sironnasta tapahtuu paljon aikaisemmin kuin fluoresenssi. Kayttdmalld kahden
laser-sateen eriaikaista toimintaa, dielekirisiltd ominaisuuksiltaan sopivaa Kerr-
livosta (yleensd CS») ja polarisaattoreita detektorille saadaan eroteltua Raman-

signaali fluoresenssin joukosta.

4.1.1. Pienmolekyyliset ladkeaineet

Pienimolekyylisistd oraalisista [Gdkeaineista on tehty lukuisia erityyppisid madarityksic
Raman-spekiroskopiaa kayttden. Farmaseuttisessa teollisuudessa  kaytettyja
madrityksid ovat muun muassa tuntemattomien ndytteiden analyysit, sisGdn
tuotavien raaka-aineiden  funnistus, lopullisen  fuotteen laadunvalvonta,
kvantitatiiviset mdadritykset ja erilaisten polymorfisten muotojen tunnistaminen
(Vankeirsbilck ym. 2002).

Ladkeaineiden polymorfinen kayttdytyminen on keskeinen osa |Gdketeollisuutta.
Samalla [Gdkeainemolekyylilld voi esiintyd useita eri polymorfisia muotoja riippuen
siit@, mill& tavoin molekyylit  jarjestaytyvat keskenddn esimerkiksi
kiteytymisprosessissa  (Nolasco ym. 2006). Prosessianalyysin alku-, keski- ja
loppuvaiheen  mdadritysten  ohella Raman-spekiroskopia  on  hyddyllinen
tutkimusvaline myods |Gdkekehityksessd. Tadmda koskee etenkin [Gdkekehityksen
alkuvaihetta, jolloin tutkittavia molekyylejd voi olla erittdin pienid maadrid saatavilla
(Vankeirsbilck ym. 2002).
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Laddkemolekyylien koko vibraatiospekirin tuntemus avaa mahdollisuuksia parantaa
olemassa olevien molekyylien farmakokineettisid ja —dynaamisia ominaisuuksia.
Siité VOI olla suurta apua myos esimerkiksi |Gakevalmisteiden
formulaatiokehitykseen tai olemassa olevien |Gdkeaineiden jatkosynteesiin
esimerkiksi paremman vasteen elimistdssd  tuottaviksi 1adkkeiksi. Kofeiinin  on
tunnettu keskushermostoa, syddmen toimintaa ja hengityselimistod stimuloiva aine.
Teofyllini on puolestaan elimistdn tahdosta rippumattoman, siledn lihaskudoksen
relaksantti ja keuhkoputkia laagjentava |Gdke, jota kdytetddn muun muassa astman
tukihoidossa. Molemmat aiheuttavat myds diureesia. Molemmilla  esiintyy
polymorfiaa. Tdima saa aikaan erilaisia liukoisuusprofileja, mik& vaikuttaa muun
muassa suun kautta otettaessa biologiseen hydtyosuuteen. Edelleen, molemmat
myds kiteytyvat olosuhteista rippuen joko kidevedelliseen tai kidevedettomdadn
muotoon (Nolasco ym. 2006). Seuraavassa kuvataan esimerkkind pdadpiirteittain
teofylliinin vibraatiospektrin laskennallisen mdadrityksen pddkohtia. Tahan liittyvat
myds hyvin  kiintedsti  kokeelliset mdadritykset.  Usein  tietokoneavusteisen
mallinnuksen avulla saadaan tehtyd hyvin tarkkoja estimaatteja luonnonilmidistd,
esimerkiksi kofeiinin ja teofyllinin molekyylienvdlisistd interaktioista sekd erilaisen
kiteytymiskayttaytymisen mahdollisista vaikutuksista aineiden vibraatiospekiriin.
Mallinnuksen jalkeen suoritetaan kdytdnndn mittauksia, verrataan tuloksia ja
tarkennetaan mahdollisesti mallia. Koko vibraatiospektrin - mdadritykset ovat
edelleen ongelmallisia jopa vyksittdisile molekyyleille, etenkin, jos rakenne on
mutkikas. Tilanne moninkertaistuu, mikdli laskelmia yritetddn tehdd saman aineen
useampimolekyylisile  systeemeille, joissa molekyylien keskindiset interaktiot
vaikuttavat valittdomasti myds vibraatiospektrin.  Kokeellisten ja laskennallisten
piikkien sijainneissa voi olla jopa 35 cm-! eroja. Mallit ovat kuitenkin osoittautuneet
Monissa yhteyksissa kayttokelpoisiksi, esimerkiksi aiemmin kuvatut

tiheysfunktiolaskelmat (engl. DFT methods) ovat usein kaytettyja.

Teofyllinin kidevedettémadlle ja kidevedelliselle (anhydraatille ja hydraatille) on
olemassa kiteiset muodot (Nolasco ym. 2006). Teofyllini on hyva esimerkkiaine, jolla
voidaan demonstroida  tietokoneavusteisen  metodologian  soveltamista.

Kaytdnnossd siis tehdddn tietokoneella laskelmia / ennustuksia aineiden koko
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vibraatiospektristd, eli FTIR- ja FT-Raman-spekiristd. Tietokonelaskelmat perustuvat
usein siihen, ettd kiteinen muoto 'puretaan’ yksittdisiksi molekyyleiksi ja ryhdytddn
mallittamaan tilannetta k&an kuin takaperin. Ensin etsitddn mahdolliset
molekyylienvaliset todenndkdiset ja vahvimmat vuorovaikutuskohdat
(tarkeimpd&nd  vetysidokset). Kyseiset paikat ovat myds todenndkdisimpid ja
vahvimpia ehdokkaita vibraatiospektrissd ndkyville siirtymille molekyylienvdalisten
vuorovaikutusten  tapahtuessa. Tadman jdlkeen lasketaan niiden avulla
kaksimolekyyliselle systeemille mahdolliset aaltoluvut, jolloin laskelmissa tulee
huomioiduksi ja arvioiduksi aaltolukujen siirtymiset (kahden) molekyylin interaktioista
johtuen. Lopuksi lagjennetaan laskelmia edelleen koskemaan kokonaista
kiderakennetta, joka on siis tdllaisten kuvattujen rakenteiden muodostama
suurempi verkosto. Laskelmissa taytyy huomioida edelleen se, etftd kdsittely siirtyy
kaksimolekyylisestd  systeemistd useampimolekyyliseen systeemiin.  Kaikkiaan
tallaiset tietokoneavusteiset FTIR-FT-Raman-spektrien estimaatit voivat perustua
tagjuuksien ja intensiteetftien kayttdéon taysin - optimoiduissa  geomertrisissa
rakenteissa niin  kutsutulla  B3LYP/6-31G*-tasolla.  Estimaattilaskelmiin  erittdin
kayttdokelpoisiksi menetelmiksi ovat osoittautuneet DFT-laskelmat, joiden erddstd

alalagjista B3LYP/6-31G*-taso on esimerkking.

Tietoa monomeerimuotoisten molekyylien vibraatiospekireistd voidaan hyddyntad
eri tavoin. Ennustetut ja kokeellisesti todetut spektrialueiden ja piikkien paikat
voidaan laagjentaa edelleen useampimolekyylisin systeemeihin (laskentatehon
rajoissa  kuitenkin toistaiseksi) ja arvioida myds mallien avulla esimerkiksi
|Gadkemolekyylien ja livotinmolekyylien interaktioita. Esimerkiksi teofyllinilld ja
kofeiinilla esiintyy pelkdstddn monomeerimuodoissaan erilaista  vibraatiolikettd
rakenteidensa erilaisuuden vuoksi. Edelleen, kun molekyylit jariestaytyvat
useamolekyylisiksi  systeemeiksi,  esimerkiksi  kiteiksi, niiden  karakteristisiin
vibraatiospektreihin voi tulla useitakin muutoksia (Nolasco ym. 2006). Muutokset
voivat johtua molekyyleissd sijaitsevien potentiaalisten vetysidoskohtien maarésta
ja jarjestaytymisestd, molekyylien keskindisestd jarjest@ytymisestd sekd erilaisista

polymorfisista muodoista. Molekyylienvdliset vuorovaikutukset ndkyvat usein
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vibraatiospektreissd piikkien sirtymind sekd niiden muotojen, intensiteettien ja

pinta-alojen muutoksina.

4.1.2. Peptidit, proteiinit ja vasta-aineet

Pepfidit, proteiinit ja vasta-aineet ovat monella tavalla kiinnostavia rakenteita
|Gakeainekehityksen ja —tutkimuksen kannalta. Melko suurikokoisina molekyyleing
niiden tutkimukseen liittyy haasteita ja toisaalta etuja. Haasteet liittyvat muun
muassa molekyylien kompleksisuuteen, varsinkin laskennallisia arvioita tehtdessa.
Lisdksi esimerkiksi profeiinilddkkeiden stabiilisuus voi aiheuttaa ongelmia Raman-
mittauksissa  (Garfinkel ja Edsall  1958). Garfinkel ja Edsall  mdadrittivat
aminohappojen, peptidien ja lysotsyymin Raman-spekirejd. He tekivat alustavia
arvioita spektreissd ndkyvien tunnusomaisten alueiden ja piikkien sijainneista sekd
tutkimiensa aineiden rakenteista. Nykyddn aminohappojen ja niistd koostuvien
pepfidien sekd proteiinien rakenteet ovat melko hyvin  tunnettuja.
Vibraatiospektristd saatava informaatio voi antaa nopeasti kattavaa tietoa
esimerkiksi enfsyymien toiminnasta ja konformaatiomuutoksista
substraattisitoutumisen yhteydessd (Lagant ym. 1984). Laskostumisella on
proteiinien biologisen tfoiminnan kannalta monia merkittavid  vaikutuksia.
Muutamien erilaisten peptidien B-laskostumista on mdadritetty laskennallisin ja
kokeellisin metodein kdyttden Raman-spekiroskopiaa kokeellisissa mdadrityksissa.
Kun spektrien mdadritys, vardhtelyihin liittyvé fysikan teoria ja fietokoneiden
laskentateho ovat parantuneet, Raman-spekiroskopian sovellukset biologiassa ja
farmaseuttisilla aloilla ovat monipuolistuneet (Tuma 2005). Roman-spekiroskopia on
avannut uusia ndkemyksid liittyen proteiinien laskostumiseen, kokoonpanoon ja
aggregaatioon. Entsyymi-substraatti-vuorovaikutussuhteiden ymmdarrys on niin
ik&an laajentunut. Vasta-aineet ovat niin ik&an proteiinirakenteita, jotka toimivat
elimistdss@d muun muassa  useissa  immunologisissa  tehtdvissd.  Vasta-aineita
tuotetaan muun muassa rekombinanttiteknologian avulla ja niistd formuloitavat
|GGkevalmisteet ovat Idhes poikkeuksetta injektioina kaytettavid |Gdkkeitd (Ashton
ym. 2013).
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Raman-spekiroskopian soveltaminen peptidi- ja proteiinitutkimukseen noin kolmen
vuosikymmenen ajan on keskittynyt ennen kaikkea spektrivéiden ja piikkien sijainnin
madrittdmiseen, ja silld tavoin niiden rakenteiden ymmartdmiseen (Tuma 20095).
Myds proteiinien sekundaarirakenteiden ja sivuketfjujen Raman-spektriin liittyvien
tunnusmerkkien 16ytdmiseen on panostettu merkittdvasti. Parantunut herkkyys on
my&s helpottanut alle mikromolaariluokan proteiinilivospitoisuuksien detektiota ja
ligandien sitotumisen tutkimusta kiteisissd ndytteissd. Perinteisesti  Raman-
spektroskopian soveltaminen proteiinimdadrityksiin on littynyt proteiinien rakenteista
|6ytyvien amidi-sidosten aiheuttamiin spektreihin ja niiden intensiteetteihin. Ne
saavat alkunsa polypeptidirungon toisinsa kytkeytyneistd vardhtelymoodeista ja
antavat ennen kaikkea tietoa proteiinin sekundaarirakenteesta. Kaytdnndn
spektritulkintfa on  nojautunut  leved@mpien  spekirialueiden  'purkamiseen’
pienemmiksi osiksi ja osien vertaamista rakenteeltaan tunnettujen proteiinien

kolmiulotteisiin referenssispektreihin.

SERS-spekiroskopian avulla on tehty erilaisia aminohappo- ja
pienpeptidimadrityksid (Brambilla ym. 2013). Tekniikka perustuu Raman-signaalin
parantamiseen  siten, eftd  futkittavia  molekyylej@  pyritddn  sitomaan
nanomittakaavassa karhennetuille (ja aktiivisile) metallipinnaille, jolloin signaalin
vahvistumiseen vaikuttaa fysikaaliset ja kemialliset tekijat. Fysikaaliset sisaltavat
vuorovaikutuksen pinnalle saapuvan ja siitd siroavan sateilyn sek& pinnan
ominaisuuksiin liittyvan fysikaalisen tekijgn valilld (engl. SPP = Surface Plasmon
Polariton). Kemialliset  puolestaan liittyvat  varauksensiirtoilmidédn  pinnalle
applikoidun substraatin ja pinnan  valilld. Etenkin  signaali-kohinasuhteen
paraneminen ja pientenkin  pitoisuuksien mMAadrittdminen  (livoksissa  jopa
mikromolaariluokka) ovat merkittdvid etuja. Kuva 19 osoittaa SERS-Raman-
spektroskopian perusajatuksen. Kuvassa on harmaalla 'pohjalla’ metallipinta,

johon on kiinnittyneen& molekyylejd. Pinnalle saapuu ja siitd siroaa sateilyd.
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KUVA 19:  SERS-Raman-spektroskopiassa kaytetdan nanokarhennettuja
metallipintoja pinnalle saapuvan, siihen applikoidun tutkittavan substraatin ja
pinnalta siroavan sateilyn aiheuttaman signaalin parantamiseen (Brambilla ym.
2013).

Vasta-aineita on tutkittu myods hyddynté&en SERS-teknologiaa (Wang ym. 2013). On
mahdollista kayttdd esimerkiksi kulta-nanopartikkeleja tai nanosauvoja, jotka on
pdadllystetty vasta-ainekappaleilla, ei-fluoresoivilla Raman-aktiivisilla varjaysaineilla
ja passiivisila  proteiineilla  (SERS-nanopartikkeleiksi).  Suurimpana  etuna
menetelmdassd on huomattavasti parantunut Raman-signaali. Muita etuja ovat
muun muassa vasta-aineiden konftrolloitu paikalleen kiinnittdminen ja matala
fluoresenssi. Kuvatulla immunologisella SERS-Raman-mdadritykselld oli mahdollista
tehdd ftoistettava mdadritys kolmelle eri sytokiinille. Kliinisessd ja diagnostisessa
kaytdssd talld tavoin voidaan detektoida aikaisessa vaiheessa sairauksien
etenemiseen liittyvid tekijoitd, jotka kuvaavat filan kehittymistd (engl. biomarkers),
Myds kvantitatiiviset madritykset ovat téysin mahdollisia esitetyin menetelmin. Ne
perustuvat vahvojen ja tunnistettavien Raman-spekirin  piikkien sijainteinhin  ja

intensiteetteinin kunkin tutkitun vasta-aineen osalta.

Rekombinanttitekniikoilla tuotetaan monentyyppisid vasta-aineita nisdkdassolujen
avulla ladkinndlliseen kayttddn (Ashton ym. 2013). Prosessianalytikassa (engl. PAT =
Process Analytical Technology) on jatkuva kysynt& vakaille, toistettaville ja

luotettaville menetelmille muun muassa soluvilielmien avainkomponenttien
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analysoimiseksi. Ashton tutkimusrynmineen madritti tarkkoja biologisia kontrolleja ja
huolellisesti  valittuja kemometrisid menetelmid kdyttden nisdkdssoluviljelmien
nestekoostumusta ja vasta-aine konsentraatioita. Mittauksissa  kaytettin UV-
resonanssi-Raman-spektroskopiaa (engl. UVRR = Ultra Violet Resonance Raman).
UV-tekniikan etuna on lyhyen aallonpituuden (180 nm — 260 nm) kdytdstd saatava
resonanssi-Raman-iimid, joka vahvistaa Raman-signaalia 103 — 10> - kertaisesti
tavalliseen, ndkyvan valon aallonpituusalueella operoivaan Raman-spektrometriin
ndhden. Toinen etu on vaAhdinen fluoresenssitausta. Resonanssi-Raman-iimidssa
signaali vahvistuu, jos herdte-laserin energia on kromoforien molekulaarisilla
absorptioalueilla. Toisaalta, 244 nm herdtteelld molekyylin aromaattiset ryhnmat
saadaan vardhtelemdadn. Menetelmdn hydtynd on ndin ollen selektiivisyys;
valitsemalla sopivan aallonpituusalueen, kompleksisissa ndytteissé  voidaan
tunnistaa tiettyjd yksittdisid komponentteja. Esimerkiksi kayttadmalléd aallonpituutta
244 nm ndytteen proteiinien ja nukleiinihappojen rakenteiden tuottamia signaaleja
saadaan vahvistettua. Raman-spekiroskopian voidaan todeta olevan erittdin
potentiaalinen tekniikka soluvilielmien vasta-ainetuotannon, glukoosinkulutuksen ja

maitohapon tuottamisen havainnointiin.

Usein Raman-spekiroskopia voidaan yhdistdd muihin tekniikoihin. Chu (1999)
ryhmineen madaritti Corynobacterium diphtheriae-bakteerin  Hmu O-proteiinin
aktiivisen kohdan rakennetta. Kyseinen proteiini toimii entsyymind, joka hajottaa
hemoproteiineissa (esimerkiksi hemoglobiinissa) rautaa sitovaa hemimolekyylid.
Ihmiselld tdmda tapahtuu luonnostaan hemioksygenaasi-entsyymin, joka on osin
vastaava  proteiini. Hmu O:n  kanssa, katalysoimana.  Reaktioketjussa
hemimolekyylistd tulee biliverdiinid ja sen jalkeen bilirubiinia. Corynobacterium
diphtheriae-bakteeri, kuten useat muutkin  bakteerit, tarvitsevat rautaa
elintoimintojensa ylld pitGmiseen. N&in ollen bakteerin hmu O-geenin koodaama
Hmu  O-proteiini.  mahdollistaa raudan saannin  isGntdelidon  rakenteista.
Tutkimusryhmd@  selvitti  opftista  absorptiospekiroskopiaa, resonanssi-Raman-
spektroskopiaa, EPR:a (elekiro-paramagneettinen resonanssi), ja NMR:a (engl.

Nuclear Magnetic Resonance) kayttden entsyymin aktiivisen kohdan rakennetta.
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Entsyymeissd oli eroja ihmisen luonnollisen entsyymin ja bakteerien tuottaman

entsyymin valilla.

4.1.3. Lipidit ja hiilihydraatit

Lipiditutkimukset Raman-spektroskopiaa kayttden perustuvat lipidimolekyylien
rakenteiden vardhtelyspekirien analysointin, kuten muillakin - molekyyleilld.
Neutraaleille lipideille, fosfolipideille ja sfingolipideille on tehty Raman-mdadrityksid
Krafftin (2005) ja hdnen tydrynmdansd toimesta. Herdte-energiana kdytettiin 785 nm
toimivaa laseria. Esimerkiksi kolesterolille (neutraali) CH-sidosten muodonmuutokset
ja C=C venytysvardhtelyt olivat spekireissd hyvin tunnistettavia. Muita
tunnistusalueita olivat muun muassa esterisidosten ja glyserolin  aiheuttamat
vardhtelyt. Fosfatidyylikoliinille  (fosfolipidi) tunnistus perustui  fosfaattiryhman
aiheuttamiin vardhtelyihin, kuten muillakin fosfolipideilld. Sen lisdksi C=C-sidosten
vardhtelyt sekd symmetriset ja antisymmetriset koliiniryhman venytysvarahtelyt
olivat sopivia, Raman-spekirissd ndkyvid vardhtelyja. Sfingomyeliini (sfingolipidi)
koostuu  keramidirungosta, johon on littyneend  fosfatidyylikoliinitdhde.
Fosfatidyylikoliinin tapaan koliiniryhmien vardhtelyt nakyvat spektrisséd 718 cm-! ja
875 cm dalueilla. Tdman lisdksi tunnistettavin ero glyserofosfolipidirungon ja
keramidirungon vdlilld ndkyy Raman-spekirissd esterisidoksen aiheuttaman
vardhtelyn puuttumisena 1740 cm-! alueella ja sen korvatumisella amidin kaltaisen
vardhtelyn ndkymisend 1672 cm-! alueella. Tdmdan vardhtelyn on arveltu johtuvan
C=0 venytyksen ja N-H - sidoksen taipumisen yhteenliittymisestd. Ihmisen ihon
sarveiskerroksen kosteudella on hyvin selvé& yhteys ihon pinnan suojaavan
vaikutuksen ylldpidossa (Tfayli ym. 2013). Tassd tehtavassd fietyilld lipideilld,
keramideilla, on ratkaiseva merkitys. Kolmea erilaista keramidia ja niiden
kostuspitoisuutta tutkittin  Raman-spekiroskopiaa hyddyntden. Molekulaarisen
tason yhteyksien 1&6ytGminen erilaisten elimiston toimintojen ja rakenteiden vdlille
auttaa myds parantamaan hoitotehokkuutta useissa  tapauksissa.  Tdssa

tapauksessa saatiin uutta tietoa ihon keramidien kosteuspitoisuuden ja niiden
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konformaation vdlisistd yhteyksistd. Tieto auttaa ymmarryksessd sarveiskerroksen

suojaustehtdvan toiminnasta ja mahdollisesti tuo uusia ihonhoitomahdollisuuksia.

Hilihydraattien madritykset Raman-spektroskopiaa kdyttden perustuvat muun
muassa molekyylien CO- ja CC-sidosten vardhtelyiden tutkimiseen (Zhbankov ym.
1997). Suurin osa hillihydraateista koostuu nimens& mukaisesti  hiili-, vety- ja
happiatomeista.  Esimerkiksi  proteiineilla  Raman-mdadritykset  pohjautuvat
aminohappojen koostumukseen ja paikkaan molekyyleissd. Hillihydraatit voidaan
puolestaan erottaa sen perusteella, miten molekyylien happi- ja vetyatomit
sijaitsevat yksittdisten hiiliatomien |Gheisyydessd. Vaikeuksia toisaalta aiheuttaa
nimenomaan vibraatiospektrin herkkyys steerisille tekijdille hillihydraattien osalta.
Tama tarkoittaa muun muassa erityyppisten molekyylien sisdisten ja molekyylien
vdlisten interaktioiden vaikutusta vardhtelyspekireinin. Kvantitatiivinen glykomiikka
kasittelee erilaisten hillihydraattien laatua ja maardd proteiini- tai kudosndytteissa
(Vangala ym. 2010). Muun muassa glykosylaation vaikutus proteiinisynteesiin on
yhdistetty moniin fysiologisiin ja patologisiin tilanteisiin. Hiilihydraattien roolin
ymmarrys on sairauksien mekanismien ymmarryksen ja biomarkkerien madrityksen
kannalta oleellinen osa kliinistd diagnostiikkaa. SERS-tekniikka on &drimmadisen
herkk&@ madritysmenetelmd monille biomolekyyleille, myds hiilihydraateille.
Hiilihydraateista puuttuvat usein esimerkiksi proteiinien ja DNA:n Raman-madrityksia
helpottavat  sisdiset  kromoforit.  Vangala tyéryhmineen  tutki  glukoosia,
glukuronihappoa ja laktoosia SERS-signaalia parantavien leima-aineiden avulla.
Rodamiinilla merkityt hiilihydraatit tuottivat erinomaista SERS-signaalia ja hyvin
pienid pitoisuuksia oli mahdollista havaita. Tastd saattaa olla apua esimerkiksi
useita komponentteja sisdltdvien seosten hillihydraattien kvantifiointia fluoresenssi-
ja/tai  Raman-spekiroskopian avulla ja seuraavassa vaiheessa tunnistamista

massaspekirometriaa kayttaen.

4.1.4. Nukleiinihapot ja DNA

Nukleotidi on nukleiinihappojen eli DNA:n ja RNA:n rakenneyksikkd (Nelson ja Cox

2005). Nukleotidiin kuuluu kolme osaa, emds, sokeriosa sekd fosfaatti. DNA:n


http://fi.wikipedia.org/wiki/Nukleiinihappo
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sokeriosa on D-deoksiriboosi ja RNA:n D-riboosi. Emdsosa voi olla joko puriini- tai
pyrimidiiniemds. DNA:n emd@dsosia ovat guaniini, adeniini, sytosiini ja tymiini. RNA:n
emdasosat ovat muuten samat, mutta tymiinin filalla on urasiili. Nukleofidissa
fosfaattiosa liittyy fosfodiesterisidoksella pentoosin viidennen hiilen
hydroksyyliryhmddn, ja ensimmaiseen hiileen liittyy joko puriini- tai pyrimidiiniemas.
Nukleotidit puolestaan liittyvat toisiinsa siten, ettd toisen nukleotidin fosfaattiosa
muodostaa sidoksen toisen nukleotidin pentoosin kolmanteen hiileen liittyneen
hydroksyyliryhmdan kanssa. Alla  olevassa kuvassa 20 on esitelty mainitut

rakenneyksikdt sekd DNA- ja RNA-molekyylien yleinen rakenne.

PURIINI- TAI
PYRI-
MIDIINIEMAS

FOSFAATTI

PURIINIT

PYRIMIDIINI PURIINI
SYTOSIINI TYMIINI URASIILI
DNA RNA

DNA- ja RNA-molekyylien yleisrakenne

KUVA 20: DNA- ja RNA-molekyylien rakenne. (Mukailtuna Nelson ja Cox 2005).

Raman-spekiroskopian avulla tehtdvissd DNA-ja RNA-tutkimuksissa on oleellista
pystyd luotettavasti tunnistamaan nukleotiditGhteiden vibraatiotilojen Raman-
spektrisséd ndkyvat tunnusomaiset alueet (Benevides ym. 1993). Toiseksi, myos
spekirissd  ndkyvien piikkien ja alueiden sijainnin ja intensiteetinvastaavuus
nukleiinihapon kolmiulotteiseen sekvenssin kanssa on tarpeen tuntea. T&hdn on
olemassa muun muassa réntgen-kristallografian  keinoin  tehtyjd madrityksid

referenssiksi (Benevides ym. 1988).

SERS-Raman-tekniikan avulla voidaan tutkia DNA:ta hyvin toistettavasti ja pienidkin

pitoisuuksia voidaan havaita (Gao ym. 2013). Gao ryhmineen mdadritti leima-
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aginevapaalla SERS-Raman-tekniikalla DNA:n  Raman-spektrejd. Myds Kkliiniseen
kayttddn relevanttia menetelmad testattin ja todettiin, ettd jopa ~ 108 M DNA
pitoisuuksia saatin  madritettyd seerumindytteestd. Menetelmdassd lasilevylle
applikoituun peptidi-nukleotidiketjuun liiteftin  DNA:tfa ja joko sellaisenaan tai
kasvattamalla DNA-ketjua. Molemmilla tavoilla litettin  hopea-ioneja (Ag*),
pelkistettin ne ja liitettiin pelkistyneeseen hopeaan R6G-SERS-reportterimolekyylejd.
Ketjun kasvattaminen ja reportterin lisG@minen paransivat signaalin intfensiteettia
huomattavasti. DNA-pohjaiset nanomateriaalit, kuten tassd tapauksessa metalli-
ionien ja DNA-kefjun avulla kootut kefjut, voivat olla tulevaisuudessa hyvin

kayttdkelpoisia esimerkiksi nanomittakaavan sovelluksissa ja biosensoreissa.

Ladkeaineiden sitoutumista DNA-molekyyleihin on niin ik&dn kartoitettfu Raman-
spektroskopiaa, rontgen-kristallografiaa ja IR-spekiroskopiaa kayttden (Benevides
ym. 2008). Muun muassa 1950-luvulta |&htien karjan hoidossa kéaytetty bromoetaani
on sitoutuu DNA:han ja voi muuttaa juosteiden jarjestystd. Ladkettd ei ole suoraan
luokiteltu mutageeniseksi, mutta etenkin sen aineenvaihduntatuotteet voivat olla
mutageenejd. Edelleen, proflaviini ja 9-aminoakridiini ovat DNA:han sitoutuvia
molekyylej@. Raman-mdadritykset  perustuvat  nukleiinihappojen  emdasten

irfroamiseen ja ketjujen konformaatiomuutosten havainnointiin spektrien avulla.

4.2 Ladkevalmisteiden fysikaalis-kemiallinen karakterisointi Raman-
spekiroskopiaa hyodyntaen ja sovellukset teollisuudessa

Farmaseuttisen teollisuuden ndkdkannasta Raman-spektroskopia soveltuu hyvin
myos valmiiden I&dkevalmisteiden analysointiin. Vahdinen ndytteen kd&sittelytarve
ja mahdollisuus tehd& mittauksia myods pakkausmateriaalien |&pi ovat etuja (Smith
ja Dent 2005). Mikroskooppien ja kuituoptikan yhdistdminen Raman-tekniikoihin
lagjentaa mahdollisuuksia. FT-Raman-tekniikkaa ja dispersiotekniikkaa kdytetadn,
mutta  dispersio-Raman  on  fluoresenssiongelmasta  huolimatta  selvasti

kaytetympdaad.

Teollisuuden laadunvalvonnassa in sifu suoritettava laadunvalvonta,

epdpuhtauksien tfunnistaminen ja polymorfien tunnistaminen ovat muutamia
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esimerkkejd, joissa Raman-spekiroskopia tarjoaa nopeita ja suhteellisen
vaivattomia analyysiratkaisuja (Smith ja Dent 2005). Ladkeaineseosten mittaukset,
vaikuttavien |Gdkeaineiden ja apuaineiden mdadrien sekd laatujen mittaukset ovat
mahdollisiac Raman-spekiroskopiaa hyddyntden (Pitt ym. 2005). Myds eri aineiden
jakaumia voidaan mitata. Kiteytymiseen, vettymiseen ja suhteelliseen kosteuteen
littyv@t madaritykset pystytddn tekemddn laadunvalvonnassa ja tuotannossa
paikan pddlld. Lisdksi mahdollisen kontaminaatioiden tunnistus Raman-
spekiroskopian avulla on hyva sovelluskohde. Monilla farmaseuttisesti akfiivisilla
molekyyleilld on m-elekironeja ja ne tuottavat vahvan Raman-sironnan, koska
molekyyleissd tapahtuu helposti polaroitumista (Gordon ja McGoverin 2011).
Toisaalta taas apuaineissa on usein o-sitoutuneita elekironeja ja ne ovat heikosti
Raman-sirontaa aiheuttavia aineita. Tatd eroa voidaan hyddyntdd aktiivisten

vaikuttavien aineiden tutkimuksissa.

Ladkevalmisteiden analyysit ja prosessikontrolli hyddyntdmalld  niin - kutsuttua
hyperspektrikuvantamista on etenkin |&ddketeollisuudessa suuren kiinnostuksen
kohde (Sacré ym. 2014). Kayttamalla toisiaan taydentavia
vibraatiospektroskopiamenetelmia (MIR, NIR, Raman) on mahdollista saada erittdin
paljon informaatiota mitattavasta kohteesta. Tahan liittyy kuitenkin - myds
muutamia ongelmakohtia. Analyysia suoritettaessa on usein tarpeen ymmartada
aineiden rakenteisiin ja/tai tutkittavaan iimiéon littyvad kemiaa ja fysikkaa sekd
arvioida aina kuhunkin filanteeseen sopivin spekiroskopiatekniikka. Lisdksi suuri
datamddrd aiheuttaa myds tarpeen fiedon kdasittelylle ennen ja jdlkeen
mittausten. Valitsemalla tarkasti sopivimman yhdistelmdn voidaan suorittaa

luotettavasti esimerkiksi aineseosten komponenttien erotusta.

L&&keteollisuudessa esiintyy hyvin yleisesti tilanne, jossa valkoisen jauheen joukosta
taytyisi erottaa muut, kemiallisesti erilaiset aineet, jotka ovat myds valkoisia
jauheita. Ihmissilmalle tehtava on k&ytadnndssa mahdoton. Kun
vibraatiospektroskopiamenetelmiin yhdistetdan mikroskoopitekniikat,
kokojakaumista pystytddn tekemdadn selkeitd, esimerkiksi ndyttdlaitteen ruudulla
nakyvid kuvia (Sacré ym. 2014). Hyperspekirikuvantamisessa on kolme pdadasiallista

kuvanmuodostusmahdollisuutta. Parhaan menetelmdn valinta riippuu  valitusta
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spekiroskopiatekniikasta (joka puolestaan riippuu alkuperdisestd  tutkittavasta
ongelmasta). Kaytetddn pistekartoitusta (engl. line mapping), viivaskannausta
(engl. line scanning) ja globaalia kuvantamista (engl. global imaging). Saadulle
datalle suoritetaan yleensd esikasittelyd, esimerkiksi spektrin relevantin alueen
valinta (engl. ROl = Region Of Interest), piikkien korjausta, taustan korjausta,
normalisointia ja melun poistoa spektristd. Varsinainen datan kd&sittely voi koostua
yksi- tai monimuuttuja-analyysistd. Raman- ja MIR-spekireissd on usein [dydettdvissd
tutkittavalle aineelle ominaisia selkeitd ja terdvid piikkejd. Kemian kannalta tdma
tarkoittaa, ettd vibraatiospektria ei hdiritse mahdolliset muut samassa ndytteessa
olevat komponentit. Talldin yksimuuttuja-analyysit sopivat datan kdasittelyyn. Usein
(varsinkin  biologisissa  ndytteissd) spektrit muodostuvat leveistd ja toisistaan
eroftumattomista alueista. Naytteessd on sinG tapauksessa kompleksinen matriisi,
jossa on useita eri komponentteja. Naissd tilanteissa suoritetaan  yleensd
monimuuttuja-analyysejd. Kun sopiva data-analysointi on suoritettu ja halutut
ominaisuudet selvitetty, suoritetaan vield tiedon jalkik&sittelyd. Ladkevalmisteille
tehtdvid ja teollisuudessa suoritettavia analyysej@ ovat muun muassa ndytteen
yhtendisyyden tutkiminen (Sacré ym. 2014), erilaiset partikkelikokotutkimukset
(Doub ym. 2007), vaikuttavien aineiden polymorfiatutkimukset (Furuyamaa ym.
2007) ja ladkevalmisteen koostumuksen yhtendisyyden tutkimukset (Amigo ja Ravn
2009). Prosessianalyysiteknologiassa (engl. PAT = Process Analytical Technology)
kdytetddn paljon konventionaalisia tekniikoita, kuten nestekromatografiaa.
Valmistusprosessin yksityiskohtaiseen ymmarrykseen ja konftrollointin nédma tekniikat
eivat kuitenkaan aina sovi. Kemiallinen kuvantaminen onkin kasvattanut osuuttaan
my®&s prossessianalytiikassa. Esimerkiksi erilaisia aggregaatiomekanismeja voidaan
tutkia vibraatiospektroskopiaan perustuvia kemiallisia kuvantamismenetelmid

kayttden (Kanoa ym. 2014).
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4.3 Raman-spekiroskopian hyodyntaminen solututkimuksissa ja biologisissa
maadarityksissa seka permeaatiotutkimuksissa ja kineettisissa madrityksissa

Raman-menetelmien erds suurimmista eduista on vettd sisdltdvien ndytteiden
suhteellisen vaivaton analyysi. Suuressa osassa biologisia madrityksid ja esimerkiksi
in vitro tehtdvid solututkimuksia tapahtuu korkeassa vesipitoisuudessa. Tama ei
haittaa Raman-signaalia, ja ndytteiden analysointi helpottuu. Padsadntdisesti
polaariset ryhmat, kuten karbonyylit, amiinit ja amiinit ovat heikosti Raman-sirontaa
aiheuttavia (Smith ja Dent 2005). Muun muassa S-S -, -SH -, -CN -, C=C - ryhmat
sekd aromaattiset rengasrakenteet puolestaan antavat  Raman-spektriin
voimakkaan signaalin.  Samoin esimerkiksi fosfaatit ndkyvat hyvin spektreissa.
Tallaisten rakenteiden avulla aineiden tunnistus ja erottaminen yleensd tapahtuu
biologisissa  futkimuksissa. Esimerkiksi  molekyylien runkorakenteen muutoksia
pystytadn havaitsemaan Raman-spektroskopian avulla, suorittamaan
reseptorisitotumistutkimuksia sekd madarittdmadn kromoforeja sisaltévien proteiinien

rakenteita.

4.3.1. Solututkimukset ja biologiset sovellukset

Solukokein in vitro tehtavat madritykset ovat monissa 1&ddkekehityksen prosesseissa
keskeisess& asemassa. Solukokeilla voidaan tutkia esimerkiksi alkuvaiheen
|Gakekehityksessa |G&keaineen soveltuvuutta inmislaakintéan sekd
|Gakekandidaatin toksisuutta ja tehoa (McGivern ja Ebert 2014). Solumdadrityksid
voidaan hyddyntdd myods useissa muissa tutkimuskohteissa, kuten erityyppisten
syopdsolujen ekstrasellulaarimatriisin - (engl. ECM = Extra Cellular Matrix)
koostumusten ja muutosten tutkimuksissa (Seo ym. 2014). Myos esimerkiksi aineiden
soluun oftoa voidaan kartoittaa. Maksan vierasainemetabolia tuottaa myds
|Gdkeaineista yleensd erilaisia reaktiotuotteita, metaboliitteja. Niiden arvaamaton
toksisuus elimistdlle on erittdin keskeisessd osassa |ddkeainetutkimusta. Yanoa
(2014) ryhmineen esitteli lagjan madaritysmenetelmdan, jossa in vivo — ja in vitro —

kokein selvitettiin erilaisten biomarkkereiden avulla mahdollista maksan indusoimaa
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|&dkeainetoksisuutta. Menetelmdassd tutkittin 30 Iddkeainetta ja in vitro — osuudessa
kaytettin ihmisen leukemiasolua (muun muassa HL-60 ja Kb562) tutkittaessa
valiftujen biomarkkereiden madrid |Gdkeainealtistuksessa. Madrityksissd on Idhes

aina apumenetelmind erityyppisid spektroskopia- ja kuvantamismenetelmid.

Konfokaali Raman-mikroskopia on havaittu toimivaksi menetelmdaksi tutkittaessa
|Gdkeaineiden kulkeutumista erilaisten kalvorakenteiden [Gpi (Gotter ym. 2010).
Mahdollisuus muodostaa spekiridatasta relevantteja ja selkedsti vertailtavia kuvia
hyodyntdd tekniikan kayttdd. Pelkédn spekiridatan fulkinfa on  niin  ik&an
mahdollista, mutta visuaalinen kartoitus havainnollistaa  yleensd tilannetta
paremmin. Tutkimuksissa on kdaytetty dodekanoli-kolloidimembraania (DDC)
jaljittelemdadn ihmisen ihoa. Tutkimuksessa mdadritettiin psoriaasisiddke ditranolin
penefraatiota DDC-membraanin = |8pi.  Konfokaalitekniikka — mahdollistaa
syvyyssuuntaisen kuvantamisen, mutta silléd on myos rajoituksia, etenkin

syvyyssuuntaisen resoluution tarkkuudessa.

Ladkeaineiden kulku soluinin ja jakautuminen solujen sisatilaan on niin ikddan
kartoitettavissa konfokaalitekniikalla kayttden Raman-mikroskopiaa.
Liposomitutkimuksen  kehittyess@  liposomeja on hyddynnetty  tutkittaessa
solumembraanien |&pdisyd. Liposomien kulkua solujen sisddn voidaan parantaa
muuttamalla niiden rakennetta esimerkiksi erilaisin peptidi-rakentein, kuten TAT-
peptidin avulla (Matthdus ym. 2007). Tekniikkaa voidaan kayttad tutkittaessa
paikalleen kiinnitettyj& soluja tai eldvid soluorganismeja. Deuteriumia voidaan
usein kayttad tutkittaessa aineiden solukalvoldpdisyd ja padsyd soluihin. Deuterium
sifoutuu tutkittaviin - aineisiin kovalenttisesti ja sen antamaa Raman-signaalia
seuraamalla sekd kuvantamalla on mahdollista saada hyvin havainnollisia kuvia
siitd, ettd aine on todellakin p&dssyt solun siséddn. Kuvassa 21 nédkyy MCF-7-solujen
sisédn  diffundoitunut DCPC-d7o - liposomi, joka on muokattu TAT-pepftidill&
paremmin kalvorakenteita |&@pdisevdksi. KirkaskenttGkuvantamisella otetuissa
kuvissa ndkyy 9 solun sisGpuolelta tfuleva liposomin signaali (punainen).
Koejarjestelyssa voitiin kayttadd 30 mW lasertehoa, milld pyrittiin valttédmadn laserin
aiheuttamia vaurioita soluille. Kaiken kaikkioan on raportoitu, ettd opfisilla alustoilla

olevia solundytteitd tai kiintednd soluviljelmdnd kasvatettuja ndytteitd voidaan
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mitata 830 nm laser-herdtteelld ja 100-150 mW teholla iiman vaaraa ndytteen
vaurioitumisesta (Maquelin ym. 2002). Useita hyvdlaatuisia spekirejd on pyrittava
saamaan, kun konfokaalitekniikkaa kdytetddn esimerkiksi solujen tunnistuksessa.
Nd&in biokemiallinen varianssi saadaan mahdollisimman luotettavasti selvitettyd.
My&s taustasignaalia aiheuttavat tekijat, kuten optisen alustan aiheuttama sironta,
veden aiheuttama sironta tai solumediumin aiheuttama sironta, on tarpeen saada
spektreistd tunnistettua. Ndin ollen tarpeettomat signaalit voidaan skaalata jonkin
merkkipiikin suhteen (esimerkiksi 319 cm-! CaFz:lla) ja vahentdd kokonaissignaalista,

jotta tarpeellinen informaatio pystytédan erottamaan kokonaisuudesta.
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KUVA 21: Liposomien kulku MCF-7-solujen sisddn (Matthdus ym. 2007).

Mikro-organismien tunnistuksessa Raman-spektroskopia on leima-ainevapaana ja
nopeana menetelmdnd kelvollinen. Viidelle eri bakteerilajikkeelle kehitettiin
tunnistamismenetelm& perustuen Raman-spekireinin - (Maguelin - ym. 2000).
Menetelmd@ perustui vektorialgebraan, jonka avulla soluviljlelymediumin vaikutus
kokonaisspektrin  saatiin  poistetftua. Muun muassa Kliiniseen diagnostiikkaan

Raman-menetelmien soveltamisen suurin haaste on ollut ja on edelleen
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luotettavan, toistettavan standardisoidun menetelImd@n kehittdminen. Esitetty
bakteeritunnistusmenetelma toimi hyvin. Tutkimuksessa pystyttiin tunnistamaan 5 eri
bakteerilgjiketta toisistaan luotettavasti. Tulokset saatiin 6 tunnin ajan inkuboiduista
vilielmistda. Kaytanndssd tadma tarkoittaa paljon perinteistd nopeampaa hoidon
aloittamista verrattuna klinikoiden 2-3 pdivad kestaviin tyoldisiin viljelymenetelmiin.
Tutkimuksen vektorimenetelmdssd kaytettin fluoresenssin vhentdmiseksi aluksi
spekirien ensimma@istd derivaattaa. Sen jdlkeen bakteerivijelmd + medium
ajateltin n datapisteestd koostuvaksi vektoriksi n-ulotteisessa avaruudessa. Samoin
tehtiin pelkdn mediumin spektrille, sitd kdasiteltin myds n datapisteestd koostuvaksi
vektoriksi n-ulotteisessa avaruudessa. Tdman jalkeen villelmd + medium - vektori
joettin  kahteen  komponenttin.  Toinen  oli  medium-vektorin  kanssa
samansuuntainen, toinen pystysuorassa medium-vektoria kohden. Sopivilla
vektorialgebran vdhennyslaskuilla oli mahdollista saada erotettua mediumin
aiheuttama signaali kokonaissignaalista. Mikrobiologisten ndytteiden yhteydessa
pitdd aina huomioida ndytteen vesipitoisuus ja ympdristdon aiheuttama kosteus.
Ndin ollen toimittin kuvatulla vektorimenetelmdlld myds veden suhteen, jotta
vesipitoisuuden vaikutus saatin  erotettua lopuksi analysoitavasta, pelk&std

bakteeriviljelman aiheuttamasta spekiristd.

Raman-SERS-spektroskopiaa  kayttédmalld  voidaan suorittaa  molekyyli-tason
kuvantamista tutkittaessa esimerkiksi DNA-synteesid solujen sispuolella (Palonpon
ym. 2013). Menetelmd perustuu tietyn, vahvan Raman-signaalin  tuottavan
molekyylin havainnointin ja kuvantamiseen. Etuna on myds suhteellisen nopea
koejarjestelyn kokoonpano. Mikdli tarvittava tekniikka, soluvilielmdat ja ohjelmat
ovat saatavilla, protokolla voidaan toteuttaa noin 8 tunnissa. Niin ik&dn monia
komponentteja sisdltdvien soluvilielymediumien koostumusmdadrityksid voidaan
suorittaa  perustuen Raman-spektrien informaatioon (Li  ym. 2010). Eri
komponenttien osuudet mediumissa saadaan selville kemometristen analyysien
avulla. NGma analyysit littavat kemiallisen systeemin tai prosessin mittausdatan
kohteen todelliseen ftilaan. Kemometriassa hyddynnetddn matematiikkaa,
tilastotiedettd, tietotekniikkaa ja informatikkaa yhdistettynd. Raman-spektrien

intensiteetit ovat lineaarisia  kombinaatioita esimerkiksi  livoskomponenttien
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yksitt&isist& konsentraatioista, joten useimmiten on myds térkedd saada erotelluksi,
mik& osa spektristd kuuluu millekin komponentille tai ainakin tunnistettua, mika
spektrin osa kuvaa varmasti tiettyd komponenttia. Erottelu tehdddn usein PCA- ja
SIMCA-analyysien (engl. SIMCA = Soft Independent Modelling of Class Analogy)
avulla. PCA-analyysi on kdayttdkelpoinen menetelmd kuvaamaan systeemistd
mitatun datan varianssin aiheuttajia. Se ei kuitenkaan sovellu erityisen hyvin datan
luokitteluun. Nain ollen kaytet@ankin usein SIMCA-analyysid, joka on erd&dnlainen
sovellus PCA-analyysistd. Se soveltuu paremmin datan luokitteluun. Esimerkiksi
solumediumin koostumuksen selvitt@minen komponentti kerrallaan on tdllaiselle
analyysille erittdin hyva sovelluskohde. Kaytdnndssd solumediumin koostumuksen
tuntemus parantaa  soluvillejymenetelmid ja  mahdollisuuksia  optimoida
kasvatusmedium parhaaksi mahdolliseksi kaytdssd olevalle solulinjalle. Kuvassa 22
on yhteenvetona erityyppisic mahdollisuuksia Raman-spektroskopian

hyddyntamiselle solututkimuksessa ja biologisten madritysten yhteydessa.
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KUVA 22: Raman-spekiroskopia solumdadrityksissd ja biologisissa madrityksissé

(Mukailtuna: Brauchle ja Schenke-Layland 2013).

4.3.2. Permeaatiotutkimukset ja kineettiset maaritykset

Suun kautta tapahtuva lddkeannostelu on 1ddkkeen kayttgjalle miellyttévin
|&dkkeen annostelumuoto. On arvioitu, ettd jopa 90 % l|adkevalmisteista on

oraalisia valmisteita (Pavurala ja Achenie 2013). Potilaiden hyva hoitomydntyvyys
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ja taloudellinen hyddyllisyys Iddketeollisuuden kannalta ovat tehneet suun kautta
annosteltavista  |adkkeistd  tarkeimmdan  |ddkevalmisteryhmdn.  Tuotannon
teknologian kehityksen ansiosta suun kautta annosteltavia |ddkevalmisteita
voidaan tuottaa nopeasti suuria madrid ja tuotantoerien laatu pysyy jatkuvasti
korkeana. Ruoansulatuskanava tarjoaa suuren imeytymispinta-alan ja arviolta
kolmannes syddmen pumppaamasta verivolyymistd kulkee ruoansulatuskanavan
elimien kautta joka hetki. NGistd hyddyistd huolimatta oraalinen antoreitti on myds
erds haastavimmista mahdollisista; |ddkeaineiden farmakokineettiset ominaisuudet
sekd antoreitin fysiologian vaihtelevuuden (muun muassa suoliston pH:n vaihtelut
eri  kohdissa suolistoa ja yksildlliset eroavuudet) huomiointi ovat jatkuvia
kehityskohteita |adkesuunnittelussa. Suun kautta tapahtuvan |ddkeannostelun
monimuotoisuutta kuvaa alla oleva kuva 23. Kuvassa on karkeasti eriteltyind eri
prosessit, jotka ohjaavat ja  vaikuttavat  esimerkiksi  tablefttimuotoisen
|&dkevalmisteen (HA) kulkua. Prosessi kdynnistyy valmisteen hajoamisella ja
liukenemisella ruoansulatuskanavan nesteisiin ja jatkuu vaiheisiin, joissa solukalvojen
lipidirakenteista  |api  pddsevd molekyylimuodossaan  (neutraalina) oleva
IGdkemolekyyli  kulkeutuu  vaikutuskohteeseensa. Toisaalta  samanaikaisesti
molekyylid poistuu elimistdstd erilaisten metabolia- ja eritystapahtumien kautta.
Prosessikuvassa erds  tarkeimmist&d  vaiheista  on se, ettd ainoastaan
molekyylimuotoinen (HA) |&dkeaine voi kaytdnnodssd kulkeutua passiivisen
diffuusion kautta solukalvorakenteiden |&pi. Prosessi ei kuluta energiaa. Muita
kulkeutumismuotoja ovat fasilitoitunut diffuusio (helpottaa myos hydrofiilisten ja
varautuneiden molekyylien kalvonlapdisyd, mutta ei tapahdu
konsentraatiogradienttia vastaan), aktiivinen kuljetus (helpottaa hydrofillisten ja
varautuneiden molekyylien kulkua, vaatii energiaa, voi tapahtua myds
konsentraatiogradienttia vastaan) sek& endosytoosi (vaati energiaa, hidas,
yleensd suurikokoisille molekyyleille, kuten peptideille sopiva). Lisdksi kuvatussa
prosessissa on tarpeen huomioida, ettd vaihetta HA (kiinted) <--> HA (vesilivos)
kuvaa formulaation dissoluutio eli hajoaminen esim. aggregaateiksi (dissoluutio) JA
liukoisuus eli siirtyminen formulaatiosta livostilaan joko neutfraalina (HA) tai
ionittfuneena (H* + A-) Iddkeaineena (IGdkeaineen liukoisuus). Selkeyden vuoksi yllG

olevassa on tdma esitetty 'yhdistettynd' tapahtumana termin 'livkeminen' alle.
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Poistuminen muuttumattomana molekyylind

A
L33keaineen pysyvyyden vaikutus [stabiilisuus)
Enskaneninet sy logP/logb-arvon vaikutus Imeytyminen
HA[kiinteé)H HA H HA (solukalvollz) &———— VASTE [RESPONSSI)
|vesilivos)
A\
L33keaineen pKa-arvon vaikutus
s
H++ A-
A\
L33keaineen pysyvyyden vaikutus(stabiilisuus)
N

Poistuminen vesiliukoisempaan muotoon muutettuna molekyylina

KUVA 23: Formulaation ja yhdisteen likkeet elimistéssé kaavakuvana.

lIho on ihmisen monikerroksinen kudos, joka suojaa ulkopuolisiita biologisilta,
kemiallisiita ja fysikaalisiita tekijéiltd. Toisaalta ihoa voidaan kayttdd myds
esimerkiksi |Gdkkeiden annostelussa. Ladkevalmiste voidaan formuloida siten, ettd
vaikuttavana aineena toimiva |ddkemolekyyli imeytyy ihon pinnan kautta
elimistédn.  Imeytyminen  voi  tapahtua  haluttuun  ihokerrokseen  tai
keskusverenkiertoon asti. Valmiste voidaan suunnitella siten, ettd |&ddkeainetta
vapautuu viivGstetysti  (esimerkiksi |G&kelaastarit, jotka vaihdetaan kerran
vuorokaudessa tai harvemmin) tai mahdollisimman nopeasti  (esimerkiksi
erityyppiset rasvat ja pastat). lhon kautta tapahtuva [&dkeannostelu on
suhteellisen hidas reitti  verrattuna esimerkiksi suun kautta tapahtuvaan
annosteluun, mutta etuna on esimerkiksi maksan ensikierron metabolian
valttdminen (Tfayli ym. 2007). Maksassa tapahtuva [&dkeaineen metabolia
rajoittaa huomattavasti monien suun kautta annosteltavien |Gdkkeiden tehoa.
lholta tapahtuvassa annostelussa IGdkeaineen permeaatiokyvylld on térked osuus
annostelun  onnistumiseen. Konfokaali Raman-mikrospekiroskopia on  ei-
destruktiivinen ja nopea tapa kuvata tdllaisten 1Gdkkeiden penetraation nopeutta
ja syvyyttd tosiaikaisesti. Inon kautta tapahtuva IGdkeannostelu on monimutkainen

prosessi, johon  vaikuttaa monta samanaikaista  tekijad; |Gdkeaineen
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fysikokemialliset  ominaisuudet, |Gdkeaineen kuljettajan  fysikokemialliset
ominaisuudet, |Gdkeaineen konsentraatio ja |ddkkeen annostelukohta.
Tutkimuksissa on  esitelty  konfokaali-Raman-mikrospektroskopian  kayttdod ihon
ruusufinnin - hoitoon  farkoitetun  mefronidatsoli-molekyylin  havainnoinnissa.
Mdaadrityksissd tutkittin aineen ihopermeaatiota ja interaktioita ihon eri kerrosten
molekyylien kanssa. Tutkimusprotokolla koostui neljasta vaiheesta; ensin mdadritettiin
metronidatsolin  kiinfedn ja livoksen spekirit.  Naistd pyrittin - erottamaan
metronidatsolille ominaisia piikkej& ja rakenteita, jotta jatkotutkimuksissa voitiin
tunnistaa metronidatsoli luotettavasti spektridatasta. Seuraavaksi |Gdkeainelivos
annosteltiin iholle ja havainnoitiin Z-suuntaista (syvyys)profiilia. Talld tavoin saatiin
tietoa metronidatsolin penetfraatiosta ihon kerrosten 1api. Jalkeenpdin ihondytteet
j@adytettin ja leikattin  ohuiksi poikittaissuuntaisiksi leikkeiksi. Na&illg  suoritettiin
Raman-kuvantaminen konfokaalitutkimuksessa.  Viimeisessd vaiheessa  vield
selvitettin metronidatsolin vaikutuksia ihon muiden biomolekyylien kanssa. T&dma
nakyi ennalta madritettyjen ihon biomolekyylien (lipidejd ja proteiineja) spekirien
muutoksissa.  Insfrumenttien  vaikutuksia  spekireihin pyrittin - tasaamaan
vahentdmalld kerdtystd signaalista detektorin spontaanisti aikaansaama signaali
silloin kun laser on poissa pddaltd (engl. dark current). Detektorin vastetta korjattiin
jakamalla spekiri niin kutsutulla mustan kappaleen (engl. black body) signaalilla
(valkoinen valo) ja lopuksi leikkeiden ké&sittelyssd kaytetyn CaFa:n ja/tai optisen
systeemin signaali vdhennettin  keratystd alkuperdisestd signaalista.  Lisdksi
spekirej@ tasoitettiin, suoritettin pohjatason korjaus (engl. baseline correction)
automaattisen polynomifunktion avulla. Kuvantamisen yhteydessd spekirisarjalle

tehtiin vektorinormalisointi koko spektrialueella.

Raman-spekiroskopiaa on  sovellettu  myds  dissoluutiotutkimuksiin sek&
|Gdkeaineiden kinetiikan tutkimuksiin.  Viivastettyd |adkeaineen vapautumista
|Gakevalmisteesta pidetddn monissa tapauksissa edullisena ominaisuutena. Tallg
voidaan saavuttaa tasaisempi terapeuttinen  vaikutusprofili  ja harventaa
|Ga&keannostelun kertoja. Uudempaa valmisteteknologiaa edustavat erityyppisiin
matriisirakenteisin  applikoidut |G&keaineet (Windbergs ym. 2010). Naista

rakenteista |ddkeainemolekyylit vapautuvat joko diffuusiolla matriisin 1Gpi tai
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matriisin eroosion seurauksena. Kayttdmallé Raman-spekiroskopiaan perustuvaa
kartoitusta (engl. mapping) ja mikroskooppitekniikoita, on mahdollista muodostaa
varikoodattuja kuvia |Gdkeaineen vapautumisesta matriisista.  Ladkeaineen
spekiristd  valitaan  esimerkiksi  1-2  tunnistettavaa  piikkid  ja  sopivia
analyysimenetelmid kdyttden eri kohdista matriisia mdadritetyt piikkien pinta-alat
voidaan rinnastaa |ddkeaineen jakaumaan matriisissa. N&in ollen suuremmat
pinta-alat ja voimakkaammat signaalit voidaan yhdistdd esimerkiksi intensiivisen
tummaan savyyn ja vastaavasti heikomman signaalin tuottavat molekyylimaarat
haaleampaan vdariin. Edelleen, mikroskooppitekniikan samanaikainen kdyttd
mahdollistaa myos kuvien muodostamisen valmisteiden tarkemman rakenteen

havainnollistamiseksi.

Uusien ladkeaineiden farmakologinen teho on todettavissa jo I&dkekehityksen
alkuvaiheissa. Ongelmaksi muodostuu  kuitenkin - monissa tapauksissa heikko
dissoluutio |Gdkevalmisteesta ja heikko vesiliukoisuus (Tres ym. 2014). Nd&in ollen
|Gdketeollisuudessa on jatkuva kiinnostus 16ytad formulointikeinoja  sellaisten
valmisteiden koostamiseksi, joilla olisi rittdvd oraalinen biohyvaksikdytettGvyys ja
toisaalta farmakologinen teho elimistdssd. Kasvavissa madrin ratkaisuja on 16ydetty
kiinteistd amorfisista dispersioista, joissa amorfinen [Gdkeaine on yhdistetty
vesiliukoisen tai vedessd turpoavan polymeerikantajan kanssa. Tavallisimmin tdma
tehdddn suihkukuivatuksella (engl. spray drying) tai sulatusekstruusiolla (engl. hot
melt extrusion). Koko prosessin tarkeimpdnd yksityiskohtana on amorfisessa
muodossaan  oleva |ddkeaine; yleisesti  tdss@d  muodossa  |[Gdkeaineen
dissoluutioprofiili on paljon korkeampi ja suotuisampi kuin kiteisen muodon.
Ongelmaksi  muodostuukin  todellisissa  [Gdkevalmisteissa  amorfisen  muodon
sGilyttdminen  koko  dissoluutiotapahtuman  ajan.  Esimerkiksi  1&dkeaineen
uudelleenkiteytyminen, nano- tai  mikropartikkelien  muodostuminen  tai
kantajapolymeerin  vaikutukset dissoluution aikana vaikuttavat kaikki omalta
osaltaan  dissoluutiotapahtumaan  kokonaisuudessaan.  Perinteisin - keinoin
(esimerkiksi USP dissoluutiolaitteet) amorfisen muodon kiteytymisté ja polymorfien
muodostumista dissolutioprosessin aikana ei voida havaita. Toisaalta taas IR-

spekiroskopiaan perustuvien tekniikoiden haittana on niiden sensitiivisyys vedelle.
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Raman-spekiroskopia tarjoaa teoriassa selkeitd etuja ndiden ongelmakohtien
selvitt@miseksi. Lisdksi tassd tutkimuksessa kdaytettdva aika-erotteinen Raman-
laitteisto  tarjoaa merkittGvan hyddyn fluoresenssisuppression  aikaansaamiseksi
|Gdkeaineilla, joiden Raman-spektriad hdiritsee voimakas fluoresenssi. Ndissd
tutkimuksissa on vertailtu konventionaalisella ja aika-erotteisella Raman-laitteistolla
mitattuja amorfisen indometasiinin . Raman-spekirejd. Amorfinen indometasiini
tuottaa tavallisella Raman-laitteistolla mitattuna niin voimakkaan fluoresenssin, ettd
jopa aineen tunnistaminen spekirin  piikkien perusteella on hyvin vaikeaa.
Tiettavasti tdma tutkimus on ensimmadinen tfutkimus, jossa hyddynnetddn hyvin
tehokkaaseen fluoresenssisupressioon pystyvdd Raman-laitteistoa amorfisen
indometasiinin - tunnistamiseksi. On fodenndkdistd, etftd laitteistoa voidaan
hyddyntadd myds muihin vastaaviin 1ddkeaineisiin ja esimerkiksi yll& esitettyihin

dissoluutiomdadrityksiin.

Dissoluutiotutkimusten  ohella muutakin farmaseuttisten  [Gdkemolekyylien
kinetiikkkaa on niin ik&an futkittu Raman-spektroskopiaa hyddyntéGen. Raman sopii
agiemmin kuvattujen edullisten ominaisuuksiensa vuoksi hyvin  monentyyppisiin
kineettisin ~ maadrityksiin.  Esimerkkeind  voidaan  mainita  teofyllinin  ja
karbamatsepiinin dehydraatio- ja hydraatiokinetiikka erilaisten apuaineiden 14snd
ollessa, markdrakeistuksen yhteydessa sekd erilaisten sdilytysolosuhteiden vallitessa
(Airaksinen ym. 2003; Wikstrdm ym. 2005; Salameh ja Taylor 2006). Synytsya (2004)
tutkimusryhmineen tutki  valokemiallisen reaktion kdynnistavan lutetium(lll)
teksapyriinianalogin Lu-T2B2Tex kohdentumista kasvaimiin. Aineesta oli tutkimuksen
aikaan |Gdkekehityksen vaiheessa Il hieman kompleksisempi ja vesiliukoisempi
molekyyli, jota kehiteltiin kaupalliseen kayttédn. Ndin ollen tutkijoiden valitsema Lu-
ToBoTex sopi hyvin  tutkittavaksi mallimolekyyliksi fotodynaamisessa terapiassa
kaytettavastd |adkeaineesta. Tutkimuksesta tekee mielenkiintoisen muutama
seikka; se toteutettin kasvainta kantavilla hiirilld ja tutkitussa molekyylissG ol

voimakasta fluoresenssia tuottavia rakenteita (kuva 24).
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KUVA 24: Lutetium(lll) teksapyriinidinitraattikompleksin [Lu-T2B2Tex] (NOgz)2 rakenne
(Synytsya ym. 2004).

Raman-spekiroskopiaa kdyttéGen biologisia ndytteitd voidaan tutkia monin tavoin
vahingoittamatta niitd. Edelleen, molekyylien jaokautumista ja sitoutumista
biologisiin  rakenteisin voidaan tehokkaasti kartoittaa vibraatiospektroskopian
keinoin. Herkkyys molekyylien hienorakenteiden havainnointin mahdollistaa myds
monimutkaisempien biomatriisien tutkimukset. Tutkimuksessa tehtiin kvantitatiivista
analyysid eri  kudoksiin  kertyneestd Lu-ToBoTex-mdadrdstd  1-6 pdivan  gjalta
hyddyntden Raman-spesifisten spektripiikkien intensiteettien suhteita. Tutkimuksen
tulokset Fourier-muunnetun Raman-spektroskopian ja referenssimenetelmdand
toimineen UV-ndkyvan valon absortiospektroskopian kesken olivat hyvin yhtenevid.
Voitin  padtelld, ettd Raman-spekiroskopica on  mahdollista  soveltaa
kvantitatiivisesti valokemiallisessa terapiassa kaytettdvien aineiden
biolokalisotumisen tutkimuksiin. Fluoresenssin véhentdmiseen valovalkaisun (engl.
photo-bleaching) keinoin ei tdllaisissa tapauksissa voida ryhtyd, koska valon
vaikutuksesta tapahtuva kudosten ja tutkittavien molekyylien hajoaminen voi
vAdaristad tuloksia. Ratkaisuna oli Fourier-muunnetun Raman-spekirometrin kaytto.
Tamda tyd esittelee fluoresenssin vhentdmiseen tahtaavad CMOS-SPAD-

detektoritekniikkaa, joka on vyhdistetty sen kanssa tehokkaasti toimivaan
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pulssilaseriin herdte-energian tuottajana. Ongelmana kuvatuissa tutkimuksissa on
valoherkkien molekyylien tuoftama fluoresenssi ja lisdksi futkittavien kudosten
kromoforien tuottama fluoresenssi. Uudella tekniikalla voi olla mahdollista

v@hentad fluoresenssin vaikutuksia myds tallaisissa biologisissa tutkimuksissa.

Raman-spektroskopia on osoittautunut kayttdkelpoiseksi in situ tapahtuviin aineen
kiintedn olomuodon muutosten madrityksiin (Aaltonen ym. 2006). Tutkittin kahta
hydraatteja muodostavaa ainetta, teofyllinid ja nitrofurantoiinia. Muutoskinetiikkaa
anhydraatista monohydraattimuotoon pystyttin monitoroimaan valitsemalla kolme
kuvaavaa piikki& spektreistéd molemmille aineille ja laskemalla niiden intensiteettien
suhteita. UV-nakyvan valon absorptiospektroskopiaa kaytettiin
dissoluutiovdliaineen analysointiin. Etenkin teofyllinin muutoksista anhydraatti- ja
monohydraattimuodon vdalilld saatfiin selkeitd tuloksia. Samalla saatiin  fietoa
dissoluutioprofiileista.  Nitrofurantoiini  osoitfautui  hankalammaksi  aineeksi  ja
tutkimusprotokollaa olisi  todenndkdisesti  pitGnyt hieman muuttaa. Kiintfedn
olomuodon mittaukset ja dissoluutionopeus mdadritettynd UV-ndkyvdan valon
spektroskopiadatasta eivat olleet linjassa keskenddn. Erddnd syynd saattoi olla
nitrofurantoiinin monohydraattimuodon kiteiden ohut ja kuitumainen muoto, mik&
mahdollisesti vaikutti herdtelaserin 1apdisyyn. Signaalia todenndkdisesti muodostui
kiteiden pinnalta (monohydraattia) ja  alakerroksista (anhydraattia).
Tadmdankaltaiset havainnot osoittavat, ettd Raman-spektrien tulkinnassa on
kaytettava riittavad esi- ja jalkikasittelyd sekd suorittaa tulosten tarkastelua
kriittisesti. Ramanin kdytdn haasteena ovat edelleen laitteiden kalibrointi ja
menetelmien validointi. Esimerkiksi Iddketeollisuus ja sairaanhoidon kliiniset analyysit
ovat ehdottomia sille, eftd tulokset ovat aina luotettavia ja toistettavia
mittauspaikasta ja mittaagjasta rippumatta. Tdma ei kuitenkaan ole varsinainen
ongelma, vaan laite- ja menetelmdkehityksessd huomioitava tarked seikka.
Raman-spekirometrit on pyrittdva rakentamaan sellaisiksi, ettd niiden kayttdjien ei
tarvitse olla valttamattd spekiroskopisteja. Kun nopeasti omaksuttavat perustiedot
laitteistosta ja kdasiteltGvastd naytteestd riittavat, kynnys laitteiden hankinnalle ja

kaytolle pysyvat riittadvan matalina. Talldin Raman-tekniikan todellista potentiaalia
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tutkimuskdayton ulkopuolellekin  voidaan hyddynt&d ja kaupallisten sovellusten

skaala lagjenee entisestaan.

4.4. Raman in vivo

Elaville organismeille  voidaan suorittaa Raman-tutkimuksia. Monien
ihosyopdatyyppien  diagnosoinnissa  on  kdyteftty  onnistuneesti  Raman-
spektroskopiaa (Downes ja Elfick 2010). Menetelmdt perustuvat yleensd terveen
kudoksen (referenssi) rakenteiden aiheuttamien sirontaintensiteettien ja sairaan
kudoksen rakenteiden aiheuttamien sirontaintensiteettien vertailuun. Ramanin
etuna on in vivo kdytdssd ei-invasiivisuus ja leima-ainevapaa tutkimus sekd
suhteellinen inerttiys paljon vettd sisdltdvien ndytteiden veden aiheuttamalle
sironnalle. Invasiiviset menetelmdat ovat niin k&ddn mahdollisia; talldink Raman-
spekiroskopia yhdistetddn esimerkiksi endoskopiaan. Voidaan myds suorittaa

hepariinimdadrityksid SERS:n ja kulta-nanopartikkelien avulla (Qu ym. 2014).

Seuraavassa esitettyyn  yhteenvetotaulukkoon 4 on koottu eri Raman-

sovellusalueita ja niille ominaisia mittausparametreja.
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YHTEENVETOTAULUKKO 4: Eri

aallonpituuksia,

sovellustyypeille ominaisia ja sopivia herdte-

herdate-laserin tehoja, mittausaikoja, integrointiaikoja,

fokusointipisteen kokoja ja pulssilaserin kdytdn yhteydessd pulssin pituuksia Raman-

spektroskopiassa. Taulukkoon on koottu suuntaa-antavia esimerkkiarvoja

(Benevides ym. 1993; Chu ym. 1999; Nolasco ym. 2006; Tfayli ym. 2007; Tfayli ym.
2013; Ashton ym. 2013; Brambilla ym. 2013).

Sovellusalue Herate- Herate | Kokonais- Fokusointipis- | Pulssin
aallonpituus | - mittausaika (s)/ | teen koko | pituus
(nm) laserin | Integrointiaika | (um) tai | (ps)
teho (s)/ huomioita
nayt- Skannausten fokusoinnista
teessa | lukumadara
(mW) | (kpl)
Pienmolekyyliset | 532 / 785/ 4-300 | 20-»/ 0.1-10/ | 50 - 6000 150
|G&keaineet 1064 |-
Peptidit, 413.2 / 422.6 | 0.3 - 30 | Riippuu Riippuu -
proteiinit / 442.8 | 785 koejarjestelysta | koejarjestelys-
/ 300 / Riippuu | t&
koejarjestelyst&
Vasta-aineet 180-260 0.2 Riippuu Fokusointi -
koejarjestelystd | liuokseen, el
/ 60 / | esimerkiksi
Muutamia kuoppalevyn
skannauksia pohjaan.
esimerkiksi  eri | Valtettava
kuoppalevyn photo-
kuopista bleaching-
iimiéta
Lipidit 633 35 480/30/ 16 20x ja / tai 50 | -
objektiivin
kayttd.
Tarpeen tutkia
koejarjestelyss
a laserin
mahdollisia
vaikutuksia
yhdisteiden
konformaati-
oon
Hiilihydraatit 633 ~1.3 Riippuu 10x objektiivin | -
koejarjestelysta | kayttd,
/1 — 60 /| vdltettava
Riippuu fotokemiallista
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koejarjestelystd | ja —termaalista
vahinkoa
ndytteelle

Nukleiinihapot ja | 488.0 / 514.5 | <25 1200 - 1800 / 60 | 80x objektiivin | -
DNA / 20 - 30 kaytto,
mahdollisesti
myaos
mikroskoopin
yhdistGminen
laitteistoon,
jotta tarkka
fokusointi
haluttuun
pisteeseen
saavutetaan

Solututkimukset | 785 50 20/10/2 100x objekiivin | -
k&ytd

5 RAMAN-SPEKTROSKOPIAN SOVELLUSALUEET MUUALLA

Etenkin nopeatoimisten ja matalatehoisten lasereiden kehityksen my&t& Raman-
spekiroskopia on noussut ikddn kuin uvudelleen varteenotettavaksi vaihtoehdoksi
monentyyppisiin sovelluksiin (Pitt ym. 2005). Alkuun uutta tekniikkaa lanseerattiin
muun muassa tuotantoon ja prosessilinjoille. Raman-spekitroskopia yhdistettynd
mikroskopiatekniikoihin  on saanut aikaan mahdollisuuden nanomittakaavan
tutkimuksiin. Potentiaalisia alueita ovat esimerkiksi puolijohdekehitys, farmaseuttiset
sovellukset, jalokivitutkimus, huumausaineisin ja rdjdhteisiin littyva rikostutkimus,
tietotekniikkaan liittyvat sovellukset (esimerkiksi kovalevyjen ja lukupdiden kehitys)

sekd |Gdketieteellinen tutkimus (esimerkiksi erilaisten sydpien diagnosointi).

Vibraatiospekiroskopian spesifisyys fietyille molekyylien rakenteille auttaa myods
esimerkiksi epdpuhtauksien ja |adkevadrenndsten tunnistamista (Dégardina ym.
2011). Spekiroskopiamenetelmien rinnalla kaytetddn yleensd kemometrisi

menetelmid, jotta analyyseistd saadaan vakaita, toistettavia ja luotettavia. Vakaus
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tarkoittaa téssé yhteydessa sitd, ettd analyysien tuloksiin aiheutuu mahdollisimman

va@hdan muutoksia esimerkiksi laitteen kayttdjan tai laitteen aiheuttamana.

Kudosteknologia ja regenerativinen |ddketiede ovat hyvin  potentiaalisia
sovellusalueita Raman-spekiroskopialle (Boyd ym. 2010). Esimerkiksi
mesenkyymikantasolujen (engl. mesenchymal stem cells) konfrolloitu kasvatus
vaatii  tosiaikaista solupopulaatioiden monitorointia. Myds useiden muiden
solutyyppien madadrien, elinvoimaisuuden ja solusyklien vaiheiden tutkimus ovat
keskeisess@ asemassa. Nykyiset solubiologiset menetelmdat soveltuvat tiettyihin
tilanteisiin varsin hyvin, mutta tekniikat perustuvat useimmiten mikroskopointiin,
immunologisiin  (varjdys)menetelmiin tai muihin  molekyylibiologisin  madrityksiin.
Invasiivisuus, leima-aineiden kdytén tarve, solujen kemiallinen hajotus ja/tai solujen
kiinnittminen ragjoittavat edelld mainittujen tekniikoiden kdayttéa silloin, kun
soluvilielmien soluja halutaan kayttad esimerkiksi suorissa kliinisiss& implantaatioissa.
Raman-tekniikoiden hyddyntdmistd ndissd  tilanteissa on  sovellettu  solujen
elinvoimaisuuden madrittdmiseen ja niiden morfologian tutkimiseen. Tulokset ovat
olleet lupaavia, tosin tekniikoiden kehitystd vaaditaan. Esimerkiksi solusyklin
vaiheiden luofettavaan mittaukseen tarvitaan luotefttavia menetelmid. Lisaksi
soluvilielmistd tulee saada tarvittavan laaja otanta Raman-analyysissd, jotta saatu

informaatio kuvaisi koko solupopulaation tilaa tutkittavien ominaisuuksien osalta.

SERS-Raman-spektroskopiaa on kdaytetty myds taideteosten ja arkeologian
tutkimuksissa (Lau ym. 2008). Maalausten sdilytystd, restaurointia, kuljetusta ja
esillepanoa varten niiden pintarakenteesta tulisi saada tarkkaa tietoa. Etenkddn
kallisarvoisten maalausten  pinnoista el voida kuitenkaan ottaa naytteitd
mikroskopoinitia varten. Monet kdytetyt lakat sisaltavat erityyppisid hartseja, jotka
toimivat myds niiden koostumuksen arvioinnissa referenssind. SERS-Raman-
spekiroskopian avulla hartsien normaalisti Ramania  hdiritsevad  fluoresenssia

saadaan vGhennettyd ja saada aikaan vahvistettua Raman-sironnan signaalia.
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6 YHTEENVETO

Tassd katsauksessa esiteltin - vibraatiospekiroskopian feoreettista pohjaa ja
muutamia vibraatiospekiroskopian lajeja (IR-, Raman- ja CARS-spektroskopia).
Raman-spekiroskopiaa kdsiteltin tarkemmin, koska tadman kirjallisuuskatsauksen
sekd kokeellisen osuuden padpaino oli Raman-tekniikassa. Raman-spektroskopiaa
|Ghestyttin - teoreettiselta kannalta sekd Raman-laitetekniikan ja kdytdnndn
mittausten ndkokulmasta. Lisdksi esitelfiin spekiritulkinnan pddperiaatteita sekd
erilaisiac Raman-sovelluksia. Voidaan pdadtelld, ettd Raman-spektroskopia on
erittdin kayttdkelpoinen ja vahva tydovdline moniin farmaseuttisin ja biologisiin
sovelluksiin. Tekniikka ei yleensd vaadi mainittfavaa ndytteiden esikasittelyd,
mittauksia voidaan suorittaa esimerkiksi pullojen tai pakkausmateriaalien seindmien
|&pi ja Raman-spekiri antaa hyvin spesifistd rakenteellista informaatiota tutkittavista
molekyyleistd. Lisaksi etenkin biologisten ndytteiden yhteydessd esiintyvd runsas
vesipitoisuus ei  hdiritse Raman-spekireissd tarkeiden spektrivoiden tai —piikkien
tulkintaa. Ongelmia aiheuttaa toisinaan Raman-signaalin heikkous sek& herdte-
energian aiheuttamat luminesenssi-iimidt, kuten fluoresenssi. N&ihin on kuitenkin
pyritty 16ytadmaadn erityyppisid ratkaisuja, muun muassa SERS-Raman signaalin
vahvistamiseksi ja aika-erotteinen Raman-spekiroskopia fluoresenssin
vahentdmiseksi. Tdman futkimuksen kokeellisessa osiossa tutkittiin erityisesti aika-
erotteisen ja perinteisemmdan laitteiston valisid eroja erilaisten [Gdkeaineiden
mittauksissa.  Padpaino oli  kiintedssd olomuodossa mitattujen  puhtaiden
|IGdkeaineiden mittauksissa, mutta myds kahden |ddkeaineen livoksia tutkittiin,
Perinteinen referenssilaitteisto edusti laitteistoa, jolla usein pyritddn valttdmaan
esimerkiksi  lddketeollisuudessa  fluoresoivien  IGddkeaineiden  aiheuttamaa
fluoresenssi-iimiétd. Laitteiston herdte-energiana toimi jatkuvan aallon 785 nm laser
ja sind kaytettin  CCD-matriisidetektoria. Aika-erotteisessa Raman laitteistossa
hyddynnettiin pikosekuntiluokan pulssilaser-herdtettd ja sen kanssa synkronoitua,
elektronisesti ohjelmoiduilla aika-porteilla toimivaa CMOS-SPAD-matriisidetektoria.
Ladkeaineita ei ole tiettdvasti adiemmin mitattu kuvatulla kokoonpanolla. Tydn

tulokset ja johtopdatdkset esitetddn tdman tutkimuksen kokeellisessa osuudessa.
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8 LIITTEET

3.4. Spektri vs. molekyylin ominaisuudet Raman-spektroskopiassa

TAULUKKO 1: Yksittdisia vibraatiotiloja ja rynmdavarahtelyjd aaltolukualueella 3600 cm-!

- 2600 cm!

Aaltoluku (cm-1)

Vdrahtelyn Iahde (intensiteetti)

3550-2850 OH (H)
3400-3200 Fenoli (K)
3350-3200 Alkoholi (K)
3450-3150 Amiini, amidi (K)
3300-3250 Alkyyni (H)
3050-2950 CH=CH (V)
3100-2950 Aromaattinen C-H (V)
3050-3000 =CH2 (V)
2950-2800 C-CHs (V)
2850-2750 & 2750-2650 Aldehydi (K)
2950-2900 & 2850-2750 CHa2 (V)
2800-2750 N-CHjs (K)
2830-2770 O-CH2 (K)
2600-2500 Tiolit (SH) (V)

TAULUKKO 2: Yksittdisic vibraatiotiloja ja rynmdavarahtelyjd aaltolukualueella 2600 cm-!

- 1700 cm'!

Aaltoluku (cm-1)

Vardahtelyn lahde (intensiteetti)

2420-2300 P-H (H)

2270-2220 Isosyanaatti (H)
2240-2220 Nitriili (K)

2210-2190 Aromaattinen nitriili (K)
2280-2180 Diatsonisuola (K)
2180-2100 Tiosyanaatti (H)
2180-2080 Isonitriili (K)

2150-2080 Si-H (K)

2150-2100 Atsidi (K)

2230-2050 Alkyyni (V)




2080-2000

Isotiosyanaatti (K)

1850-1750 Anhydridi (K)
1780-1730 Laktoni (K)
1760-1730 Kloorihappo (K)
1710-1700 Aldehydi (K)
1730-1700 Esteri (K)

TAULUKKO 3: Yksittdisia vibraatiotiloja ja rynmavardhtelyjd aaltolukualueella 1700 cm-!

- 1200 cm?

Aaltoluku (cm-1)

Vdrahtelyn Iahde (intensiteetti)

1710-1600 Ketoni (K)

1710-1600 Karboksyylihappo (K)
1750-1720 Alifaattinen esteri (K)
1710-1680 Uretaani (K)

1610-1550 Aromaattinen/heterorengas (V)
1670-1610 C=C (V)

1650-1620 C=N (V)

1600-1530 Nitrorynma (K)
1670-1550 Amidi (K)

1570-1530 Alifaattinen atso (K)
1500-1450 Aromaattinen rengas (K)
1430-1310 Karboksylaattisuola (K)
1370-1350 C-CHs (K)

1450-1400 CH2, CHs (K)

1350-1310 Nitroryhma (V)
1440-1350 Aromaattinen atso (V)
1250-1150 Sulfonihappo (H)

TAULUKKO 4: Yksittdisia vibraatiotiloja ja ryhnmavardhtelyj@ aaltolukualueella 1200 cm-!

- 700 cm-!

Aaltoluku (cm-1)

Vardahtelyn lahde (intensiteetti)

1100-990 Aromaattiset renkaat (V)
1200-1050 Sulfoni, sulfonamidi (K)
1055-1010 Sulfonihappo (H)
1220-1000 C=S (V)

1170-1120 Si-O-C (K)

1080-1000 Si-O-Si / Si-O-C (K)




1250-700 V C-C dlifaattiset ketjut (K)
780-700 C-CI (V)

800-720 C-F (V)

950-800 C-O-C/ eetterit (H)

950-900 Karboksyylihappodimeeri (H)
770-700 C-S (V)

980-880 CHX=CYZ (K)

TAULUKKO 5: Yksittdisia vibraatiotiloja ja ryhmdavarahtelyja aaltolukualueella 700 cm-! —

200-0 cm-!

Aaltoluku (cm-1) Varahtelyn Iahde (intensiteetti)
780-550 C-CI (V)

400-250 6 C-C dlifaattiset ketjut (V)
700-500 C-Br (V)

650-470 C-l (V)

330-300 Se-Se (V)

540-420 S-S (V)

770-660 C-S dlifaattinen (V)
660-510 C=S (V)

420-100 Xmetalli-O (V)

550-450 Si-O-Si (V)

1250-600 V C-C alfaattiset ketjut (K)
200-20 Hilavibraatiot (V)

Yleisesti 2500-2000 cm-1 alueella esiintyy yleensd kaksoissidoksia (-C=0, -C=N, -C=C-).
Alle 1500 cm-1 joillakin ryhmillé esiintyy spesifisid spektrialueita (esimerkiksi O=N=0),
mutta monilla molekyyleilld on komplekseja kuvioita hiili-hiili ja hiili-typpi-vibraatioiden
aiheuttamana. Aluetta kutsutaan yleensd ’'sormenjdlkialueeksi’.  Merkittavat
spektrialueet alle 650 cm-1 muodostuvat yleensd inorgaanisista ryhmistd, metalli-
organoryhmisté tai molekyylien runkovibraatioista (engl. latftice vibrations) (Smith ja
Dent 2005).
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1. JOHDANTO

1.1. Fluoresenssin vahentaminen Raman-spekiroskopiassa

Raman-spekiroskopiassa on useita sellaisia hydtyjd — jopa ylivoimaisia ominaisuuksia —
jotka tekevat siitd kayttdkelpoisen tydvdlineen lddkeainetutkimukseen ja biologisiin
madrityksiin. Tarkeimpind voidaan mainita vdhdinen herkkyys vedelle, joka on
biologisissa systeemeissd hyvin vallitseva komponentti sek& usein minimaalinen tarve
naytteiden esikasittelylle (De Luca ym. 2010). LisGksi Raman on hyvin
rakennespesifinen spektroskopiatekniikka, eli silld pystytddn havainnoimaan monia
sellaisiac molekyylien ja kiderakenteiden ominaisuuksia, jotka olisivat muutoin
kaytanndssd ulottumattomissa. Edelleen, Raman-tutkimuksessa ei tarvita valttadmatta
leima-aineita, ja tutkimuksia voidaan suorittaa vahingoittamatta ndytteitd. Tdllaiset
ominaisuudet ovat esimerkiksi elavilld soluilla tehtdvissd madrityksissd  erittdin

toivottavia.

Kun tutkittavaan ndytteeseen ohjataan herdate-energiaa, yleensd laser-valoa, pieni
osuus ndaytteestd sironneista fotoneista on epdelastisesti sironneita. Niillld voi olla
hieman suurempi (anfi-Stokes-sironta) tai hieman pienempi (Stokes-sironta) energia
kuin alkuperdisilld  fotoneilla.  Mikdli  fotonit palaavat takaisin - energialtaan
muuttumattomina, kysessd on elastinen Rayleigh-sironta. Herdte-energian ja
sironneiden fotonien vdlinen energiaero vastaa tutkittavan molekyylin (atomien)
sisdisid vardhtelytiloja (De Luca ym. 2010). Tarkemmin ottaen, energiaero rippuu
muutoksista molekyylin vibraatio- ja rotaatioenergioissa (Mazilu ym. 2010). N&in ollen
prosessin tuloksena saatava spekiri kuvaa tarkasti ndytteen kemiallista koostumusta
(muun muassa, millaisia atomeja molekyylissd/tutkittavassa rakenteessa on) sekd
rakenteellista jarjestymistd (muun muassa miten atomit molekyylissa/tutkittavassa
rakenteessa ovat sijoittuneet toisinsa ndhden). Ladkeaineiden ja biologisten

ndytteiden fluoresenssi aiheuttaa kuitenkin  Raman-spekiroskopiaan perustuvissa



mMadrityksissd usein ongelmia. Fluoresenssi voi olla perdisin nGytteen omista rakenteista
tai sen sisdltdmistd epdpuhtauksista (Mandal ym. 2005). Spektrejd tutkittaessa
fluoresenssi  esiintyy yleens&d samoilla aaltolukualueilla  kuin  Raman-sironnan
aiheuttama signaali, useimmiten monia kertaluokkia intensiivisempdnd. Laitteiden ja
menetelmien kehittyessd on kehitelty erilaisia tekniikoita fluoresenssisuppression

aikaansaamiseksi.

Aika-erofteisessa Raman-spekiroskopiassa pyritddn hieman eri tavoin hyddynt&dmdadn
Raman-sironnan ja fluoresenssin valistd aikaeroa (Mandal ym. 2005). Raman-sironnan
elinaika on tyypillisesti valilla 10-13 — 1011 s, fluoresenssin puolestaan 107 — 106 s (Angel
ym. 1984). Fluoresenssista perdisin olevien fotonien detektio pyritGdn estdmadn
kayttédmalld nopeita pulssilasereita ja samalla nopeaan aika-portitukseen kykenevad
elektroniikkaa. Talldin valomonistimilta tulevaa signaalia detektoidaan ainoastaan
laser-pulssin ajan. Hankaluudeksi on osoittautunut rippuvuus ndytteen fluoresenssin
elingjasta; tekniikka soveltuu parhaiten ndaytteille, joila on suhteellisen pitkd
fluoresenssin  elinaika. Lisdksi  pulssilasereiden ja niiden yhteyteen sopivan

detektiotekniikan hinta on t&dhdan asti asettanut rajoitteita yleistymiselle.

Erityyppiset differentiaalitekniikat ovat myods jossakin méadrin soveltuvia fluoresenssin ja
Raman-signaalin  erofteluun  (Angel ym. 1984). Naistd voidaan mainita
taajuusmodulaatioon, aallonpituusmodulaatioon ja polarisaation modulaatioon
perustuvat  menetelmd@t. Kaikki edelld mainitut nojaavat kahden spekirin
mittaamiseen. Toinen on foftoluminesenssin  (fluoresenssi) ja Raman-sironnan
superpositiona muodostama  spektri,  toinen  pelkdstddn  fotoluminesenssin
muodostama spektri. Fluoresenssi saadaan eroteltua vahentdmalld ensinn& mainittu
jalkimmaisestd. Lisaksi Raman-sironnan signaalin on t&ssd tapauksessa oltava ainakin
taustakohinaa suurempi. Taagjuusmodulaatioon perustuva menetelmd on Ghinng
aiemmin mainittua pulssilaseriin perustuvaa menetelmdad. Aallonpituusmodulaatiossa
puolestaan kaytetddn kahta eri aallonpituuden laseria. Puhdas luminesenssispekiri tai

luminesenssin ja Raman-signaalin yhteisspekiri mitataan vaihtoehtoisesti ja signaalit



|GhetetGdn  eri  sis@dnmenoihin  differentiaalitallennukseen.  Monimutkaisuus,
laitteistojen hinta ja aallonpituusmodulaatiossa kahden eri laserin  tarve ovat
rajoittaneet ndiden kahden menetelmdn kdyttdd. Polarisaatioon perustuvissa
menetelmissd hyddynnetddn sitd, ettd Raman-signaali on tdysin polarisoitunutta, kun
puolestaan fluoresenssisignaali  tdysin  depolarisoitunutta  (De Luca ym. 2010).

Menetelmdassd menetetddn kuitenkin hyoddyllistéd Raman-signaalin informaatiota.

Osittaiseen fluoresenssitaustan vahentdmiseen padstadn kayttdmalld rengasmaista
heratesateen profiilia (Gormack ym. 2007). Signaalin keruuaika lyhenee ja kohinan
mMadrd vahenee. Taustan poistaminen Raman-spekiristd on mahdollista tehdd myds
kahden laserin tekniikalla siten, ettd toinen laser k&dn kuin sieppaa tutkittavat
partikkelit ja likuttelee niitd herdtesdteen optista akselia vastaan kohtisuorassa
tasossa halutulla taagjuudella niin kutsutun galvopeilin avulla. Toinen s&de toimii
heratesdteend (Rusciano ym. 2007). Menetelmdassd fotonien keruuaika on kuitenkin
melko pitkd. Matemaattiset menetelmdt, kuten ensimmdisen ja toisen asteen
derivaattojen kayttd sekd korkeamman asteen polynomisovituksen tekeminen
saatuun spektriin, ovat hyvin yleisid (De Luca ym. 2010). Matemaattisten menetelmien
kayttd vaatii laitteiston kayttgjaltd vahintddn alustavaa ymmarrystd, mitd spektristd
halutaan saada selville. Menetelmien haittana on myds se, ettd on mahdollista
menettdd oleellisia  Raman-spektrille tyypillisid ominaisuuksia, mikdli sovituksella
vahennetddn likaa taustaan luettavaa informaatiota, joka todellisuudessa olisikin

Raman-signaalia.

SERDS-menetelma (engl. Shifted Excitation Raman Difference Spectroscopy) perustuu
herate-laserin pieniin aallonpituuden muutoksiin (McCain ym. 2008). Kun her&tteen
aallonpituutta  muutetaan  hieman, saatava Raman-signaali  ’'seuraa’ tatd
muuttunutta aallonpituutta tietyssé suhteessa. Kaytdnndssd koko Raman-spekiri siirtyy
aallonpituuden muutoksen myotd. Tdallaisila pienielld muutoksilla  fluoresenssin
voidaan qjatella pysyvan paikoillaan. Fluoresenssitausta saadaan vdhennettyd

vahent@malld kaksi talld tavoin saatua Raman-spektrid toisistaan. Menetelmdastd on



olemassa muutamia parannuksia, muun muassa usemman kuin kahden muuttuvan
aadllonpituuden kayttdé sekd Raman-signaalin estimaatink madrittdminen erilaisten
algortimien avulla (esimerkiksi EM- eli Expectation-Maximization-algoritmi). Myos
monikanavaista  'lukittua’  detektiota ja  jatkuvassa muutoksessa  olevaan
aallonpituutta on hydédynnetty sovelluksina SERDS-menetelmadn (De Luca ym. 2010).
Viimeksi mainittua on kdaytetty onnistuneesti fluoresoivaksi tiedetyn, Raman-
spektriltddn tunnetun livosndytteen fluoresenssisuppressioon ja edelleen eldvan
yksisolundytteen solumembraanin, sytoplasman ja tuman tunnistamiseen. Etenkin
solunmdaadrityksiss@  selkedsti haittaavaa fluoresenssitaustaa  saatin - huomattavasti
vahennettyd ja eroteltua luotettavasti spekireistd edelld mainitut rakenteet.
Livosnaytteen spektrianalyysissd kaytettin pienimmdan nelidsumman menetelmdadn
perustuvaa spektrianalyysid. Solumdadritys perustui puolestaan solun rakenteille

ominaisten biomolekyylien (DNA, proteiinit, lipidit) spektrien PCA-analyysiin.

Tassd tydssa tutkitaan aika-erofteista Raman-spekiroskopiaa perustuen Raman-
signaalin ja ndytteen fluoresenssin elinajan gjalliseen eroon. Hyddyntdmallé tarkasti
gjoitettua pulssitettua laseria ja sen kanssa synkronoitua uutta CMOS-SPAD-
detektoritekniikkaa (engl. Complementary Metal Oxide Semiconductor-Single Photon
Avalanche Detector) voidaan saada aikaan tehokas fluoresenssitaustan vahennys
(Kostamovaara ym. 2013; Nissinen ym. 2013). Nopea pulssilaser, aiempaa
tehokkaampi fotonien kerdys ja fluoresenssin vihentdminen niin  kutsuttujen
aikaikkunoiden vdalilld ovat kaytetyn tekniikan etuina. Detektorin aikaikkunat on
jaksotettu keskenddn siten, ettd niille saapuu fotoneja hieman eri aikaan perustuen
sihen, mistd ne todenndkdisesti ovat perdisin (esimerkiksi fluoresenssi tai Raman).
Tallaista Raman-tekniikkaa ei tiettGvasti ole aiemmin tutkittu IGdkeainetutkimuksessa,

eik& mydskadn biologisissa madrityksissa.



1.2. Spekirianalyysi ja sovellukset

Jotta mitatusta Raman-spekiristd olisi kdytadnndn hydtyd, sen yhteydet tutkittavan
ndytteen atomien ja molekyylien kanssa on pyrittdvé ymmartdmaan. Téma seikka on
saattanut hieman hidastaa osaltaa Raman-tekniikan kehitystd ja soveltamista
lagjemmin. Toisaalta esimerkiksi [Gdketeollisuudessa hyvin paljon kaytetty HPLC-
menetelmd (engl. High Performance Liquid Chromatography) ja niin ik&dn IR-
spektroskopia vaativat analyysin  suorittajalta  taitoja muun muassa ndytteen

esikasittelyyn ja kemialliseen rakenteeseen liittyen.

Spekirianalyysi@d voidaan suorittaa monin eri Idhestymistavoin. Mikdli tutkittavan
aineen molekyylirakenne fiedetddn, sen perusteella voidaan tehdd ainakin alustavia
pddatelmid vibraatiospektrissd mahdollisesti ndkyvistd piirteistd. Seuraavassa kuvatulla
protokollalla voidaan tehdd karkeita arvioita molekyylin rakenteeseen ja Raman-
spektriin littyen. Esitellddn myds katsauksenomaisesti erilaisia Idhestymistapoja Raman-

spekirien tulkintfaan kayt&dnndssa.

Raman-spekirin tulkinta voidaan aloittaa vertailemalla simé&madrdisesti tutkittavan
molekyylin rakenteita ja spektrid. Aina on tarpeen katsoa ainakin millaisia atomeja
molekyylissé on. Ennen kaikkea atomien massoilla ja elektronegatiivisuuksilla on
merkitystd. Esimerkiksi CHs-ryhmd& on likimddrin samanpainoinen kuin happiatomi.
Toisaalta happiatomi on melko elekironegatiivinen. Tdmdankaltaisilla karkeilla arvioilla
on voidaan muodostaa estimaatti, kuinka vahvoja oskilloivia vardhtelyliikkeitd kunkin
molekyylin atomien valilld vallitsee. Toisaalta pystytddn myds arvioimaan elektronien
jakaumaa molekyylissd. Lisdksi on térkedd havaita, onko mahdollista, ettd aine tekee
vetysidoksia muiden aineiden (esimerkiksi livottimen tai muiden 1ahistollG sijaitsevien

molekyylien) kanssa.

Spektrin piikit on niin ik&dn tarpeen jaotella. Voidaan tehdd arvioita, onko piikki
ylip&ataddn huomioitava piikki ja minkdlaisista rakenteista se on mahdollisesti perdisin.

Jos kyseess@ on useamman piikin '’kombinaatio’, eli ei selke& symmetrinen piikki, vaan



suurempi kokonaisuus, se voidaan purkaa esimerkiksi konvoluution avulla pienempiin
osiin. Ndin ollen voidaan saada selvile, mitkd yksittdiset pikit  muodostavat

kokonaisuuden. Usein konvoluutio tehdddn tietokoneohjelman avulla.

Toisinaan on tarpeen aqjatella tilannetta puhtaasti fysikaalisena tapahtumana ja
Raman-spekiroskopian perusajatuksen avulla. Ramanilla tutkitaan nimenomaan
erityyppisi@d vardhtelyjd@ (muun muassa vibraatiot ja rotaatiot), joten esimerkiksi
spekirisséd  nakyvat epdmdadrdisemmdat muodostelmat  saattavat  fysikaalisena
tapahtumana edustaa erilaisia harmonisia (vierekkdisten rakenteiden) muodostamia
vardhtelyja@. Myds piikkien ja spekirivoiden merkittdvyys on tarpeen arvioida;
esimerkiksi jaottelemalla ne muutamaan kategoriacan - hyvin heikko, heikko,
keskimadrdinen, vahva. Myos spektrin taustan tarkastelu on tarkedd; siitd saadaan
usein fietoa esimerkiksi muiden samanaikaisten sirontailmididen luonteesta (Smith ja
Dent 2005). Tausta voi olla hyvin tasainen tai toisaalta Raman-spekirin piikit voivat

nakyd hyvin vahvan taustan padlld vaivoin erotettavina muodostelmina.

Kokonaisuudessaan molekyyli kannattaa purkaa niin pieniksi (tfutkimuksen kannalta
merkittaviksi) funktionaalisiksi rynmiksi  ja yksittdisten atomien vdlisten sidosten
tarkasteluksi kuin mahdollista ja esimerkiksi listata ne. Lisdksi varsinkin analyysin aluksi

on relevanttia tutkia monomeeri-muodossa esiintyvien molekyylien vardhdyksié.

Varsinaisten Raman-spektrin piikkien ja spekirivdiden paikkojen ja vahvuuksien tulkinta
voidaan suorittaa esimerkiksi karkeasti seuraavalla tavalla (Smith ja Dent 2005).
Aloitettaessa korkemmista aaltoluvuista, eli  korkeampien vardhdysenergioiden
alueelta; 3600 cm-1-3100 cm-! — alueelta voidaan havainnoida —OH- tai —-NH-sidoksia.
Spektristd on tarpeen katsoa myds vastaavia piirteitd muilta aaltolukualueilta samalla.
Esimerkiksi amideilla on karbonyyli-rynmddn viittaavia spekirivoitd sekd —-NH-voita.
Varsinkin heikomman signaalin spektreissd pienemmat yksityiskohdat saattavat jaéada
huomaamatta. Tadman tutkimuksen litteessd 1.2. Spektrianalyysi ja sovellukset,
taulukoissa 1-5 on esitetty joitakin aaltolukualueita sekd niiltd 16ytyvid vastaavia

rakenteita. Jatkettaessa alueelle 3200 cm-1-2700 cm-!, voidaan tarkastella



tyydyttymattdmien tai  alifaaftisten rakenteiden aiheuttamia  spekiripiirteitd.
Tyydyttymattomat ovat yleensd 3000 cm-! ylGpuolella, alifaattiset alapuolella. Jos
alifaattisia ominaisuuksia on nakyvilld, ne voivat olla esimerkiksi suurehkoista metyyli-
tai pidemmistd —CHa-ryhmistd perdisin. 2700 cm-1-2000 cm!, eli kumulatiivisten sidosten
(esimerkiksi -N=C=N) alueella voidaan ndhdd Raman-spekirille tyypillisid
spekirialueita. Kaksoissidosten alue on puolestaan tyypillisesti 1800 cm-1-1600 cm-!
(esimerkiksi —C=0, -C=C-). Raman-spekftrile on ominaista, ettd tyydyttymattomat
kaksoissidosten spektrivydt ovat vahvempia ja terGvampid kuin karbonyylivydt. IR-
aktiivisia voitd voi esiintyd myds talld alueella. Edelld esitetyilld arvioilla voidaan
pddatelld, onko spekirissd alifaattisten, tyydyttymdattémien tai aromaattisten ryhmien
piirteitd. Useiden sidosten vyt (esimerkiksi kaksoissidokset) tai karbonyylivydt tulisi
myds olla ndilld tarkasteluila hahmotettuina. Lisdksi spektrid voidaan tarkastella

muiden vahvojen spekirivdiden osalta ja tehdd vertailuja taulukoituihin arvoihin.

Alue 1600 cm-! alaspdin sisaltdd usein molekyylille ominaisen sormenjdlkialueen.
Alueelta on [dydettaviss@ rakenteellista informaatiota, mutta useimmat spektrivydt ja
—piikit  ovat molekyylin  perusrungon aiheuttamia. Joitakin  fenyylirenkaan
vardhtelytiloja ja esimerkiksi atso-ryhmdan vardhtelyjd voidaan havaita alle 1600 cm-!
alueelta. Hapettuneilla orgaanisilla molekyyleilld on tavallisesti spekiripiirteitd kyseisella
alueella (esimerkiksi nitro-, sulfa- tai erittdin vahvasti halogenoituneet hiilihydraatit).

Niin ik&an epdorgaanisilla aineilla on terdvid Raman-véitd alle 1600 cm-! alueella.

Spektrin piikkien ja véiden tunnistamisen ohella huomiota tulee kiinnittdd& siihen,
puuttuuko joltakin alueelta piirteitd, joita tutkittavan molekyylin tulisi tuottaa. Jos
esimerkiksi alueella 3200 cm-1-2700 cm-! on ainoastaan hyvin heikkoja spektrivoitd, se
voi johtua epdtavallisista lajikkeista, kuten mainituista vahvasti halogenoiduista
rakenteista, alueella olevat molekyylin ryhmat tuottavat vain heikkoa Raman-sirontaa
tai ndyte on epdorgaaninen. Ndiden tarkastelujen lisdksi saatua spektrid kannattaa
aina verrata johonkin vastaavaan aiempaan mdadritettyyn ndytteeseen, tai ainakin

vastaavia rakenteita sis@ltadvadn ndytteeseen. Tastd kdy hyvdand esimerkkind hieman



tuonnempana esitetty kofeiinin ja teofyllinin Raman-spektri (kuvat 8 ja 14). Yhdisteet
ovat hyvin pitkdlti samankaltaisia molekyylirakenteeltaan ja ndin ollen osin myds
vaikutuksiltaan elimistossa. Kofeiinin ja teofyllinin Raman-spektreissd on ndhtdvissa

hyvin paljon samoja piirteitd.

Raman-spektrien piikkien analysointia voidaan suorittaa useilla eri
laskentamenetelmilld (Jones ja Gunnarsson 1989; Badawi ja Forner, 2014). Molekyylien
rakenteellista stabilliutta  ja vardhtelyspektrej@ lasketaan yleensd  erilaisilla
teoriatasoilla, esimerkkeind nimityksistd  ja menetelmistd DFT-B3LYP/6-311G  **
(tiheysfunktiolaskentaa), MP2/6-311G ** (Moller-Plesset-taso). Ne voivat perustua
esimerkiksi tiheysfunktioteorioinin (engl. DFT calculations = Density Function Theory
calculations), molekyylien rakenteellisesti suosituimpien konfirmaatioiden
ennustamiseen tai molekyylien energeettisesti stabiileimpien konformaatioiden
ennustamiseen. Laskennallisesti voidaan ennustaa tutkittavan molekyylin vardhtelyjen
taagjuuksia (= energioita tai aaltolukuja) tai kokonaisia spektrejd (Strachan ym. 2007).
Useimmiten laskelmien tukena tehdddn kokeellisia havaintoja esimerkiksi 1ahi-
infrapuna-alueen vardhtelyspektroskopian menetelmilld, jotta ndhdadn, kuinka hyvin

laskettu/ennustettu ja kokeellinen tulos ovat linjassa kesken&adn.

Padkomponenttianalyysi (engl. PCA = Principal Component Analysis) kuuluu moniin
Raman-tutkimusten perusmenetelmiin (Pratiwia ym. 2002). Padkomponenttianalyysi&
kaytetddn etenkin silloin, kun tutkittavissa ndytteisséd on useita eri komponentteja,
jotka kaikki osallistuvat havaittavan spekirin muodostumiseen. Tallaisissa tilanteissa on
usein vaikeaa erotella pelkastddn spekirin simémadrdisen tarkastelun avulla, mitk&
spektrin piirteet kuuluvat millekin yhdisteelle. Toisinaan tehd&dn maadrityksid esimerkiksi
ajan funktiona muuttuvista komponenttien konsentraatioista livoksissa. Spektridatasta
ei tyypillisesti voida ndhdd hyvin pienié& muutoksia tai yhdist&dd muutoksen suuruutta
tietyn komponentin muutoksiin iiman laskentamenetelmid. Tadmda koskee varsinkin
kvantitatiivisia madrityksid. Padkomponenttianalyysin  perusajatuksena on saada

vahennettyd monimuuttujasysteemin  useiden muuttujien madrdd  alkuperdistd



(raakadataa) selvasti pienemmaksi. Esimerkiksi useita komponentteja sisdltGvan
liuvoksen/seoksen Raman-spekirit muunnetaan uuteen koordinaatistoon. Jokainen
alkuperdinen mitattu spekiri  muunnetaan pddkomponenttianalyysin  spekirien
perussetiksi. TGman perussetin ensimmainen spekiri on niin kutsuttu pddkomponentti
(engl. PC = Principal Component), joka edustaa suurinta vaihtelua kaikkien alun perin
mitattujen spekirien vdalilla. Talldin  tutkittavaan  iImiddn  kokonaisuudessaan
vaikuttavien 'vihemman tdrkeiden’ muuttujien vaihtelut keskiarvon ympdrilld eivat
vaikuta liiaksi lopulliseen analyysiin.  Analyysin  tulokseen vaikuttaa ndin  ollen
kokonaisilmiddn suurinta vaihtelua aiheuttavat tekijat. Lisdksi paddkomponenttien tulee
olla ei-korreloiva muuttujia (komponentteja). Osuus, joka pddkomponenttispekirid on
jokaisessa mitatussa spekirissd, voidaan madrittdd uvuden koordinaatiston kuvaajan
yhdelle akselille. Valitaan toinen pddkomponentti, joka edustaa toiseksi suurinta
vaihtelua mitattujen spektrien valilléd ja toimitaan samoin  kuin  ensimmadisen
pddkomponentin kohdalla (mdadritetddn uuden koordinaatiston toiselle akselille).
Tarvittaessa voidaan valita myds kolmas pddkomponentti. N&in toimimalla saadaan
eroteltua esimerkiksi eri kohdista solua (sytoplasma, solukalvo, tuma) otetut spektrit
toisistaan (eli padateltyd, mitkd spektrit ovat solukalvolta otettujen mittausten spekirejd

ja mitk& puolestaan tumasta otettuja spektrejd) (De Luca ym. 2010).

2. Tutkimuksen tavoitteet

Ladkeaineiden  kehityksessd, in  vifro  solukokeissa, |&dketeollisuudessa ja
tulevaisuudessa in vivo tutkimuksissa voidaan hyddyntdd Raman-spektroskopiaa.
Raman yhdistettyn& esimerkiksi SPR:n antaa paljon erityyppisi@ mahdollisuuksia.
Kaytdnndssd SERS (engl. Surface Enhanced Raman Spectroscopy) on Raman-
spektroskopian ja SPR:n (engl. Surface Plasmon Resonance) 'perillinen’ (Zhong-Qun
Tian: The Past, Present and Future of Surface-Enhanced Raman spectroscopy.
ICORS2014-konferenssin aloitusluento maanantaina 11.8.2014, Jena, Saksa). Ramanin

ongelmana tadhdn asti on pidetty Iddkeaineiden, biomolekyylien ja solumittausten
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yhteydessa esiintyvad fluoresenssia. Uudella pulssilaseriin ja CMOS-SPAD-detektoriin
perustuvalla laitteistolla pyritaan tehokkaaseen fluoresenssisuppressioon
(Kostamovaara ym. 2013). Fluoresenssitaustan vahentdminen mittauksissa perustuu
ennen kaikkea adiempaa korkeampaan aikaresoluutioon ja mahdollisuuteen erotella
talld tavoin varsinainen Raman-signaali fluoresenssitaustasta. Tassd futkimuksessa on
tavoitteena todistaa uuden aika-erotteisen tekniikan soveltuvuus aluksi kiinteille
|Gakeaineille ja sen jalkeen mittausten perusteella valittujen |ddkeaineiden livoksille.
Ndiden tfulosten pohjalta on mahdollista siirtyd vahitellen esimerkiksi eldvilld soluilla
tapahtuviin  permeaatio- ja kinetikkamdadrityksiin, |&dkeaineiden kvantitatiiviseen

dissoluutiotestaukseen sekd biomimeettisilld kalvorakenteilla suoritettaviin mittauksiin.

ElGvid soluja mitattaessa soluja yleensd kasvatetaan lasi- tai muovialustoilla (Downes
ja Elfick 2010). Ramanissa tastd aiheutuu usein ongelmia, koska tavallisesti
laboratoriomdadrityksissd kaytettavasta Pyrex-lasista aiheutuu voimakasta fluoresenssia
ja toisaalta muoveissa olevat C-C, C-H - sidokset aiheuttavat sirontaa alueilla, jotka
ovat oleellisia myds erilaisten biologisten molekyylien tunnistusalueilla. N&in ollen
astioiden tuottama oma fluoresenssi/sironta saattaa hairitd likaa mittauksia. Kyseinen
asia saattaa olla ongelmana myds ndissd mittauksissa havaittuihin sirontaprofiileihin
livosten tapauksessa kdytettdessd konventionaalista Raman-tekniikkaa ja niin
kutsuttua PhAT-Probe - mittapddatd (lasipullojen fluoresenssi). In vitro on erittdin
oleellista kayttdd kiderakenteisia astioita, kuten kvartsilasia, MgF tai CaF,. Toinen

vaihtoehto on esimerkiksi aika-erotteisen tekniikkan hyddyntdminen.

Tutkimuksissa oli tavoitteena @ saada sekd kiinteistd aineista ettd livoksista alustavaa
tietoa laitteiston fluoresenssisuppression toimivuudesta. Tallé tavoin  luodaan
pohjatutkimusta  aika-erotteiselle  Raman-laitteistolle  |Gdkeaineanalytikassa  ja
biologisissa kayttdtarkoituksissa. Koska kyseessé on uudenlainen tekniikka, oikeiden ja
alkuun parhaiden sovelluskohteiden [6ytGminen on keskeisessd asemassa. TGman
vuoksi kokeellisen osion loppupuolella on esitelty joitakin potentiaalisia sovellusalueita.

Kun tekniikka saadaan vdahitellen luotettavaksi, toistettavaksi ja vakaaksi johonkin
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kayttokohteeseen, se voidaan optimoida ja validoida sekd jatkaa samalla uusien
alueiden etsintdd. Laitteiston etuna on korkea muokattavuus muun muassa
mittapddn asennon, optisten komponenttien ja esimerkiksi (konfokaali)mikroskoopin

yhdist@misen suhteen.

Lisdksi tavoitteena oli P selvittdd kdytettyjen laitteistojen yhtenevyyksid ja eroja
livostutkimuksissa sekd <) optimoida Raman-mittauksia [Gdkeainelivoksille. Edelleen, )
haluttiin saada ndytto siitd, ettd aika-erotteinen laitteisto soveltuisi myos fluoresoivien
|IGdkeainelivosten mifttauksiin. Lisdksi € pyrittiin selvittdmadn tarkeitd huomioitavia
tekijoitd Raman-mittauksissa ja —kokoonpanoissa esimerkiksi liuosten kvantitatiivista

analyysid ja biologisia mittauksia ajatellen.

3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1. Laitteet ja ohjelmat

Konventionaaliset Raman-mittaukset suoritettin kayttden jatkuvan aallon Raman
RXN1-PhAT-785-D- laseria (Invictus 785 nm)(Kaiser Aerospace & Electronics Company,
MI, USA). Kayttdlampdtila oli madritetty 15-30 °C ja suhteellinen kosteus 0-95% (ei-
kondensoitumista). Mittapad laitteistossa oli PhAT System Probehead (Kaiser Optical
Systems, Inc., MI, USA). Nimellinen polttovdli oli 250 mm, her&tesdteen halkaisija 6 mm
polttopisteessd ja fokustoleranssi £ 12 mm (etdisyys, jonka p&dssé polttopisteestd
molempiin suuntiin  saadaan vield hyvaksyttava signaalinkeruu). Laserin teho
naytteessd oli > 20 mW. Detektori oli CCD-detektori (1024 x 256 EEC MPP Type).
Detektorin - minimildmpdtila -50 °C (Kaiser Optical Systems, Inc., MI, USA).
Hallintaohjelmina olivat HoloGRAMS (Kaiser Optical Systems, Inc., MI, USA), GRAMS/AI
(Kaiser Optical Systems, Inc., MI, USA) ja Matlab (MathWorks, Massachusetts, USA).
Konventionaalisissa Raman-mdadrityksissd  kdytettin  nestemdisen  sykloheksaanin

tunnettuja Raman-spekirin piikkejd referenssistandardina kertomaan aaltolukualueen
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tarkkuudesta. Kaytetyt sykloheksaanin Raman-piikit olivat: 801.3 cm-, 1028.3 cm-!,
1157.6 cm-!, 1266.4 cm-1, 1444.4 cm-'. Konventionaaliset Roman-mittaukset suoritettiin
~ vakioldmpdisessad (20 = 3 °C) laboratoriohuoneessa, jossa iimankosteus oli niin ikadn
~ vakio. Tutkituille |&dkeaineille kaytettin 1-20 perdkkdisen mittauksen keskiarvona
saatua kerdysdataa ja signaalille suoritettin automaattinen pimedkorjaus jokaisen
mittauksen jalkeen. Detektorin integrointiaika pyrittiin sGatGmaadn siten, ettd detektori
ei saturoitunut, mutta saavutettin mahdollisimman  korkea keruuintensiteetti.
Integrointiajat vaihtelivat ndytteestd rippuen valilld 0.1s-5. Kokonaismittausajat olivat

valillg 20s-15min.

Aika-erotteiset Raman-mittaukset suoritettiin kdyttden herdtteend 532 nm pulssi-laseria
Jonka keskiteho oli ~ 4 mW, toistotaajuus ~ 40 kHz, pulssin pituus ~ 150 ps,
polttopisteen koko polttopisteessd ~ 50 um, pulssienergia ~ 0.1 pJ, huipputeho ~630 W
ja huippuirradianssi ~ 8 mW/cm?2. Spekirografin tulorako oli 50 um, suurennos 1.7,
dispersio ~ 4 nm/mm ja resoluutio ~ 0.1 mm eli ~ 0.4 nm eli ~ 13 cm-1 550 nm alueella.
Detektori oli 128x8 CMOS-SPAD-matriisi ja spekirisuunnan pistejako 32.2 um. Aika-
erotteisen Raman-kokoonpanon spektrografin ja detektorin  (eli spekirometrin)
yhdess@ tuottama spektraalinen resoluutio oli ~ 13 cm-1, joissakin osin spektrid
mahdollisesti  hieman huonompi, koska fokusointi saattoi olla epdtdydellista.
Aikaresoluutiona systeemissd (toisin sanoen aika-ikkunan leveys, gate width) oli eniten
kaytetyn aika-ikkunan (eli Binin) kohdalla > 400 ps. Tdmd& oli Bin3:n aikaresoluutio.
Mittausdatan keruu ja laitteiden ohjaus tapahtui sulautetuissa jarjestelmissd kdytetyn
digitaalisen mikropiirin, FPFGA:n (engl. Field-programmable gate array) avulla. Aika-
erotteisen systeemin mittausdatan keruu ja laitteiston ohjaus tapahtui ndin ollen
LabVIEW-ohjelmointikielelld (National Instruments Corporation, TX, USA) toteutetuilla
ohjelmilla. Lisdksi mittausdatan kd&sittelyssd ja muun muassa  3-ulotteisten  Bin-
vastefunktioiden kuvaamisessa kdytettin  Matlab-ohjelmaa. Samoin  mitattujen
summaspektrien fluoresenssitaustan ja halogeenireferenssin (joka suoritettin amorfisen
indometasiinin  pitk&n spektrin - mittauksen yhteydessd) vahent@misessd kdytettiin

Matlab-ohjelmaa. Aika-erotfteiset Raman-mittaukset suoritettin hieman vaihtelevan
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lGmpdtilan  laboratoriotiloissa.  P&dsddntdisesti  [dmpdtila oli ~ 20 = 5 °C.
lImankosteudessa oli myds hieman vaihtelua, mutta pddsadntdisesti se pysyi ~
vakiona. Tutkituille |Gdkeaineille kaytettin 1.2*108-1.7*10° perdkkdisen mittauksen

keskiarvona saatua kerdysdataa. Kokonaismittausajat olivat valilld 0.9h-11.9h.

Mitatut  spektrit  siirrettin - ASCIl-tiedostoina  Origin - Pro-ohjelmaan  (OriginLab
Corporation, USA), jolla piirrettiin spektrit. Kaikissa tdman tutkimuksen normalisoiduissa
spektreisséd (kuvaaqgjien y-asteikolla merkintd 'Normalisoitu intensiteetti (a.u.)) on

kaytetty normalisointikriteerind spektrien jakamista maksimi-intensiteetilldan.

3.2. Tutkitut laakeaineet

Tutkitut |GGkeaineet olivat ranitidiininydrokloridi, kofeiini (anhydraatti),
propranololinydrokloridi, teofyllini  (anhydraatti) ja indometasiini  (kiteinen ja
amorfinen). Amorfinen indometasiini valmistettin [Gmmittdmalléd jouheena ollutta
(kiteistd) indometasiinia alumiiniastiassa. Kofeiini, teofylliini ja propranololi ostettiin
Orion Pharmasta (Helsinki, Suomi), ranifidiini Hawkins Pharmaceutical Groupista
(Minnesota, USA) ja indometasiini Hangzhou dayangchemistd (Kiina). Livosmittaukset
suoritettiin Pyrex-lasipulloissa (V ~ 20 ml, pohjan halkaisija ~ 2cm ja korkeus ~ 5 cm).
Konventionaalisissa liuosmittauksissa herate-laseri sdde ohjattin ndytekammiossa
sijainneeseen pulloon yldkautta. Myds kiintedn olomuodon mittaukset tehtiin
konventionaalisella kokoonpanolla samoissa lasipulloissa, pullon pohjalla oli ~ 2 cm
kerros tutkittavaa kiintedd |addkeainetta. Aika-erotteiset mittaukset tehtiin suoraan
pullon sivuseindman |&pi fokusoimalla polttopiste siten, eftd se oli pullossa olevan
nesteen keskelld. Kintedn olomuodon mittaukset tehtiin  aika-erotteisella
kokoonpanolla asettamalla kiintedd |Gdkeainetta alumiini- tai muoviastian pohjalle
pieni kerros ja etsimdlld fokuspiste laitteiston ohjausohjelmalla. Kaytdnndssd tédma
tehtiin etsimdalld suurin sirontaintensiteetti sadatédmalld optiselle pdydalle kiinnitettyd
ndytepdyddn etdisyyttd mittapddstd. Suodatettujen livosndytteiden suodatuksessa

kaytettiin 0.45 um steriilisuodattimia (Corning Incorporated, USA). Liuokset valmistettiin
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50 mM PBS-puskurilivokseen (engl. PBS = Phosphate Buffered Solution), jonka pH oli

7.05. Laimennoksissa kaytettiin Milli-Q-vetta.

Aluksi |Gdkeaineista tehtiin  alustava preliminddrianalyysi, joka kdsitti  tutkittujen
|G&keaineiden fysikaalis-kemiallisia  ominaisuuksia ja arvion niiden fluoresenssista.
Todmdan jdlkeen mitattin @ konventionaalinen Raman-spektri  kaikista  kiinteistd
|Gdkeaineista (kuvat 4-14) ja valittin samalla 3 piikkid spektreistd. Tarkoituksena ol
valita aineiden rakennetta todenndkdisimmin kuvaavia Raman-spektrin  piikkej&
mydhempddn tarkasteluun (yhteenvetotaulukot 1 liitteessé 4.2.2. Puhtaan kiintedn
|6ddkeaineen konventionaaliset Raman-mittaukset ja alustava  spektrianalyysi).
Konventionaaliset mittaukset suoritettin aaltolukualueella 0 cm-! - 2200 cm-!, koska
kyseiseltd alueelta tfiedettin preliminddrianalyysin ja aineiden molekyylirakenteiden
perusteella 16ytyvan [&dkeaineita hyvin  kuvaavia Raman-spektrin piikkejd.
Seuraavaksi valittin - edellisten mittausten tulosten pohjalta |Gdkeaineet aika-
erotteiseen Raman-analyysiin  (kuvat 15-19). Konventionaalisen ja aika-erotteisen
Raman-analyysin tuloksia on vertailtu litteen 4.3. Aika-erotteinen Raman-mittaus
valituista kiinteistd lddkeaineista yhteenvetotaulukoissa 2). Aika-erotteiset Raman-
mittaukset tehtiin seuraavassa kuvatuilla aaltolukualueilla. Kofeiini: 400 - 1000 cm-T,
ranitidiininydrokloridi: 800 - 1300 cm-!, propranololinydrokloridi: 500 - 1100 cm-1, kiteinen
indometasiini: 600 - 1200 cm-!, amorfinen indometasiini: 150 - 3000 cm-!. Viimeisessd
vaiheessa tehtiin |Gdkeainelivokset 2 edelld mitatusta |Gdkeaineesta, kofeiinista ja
ranifidiinista. L&ddkeaineista tehtiin ei-suodatetut ja suodatetut 3 konsentraation sarjat
ja mitattiin niistd  konventionaalinen Raman-spektri  (kuvat 20-27). Vahvimmista
tehdyistd, suodatetuista kofeiinin ja ranitidiinin |Gdkeainelivoksista mitattiin vield
tdman jalkeen aika-erotteinen Raman-spektri.  Mitatuille  livoksille  kdytettiin
seuraavassa kuvattuja spektrialueita. Konventionaalinen kofeiini: 0 - 2000 cm-!,
konventionaalinen ranitidiininydrokloridi: 0 - 2000 cm-!, aika-erotteinen kofeiini: 400 -
1000 cm-!, aika-erotteinen ranitidiininydrokloridi: 900 - 1500 cm-!. Taulukossa 1 on
yhteenvetona mitatut spektrialueet. Spekirien ja tulosten tarkempi analyysi on kuvattu

luvussa 5. Tulosten pohdinta.
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TAULUKKO 1: Tutkitut spektrialueet ei-aika-erotteisile ja aika-erotteisile Raman-

mittauksille

Laake Kofeiini | Ranitidiinihydro- | Propranololihydro- | Indometa- | Indometa-
kloridi kloridi siini siini

(kiteinen) (amorfinen)

Ei-aika- 200- 200-2000 cm-! 200-2000 cm-! 200-2000 200-2000

erotteinen | 2000 cm-! cm-!

Raman cm-!

Aika- 400- 800-1300 cm-! 500-1100 cm-! 600-1200 150-3000

erotteinen | 1000 cm-! cm-!

Raman cm-!

3.3. Aika-erottelun toteutus

Aika-erotteisella systeemilld tehdyissd mdadrityksissd fotonien keruu suoritettiin ~ 1 mm?2
suurviselta alueelta. Polttopisteen koko oli siis hieman pienempi, mutta ndytteiden
vaalentamista (polttamista laserilla) (engl. bleaching) yritettin valttdd galvo-peilien

avulla  toteutetulla  polttopisteen  jaksottaisella  liikuttelulla.  N&in  pyrittiin

mahdollisimman totuudenmukaiseen fluoresenssisuppressioon nojautuen laitteiston

ominaisuuksiin, el vaalentamiseen. Joissakin  tapauksissa laserilla  tfapahtuva

naytteiden vaalentaminen ja tallé tavoin aikaansaatu fluoresenssin véhentGminen on
kannattavaa, mutta se saattaa muuttaa futkittavien ndytteiden kemiallista
rakennetta (Taylor ja Langkilde 2000). Toisinaan samankaltainen fokuksen liikuttelu
toteutetaan naytettd liikuttelemalla varsinaisen herdtesateilyn pysyessd paikoillaan.
jota  téssa

Kuvassa 1 on kaaviokuva aika-erotteisesta  Raman-laitteistosta,

tutkimuksessa kaytettiin.
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KUVA 1: Aika-erotteinen Raman-laitteisto (Kurki L ym. 2014: Fluorescence rejection in
Raman detection using novel time-gated approach. Mukailtuna ICORS2014-

konferenssin posterista).

Aika-erotteisissa mittauksissa kerdttiin mittausdataa kaikista neljastd aika-ikkunasta, eli
Bin1, Bin2, Bin3 ja Bin4. Fyysisesti 'Binit’ vastaavat detektorin rivejd spatiaalisuunnassa.
Alla kuva 2 havainnollistaa detektorin rakennetta. Binien ei tarvitse valttamattd olla
kuvassa ndkyvassa jarjestyksessd ylhadaltd alas. Aikaportitus on tassd detektorissa
toteutettu elektronisesti piirilevylle tehdylld ratkaisulla, eli ohjelmoitavilla aika-ikkunoilla.
Toisin sanoen spektrometriin litetyn vivegeneraattorin viiveaikaa (engl. delay time)
voidaan saatdd ohjelmallisesti. Detektion aikana portteja Bin1-Bind ei likutella
fyysisesti, vaan aika-portitus (engl. time gating) on toteutettu mikropiirille elektronisesti.
Toinen vaihtoehto porttien toteutukseen olisi optisen viiveen tekeminen ns. Kerr-
geittauksella (engl. Kerr-gating). Siin& tapauksessa siirrellddn fyysisesti optiikkaa, mutta
systeemi vaatii muun muassa mikrometrien tarkkuuteen pystyvid peilien likuttelijoita ja
optisten etdisyyksien pident@mistd (= suurikokoiset ja kallit laitteet). Ndaiden
tutkimuksissa kdytetyn prototyyppilaitteiston kehitystydn tavoitteena on mahduttaa

kaikki tdma mikropiirille ja mahdollistaa esimerkiksi likuteltavuus ja edulliset ratkaisut.
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4 mm levead CMOS-5PAD-detektori

KUVA 2: CMOS-SPAD-detektorin toimintaperiaate. Detektorissa on 128 spektrisuunnan
pikselid (tadhdan piirretty vain 10) ja 8 spatiaalisuunnan pikselid. Keruukuidusta tuleva
sirontasignaali ohjataan tdlle matriisile dispergoivan hilan kautta. Hila puolestaan
erottelee keruufotonit niiden energioiden mukaan detektorille. Tassd tapauksessa
korkeamman energian (tagjuuden) emissionfotonit tulivat detektorin oikeaan laitaan
(spekirin sininen pd&dty) ja matalamman energian (taajuuden) fotonit vasempaan
laitaan (spektrin punainen pdadty). Aikaikkunat eli 'Binit’ muodostuvat detektorin

spatiaalisuunnan riveistd (Bin1-Bin4).

Nd&istd tutkittin - Matlab-ohjelmalla  ohjelmoidun aliohjelman avulla eri binien
vastefunktioita. Naytteestd tulevan Raman-sironnan mukana tulee aina myods
fluoresenssifotoneja, vaikka varsinainen fluoresenssi alkaakin  tfapahtua hieman
mydhemmin. Tatd kutsutaan jadnndsfluoresenssiksi. Aika-porteilla haluttiin kuitenkin
mitata mainittua 'varsinaista’ fluoresenssia, jotta sen vaikutus voitin vahentdd
kokonaisuudessaan  kerdtyistd  sirontafotoneista.  Aluksi  binien  vastefunkioista
pdadteltiin, mik&d / mitkd binit kerdsivat eniten todenndkadisia fluoresenssifotoneja. Tdma
oli ndhtavissd hyvin eri aika-ikkunoiden vastefunktioiden nousukdyristd; Raman-
sirontaa eniten kerdnneen / ker@nneiden binien vasteessa ndkyi selvd nousu ldhes
valittdmasti laser-pulssin jalkeen. Suurimmasta fluoresenssifotonien keruusta vastannut
/ vastanneet aika-ikkunat nayttivat puolestaan intensiteetin - nousun  hieman
myd&hemmin. Aika-ikkunat oli sdddetty toimimaan pulssi-laserin kanssa siten, ettd osa

bineistd havaitsi sirontafotoneja Idhes valittomdasti herdtteen jalkeen. Nama olivat
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todenndkdisimpid Raman-fotoneja. Osa aika-ikkunoista puolestaan detektoi
mydhempid aqjanjaksoja herdftteen jalkeen. NGmda olivat todenndkdisimpid
fluoresenssi-fotoneja, etenkin pitk@n fluoresenssin  elinajan aineilla. LisGksi aika-
ikkunoiden keskindinen jaksotus oli sdddetty siten, ettd ne eivdt menneet liiaksi
pddllekkdin, eivatkd toisaalta olleet lian kaukana toisistaan  aika-akselilla
tarkasteltuna. Kuvassa 3 on esimerkkind kahden eri aikaikkunan, Bin2 ja Bing,
vastefunktiot  3-ulofteisessa  koordinaatistossa.  Mittaus  tehtin - amorfiselle
indometasiinille. Kuvasta ndhdadn, ettd aika-ikkuna Bin2:n viive on gjoitettu siten, ettd
sen detektointi alkaa ~ 2.3 ns kohdalta. Aika-ikkuna Bin3 viive on gjoitettu siten, ettd
sen detektointi alkaa huomattavasti aiemmin, ~ 1.7 ns kohdalla. N&in ollen Bin3
aikajaksotus oli sellainen, ettd se kerdsi suurimman osan todenndkdisistd Raman-
sironnan aiheuttamista foftoneista. x-akselila n&hdddn detektoitujen fotonien
energiat, eli normaalin Raman-spekirin Raman-sirtymdat. Ne vastaavat 2-ulotteisessa
Raman-spekirissd ndkyvid piikkej& x-akselin eri kohdilla. y-akselilla sijaitsee puolestaan
detektoitujen fotonien madrat, eli sironnan intensiteetit. Esimerkin tapauksessa
kinnostava osuus olisi tutkia aikahetkid ~ 1.5 ns — 1.7 ns Bin3:n osalta, koska tall&
aikavdlillé (nousevalla reunalla) tapahtuu todenndkdisimmin eniten Raman-sironnan
fotonidetektiota. Bin3:lle suoritettin  aluksi pimedmittauksen vdhennys Matlab-
aliohjelmalla ja sen jdlkeen vdhennettin saadusta erotussignaalista vield sopivalla
painofuksella Bin2:n vaste. Talld tavoin saatin  aika-eroteltua Raman-signaali

analysoitavaksi.
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Amorfisen indometasiinin lyhyt spektri: Bin2-data (eniten fluoresenssia) Amorfisen indometasiinin lyhyt spektri: Bin3-data (eniten Raman-sirontaa)
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KUVA 3: Bin2 ja Bin3 vastefunktiot piirrettyn& 3-ulotteiseen koordinaatistoon.

3.4. Preliminaarianalyysi laakeaineille

Kun ryhdytddén tutkimaan tavalla tai toisella kiinnostavia lddkeaineita, on tarpeen
kartoittaa etukdteen mahdollisimman paljon tutkittavien aineiden fysikaalis-kemiallisia
ominaisuuksia. Preliminddrianalyysin  tarkoitus 1tdssd yhteydessd on siis valittujen
|Gdkeaineiden relevanttien  fysiaalis-kemiallisten  ominaisuuksien  kuvaus  sing
lagjuudessa, joka kuvaa niitd riittavan perusteellisesti [Gdkeaineina annostelun,
kinetfikan ja happo-emds-ominaisuuksien osalta. Myds muun muassa aineen
molekyylirakenne ja mahdolliset vetysidosten muodostumiskohdat on tarpeen
selvittdd, mikdli mahdollista. Aina ei varsinkaan uusista molekyyleisté ole juurikaan
tietoa saatavilla, mutta tadhdn yhteyteen valitut parametrit ovat yleisimpid ja
ensimmadisten joukossa selvitettavid, kun uvutta lddkeainemolekyylid valmistetaan ja

esimerkiksi in vitro kokeita aloitetaan.
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3.4.1. Preliminadrianalyysi I: Ladkeaineiden fysikaalis-kemialliset ominaisuudet ja

BCS-luokitus

Taulukossa 2 esitetddn tutkimukseen valittujen viiden eri 1Gdkeaineen fysikaalis-
kemiallisia  ominaisuuksia, erilaiset  liukoisuudet sek& niiden  ferapeuttinen

kayttotarkoitus.

TAULUKKO 2: Tutkitut ladkeaineet ja fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia (Hancock ja
Parks 2000; Tubic-Grozdanis ym. 2008; NCBI 2014; Sigma-Aldrich 2014).

Laake ja | Molekyyli- | Vari ja | Fluoresenssi pKa | logD BCS
molekyylipaino | kaava muoto (Kylla/Hieman (pH 7) | Luokitus
' (g/mol) /Ei) (1-1V)

Kofeiini (194.2) CgHioN4O2 | Valkoinen | Ei 10.4 | -0.57 I
jauhe

Ranitidiini Ci3H23CINg | Kellertava | Kylla 8.2; |-0.03 1]

hydrokloridi O3S jauhe 2.7

(350.8)

Propranololi Ci¢H22CIN | Valkoinen | Hieman 9.45 | 1.54 I

(295.8) O2 jauhe

Teofyllini (180.2) | C7HsN4O2 | Valkoinen | Ei 8.81 | -0.85 I
jauhe

Indometasiini CisH1sCIN | Vaalean Kyll& *) 4.50 | 0.91 Il

(kiteinen) Oy keltainen

(357.8) jauhe

Indometasiini Ci9H16CIN Keltainen Kyll& 4.50 | 0.91 Il

(amorfinen) Oy lasi

(357.8)

Ladkeaine Vesiliukoisuus Muu liukoisuus

Kofeiini 21.6 g/ 25 °C:ssa Pyridiini, pyrroli, bensiini,

tetrahydrofuraani, asetoni, eetteri,
bentseeni

Ranitidine 1800 mg/I 25 °C:ssa Metanoli, etanoli

hydrochloride

Propranolol 50 mg/l 25 °C:ssa Etanoli, DMSO

Teofyllini 7.36 mg/l 25 °C:ssa Alkoholi, emdksiset livottimet

Indomethacin
(crystalline)

0.937 mg/l 25 °C:ssa

Etanoli, eetteri, asetoni, risiinidljy

Indomethacin
(amorphous)

4.5-kertainenverrattuna
kiteiseen muotoon [2]

Etanoli, eetteri, asetoni, risiinidljy

Laakeaine

Terapeuttinen kayttotarkoitus
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Kofeiini

Keskushermostostimulantti

Ranitidiini hydrokloridi

Ho-reseptoriantagonisti; estéd
mahahapon muodostumista

Propranololi Verenpaine, angina pectoris, jannitystilat
(neuraaliset)
Teofyllini Astmalddke, COPD-IGake, keuhkoputkien

siledn lihaskudoksen rentouttaja

Indometasiini (kiteinen)

Tulehduskipulddke

Indometasiini (amorfinen)

Tulehduskipulddke

TAULUKKO 3: BCS-luokitus (FDA 2014).

LUOKKA |

Hyva liukoisuus

Hyva kulkeutuminen solukalvon
IGpi

LUOKKA I

Huono liukoisuus

Hyva kulkeutuminen solukalvon
|Gpi

LUOKKA I

Hyva liukoisuus

Huono kulkeutuminen solukalvon
IGpi

LUOKKA IV

Huono liukoisuus

Huono kulkeutuminen solukalvon
IGpi

TAULUKKO 4: BCS-luokituksen kriteerit eri viranomaisten mukaisesti (EMEA 2014; FDA

2014; WHO 2014).

FDA (2000) WHO (2006) EMEA (2010)
Hyva livkoisuus, | <250 ml <250 ml <250 ml
kun suurin | pH=1-7.5 pH=1.2-6.8 pH=1.2-6.8
annos liukenee
Hyva > 90 % | 2 85 % | = 85 %
kulkeutuminen | annoksesta annoksesta annoksesta
solukalvon [&pi | imeytyy imeytyy imeytyy

> 85 % liukenee
30 minuutissa

Nopea
vapautuminen
valmisteesta

> 85 % liukenee | -
30 minuutissa

ErittGin - nopea | -
vapautuminen
valmisteesta

> 85 % liukenee
15 minuutissa

> 85 % liukenee
15 minuutissa
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Esitetyistd taulukoista 2-4 on tarpeen huomioida muutamia seikkoja. Ensinnd,
|Gdkeaineiden vesiliukoisuudesta voidaan pddtelld etenkin neutraaleille 1ddkeaineille
(ei pH-riippuvaa livkoisuutta) arvio niiden liukenevuudelle PBS-puskurilivokseen. NdaissG
tutkimuksissa  haluttin - saada  alustavia  tietoja  aika-erotfteisen  laitteiston
soveltuvuudesta mahdollisin eldvilld soluilla tehtdviin mdadrityksiin. Mikdli ei haluta
kaytt@d liukoisuusapuna esimerkiksi dimetyylisulfoksidia (DMSO), vaan tehd&dn
livokset  suoraan  useimpiin  solukokeisin  soveltuvaan  PBS-puskuriliuokseen,
vesiliukoisuusarvosta saadaan tadhdn sopiva arvio. Mikdli DMSO:ta kdaytetddn
solukokeissa, sen mahdollinen toksisuus kdytetyille solutyypeille tulee tarkoin selvittdd.
Lisksi 1ddkeaineiden BCS-luokitus on tarked ominaisuus tutkittaessa niiden liukoisuus-
ja solukalvon lapdisyominaisuuksia. Kyseiset ominaisuudet ovat puolestaan
keskeisess@ asemassa farmaseuttisten (oraalisten) |Gdkevalmisteiden tutkimuksessa ja

kehityksessa (Kortejarvi ym. 2010).

3.4.2 Preliminaarianalyysi Il : Ladkeaineiden fluoresenssi

Fluoresenssi kuuluu luminesenssi-imidihin  (Davidson 2009). Fluoresenssia yleensa
tutkitaan korkea-asteisesti konjugoituneilla polysyklisilld aromaattisila molekyyleilld.
Tallaisilla  molekyyleilld  on rakenteessaan ndin  ollen tfoistuvia perdkkdisia
kaksoissidoksia (kuva 4), joiden vdlilld on joka toisena atomien vdlisend sidoksena
yksdisidos. Fluoresoivilla molekyyleilld on yleens& myds useita rengasrakenteita, mihin
termi  'polysyklinen’ viittaa. Molekyylin  elekironinen fila madrdd molekyylin
negatiivisen (elekironine muodostaman) varausjagkauman muodon ja molekyylin
geometrian. Jokaisella molekyylilld on useita sille ominaisia elektronisia tiloja riippuen
elektronien kokonaisenergiasta ja niiden spin-tilojen symmetriasta. Edelleen, jokainen
elekfroninen tila jaetaan vibraatio- ja rotaatioenergiatiloinin. Ne littyvat puolestaan
atomiydinten ja molekyyliss& niitd yhdistévien sidosorbitaalien energioihin. Useimmille
orgaanisille molekyyleille tavallisin perustila on niin kutsuttu elekironinen singletti, jossa

kaikilla molekyylin elektroneilla on vastakkaiset spin-arvot. Kokonaisuudessaan
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molekyylejd, jotka pystyvat fluoresenssi-lmiddn johtaviin  elektronisin  muutoksiin
viritysenergian seurauksena, kutsutaan fluorokromeiksi. Suurempiin
makromolekyyleihin  (esimerkiksi  lipideihin  tai  proteiineihin)  absorptiolla  tai
kovalenttisesti liittyneitd fluorokromeja kutsutaan puolestaan fluoroforeiksi. Edelleen,
fluoroforit voidaan vield jakaa sisdisiin ja ulkoisiin fluoroforeihin. Sisdiset ovat luonnossa
ja esimerkiksi elimistdssa esiintyvid fluoresoivia rakenteita. Ulkoiset puolestaan ovat
synteettisid varjdysaineita tai muunneltuja biokemiallisia rakenteita, joiden kdytdn
tarkoituksena on saada aikaan fluoresenssia esimerkiksi variddmalld haluttuja

rakenteita fluoresenssikuvausta varten.
L B — SN BE— BT SR S

KUVA 4: Konjugoitunut kaksoissidosrakenne hiiliatomien valilla

Kun fluorokromi absorboi virittdvien fotonien energiaa (esimerkiksi ndkyvan valon
aallonpituudella  tai  UV-alueen aadllonpituudella),  viritysenergian  oskilloiva
sGhkdkenttd(vektori) ja fluorokromin elektronit vuorovaikuttavat keskenddan. IImié on
kaikki-tai-el-mitaddn — tyyppinen ja se tapahtuu ainoastaan kullekin kromoforille ja
molekyylile ominaisella energian absorptioalueella, Fluoresenssi voidaan jakaa
prosessina aikaperusteisesti kolmeen eri vaiheeseen (Davidson 2009). Molekyylin
virittyminen saapuvan fotonin vaikutuksesta on Idhes vdliton, femtosekuntien (1015 s)
aikaskaalan tapahtuma. Tatd jo huomattavasti (~  1000-kertaisesti) hitaampi
tapahtuma on virittyneiden elekironien vibraatiotiloissa tapahtuva relaksaatio
alimmalle vibraatiotilalle, pikosekuntien (10-2 s) aikaskaalalla. Kaikkein pitk&ik&isin osa
tapahtumasta on molekyylin elekironin palaaminen perustilalle ja samalla tapahtuva
alkuperdistd, virittavad fotonia pidemmdan aallonpituuden (pienemmdan energian),
fotonin emissio, nanosekuntien (10 s) aikaskaalalla. Kuvassa 5 on esitettynd
tyypillisimmat  prosessit, joita molekyylin rakenteissa tapahtuu virittdvdn energian
seurauksena. Kyseess@d on Jablonskin diagrammi, jolla  prosesseja  usein

havainnolistetaan.  Kuvassa on  myds muita  ilmiétd, jotka  kuuluvat
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kokonaistapahtumaan, mutta joita ei tassd yhteydessa kdasitelld erikseen. Tyypillisessd
fluoroforissa on useita sallittuja siirtymatiloja, jotka kuuluvat virittyneille vibraatiotasoille.
Toisin sanoen molekyylin elektronien viritykset voivat purkautua useita eri reittejd pitkin
takaisin virittyneiltd vibraatiotasoilta aina perustilalle asti. Na&illgd tapahtumilla on
erilaisia  fodenndkdisyyksid ja myos Raman-mittaukset pohjautuvat tiettyjen
vibraatiotilojen energiamuutosten havainnointiin. Ongelmia muodostuu  ennen
kaikkea siitd, ett@d Raman-ilmididen pohjana olevat sirtymat tapahtuvat usein
samanaikaisesti fluoresenssiin  liittyvien prosessien kanssa. Lisdksi Raman-iimididen
siirtym@t ovat todenndkdisyyksiltéddan hyvin paljon harvinaisempia, kuin fluoresenssin.
N&in ollen esimerkiksi fluoresoivien |ddkeaineiden Raman-mittauksissa fluoresenssi
peittdd alleen kiinnostavan Raman-informaation. Tdma& asettaa haasteita Raman-
laitteiston fotonien keruulle, eli detektion herkkyydelle, keruun tehokkuudelle ja
toisaalta muun muassa laitteistosta tai ympdristdstd saapuvien hdiritsevien fotonien
poissuodatukselle ja ndin ollen keruun optiikalle sekd validoinnille siitd, ettd todella
mitataan  molekyylin  Raman-sironnan fotoneja, eikd niin  kutsuttuja  'vadardn
halytyksen’ aiheuttavia fotoneja. Toisaalta taas fluoresenssi- ja Raman-imididen
eriaikaisuus mahdollistaa aika-erottelun. Aika-erottelulla pyritddn detektoimaan
mahdollisimman tehokkaasti Raman-sironnan  (eli  vibraatiofilojen  muutosten)
agihuttamia fotoneja ja vdhent@mddn saadusta kokonaissignaalista fluoresenssin

aiheuttamia fotoneja.

Edelld esitettyyn pohjautuen voidaan pdadtelld, ettd Raman-tekniikkan molekyyli- ja
rakennespesifisyydestd huolimatta fluoresoivien |Gdkeaineiden mittauksissa on usein
ongelmia, etenkin kaytettdessd korkeiden herdte-energioiden laser-ldhteitd ja
konventionaalista  detektoritekniikkaa. Edelleen, vaikka Raman sopii  hyvin
erityyppisten runsaasti vettd sisaltdvien biologisten ndytteiden tutkimuksiin, esimerkiksi
solututkimuksissa esiintyy runsaasti biomolekyylien ja solujen rakenteiden aiheuttamaa

intrisiittista (sisdistd) fluoresenssia (De Luca ym. 2010).
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Alla esitetyss@ taulukossa 5 on kootusti tGssa tutkimuksessa mitatut |Gdkeaineet, niiden

todenndkdisyys fluoresenssin  ja  arvio

molekyylirakenteessa.

Jablonski Energy Diagram
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KUVA 5: Jablonskin diagrammi (Davidson 2009).

TAULUKKO 5: Fluoresenssi kaikkien tutkittavien aineiden osalta ja fluoresenssin

mahdollinen aiheuttaja

Ladkeaine (vdari ja muoto) | Fluoresenssi (kylla / vahan

/ ei)

Fluoresenssin todennakoinen
aiheuttaja/aiheuttajat

Kofeiini (anhydraatti) | Ei
(valkoinen jauhe)

Ranitidiininydrokloridi Kyll& Konjugoituneet

(kellertava jauhe) kaksoissidokset
rengasrakenteissa

Propranololinydrokloridi Vahan Konjugoituneet

(valkoinen jauhe)

kaksoissidokset

rengasrakenteissa
Teofyllini (anhydraatti) | El -
(valkoinen jauhe)
Indometasiini (kiteinen) | Ei / Kyll&* Ei puhtaassa
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(vaalea jauhe) kidemuodossa/fluoresoivia
epdpuhtauksia

Indometasiini (amorfinen) | Kylla Konjugoituneet

(keltainen massa) kaksoissidokset
rengasrakenteissa

* = Puhtaan kiteisen indometasiinin ei pitdisi fluoresoida. Ndissd mdadrityksissd mitatun
kiteiseksi oletetun indometasiinin spekiristd on selvasti ndhtdvissa fluoresointia. Syynd
talle voi olla esimerkiksi se, ettd mitattu indometasiini ei ole ollut puhtaasti kiteistd tai

joukossa on ollut fluoresoivia epdpuhtauksia.

4. TULOKSET

4.1. Kiinteat laakeaineet

Tassa luvussa esitetddn sekd konventionaalisella Raman-laitteistolla  ettd  aika-
erotteisella laitteistolla  mitatut  1Gdkeaineiden  spekirit  ja muu  oleellinen
mittausinformaatio. Mittaukset ja ndin ollen t&man luvun jarjestys on koottu mittausten
ja koko tutkimuksen kokonaiskuvaa ajatellen. Aloitetaan puhtaiden kiinteiden
|6dkeaineiden tutkimuksesta seulonnalla ja Raman-spesifiselld analyysilld kayttéen
konventionaalista Raman-kokoonpanoa. Ndiden fulosten perusteella suoritetaan
alustava spektrianalyysi. Mikali mahdollista, hyddynnetdd&n ennen téatd tutkimusta
kirjallisuudessa madritettyj@ Raman-spesifisten piikkien siirtymd&arvoja (aaltolukuja)
tutkituille 1aakeaineille. Joillekin havaituille arvoille ei ole 16ydettavissd kirjallisuudesta
vastineita. Tasmadallisin  tapa  tdllaisten piikkien todentamiselle olisivat  esimerkiksi
tiheysfunktioteorioihin (engl. DFT = Density Function Theory) pohjautuvat laskennalliset
madritykset, joissa hyddynnetddn tietoa muun muassa tfutkittavan molekyylin
rakenteesta, atomien sitoutumisesta, keskindisestd orientaatiosta, elektronijokaumasta
sek& molekyylin vibraatioihin ja rotaatioihin liittyvistd energioista (Jones ja Gunnarsson
1989). Tallaiset laskelmat ovat kuitenkin hieman tdmdan tutkimuksen painopisteen

ulkopuolella. N&in ollen sellaisille mitatuille Raman-siirtymille, joille ei ole 16ydettavissa
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selkedd vastinetta kirjallisuudesta, siirtymille on esitetty mahdollinen aiheuttaja tdman
tutkimuksen kappaleessa 1.2. Spektrianalyysi ja sovellukset kuvatulla tavalla.
Tulkinnassa on lisdksi hyddynnetty tGdman tutkimuksen kirjallisen osion liitteen 1.2.

Spekirianalyysi ja sovellukset taulukoita 1-5.

Tulosten tarkastelussa on tarpeen huomioida, ettd kuviin on merkitty Raman-piikkien
sijainnit kahdella merkintdtavalla. Joko suoraan piikin kohdalle pystysuorassa olevalla
aaltoluvun numerolla tai nuolen ja numeron, jotka osoittavat piikin sijainnin ja
aaltoluvun, avulla. Konventionaalisen mittauksen piikin sijainti on osoitettu mustalla ja
aika-erotteisen mittauksen piikin sijainti punaisella. Talld tavoin useita piikkejd ja
aaltolukuja sisltavat  spektrit ovat helpommin luettavissa. Edelleen,
konventionaalisten ja aika-erotteisten mittausten tuloksena saatujen spekirien kuvien
jGlkeen liitteess@ 4.2.2. Puhtaan kiintedn |&dkeaineen konventionaaliset Raman-
mittaukset ja alustava spekirianalyysi sekd litteessd 4.3. Aika-erotteinen Raman-
mittaus valituista kiinteistd [Gdkeaineista on vield esitetty yhteenvetotaulukot 1-2.
Taulukoinin  on  merkitty valitut potentiaalisimmat, jokaisen mitatun aineen
rakenteeseen  viittaavat Raman-piikkien  sijainnit (3 kappaletta  jokaiselle
|Gakeaineelle). Taulukoissa on konventionaalisen mittauksen piikin sijainti mustalla ja
aika-erotteisen mittauksen piikin sijainti punaisella siten, ettd niiden voidaan tulkita
edustavan saman molekyylirakenteen aiheuttaman vardhtelyn spekiripiikkej@ valitun
toleranssin puitteissa. Mahdollisia eroavuuksia piikkien sijaintien (aaltolukujen) valilld

pyritddn analysoimaan luvussa 5. Tulosten pohdinta.

Raman-mittaukset ovat kiinteille aineille yleensd melko suoraviivaisia ja erityistd
naytteiden esikasittelyd ei juurikaan tarvitse suorittaa. Ensimmadisessd vaiheessa tutkitut
|6dkeainejauheet (ja indometasiinin amorfinen muoto) mitattiin  lasipulloissa
kohdistussateen tullessa pullon suuaukon kautta ndytteen pintaan (konventionaaliset
mittaukset). Aika-erotteiset mittaukset toteutettin samalla tavoin, p&dsdadntdisesti
muovi- tai metalliastioiden pohjalla sijainneen ndytteen yldpuolelta. Livokset mitattiin

kiinteiden aineiden tapaan lasipullojen suuaukon kautta (konventionaaliset
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mittaukset) tai suoraan pullon seindman 1dpi (aika-erotteiset mittaukset). Kiinteista
|Gdkeaineista indometasiini  tutkittin  vimeisend, koska se edusti tfietylld tavalla
erikoistapaus kiinteistd aineista. Indometasiinista tutkittavana oli kiteinen muoto ja
amorfinen muoto. Aineilla amorfinen muoto edustaa kiintedn aqineen toista
olomuotoa kiteisen olomuodon lisGksi. Amorfisen aineen rakenneyksikot eivat ole
jarjestyneet sdanndlliseksi kiderakenteeksi. Aineen amorfisella ja kiteiselld muodolla on
usein hyvin erilaiset fysikaaliset ominaisuudet, silld on usein myds merkitysta
|Gakekehityksessa ja [Gdkevalmisteiden formuloinnissa. Raman-tutkimusten kannalta
amorfiset aineet ovat useissa tapauksissa fluoresoivia. lImidn perustana on se, ettd
amorfisen muodon elektronit eivat ole erityisen vahvasti sitoutuneet ja jakautuneet
sddnndllisen kiderakenteen muodostavien atomien kesken. Amorfinen muoto on
korkea-energisempi kuin stabiilimpi kiteinen muoto (Savolainen ym. 2009). Vahdisempi
laserin  herdte-energia saa aikaan suurempien elektronimddrien elekironisten
siirtymien muodostumisen ja ndiden siirtymatilojen purkautuessa tapahtuu voimakasta

fluoresenssia.

4.2. Seulonta ja Raman-spesifinen analyysi

Seulonnan ja Raman-spesifisen analyysin ajatuksena on 16ytad aluksi voimakkaasti
fluoresoivia, ainakin  jossakin - madrin  vesilivkoisia  1&ddkeaineita  mittaamalla
konventionaalisella Raman-laitteistolla erityyppisten |Gdkeaineiden spektrejd. TallG
menettelylld selvitetddn potentiaalisimmat 1Gdkeaineet, joilla fluoresenssi aiheuttaa
ongelmia konventionaalisin Raman-mdadrityksiin. Edelleen, koska ndiden madritysten
pidemman mittakaavan tavoitteena on kulkea kohti biologisesti kiinnostavia Raman-
mittauksia, on tarkedd saada myds informaatiota fluoresenssisuppression
toimivuudesta [ddkeainelivoksille. Valitaan mitatuista 1ddkeaineista kaksi fysikaalis-
kemiallisita  ominaisuuksilfaan  hieman  erilaista  |ddkeainetta,  valmistetaan
molemmista livokset PBS-puskuriin ja mitataan niiden konventionaalinen sek& aika-

erotteinen Raman. Seulonnan tarkoituksena on  kartoittaa nimenomaan
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|Gdkeaineiden Raman-aktiivisia  fekijoitd, koska Raman-spektroskopia antaa
tekniikkana useita mahdollisuuksia molekyylien rakennespesifiseen analyysiin. Tehtyjen
mittausten perusteella tehdddn arvioita aika-erotteisen laitteiston toimivuudesta

fluoresenssin viihentdmiseen.

IR-spektroskopian laitteistojen ja kaytdn yleisyyden vuoksi tdssdkin tutkimuksessa
esitettyjen madritysten tekeminen saafttaisi tuntua helpommalta ja
suoraviivaisemmalta hyddyntdd [IR-teknikkaa Raman-analyysin  sijaan. Raman-
spektroskopialla on kuitenkin  muutamia etuja, joiden vuoksi silléd on enemman
potentiaalia IR-spektroskopiaan verrattuna. Ensinnd, Raman-analyysi ei yleensd vaadi
ndytteen esikasittelyd ja ndytteitd voidaan siis mitata koskemattomina, usein jopa
pakkausmateriaalien |&pi (Taylor ja Langkilde 2000). Toiseksi, littyen ennen kaikkea
kiinteisiin 1ddkevalmisteisiin, ei-aromaattiset, ei-kiteiset, hydrofilliset apuaineet ovat
usein heikkoja Raman-sironnan aiheuttgjia. L&dkeainemolekyylit sen sijjaan ovat
normaalisti pienid, aromaattisia heterosyklisid aineita, mik& puolestaan aiheuttaa
voimakasta Raman-sirontaa. Nd&in ollen pienidkin I1ddkemolekyylipitoisuuksia voidaan
havaita Raman-spektroskopian avulla, vaikka [Gdkevalmisteessa aineiden suhde olisi
jakautunut siten, ettd apuaineita olisi suhteellisesti enemman kuin vaikuttavaa
|Gdkeainemolekyylid. Kolmatena voidaan mainita biologiset ndytteet, joiden suuri
vesipitoisuus  voi  hdairitd IR-mittauksia, mutta vesi heikkona Raman-sironnan
aiheuttajana ei peitd niin helposti mahdollisia livostilassa olevien molekyylien Raman-
vardhtelyjen spekiripiikkejd. Samalla tulee kuitenkin yleissdantond, ettd molekyylin
vardhtelyt, jotka aiheuttavat voimakkaan IR-absorption, eivat yleensé ndy juurikaan

Raman-spekirin vardhtelyiss@, ja pdinvastoin.

4.2.1. Taustasignaalianalyysi

Ennen varsinaisia mittaustuloksia esitettévissd kohdissa 1) Taustasignaalianalyysi: Ei-

aika-erotteinen Raman (kuva 6) ja ll) Taustasignaalianalyysi: Aika-erotteinen Raman
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on koottu analyysi kdytettyjen Raman-kokoonpanojen  taustasignaaleista.
Taustasignaalianalyysi on tarpeen suorittaa aina ennen muita Raman-mittauksia. Nain
ollen saadaan tietoa siitd, millaisia signaaleja esimerkiksi ndytekammiot, tyhjat mitta-
astiat ja kaytetyt livottimet antavat. Tastd on kaksi etua. Ensinnd, mdadritettdessa
mitattavaa molekyylid sisaltdvan ndytteen Raman-spektri, saadaan karkea yleiskuva
siitd, mitkd spekirirakenteet aiheutuvat todenndkdisesti futkittavasta molekyylistd ja
mitkd puolestaan ovat taustan aiheuttamia. Toiseksi, saaduista Raman-spekireista
voidaan erotella pois tilanteeseen parhaiten sopivan normalisoinnin jalkeen taustojen
aiheuttamat signaalit. NGin ollen Raman-spesifiset spekirirakenteet, jotka kuvaavat
tutkittavaa molekyylid, saadaan erottumaan. Edelleen, tdmda toimii pohjana myds
esimerkiksi kvantitatiivisille madarityksille. Ndiden lisaksi saadaan hahmotettua jo ennen
varsinaisia  miftauksia, onko mittausjarjestelyjen optimoinnille tarvetta, mikdali
taustasignaalianalyysissd iimenee vdardhtelyjd, jotka saattavat hdiritd tutkittavasta

yhdisteestd perdisin olevaa, muutenkin helposti peittyvdd Raman-signaalia.

I) Taustasignaalianalyysi: Ei-aika-erotteinen Raman

—— Tyhja mittauskammio
Tyhja lasipullo
—— Suodatettu PBS-puskuriliuos 50mM (15 ml)

1.0 Sykloheksaani lasipullossa (15ml)
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KUVA é: Ei-aika-erotteisen Raman-laitteiston taustasignaalianalyysi
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Il) Taustasignaalianalyysi: Aika-erotteinen Raman

Tehdyissd  aika-erofteisissa  mittauksissa  ndyte el sijainnut  varsinaisessa
ndytekammiossa ja mittausten ajan kaytettin koko ajan suojalaseja. Nain ollen
'ndytekammio’-mittaukselle ei ollut tarvetta. Edelleen, mitattaessa pelkdn tyhjan
lasipullon ja puskurilivosta (50 mM PBS-liuos) sis@ltdneen lasipullon aika-erotteinen
Raman-spekiri, ei havaittu relevanttia signaalia. N&in ollen ei koettu mydsk&an
tarpeelliseksi mitata erikseen pelkdn lasipullossa olevan Milli-Q-veden spekirid, koska
vesi on tunnetusti heikko Raman-sironnan aiheuttaja. Milli-Q-veteen valmistetun PBS-
puskurilivoksen mittausta voidaan pitdd |dhestulkoon samana, kuin pelkédn Milli-Q-
veden mittausta. Koska signaalia ei havaittu puskurilivoksesta, pelkk& vesi heikkona
Raman-sironnan aiheuttajana ei olisi mydsk&an saanut aikaan havaittavaa signaalia.
Aaltolukualueen kalibroinnin tarkistukseen kdaytettin niin  ik&&n aika-erotteisessa
mittauksessa sykloheksaania, jonka spektripiikit olivat jokaisella mittauskerralla oikeilla

paikoillaan.

4.2.2. Puhtaan kiintean laakeaineen konventionaaliset Raman-mittaukset ja alustava

spektrianalyysi

Seuraavassa esitetddn  tutkittavat puhtaat  kiintedt  16dkeaineet sekd niiden
konventionaalisella Raman-laitteistolla  mitatut  spektrit  (kuvat  7-18). Jokaisen
|GGkeaineen yhteyteen on litetty aineen molekyylirakenne ja merkitty kuviin
vetysidosten vastaanottajakohdat molekyyleiss& (A). Ladkeaineiden
molekyylirakenteisiin on merkitty punaisella ympyrdlld alueita. Alueet merkitsevat niitd
rakenteita, joista t&ssa tutkimuksessa valittujen, kullekin aineelle ominaisten Raman-
spekirin piikkien on tulkittu olevan perdisin. Tulkinnassa on kdytetty joko kirjallisuudessa
esitettyjad tietokonelaskelmiin ja kokeellisin menetelmiin perustuneita madrityksid. Kun
madrityksid ei ollut I6ydettdvissd (ranitidiini), piikkien alkuperdn madritys suoritettiin

kappaleessa 4.1. kuvatulla tavalla. Konventionaaliset Raman-mittaukset suoritettiin
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melko vakioldmpdisessd ja kosteudeltaan tasaisessa laboratoriotilassa. Spektrit
mitattin  aaltolukualueella 0 ~ 2000 cm ja detektorin integrointiaika vaihtel
mittauksesta riippuen valilld 0.1 s — Is ja spekirit ovat 3 perdkkdisen mittauksen

keskiarvospektrit jokaisen yhdisteen osalta.
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Kofeiini

KUVA 7: Kofeiinin molekyylirakenne
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KUVA 8: Kiintedn kofeiinin Raman-spekitri
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Ranitidiinihydrokloridi
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KUVA 9: Ranitidiininydrokloridin molekyylirakenne
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KUVA 10: Kiintedn ranifidiininydrokloridin Raman-spekiri
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Propranololihydrokloridi
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KUVA 11: Propranololihydrokloridin molekyylirakenne
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KUVA 12: Kiintedn propranololinydrokloridin Roman-spekiri
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Teofylliini

KUVA 13: Teofyllinin molekyylirakenne
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Indometasiini kiteinen

KUVA 15: Kiteinen indometasiini (sama molekyylirakenne kiteiselle ja amorfiselle)

Indometasiini (kiteinen)
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KUVA 16: Kiteisen indometasiinin Raman-spekiri
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Indometasiini amorfinen

KUVA 17: Amorfinen indometasiini
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KUVA 18: Amorfisen indometasiinin Raman-spekiri
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Mitattujen spektrien piikit ovat yhteenvetotaulukoissa 1 liitteessd 4.2.2. Puhtaan
kinteGn aineen konventionaaliset Raman-mittaukset ja alustava spektrianalyysi.
Kaikkia ylld esitetyissd kuvissa 7-18 ndkyvid spekirien piikkejd ei ole taulukoitu.

Taulukoinnin perusteena on ollut seuraava luokittelu:

al mitattu ja kirjallisuuden ldhteessd aiemmin mdadritetty piikki sijaitsevat valitun
aaltolukutoleranssin (= 5 cm-1)sisGpuolella, jolloin voidaan ajatella, ettd spektripiikit

ovat vastaavat
tai

b) tulkinta on tehty tdman tutkimuksen luvusta 1.2. Spektrianalyysi ja sovellukset sekd
litteestd 1.2. Spektrianalyysi ja sovellukset [0ytyvien Raman-tulkintataulukoiden 1-5
pohjalta. Tdassd tutkimuksessa ei esitetd yksityiskohtaisia laskelmia tutkittujen
|6dkeaineiden atomien vdlisten vardhtelytilojen energioille, eikd mydsk&dan kaytetd
esimerkiksi tietokoneella suoritettavia laskentamenetelmid vardhtelyj@ aiheuttavien
molekyylirakenteiden tunnistamiseen. Nd&in ollen tulkinnalla 9 tehdyt arviot
vardhtelyjen perustana olevista molekyylien rakenteista perustuvat
monomeerimuotoisten molekyylien kuvissa 7-18 esitettyjen  rakennekaavojen
tarkasteluun. Kuvien 7-18 molekyylien rakennekaavoihin on merkitty ehdotetut

vardhtelyjen aiheuttajat punaisella ympyrall&.

4.3. Aika-erotteinen Raman-mittaus valituista kiinteista laakeaineista

Kiinteillld |&dkeaineilla tehtyjen mittausten perusteella valitaan 4 |&ddkeainetta
mitattavaksi  aika-erotteisella Raman-laitteistolla.  Valitaan  ranitidiinihydrokloridi,
kofeiini  (anhydraatti), propranololinydrokloridi ja indometasiini  kiteisend  sekd
amorfisena muotona. Nain ollen saadaan mitattavaksi ei-fluoresoiva aine sekd tdman

tutkimuksen kannalta keskeisend tekijand fluoresoivia rakenteita sisaltévid aineita.



40

Kofeiini  on ei-fluoresoiva aine, jonka spektrissdé on havaittavissa  selvid
molekyylirakennetta osoittavia Raman-spektripiikkejd. Raman-laitteiston kalibroinnissa
verrataan kalibroitavalla laitteistolla mitattavia Raman-spekirin piikkejd jonkin Raoman-
spektriitddn hyvin tunnetun aineen piikkeihin. Nyt ei ole kysymys validoidusta
kalibroinnista, mutta mittaamalla spektriltddn selked ja tunnetftu kofeiini aluksi,
saadaan valittéomasti informaatiota mahdollisista laitteiden ja kokoonpanojen eroista,
jotka saaftavat ndkyd esimerkiksi aaltolukujen vdalisind eroina vahvojen, molemilla
laitteilla mitattujen spektrien valilla. Muista valituista [Gdkeaineista ranitidiini vaikuttaa
konventionaalisen mittauksen perusteella fluoresoivalta, samoin propranololi jossakin
madrin. Indometasiinin - puhtaan kiteisen muodon ei tulisi fluoresoida, mutta
konventionaalisessa mittauksen tuloksen mukaan (kuva 16) fluoresenssid tapahtuu.
Todenndkdisin aiheuttaja tdlle oli jokin fluoresoiva epdpuhtaus tai se, ettd tutkittava
indometasiini ei ollut puhtaasti kidemuotoista. Sen sijjaan amorfinen indometasiini
osoitftaa erittdin voimakasta fluoresenssia, kuten useissa tutkimuksissa on todefttu.
Ndaissakin |&akeainemittauksissa fluoresenssitausta haittaa molekyylien
hienorakennetta muutoin hyvin kuvaavan Raman-signaalin  havainnointia. Aika-
erottelulla on tarkoituksena saada vahennettyd tatd pddllekkdisyyttd ja nostettua

molekyylirakenteen tulkinnan kannalta oleellinen Raman-signaali vahvemmin esiin.

Kuvagijia ja taulukoita tarkasteltaessa on tarpeen huomioida myds se, ettd kuvaaqjiin
on merkitty konventionaalisten mittausten (kuvaagjissa mustat numerot) sekd aika-
erotteisten mittausten (kuvaaqjissa punaiset numerot) spekireihin enemman piikkejd,
kuin taulukoissa on esitetty. Tdmdan tarkoituksena on nayttad, ettd kaytetylld aika-
erotteisella laitteistolla voidaan mahdollisesti saada selville tarkemmin Raman-spektrin
hienorakennetta, kuin kdaytetylld konventionaalisella laitteistolla.  Kysymykseksi
muodostuu, ovatko merkityt piikit todellisuudessa perdisin  futkitun  molekyylin
rakenteiden aiheuttamista vardhdystilojen muutoksista vai ovatko ne esimerkiksi
laitteiston aiheuttamia artefakteja, toisin sanoen signaalissa esiintyvdd kohinaa.
Nama tarkastelut ovat kuitenkin tassd kdasiteltdvan tutkimuksen aihepiirin ulkopuolella

ja mielenkiinnon kohteita mydhempdad laitekehitystd ja —optimointia siimalla pitGen.
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Seuraavassa esitet@dn valittujen kiinteiden |ddkeaineiden Raman-spekirit mitattuna
aika-erotteisella Raman-kokoonpanolla (kuvat 18-22). Jokaiselle valitulle IGdkeaineelle
valittin -~ kiinnostava  spektrin - aaltolukualue, jolta saataisin fodenndkdisimmin
relevanttia Raman-signaalia ja ndin ollen tietoa aineen molekyylirakenteesta.
Perusteina aaltolukualueen valinnalle olivat kirjallisuus sek& aiemmin  suoritetut
konventionaaliset mittaukset. Mittaukset suoritettin  keskimddarin - 1.0*108-1.5%108
perdkkdisen mittauksen keskiarvona saadusta kerdysdatasta. Kokonaismittausajat

valituille kiinteille [ddkeaineille olivat vdlilld 0.9h-2h.
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—— Kofeiini: Ei-aika-erotteinen Raman-mittaus
—— Kofeiini: Aika-erotteinen Raman-mittaus
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Kuva 18: Kofeiinin ei-aika-erotteinen ja aika-erotteinen Raman-spekiri
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RANITIDIINI

— Ranitidiinihydrokloridi: Ei-aika-erotteinen Raman-mittaus
— Ranitidiinihydrokloridi: Aika-erotteinen Raman-mittaus
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Kuva 19: Ranitidiininydrokloridin ei-aika-erotteinen ja aika-erotteinen Raman-spekiri
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PROPRANOLOLIHYDROKLORIDI

Normalisoitu intensiteetti (a.u.)
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—— Propranololinydrokloridi: Ei-aika-erotteinen Raman-mittaus
—— Propranololihydrokloridi: Aika-erotteinen Raman-mittaus
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Kuva 20: Propranololinydrokloridin ei-aika-erotteinen ja aika-erotteinen Raman-spektri
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INDOMETASIINI - KITEINEN

—— Kiteinen indometasiini: Ei-aika-erotteinen Raman-mittaus
—— Kiteinen indometasiini: Aika-erotteinen Raman-mittaus
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Kuva 21: Kiteisen indometasiinin ei-aika-erotteinen ja aika-erotteinen Raman-spekiri
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INDOMETASIINI = AMORFINEN

—— Amorfinen indometasiini ; Ei-aika-erotteinen Raman-mittaus
—— Amorfinen indometasiini : Aika-erotteinen Raman-mittaus
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Kuva 22: Amorfisen indometasiinin ei-aika-erotteinen ja aika-erotteinen Raman-spekitri

Mitattujen konventionaalisten ja aika-erotteisten lddkeaineiden spektrien piikit ovat
yhteenvetotaulukoissa 2 liitteessd 4.3. Aika-erotteinen Raman-mittaus valituista
kiinteistd |Gdkeaineista. Taulukoissa esitetddn konventionaalisella Raman-mittauksella
ja aika-erofteisella Raman-mittauksella  mdadritettyjen, valittujen |1&dkeaineiden

(ranitidiini, kofeiini, propranololi, indometasiini kiteisend ja amorfisena) Raman-
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sirtymien paikat aaltolukuina (cm-1) iimaistuina. On valittu foleranssi (A = + 10 cm),
jonka sisGpuolella mainituilla tavoilla mitattuja vardhtelyspektrin  piikkien sijainteja
voidaan pitdd vastaavina. Toleranssi on nyt hieman suurempi, kuin luvussa 4.2.2.
valittu toleranssi (A =+ 5 cm-1). Tdma sen vuoksi, ettd mittauslaitteistojen kokoonpanot
saattavat aiheuttaa sirtymi& mitattuinin - aaltolukuihin. Esimerkiksi spektrometrien
aaltolukualueiden kalibrointitavat, kaytetyt herdte-lasereiden aallonpituuksien erot,
herdate-lasereiden rakenteelliset erot (jatkuvan aallon tuottava herdte vs. pulssinerdte)
sekd mittapdiden (engl. probe) ja kerdyskuitujen erot voidaan lukea mahdollisiksi
tekijoiksi eroavuuksissa. Tiukempi toleranssi oli valittu luvun 4.2.2. madarityksiin myds siksi,
ettd kyseiset madritykset toimisivat paremmin uudelle aika-erotteiselle laitteistolle
referenssind. Voidaan qjatella, ettd mahdollinen virheen kertaantuminen tulkinnoissa
pyritddn  minimoimaan. Muutoin  saatettaisin valita  t&dmdan  tfutkimuksen ja
vertailuaineistojen spekiripiikit liian helpoin perustein vastaaviksi. TGman jalkeen
siirett@isiin - virhe edelleen aika-erotteisella kokoonpanolla tehtyjen mittausten
tulkintoihin, joissa on tarpeen myods valita sopiva toleranssi muun  muassa

laitteistokokoonpanojen aiheuttamille siirtymille spekireissa.
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4.4. Ladkeainelivosten mittaukset

Ladkeaineiden liukoisuus on  keskeisin  tekij@ valmistettaessa niistd  livoksia.
Liukenemistapahtumille  ja liukoisuusarvoille on  olemassa  lukuisia  erilaisia
ennstusmalleja  (Elder ja Saal 2014). Lddketeollisuudessa ladkeaineiden
heikkoliukoisuus asettaa usein haasteita uusien [Gdkemolekyylien tutkimukselle ja
edelleen valmistettaville |Gdkeformulaatioille. Liukoisuuksien kokeellinen
maadrittdminen ja heikkoliukoisten aineiden liukoisuuden parantaminen ovat hyvin
yleisi@d futkimuskohteita. Ihmiselimistddn sovellettuna suun  kautta annostellun
|Gdkeaineen pitdd aluksi vapautua valmisteesta, eli silld pitdd olla rittdvan hyva
liukoisuus, jotta sen biologinen hydtyosuus saataisiin riittdvan suureksi ja ndin ollen
toivoftu terapeuttinen vaikutus tapahtumaan. Livkoisuus voidaan madrittdd
kokeellisesti joko termodynaamisesti  tai  kineettisesti  (Hoelke ym. 2009).
Termodynaamisen liukoisuuden madrittdmiseksi kiinted aine livotetaan veteen ja sen
annetaan saavuttaa tasapaino. Kineettistd livkoisuutta madritettdessd ldhtdaineena
on jo etukdteen joko veteen tai esimerkiksi DMSO:n (dimetyylisulfoksidi) livotettu
yhdiste. Termodynaamista liukoisuutta pidetddn yleensd yhdisteen niin sanotftuna
todellisena liukoisuutena. Se mdadritellddn yhdisteen liukoisuudeksi silloin, kun yhdisteen
liukenevan ja liukenemattoman osan valillg vallitsee tasapaino. Kineettinen liukoisuus
huomioi yhdisteen saostumisen ja se madritellddn pitoisuudeksi, jossa yhdisteen
saostuminen alkaa. Ladkekehityksen kannalta oleellisempi ndistd kahdesta on
kineettinen liukoisuus. Sen avulla voidaan sopivaa mittausmenetelmdad kdayttden
arvioida, pysyykd esimerkiksi usein liukoisuusapuna kdaytettdvadn DMSO:n livotettu
yhdiste (vesi)laimennoksen jdlkeen livosfaasissa. Sekd termodynaamisen ettd
kineettisen liukoisuuden madritys perustuu  kylldisen vesifaasin konsentraation
mittaamiseen. Tdmda voidaan tehdd mittaamalla UV-absorptiota kayttden joko UV-

menetelmid tai korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC tai UPLC).
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Ndissd tutkimuksissa livoksina tutkitut |Gdkeaineet livotettin 50 mM pH 7.05 PBS-
puskurilivokseen. Suurempia livukoisuuksia, korkeampia liuoskonsentraatioita ja ndin
ollen todenndkdisesti voimakkaampia Raman-signaaleja olisi ollut mahdollista
saavuttaa livosten mittauksissa kayttamalla esimerkiksi DMSO:ta
liukoisuudenparantajana. Haluttiin kuitenkin jattdd DMSO pois tutkimuksista, koska
tutkimuksen osafokus oli aika-erotteisen laitteiston mahdollisuuksien tutkiminen eldvilla
soluilla toteutettaviin  mittauksiin.  Eri  solulinjojen  valilld on eroja, mutta ne
pddsdantdisesti kestavat 3-5 % DMSO:n kdaytdon. Ladketeollisuudessa kdaytetddn
useimmissa madrityksissé DMSO:ta < 5% pitoisuudella liukoisuusapuna tutkittaessa

heikkoliukoisten [ddkeaineiden liukoisuutta.

Valmistetun liuoksen livostilan kontrollointi jollakin luotettavalla menetelmdlld on
erittdin oleellista mitattaessa livoksia. Useissa tutkimuksissa ja mdadrityksissd@, joissa
mitataan erityyppisi@d livoksia, tadmd seikka jGtetddn konftrolloimatta. Livosten
sim&madrdinen tarkastelu ei missddn tapauksessa riitd, koska livotettu molekyyli on
saattanut alkaoa muodostaa dynaamista tasapainotilaa ja aggregaatteja jo kauan
ennen kuin siim&@n erotuskyky riittdd havaitsemaan valoa vasten tarkasteltaessa
nakyvid partikkeleja. Vdrillisten livosten yhteydessd ongelma on tavallisesti vield
suurempi. Taman futkimuksen yhteydessd livoksia  konftrolloitin nefelometri-
mittauksella, joka perustuu valon kulun muutoksiin tutkittavan vdliaineen sisdltémien
partikkelien aiheuttamana (Hoelke ym. 2009). Lisdksi livokset suodatettin 0.45 uym
steriilisuodattimella mahdollisten epdpuhtauksien ja esimerkiksi livottimen kiteytymisen
varalta. Téman kappaleen luvussa 4.5. esitetddn eri Raman-kokoonpanoilla saadut
mittaustulokset kofeiinin  ja ranitidiinihnydrokloridin - PBS-livoksista. Liuoksia mitattiin
kontrolloimatta nefelometrilla, kontrolloimalla nefelometrilla, ei-suodatettuina ja
suodetettuina. Luvussa 5. puolestaan analysoidaan edelld mainittujen tekijdiden
vaikutusta ja tarkeyttd tehtyihin havaintoihin. N&dma havainnot toimivat taustatietona
samalla laajempaa kokonaisuutta ajatellen. T&dmad tutkimus toimii osana laajempaa
kokonaisuutta, jossa halutaan kartoittaa optimaalisia mittausolosuhteita esimerkiksi

dissoluutiotestaukseen tai biologisin md&drityksiin aika-erotteisella Raman-laitteistolla.
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Ndain ollen nyt esitettdvid mittaustuloksia ja havaintoja voidaan hyddyntdd jatkossa,

jotta toteutettavien tutkimusten tuloksiin vaikuttavia hairidtekijditd voitaisiin valttaad.

4.5. Ladkeainelivosten mittaukset: Konventionaalinen Raman ja aika-erotteinen

Raman

Edelld suoritettujen mittausten perusteella oli tarkoituksenmukaista valita 2 melko
erilaista ainetta livoksiin: Heikommin veteen liukeneva (kofeiini) ja paremmin veteen
liukeneva (ranitidiininydrokloridi) seké& fluoresenssi-ominaisuuksiltaan eroavat aineet,

ei-fluoresoiva (kofeiini) ja fluoresoiva (ranitidiininydrokloridi).

Aluksi  esitetddn  konventionaalisella Raman-laitteistolla  mitattujen kofeiini-  ja
ranitidiinilivosten spekirit ja sen jalkeen aika-erotteisella Raman-laitteistolla mitattujen
kofeiini- ja ranitidiinilivosten spektrit. Kuvassa 23 ovat kootusti kintedn kofeiinin, ei-
suodatetun kofeiinilivoksen (67 mM), kaytetyn PBS-puskurin (50 mM, pH 7.05), Milli-Q-
veden, tyhjan lasipullon ja tyhjan ndytekammion konventionaaliset Raman-spekirit,
kuvassa 24 ovat kerrosesityksend samat spekirit jarjestyksessad tyhjd ndytekammio,
tyhja lasipullo, Milli-Q-vesi, PBS-puskuri (50 mM, pH 7.05), kofeiinilivuos (67 mM) ja kiinted
kofeiini. Seuraavaksi kuvassa 25 ovat ei-suodatettujen kofeiinilivosten 3  eri
konsentraation sarja (67 mM, 33.5 mM, 16.75 mM) konventionaalisella laitteistolla
mitattuina. T&man jalkeen kuvassa 26 ovat suodatettujen kofeiinilivosten 3 eri
konsentraation sarja (60 mM, 30 mM, 15 mM) konventionaalisella laitteistolla
mitattuina. Mittausparametreina kaikissa mittauksissa oli 20 perdkkdisen mittauksen
keskiarvona saatu Raman-spektri 5 s detektorin integrointigjalla. Ainoa poikkeus ol
kofeiinin kiinteGdn muodon mittaus, jossa vastaavat arvot olivat 3 mittausta ja 1 s
integrointiaika.  Konventionaaliset  mittaukset  suoritettin  iimastoidussa,  1dhes
vakioldmpdisessd  laboratoriohuoneessa.  Aika-erotteiset  mittauset  suoritettiin
laboratoriotilassa, jossa oli hieman vaihteleva [Gmpod- ja kosteustila. Kuvassa 27 ovat

kootusti kiintedn ranitidiinin, ei-suodatetun ranitidiiniliuoksen (800 mM), kaytetyn PBS-
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puskurin (50 mM, pH 7.05), Milli-Q-veden, tyhjan lasipullon ja tyhjadn ndytekammion
konventionaaliset Raman-spekirit, kuvassa 28 ovat kerrosesityksend samat spekitrit
jarjestyksessa@ tyhja ndytekammio, tyhja lasipullo, Milli-Q-vesi, PBS-puskuri (50 mM, pH
7.05), ranifidiinilivos (800 mM) ja kiinted ranitidiini. Seuraavaksi kuvassa 29 ovat ei-
suodatettujen ranifidiinilivosten 3 eri konsentraation sarja (800 mM, 400 mM, 200 mM)
konventionaalisella laitteistolla  mitattuina. Tédmdan [dlkeen kuvassa 30 ovat
suodatettujen ranitidiinilivosten 3 eri konsentraation sarja (100 mM, 50 mM, 25 mM)
konventionadadlisella laitteistolla mitattuina. Mittausparametreina kaikissa mittauksissa
oli 20 perdkkdisen mittauksen keskiarvona saatu Raman-spektri 5 s detektorin
integrointigjalla. Ainoa poikkeus oli ranitidiinin kiintfedn muodon mittaus, jossa
vastaavat arvot olivat 10 mittausta ja 0.5 s infegrointiaika. Konventionaaliset
mittaukset suoritettiin iimastoidussa, [Ghes vakioldmpdisessd laboratoriohuoneessa.
Aika-erotteiset mittauset suoritettin laboratoriotilassa, jossa oli hieman vaihteleva

|&Gmpd- ja kosteustila.

Kuvassa 31 ovat aika-erotteisella Raman-kokoonpanolla mitattu  kofeiinilivos ja
kiintedn kofeiinin spektri aaltolukualueella ~ 400 cm-! — 1000 cm-!. Kuvassa ovat erojen
havaitsemiseksi myods ei-aika-erotteisella laitteistolla mitatut kiintedn kofeiinin  ja
kofeiinilivoksen spektrit aaltolukualueella ~ 200 cm- - 2000 cm-!. Vastaavasti kuvassa
32 ovat aika-erotteisella Raman-kokoonpanolla mitattu ranitidiinilivos ja kiintedn
ranifidiinin spektri aaltolukualueella ~ 9200 cm-1 — 1500 cm-! (livos) ja ~ 800 cm-! — 1300
cm  (kinted). Kuvassa ovat erojen havaitsemiseksi myos ei-aika-erotteisella
laitteistolla mitatut kiintedn ranifidiinin ja ranitidiinilivoksen spektrit aaltolukualueella ~
200 cm1-2000 cm-'.
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4.5.1. Konventionaalinen Raman: Kofeiinilivos

1) KONVENTIONAALINEN : KOFEIINI

Intensiteetti (a.u.)

300000 -
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -

50000

—— Kiintea kofeiini

350000 - —— Kofeiiniliuos 67 mM (15 ml)

—— PBS-puskuri 50 mM (15 ml)
—— Milli-Q-vesi (15 ml)

—— Tyhja lasipullo

—— Tyhja naytekammio

T ' T T T y T
500 1000 1500 2000

Raman-siirtyma (cm™)

KUVA 23: Kofeiinin konventionaalinen Raman-spekiri — livos ja kiinted (ei-suodatettu)
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Tyhja kammio

Tyhja lasipullo

Milli-Q-vesi 15 ml

PBS 50 mM 15 ml

Kofeiiniliuos 67 mM 15 ml

Kiintea kofeiini

500 1000 1500 2000 2500

Raman-siirtyméa (cm™)

KUVA 24: Kofeiinin konventionaalinen Raman-spektri — livos ja kiinted (ei-suodatettu)



54

—— Kofeiiniliuos 67 mM (15 ml)
—— Kofeiiniliuos 33.5 mM (15 ml)

300000 ~ —— Kofeiiniliuos 16.75 mM (15 ml)
’3:\ 200000 —
55,
o
Q
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o=
2 100000
£
0 T T T T v T ' |
500 1000 1500 2000

Raman-siirtyma (cm™)

KUVA 25: Kofeiinin konventionaalinen Raman-spektri — 3 konsentraation livossarja (ei-

suodatettu)
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—— PBS 50mM (suodatettu) (15 ml)

—— Kofeiiniliuos 15mM (15 ml)
300000 ~ —— Kofeiiniliuos 30mM (15 ml)
—— Kofeiiniliuos 60mM (15 ml)

200000 -

100000 -

Intensiteetti (a.u.)

| ! | L | Y |
500 1000 1500 2000
Raman-siirtyma (cm™)

KUVA 26: Kofeiinin konventionaalinen Raman-spektri — 3 konsentraation livossarja

(suodatettu)
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4.5.2. Konventionaalinen Raman: Ranitidiinihydrokloridilivos

1) KONVENTIONAALINEN: RANITIDIINIHYDROKLORIDI

800000 -
700000 —
600000 —
500000 -
400000 —

300000

Intensiteetti (a.u.)

200000 -

100000

—— Kiintea ranitidiini-
hydrokloridi

—— Ranitidiinihydrokloridi-
liuos 0.8 M (15 ml)

—— PBS-puskuri 50 mM
(15 ml)

—— Milli-Q-vesi (15 ml)

—— Tyhja lasipullo

—— Tyhja ndytekammio

T y T T T v T
500 1000 1500 2000

Raman-siirtyma (cm™)

KUVA 27: Ranitidiinin konventionaalinen Raman-spekiri — livos ja kiinted (ei-suodatettu)
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Tyhja kammio

Tyhja lasipullo

Milli-Q-vesi 15 ml

PBS 50 mM 15 ml

Ranitidiinihydrokloridiliuos 0.8 M 15 ml

Kiintea ranitidiininydrokloridi

1000

Raman-siirtyma (cm™)

KUVA 28: Ranitidiinin konventionaalinen Raman-spekiri — livos ja kiinted (ei-suodatettu)

2000
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—— Ranitidiinihydrokloridiliuos 0.8 M (15 ml)
—— Ranitidiinihydrokloridiliuos 0.4 M (15 ml)
800000 - —— Ranitidiininydrokloridiliuos 0.2 M (15 ml)

700000 —
600000 —
500000 —
400000 -

300000

Intensiteetti (a.u.)

200000 -

100000

| ! | L | Y |
500 1000 1500 2000
Raman-siirtyma (cm™)

KUVA 29: Ranitidiinin konventionaalinen Raman-spektri — 3 konsentraation livossarja ei-

suodatettu)
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—— PBS 50 mM (suodatettu) (15 ml)
—— Ranitidiinihydrokloridiliuos 25 mM (15 ml)

400000 - —— Ranitidiinihydrokloridiliuos 50 mM (15 ml)
. Ranitidiinihydrokloridiliuos 100 mM (15 ml)
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KUVA 30: Ranifidiinin konventionaalinen Raman-spektri — 3 konsentraation livossarja

(suodatettu)



4.5.3. Aika-erotteinen Raman:

I11) AIKA-EROTTEINEN: KOFEIINI
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Kofeiinilivos

—— Kofeiini (kiinted): Ei-aika-erotteinen Raman-mittaus
—— Kofeiiniliuos (~ 60mM): Ei-aika-erotteinen Raman-mittaus

—— Kofeiini (kiintea): Aika-erotteinen Raman-mittaus

10 4 —— Kofeiiniliuos (~ 60mM): Aika-erotteinen Raman-mittaus
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KUVA 31

Raman-siirtyma (cm™)

: Kofeiinin aika-erotteinen Raman-spektri - livos ja kiinted (suodatettu)



61

4.5.4. Aika-erotteinen Raman: Ranitidiinihydrokloridilivos

IV) AIKA-EROTTEINEN: RANITIDIINIHYDROKLORIDI

—— Ranitidiinihydrokloridi (kiinted): Ei-aika-erotteinen Raman-mittaus
—— Ranitidiinihydrokloridiliuos (~ 100 mM): Ei-aika-erotteinen Raman-mittaus
—— Ranitidiinihydrokloridi (kiinted): Aika-erotteinen Raman-mittaus

1 —— Ranitidiinihydrokloridiliuos (~ 100 mM): Aika-erotteinen Raman-mittaus

10 J 1241
—~ ’ 1271
~ 08 - % 1278
=
i ]l 1134
g 1133
o) 0.6 - 1136
= ]
=
© 04 4
L
®© ]
E
o) 0.2 4
> :

0.0 T : T J T ’ T

800 1000 1200 1400

Raman-siirtyma (cm™)

KUVA 32: Ranitidiinin aika-erotteinen Raman-spektri - liuos ja kiinted (suodatettu)

5. TULOSTEN POHDINTA

Raman-spektroskopia on tehokas analyysimenetelmd molekyylien hienorakenteen
selvittmiseen. Sillé on useita etuja verrattuna esimerkiksi infrapuna-spektrien

madrittdmiseen tai HPLC-analyyseihin. Perustutkimuksissa Raman-laitteistolla voidaan
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mitata nopeasti ja ndytteeseen kajoamatta aineiden spekirejd Idhes missG tahansa
aineen olomuodossa. Lisdksi laitteistojen korkea muokattavuus antaa mahdollisuuden
esimerkiksi konfokaalimikroskopian hyddyntdmiseen. Raman-spektroskopian
yleistymisen hidasteena ovat osittain saattaneet olla saadun spektridatan kasittelyn ja
tulkinnan hankaluudet. Suurempana ongelmana on kuitenkin  tGhdn  asti - ollut
fluoresenssi-iimid. Raman-spektroskopian mahdollisuudet ovat |Ghes rajattomat
esimerkiksi  lddketeollisuuden  prosessianalytikassa  ja  erilaisissa  biologisissa
madrityksissd  in  vifro sek& in vivo. Lddkeaineet ovat kuitenkin  usein
molekyylirakenteeltaan sellaisia, ettd ne aiheuttavat Raman-sironnan ohella
voimakasta fluoresenssia. Lisdksi muun muassa in vitro suoritettavissa, elavilld soluilla
tehtdvissd madrityksissd  solujen aiheuttama  fluoresenssi  haittaa  esimerkiksi

[Gdkeaqineiden kinetiikan tutkimuksia.

Raman-tekniikka perustuu  tutkittavien molekyylien atomien vardhtelytilojen
muutoksiin,  ja  niistd  seuranneisin  muutoksin - molekyylien  elektroniverhon
polaroituvuudessa, kun molekyylejd viritetddn sopivalla herdte-energialla. 1Imié on
kuitenkin hyvin harvinainen ja sen lisdksi herGte-energia saa aikaan molekyyleissa
muita samanaikaisia  kvanttimekaanisia muutoksia. Muun muassa infrapuna-
absorptio, molekyylin oma-absorptio (engl. self-absorption) sekd fluoresenssi ovat
kilpailevia iimiditd. Osa herdtteen fotoneista kuitenkin siroaa epdelastisesti ndistd
huolimatta ja kyseisid fotoneja pyritddn havaitsemaan. Tassd tutkimuksessa pyrittiin
integroimaan laitekehitystd, sovelluskohteiden kartoitusta ja kehitetyn tekniikan
toimivuuden arviointia  erilaisile  sovellusalueille.  Sovellusalueiden pohdinnan
|&htdkohtina olivat tassd tutkimuksessa kiinteiden |ddkeaineiden mittaukset ja
|Gdkeainelivosten mittaukset. Talld tavoin pyrittin - arvioimaan uvuden tekniikan
tehokkuutta ja mahdollisuuksia esimerkiksi |Gdkekehityksen tai  solututkimusten

tarpeisiin.

Tutkimuksessa  kdytettin  perinteiselld CCD-detektoritekniikalla  ja  jatkuvan

aallonpituuden laser-herétteelld toimivaa Raman-kokoonpanoa sek& uutta aika-
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erotteluun perustuvaa Raman-laitteistoa. Aika-erotteluun perustuvassa tekniikassa
hyddynnettiin pulssilaser-heratettd sekd heratteen kanssa synkronoitua CMOS-SPAD-
detektoritekniikkaa, jolla pystyttin  detektoimaan sironneita fotoneja hieman
eriaikaisesti 4 eri aika-ikkunan avulla. Tutkimuksiin  valittin 5 fysikaalis-kemiallisilta
ominaisuuksiltaan hieman erilaista |Gakeainetta. Laddkeaineet olivat
ranifidiininydrokloridi,  kofeiini  (anhydraaftti),  propranololihydrokloridi,  teofyllini
(anhydraatti) ja indometasiini. Molekyylien rakenteita tarkastelemalla ja alkuanalyysin
perusteella voitin tehdd alustavia johtopddtdksid aineiden ominaisuuksista sekd
niiden mahdollisesta fluoresenssista. Seuraavassa vaiheessa pyrittin selvittdmadn
puhtaiden kiinteiden aineiden Raman-spekirien perusteella, mitkd aineista olivat
fluoresoivia. Tehtyjen mittausten perusteella ndistd valittin fluoresoivat |ddkeaineet
jatkotarkasteluun aika-erotteisella Raman-kokoonpanolla tehtdviin mittauksiin. TallG
tavoin tarkoituksena oli saada todistettua aika-erottelun toimivuus ja hyddyllisyys
fluoresenssin  v&hentdmisessd. Ei-fluoresoivasta ja fluoresoivasta |&dkeaineestq,
kofeiinista ja ranitidiininydrokloridista, t&ssd jarjestyksessd, valmistettin myds livokset
PBS-puskuriin. Muun muassa in vitro tehtdvissd solumdadrityksissd 1&ddkeaineet tulee
usein livottaa ~ pH 7 PBS-puskuriliuokseen, joka on happo-emdsominaisuuksiltaan ja
ionitasapainoltaan optimaalista soluille. N&in ollen oli kinnostavaa saada myds
alustavia tfuloksia etenkin aika-erotteisen laitteiston sopivuudesta livosmittauksiin ja
talld tavoin ftietoa siitd, voitaisinko laitteistoa  kayttdd mydhemmdssd vaiheessa

esimerkiksi lddkeaineiden kinetiikan tutkimuksessa solumdadritysten avulla.

5.1. Spekirien Raman-spesifisten piikkien analysointia kiinteille laakeaineille

Konventionaalisella Raman-laitteistolla mitattujen kiinteiden |Gdkeaineiden spekireista
valittiin aluksi 3 vahvaa/selvapiirteistd piikkid. Mikali mahdollista, piikkien vastaavuus
kirjallisuudesta 1&ytyneisin - mdadrityksiin  tarkistettin,  Mikdli  kirjallisuusvastinetta el
I6ytynyt, piikille tehtiin tulkinta t&dmdan tutkimuksen kappaleessa 1.2. Spektrianalyysi ja

sovellukset kuvatulla tavalla. Kyseessd on approksimaatio, joka ei valttdmattad ole
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tarkalleen oikea arvio Raman-sirtymdan aiheuttajasta molekyylissd. Toleranssi, jonka
sisQpuolella piikkien voitiin tulkita edustavan samoja vardhtelyj@ molekyylissa, oli
konventionaalisissa madrityksissd = 5 cm-!, aika-erotteisissa madrityksissd = 10 cm-! ja
liuosmdadrityksissd + 10 cm-1. Alka-erotteisten Raman-mittausten jalkeen valittin 3
piikkid siten, ettd ne [0ytyivat valitun toleranssin sisddn sekd konventionaalisista
spektreista ettd aika-erotteisista spektreistd. Seuraavassa esitetddn
yhteenvetotaulukot ja kuvaajat 1, joihin on koottu |IGdkeaineiden molekyylirakenteet,
Raman-spekirien kuvat molemmilla mittauslaitteistoilla (konventionaalinen ja aika-
erotteinen) sekd vdlittujen Raman-spesifisten piikkien sijainnit  ja madritykset.
Ladkeaineiden molekyylirakenteisin  on merkitty punaisella ympyrdlld ehdotetut
vardhtelyjen Idhteiden alueet molekyyleissd. Taulukon viimeisessd sarakkeessa on
puolestaan spektritulkinta kullekin valitulle Raman-spekiripiikille ylld kuvatulla tavalla
madritettynd. Teofyllinille ei tehty tGssG yhteydessd aika-erotteista Raman-mittausta,
joten sen mittaukset ja ehdotetut Raman-spektripiikkien mdadritykset ovat

yhteenvetotaulukot ja kuvaajat 2:ssa ensin mainittujen madaritysten jalkeen.
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YHTEENVETOTAULUKOT JA KUVAAIJAT 1. Konventionaaliset ja aika-erotteiset Raman-

mittaukset valituille [ddkeaineille

—— Non time-resolved
—— Time-resolved
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KUVA 33: Kiintedn kofeiinin Raman-mittaukset
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—— Non time-resolved
—— Time-resolved
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KUVA 34: Kiintedn ranitidiininydrokloridin Raman-mittaukset
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KUVA 35: Kiintedn propranololihydrokloridin Raman-mittaukset
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KUVA 36: Kiintedn kiteisen indometasiinin Raman-mittaukset
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KUVA 37: Amorfisen indometasiinin Raman-mittaukset
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YHTEENVETOTAULUKOT JA KUVAAIJAT 2: Teofyllinin konventionaalinen Raman-mittaus

ja Raman-spekiripiikkien madritys

—— Theophylline: Non-time-resolved Raman
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KUVA 38: Kiintedn teofylliinin konventionaalinen Raman-mittaus
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Yhteenvetotaulukot ja kuvaajat 1:n perusteella voidaan todeta, ettd kaikkien aika-
erotteiseen Raman-mittaukseen valittujen |Gdkeaineiden spekirit vastaavat hyvin
sekd ei-aika-erotteisella kokoonpanolla ettd kirjallisuudessa aiemmin mdadritettyja
spektrejd tutkituilla spektrialueilla. Tdman todentamiseksi mdadriteltin toleranssialue (+
10 cm). Mikdli ei-aika-erotteinen, aika-erotteinen ja kirjallisuudessa madritetty
spektripiikin sijainti olivat yhtenevid, mittausten voitiin tfodeta vastaavan toisiaan. Nain
ollen saafiin alustavaa fietoa siitd, ettd aika-erotteisen laitteiston  Raman-
mittaustulokset vaikuttavat luotettavilta. Esimerkiksi  ranitidiininydrokloridi  voitiin
tunnistaa molemmilla menetelmilla polymorfimuodoksi Il (Kuva 34).
Ranitidiinihydrokloridin polymorfimuodon Il tarkein Raman-spektripiikki on ~ 1188 cm-!
kohdalla (Pratiwia ym. 2002). Lisdksi ei-fluoresoivan malliiddkkeen (kofeiini) ja
fluoresoivien mallilGékkeiden (ranifidiini, propranololi, indometasiini) spektreissd on
havaittavissa  selvemmin  yksityiskohtia  aika-erotteisella  laitteistolla  tehdyiss&
mittauksissa verrattuina ei-aika-erotteisella tehtyihin (Kuvat 34-37). Edelleen, pystytddn
toteamaan, ettd aika-erotteisella laitteistolla saadaan aikaan tehokas fluoresenssin
viheneminen verrattuna ei-aika-erotteiseen laitteistoon. Ranitidiinin  ja kiteisen
indometasiinin 785 nm laserilla suoritetuissa referenssimittauksissa aineille tyypillisic
Raman-spekiripiikkej@ ndhdddn voimakkaan fluoresenssitaustan  pddlla.  Aika-
erotteisissa mittauksissa puolestaan spekiripiikit ovat selvasti  ndhtavilld  iiman
voimakasta fluoresenssitaustaa. Referenssilaitteiston ja aika-erotteisen Raman-
laitteiston  mittausten  spektripiikit  vastaavat hyvin  toisiacan valitun toleranssin
sis@puolella. Tehokas fluoresenssin véhentyminen on erityisesti ndhtavisséd amorfisen
indometasiinin - mittauksissa. Ei-aika-erotteisella laitteistolla ei voitu havaita selvid

Raman-spekirin piirteitd ollenkaan amorfisen indometasiinin tapauksessa.

Tulokset aika-erotteisen laitteiston fluoresenssisuppression toiminnasta ovat merkittavia
myos esimerkiksi I1ddketeollisuuden prosessianalyysiteknologian kannalta (engl. PAT =
Process Analytical Technology). Useissa I|&dketeollisuuden Raman-mittauksissa
pyrit@ddn valttdmadn fluoresenssista johtuvia ongelmia kayttédmalld 785 nm herdte-

energiaa. Ongelmaksi muodostuu kuitenkin se, ettd energia ei ole valttdmattd
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rittva, jotta detektoitavaa ja esimerkiksi kvantitatiivisin madrityksiin  luotettavaa
Raman-signaalia saataisiin  aikaan. Lisdksi fluoresenssi-ongelmia esiintyy monissa
tapauksissa (kuten esimerkiksi tassa tutkimuksessa mdadritetty amorfinen indometasiini).
Jos puolestaan  kaytetddn  esimerkiksi 532 nm  korkeampienergistd (el
korkeampitagjuista) herdtettd ilman pulssilaseria ja aika-portitusta  detektiossa,
Raman-signaali vahvistuu, mutta fluoresenssiongelma pahenee. Aika-erofteisella
laitteistolla saadaan siis korkeamman herdte-energian hyodty korkeampana Raman-

sirontana ja toisaalta fluoresenssia saadaan vahennettyd merkittavasti.

5.2. Spekirien Raman-spesifisten piikkien analysointia ladkeainelivoksille

Ladkeainelivosten kohdalla pyrittin - selvittmdadn  tutkittujen laitteistojen  eroja
tutkimalla livosten spektrejd. Tarkoituksena oli ennen kaikkea selvittdd yhtenevyyksia
ja eroja laitteistojen valilld sekd optimoimaan Raman-mittauksia I&ddkeainelivoksille.
Edelleen, haluttin saada nayttd siitd, ettd aika-erotteinen laitteisto soveltuisi myds
fluoresoivien |&ddkeainelivosten mittauksiin.  Lisdksi  pyrittin - selvittdmadn  tarkeitd

huomioitavia tekijoitd esimerkiksi livosten kvantitatiivista analyysid ajatellen.

Tutkituista |Gdkeaineista kofeiinista ja ranitidiininydrokloridista valmistettiin liuokset 50
MM PBS-puskurilivokseen, jonka pH-arvoksi mitattiin 7.05. Arvioksi liukoisuudesta PBS-
puskuriin valittin - kirjallisuudesta 16ydetyt arvot aineiden vesiliukoisuudelle. Tatd
voidaan pitdd perusteltuna, koska PBS-puskurilivos on koostumukseltaan melko 1ahelld
vettd muutamin poikkeuksin. Ensinnd, se puskuroi pienid happo-emdas-muutoksia
livoksessa. Toimintamekanismi on samankaltainen kuin esimerkiksi ihmisen elimiston
soluien makro- ja mikroympdristdssd  tapahtuvissa  happo-emdastasapainon
muutoksissa. Oikean, tarkasti sdddellyn pH:n ja ionikonsentraation sdilyttdminen
ulkoisista muutoksista huolimatta on  keskeistd solujen hengissd pysymisen ja
fysiologisten toimintojen turvaamiseksi. Toiseksi, mikdli |Gdkeaineiden livottaminen

aiheuttaisi niiden ionisoitumista sek&@ ympdristdon pH:n muutoksia, ja mikdli niiden
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liukoisuus olisi pH:sta rippuvaa, happo-emdasreaktioiden aiheuttama ionisoituminen ei
vaikuttaisi  ainakaan  valittdmasti - niiden  livkoisuuteen.  Voitiin - siis  valmistaa
likim&ardisesti 1ahelld  maksimivesilivkoisuutta olevat |ddkeainelivokset. Aluksi ol
relevanttia valmistaa mahdollisimman vahvoja livoksia, koska kdyteftyjen Raman-

kokoonpanojen herkkyydestd livosmittauksissa ei ollut tietoa.

Kuvien 31-32 perusteella voidaan havaita, ettd aika-erotteisella laitteistolla saadaan
madritettyd tutkittujen ladkeainelivosten Raman-spekirejd@ paremmin, kuin  ei-
aikaerotteisella. Tutkitulla spektrialueella voidaan myds havaita, ettd aika-erotteisella
laitteistolla mdadritetyissd  spekireissd on  ndkyvissd  enemmdn  spekirien
hienorakennetta kuin konventionaalisella laitteistolla mitatuissa. Sama  iimié ol
nahtavissd  jo  kiinteille  |&dkeaineille  tehdyiss&d  mdadrityksissd.  Edelleen,
konventionaalisen Raman-laitteiston ongelmana ollut hdiritsevdn vahva tausta
livosspekirien mdadrityksessd ndyttad aika-erotteisella laitteistolla tfehdyissd mittauksissa
huomattavasti  vahdisemmdaltd. Jatkotoimina olisi voitu tehdd aika-erotteisille
spekireille vield esimerkiksi ohjelmallinen polynomifunktion sovitus taustasignaalille ja
vahentdd se saaduista spektreistd. Ndain tuloksena olisi ollut vieldkin tasaisempi
spektrien pohjataso (engl. baseline) ja selvasti erottuvat Raman-spesifiset piikit.
Naillakin menetelmilld saavutettin kuitenkin huomattavaa parannusta kdytettyyn

konventionaaliseen kokoonpanoon nédhden.

Kirjallisuuden perusteella (Nolasco  ym. 2006) Raman-sirtymé& 555 cm kuvaa
parhaiten kofeiinimolekyylin rakennetta ja sillé kohden 16ytyy hyvin voimakas piikki
spektristd. Ei-aika-erotteisissa livosmittauksissa kofeiinilla ndkyy heikohko piikki kohdalla
557 cm ja aika-erotteisessa kohdalla 556 cm! (kuva 31). Kun huomioidaan muun
muassa  mahdolliset  instrumenttien  kalibroinneista  aiheutuvat  eroavuudet,
naytteenkdasittelystd  aiheutuvat eroavuudet ja mahdolliset  PBS-puskurin  ja
kofeiinimolekyylin keskindiset interaktiot livostilassa, tulos on jarkevd ja osoittaa etenkin
aika-erotteisen kokoonpanon toimivuuden livosmittauksissa, joiden konsentraatiot

ovat  muutaman kymmenen mM  suuruusluokassa.  PBS-puskurin tehdystd
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kofeiinilivoksesta oli etenkin ei-aika-erotteisella Raman-kokoonpanolla haastavaa
saada kofeiinille ominaisia spektrirakenteita ndkyviin  (kuva 31), vaikka kiintedlld
kofeiinilla tehdyissG@ mittauksissa kofeiinin  spektri oli eritt@in  selkedpiirteinen ja
tunnistettavat piikit erottuivat hyvin (kuva 8). Tahan ilmidon liittyvid syitd pohditaan
tarkemmin tGman kappaleen luvuissa 5.2. ja 5.3. Tassd yhteydessd voidaan todetq,
ettd  ongelmat johtuivat  todenndkdisimmin  laitteiston  PhAT-mittapadstd,
rittdmattdmastd fotonien keruutehokkuudesta ja/tai mitta-astioiden aiheuttamasta
fluoresenssista. Ndiden ratkaisuna muun muassa siirrettingk mittapddn  etdisyytta
tutkittavan nestendytteen pinnasta, yritettin fokusointipisteen muuttamista pinta-
alaltaan pienemmadksi kolmella eri N.A.:.n mikroskooppiobjekfiivilla, jotka kiinnitettiin
mittapddhdn sekd tehtiin myos pitkid mittaussarjoja. Ensinnd mainitun tarkoituksena ol
etsid sopivampaa polttovdlin etdisyyttd ja tatd kautta tarkempaa polttopistettd
herdtteen sateelle. Viimeisend mainitun mittauskertojen kasvattamisen ajatuksena oli
signaali-kohinasuhteen parantaminen ja ndin ollen tarkoituksena saada spekirin
hienorakenteen pienet piikit erottumaan. Lisdksi kaytettin mahdollisimman  suuria
alfistusaikoja  detektorin  aukiololle, kuitenkin  siten, ettei signaali pddssyt
saturoitumaan. Toimenpiteistd huolimatta sekd kofeiini ettd ranifidiinilivosten spektrien

madrittdmisessd oli ongelmia, joita aika-erotteisella laitteistolla mitattaessa ei havaittu.

Kirjallisuudessa aiemmin tehtyjen madritysten perusteella ranitidiinihydrokloridille
ominaiset Raman-spektripiikit ovat 1210 cm- (polymorfi muoto [) ja 1188 cm-!
(polymorfi muoto Il) (Pratiwia ym. 2002). Edelleen, samoissa madrityksissd tutkijat
valitsivat 7 piikkid niiden korkeuden perusteella tehtyd pdadkomponenttianalyysid
varten. Piikkien sijainnit olivat 1589 cm-!, 1552 cm-!, 1249 cm-, 1210 cm1, 1188 cm-!,
1164 cm! ja 1134 cm!. Kiintedn olomuodon ranitidiinille md&daritettiin piikit sijainneissa
1134 cm-1, 1188 cm!, 1249 cm! ja 1555 cm-!. Ranitidiinin livokselle saatiin puolestaan
spekiripiikit kohdille 1134 cm-1, 1168 cm ! ja 1555 cm-1.

Litteen 4.2.2 Aika-erofteinen Raman-mittaus valituista kiinteistd  1Gdkeaineista

yhteenvetotaulukot 1, taulukon 1 perusteella tdman tutkimuksen ranitidiinille tehdyissé
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madrityksissd  16ydettiin - piikit  (konventionaalinen ensin - mainittuna, sitten aika-
erotteinen mittaus): 1134 cm-1ja 1133 cm!, 1187 cm ja 1177 cm-1, 1248 cm-! ja 1241
cm-!. Valitun toleranssin (£ 10 cm-!) puitteissa nditd kolmea piikkid voidaan pitdd
ranifidiinimolekyylin ~ vardhtelyjen tunnusomaisina Raman-piikkeind. Kuvan 32
perusteella ranitidiinin  livokselle saatin  vastaavasti  (konventionaalinen  ensin
mainittuna, sitten aika-erotteinen mittaus): 1271 cm-!, 1278 cm-1. Valitun toleranssin
puitteissa nditd voidaan pitdd ranitidiinia kuvaavina piikkeind. Kuten kofeiiniliuoksen
tutkimuksessa, myds ranitidiininydrokloridin PBS-livoksen analysointi ei-aika-erotteisella
Raman-kokoonpanolla osoittautui  hankalaksi  suhteellisen suuresta (~ 100 mM)
pitoisuudesta  huolimatta. Sen sijoan  aika-erofteisella laitteistolla  mitatulla
spektrialueella ndhtiin piikit 1136 cm-!, 1271 cm ja 1192 cm-!. Kahta ensin mainittua
voidaan ainakin pitadd livoksessa olevalle ranitidiinimolekyylille ominaisina, tatd fukee
my®ds kirjallisuudessa esitetyt arvot (Pratiwia ym. 2002). Edelleen, oftaen huomioon
valitun aaltolukutoleranssin (+ 10 cm-'), eroavuudet laitteiden kalibroinneissa ja
mittausolosuhteissa sek& mahdolliset ranitidiinin interaktiot esimerkiksi PBS-puskurin
komponenttien kanssa, tulokset ovat linjassa aiempien mdadritysten kanssa. Ne
osoittavat aika-erotteisen laitteiston ominaisuuksien sopivan |&d&keainelivosten
mittaamiseen tutkituilla konsentraatioilla. Lisdksi voidaan mainita, ettd myds
ranifidiinilivoksen spektrin  rakenteessa oli ndhtdvissd pienempid, mahdollisesti
ranitidiinimolekyylid kuvaavia piikkejd, joita konventionaalisella kokoonpanolla ei voitu

havaita.

Kokonaisuudessaan livosspekireistd haluttin saada ndkyviin myds mahdollisimman
paljon spekirien hienorakennetta, joka antaisi tarkempaa informaatiota tutkituista
molekyyleistd. Nd&in ollen molempien livosten aika-erotteiset mittaukset suoritettiin
siten, ettd laitteisto jatettiin yon yli mittaamaan ja mittausajat livoksille olivat ~ 9 tuntia
molemmille. Laboratoriotilaa ei ollut varustettu millddn erityisjarjestelyilld, kuten
iimankosteuden tasapainotuksella tai vakioldmmodlld. Huoneessa oli vaihtelevat
iimankosteus- ja ldmpdtilaolosuhteet. On térkedd huomioida, ettd ndiden vakioinnilla

saatetaan vaikuttaa positiivisesti myods laitteiston ja siten myos mittaustulosten
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stabiiliuteen ja toistettavuuteen. Aika-erotteisen laitteiston detektorin aika-ikkunoiden
jaksottaminen hoidefttiin  toistaiseksi manuaalisesti detektorin  piirilevylld olevilla
sAatimilld. Mydhemmassd laitekehityksen vaiheessa tdmda ominaisuus tulee olemaan
digitaalisesti hallinfaohjelman kautta kayttgjan saddettdvissd. Kaikista mahdollista
epdstabiilivtta aiheuttavista taustatekijoistd huolimatta aika-erotteinen kokoonpano

toimi luotettavasti ja vakaasti myds pitkissé mittauksissa.

5.3. Konventionaalinen ja aika-erotteinen Raman livosten kvantitatiivisessa
madarityksessa

Kofeiinista ja ranitidiininydrokloridista tehtiin livoksia, joita mitattin konventionaalisella
Raman-spekirometrilla. Ensimmaisessd vaiheessa tehtiin liuokset 50 mM PBS-puskuriin,
jota ei ollut suodatettu. Tarkoituksena oli tehdd mahdollisimman Idhelle maksimaalista
vesiliukoisuutta vahvat livokset, koska kdaytdssé ollut konventionaalinen Raman-
laitteisto ei ollut kaikkein optimaalisin livosten mittaukseen ja aika-erotteisen laitteiston
detektioherkkyydestd ei ollut tietoa ladkeainelivosten mittauksissa kaytettynd. Syitd
etenkin  konventionaalisen laitteiston ongelmista livosmittauksissa  k&sitelldan
mydhemmin 148ss& luvussa Raman-kokoonpanojen optiikkkaan liittyvien havaintojen

yhteydessa.

Tehfiin livokset, joiden vahvuudet konftrolloitin UPLC-analyysilld. UPLC-menetelmallé
mitataan todellisuudessa livennutta pitoisuutta, kun puolestaan  esimerkiksi
nefelometri-mittaukset perustuvat saostuneiden komponenttien tai  partikkelien
aiheuttamaan valon kulun muutokseen (Hoelke ym. 2009). Kofeiinilivos oli noin 67 mM
ja ranitidiinilivos oli noin 0.8 M vahvuudeltaan. Suoritettin Raman-mittaukset
molemmille livoksille, joiden laimennuksessa kaytettyd PBS-puskuria ei ollut suodatettu
ja myoskddn livoksen tilaa ei ollut tarkistettu nefelometrilla. Saatiin luvun 4.5.1. ja 4.5.2.
kuvissa 23-24 ja 27-28 nakyvat Raman-spekitrit. Lisdksi tehtin molemmista livoksista
kaksi jatkolaimennosta, kofeiinista 33.5 mM ja 16.75 mM, ranifidiinista 0.4 M ja 0.2 M.
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Kuvissa 25 ja 29 on esitettyind mainitussa jarjestyksessd molempien aineiden eri

vahvuisten liuosten Raman-spektrit madritettyind samaan kuvaajaan.

Raman-mittausten jalkeen livoksille suoritettiin nefelometrimdadritys, kofeiinille 67 mM ja
ranifidiininydrokloridille 0.8 M kontrolloimaan, ettd livokset todella olivat livostilassa.
Nd&in ei kuitenkaan ollut, vaan osoittautui, ettd nefelomeftri-mittauksen perusteella
livosten joukossa oli valon kulkua estévid rakenteita tai partikkeleja. Nefelomertri-
mittauksella saadut lukuarvot ovat aina mittaus- ja laitekohtaisia suhdelukuja, joten ne
eivat ole yleistettdvissd esimerkiksi jonkin toisen nefelometri-laitteen mittaustuloksiin.
Tadma seikka on tarpeen huomioida erikseen, mikdli nefelometrilla mitataan livoksia.
Nefelometria on erittdin nopea ja suoraviivainen keino kontrolloida, onko tutkittavan
liuoksen joukossa jotakin valon kulkua muuttavia partikkeleita. Nefelometria on kateva
menetelmad tapauksissa, joissa ei ole erityisesti tarvetta maadrittad esimerkiksi tarkkaa
analyysid livenneen molekyylin konsentraatiosta, vaan riittdd fieto siitd, onko livostila
saavutettu. Nefelometrimittauksiin perustuen tehtiin padteimid ja jatkotutkimuksia,

joita kuvataan seuraavaksi.

UPLC-analyysin  fuloksena saadut vahvuudet ja tehtyjen jatkolaimennosten
vahvuudet olivat hyvin todenndkadisesti todellisia konsentraatioita. Ongelma on ennen
kaikkea siind, ettd UPLC on erotusmenetelmd; siind detfektoidaan ainoastaan
liuenneen molekyylin pitoisuutta. Mikdli ndytteessd on myds osittain sakkautunutta
molekyylid, epdpuhtauksia tai esimerkiksi livottimesta muodostuneita kiteitd, niistd ei
saada valitdéntd informaatiota UPLC-analyysin tuloksena, ellei kyseisid artefakteja
ryhdytd erikseen analysoimaan. Kullekin aineelle on olemassa aineen rakenteesta
perdisin olevia tunnistettavia Raman-spekirin piikkejd. Raman-spektrien intensiteetti
kuvaa Raman-sironneiden fotonien intensiteettid  kullakin  energia-alueella
(aaltoluvulla). Konventionaalisella ja aika-erotteisella Ramanilla mitatuista spektreistd
voidaan valita esimerkiksi 1-3 piikkid, jotka ovat tunnistettavissa kiintedn aineen ja
liuoksessa olevan aineen molekyylin vérdhtelytilojen muutosten aiheuttamiksi piikeiksi.

Na&itd piikkej@ voidaan kutsua seurattaviksi piikeiksi tai tunnistettaviksi piikeiksi. Alla
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esitettyihin  tfaulukoihin on valittu yksi piikki kofeiinille ja ranitidiininydrokloridille.
Taulukoissa on esitetty piikin sijainti (cm-1), suhteellinen Raman-intensiteetti (a.u.) ja
intensiteettid vastaava konsentraatio (mM tai M). LisGksi piikkien intensiteetit kertovat
ainakin suuntaa-antavasti, millainen vahvuus livennutta molekyyli@ on livoksessa.
Alemman tiedon valossa voidaan pdadtelld, ettd livoksen |adkeainemolekyylin
konsentraation v@hentyessd, myds Raman-spekitrissd ndkyvan piikin intensiteetin tulisi
laskea - ideadlitiianteessa lineaarisesti. Nyt havaittin, ettd esimerkiksi kofeiinin
konsentraation pienentyessd puoleen laimennettaessa, Raman-intensiteetti  ei
kuitenkaan laskenut |Ghesk&dn samassa suhteessa (alla olevat taulukot 7-8 ja kuvat 25
sekd 27 luvussa 4.5.1. ja 4.5.2.). Kofeiinin tapauksessa kuvasta 25 ndhdadn, ettd
joillakin aaltoluvuilla pienemman konsentraation (16.75 mM) livoksen intensiteetti on
jopa suurempi kuin kaksi kertaa yht& vahvan (33.5 mM) livoksen aiheuttaman Raman-
sironnan intensiteetti. TGma osoittaa, ettd mitattujen livokset eivat olleet puhtaasti
livostilassaan tai toimittiin 1Ghelld kyseisen laitteiston detektiorajaa mitattujen livosten

suhteen.

TAULUKKO 6: Konventionaalinen: kofeiini (ei-suodatettu)

Tunnistettavan Raman- | Intensiteetti (a.u.) Piikkia vastaava

piikin sijainti (cm-1)

konsentraatio (mM)

557 101912 16.75
557 108750 33.5
557 147536 67

TAULUKKO 7: Konventionaalinen: ranifidiini (ei-suodatettu)

Tunnistettavan Raman-
piikin sijainti (cm-1)

Intensiteetti (a.u.)

Piikkia vastaava
konsentraatio (mM)

1134 162055 200
1134 236375 400
1134 535421 800
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Padateltiin, ettd laimennoksissa kaytetty PBS-puskuri on saattanut kiteytyd sdilytyksessa
(kylm@) esimerkiksi fosfaatti-suolakiteiksi  tai livotetut |addkeaineet eivat ole
saavuttaneet tdysin livostilaa. UPLC-analyysilld tarkastellaan siis todellista livennutta
molekyylid ja suodatetaan ndytteestd muu osa pois (Hoelke ym. 2009). N&in ollen ei
voida olla varmoja, mistd |adkeaineiden spekireissd ndkyvien piikkien intensiteetti
Raman-mittauksissa on kokonaisuudessaan perdisin. Toisin sanoen sirontaa on voinut
tapahtua liuenneista molekyyleistd - toisaalta taas siimdalle havaitsemattomasta
aineen sakasta tai muista partikkeleista. Ndin ollen olisi luonnollista, efttd esimerkiksi
ranifidiinile ominaiset spektrin piirteet ja piikit havaitaan aineen ominaisuuksiin
kuuluvilla  paikoillaan, eli molekyyli on havaittavissa livoksessa. Intensiteettien
perusteella ei kuitenkaan voida tehdd kvantitatiivisia padtelmid esimerkiksi liuoksen
vahvuudesta, koska sironta on voinut tapahtua sek& kiintedstd ettd livosmuodossa
olevasta aineesta. T&dma selittdisi muun muassa kofeiinilivoksien kohdalla havaitun
epdlineaarisuuden. Edelleen, 16.75 mM konsentfraation ja 33.5 mM konsentraation
kofeiinilivosten spektreiss&d havaittu intensiteetin suuri  vaihtelu (osassa  spekirid
intensiteetti oli pienemman konsentraation kohdalla IGhes yht& suuri tai jopa suurempi
kuin vahvemman konsentraation liuoksesta saatu intensiteetti) olisi perusteltavissa

mahdollisesta kofeiinin sakkautumisesta johtuen.

Jatkotutkimuksena tehtiin ranitidiinista 100 mM livos ja kofeiinista 60 mM livos. Valittiin
tehtavaksi huomattavasti laimeampi livos kuin aluksi tehty 0.8 M = 800 mM liuos ja
kofeiinista hieman laimeampi (aluksi ~ 67 mM, nyt ~ 60 mM), jotta olisi voitu minimoida
aineiden sakkautuminen ja varmistaa, ettd mitataan nimenomaan livostilassa olevia
molekyylejd. Mahdollisen PBS-puskurin kiteytymisen tai ep&puhtauksien aiheuttaman
taustasignaalin minimoimiseksi laimennoksissa kdytetty PBS-puskuri suodatettin 0.45
um steriilisuodattimella. UPLC-analyysid ei tdss@ yhteydessd tehty, joten livosten
vahvuudet ovat suuntaa-antavia. Valittujen konsentraatioiden perusteella laskettiin
punnittavien kuiva-aineiden massat ja tehtiin livokset. Molemmat livokset tehtiin
kaikilta osin samalla tavalla kuin alun perin UPLC-analyysiss& kontrolloidut liuokset.

Suoritettin  nefelometri-mittaukset kaytetylle Milli-Q-vedelle (kontrolli), suodatetulle
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PBS-puskurille, suodattamattomalle PBS-puskurille ja Iddkeainelivoksille. Nefelometri-
mittausten perusteella todettiin, ettd livokset olivat livostilassa ja mahdollisesti Raman-
signaalia hdiritsevid partikkeleja tai epdpuhtauksia oli huomattavasti véhemman.
Livosten stabiiliudesta saatin samalla tietoa, koska kantalivoksen ja kahden
jatkolaimennoksen valmistamisen jalkeen niitd sdilytettin  yon vyli seuraavaan
vuorokauteen asti huoneenldmmaossd. Nain ollen voitiin tehdd karkea validointi siitd,
ettd myds aika-erotteisella Raman-laitteistolla mitattujen livosten ominaisuudet olisivat
olleet samankaltaisen protokollan mukaan konventionaalisissa mittauksissa tehtyja
livoksia vastaavat. Aika-erotteisella Raman-laitteistolla ei kuitenkaan tehty tassd
yhteydessd 3 eri konsentraation sarjoja. Kaiken kaikkiaan tehdyt livokset sdilyivat

hyvin, mist& kertoo myds nefelometri-mittauksen fulos.

Valmistetuista kofeiini- ja ranitidiininydrokloridilivoksista tehtiin aiemmin madritetylld
tavalla kolmen eri konsentraation sarjat, 60 mM, 30 mM ja 15 mM (kofeiini) ja 100 mM,
50 mM, 25 mM (ranifidiini). Lukujen 4.5.1. ja 4.5.2. kuviin 26 ja 30 on mdadritettyind
vastaavat Raman-spekirit mainitussa jarjestyksessd. Lisdksi alla olevissa taulukoissa 8-9
ovat madritettyind ranitidiinille ja kofeiinille aiemmin valittujen tunnistettavien Raman-
spektrin piikkien intensiteetit ja niitd vastaavat konsentraatiot. Taulukoista havaitaan,
ettd suodattaminenkaaon ei  kokonaan ratkaissut  ongelmaa ja  aineiden
tunnistuspiikkien intensiteeteissd tapahtuu vaihtelua edelleen selvdsti. Edelleen,
lineaarista riippuvuussuhdetta konsentraation ja mitatun intensiteetin valilld ei ole
havaittavissa. Varsinaisen aaltolukualueen tai laserin  kalibrointi oli sen sijaan
todenndkdisesti  kohdallaan, koska esimerkiksi aallonpituusalueen tarkistuksessa
kaytetyn sykloheksaanin tunnistettavat piikit sijaitsivat jokaisella mittauskerralla hyvin

paikoillaan.
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TAULUKKO 8: Konventionaalinen: kofeiini (suodatettu)

Tunnistettavan Raman- | Intensiteetti (a.u.) Piikkia vastaava

piikin sijainti (cm-1) konsentraatio (mM tai
M)

557 118931 15

557 95164 30

557 104152 60

TAULUKKO 9: Konventionaalinen: ranitidiini (suodatettu)

Tunnisteftavan Raman- | Intensiteetti (a.u.) Piikkia vastaava

piikin sijainti (cm-1) konsentraatio (mM tai
M)

1134 90075 25

1134 91757 50

1134 113172 100

Mahdollisia syitd havainnoille ovat kdytetyn konventionaalisen Raman-kokoonpanon
mittapddn ja/tai keruuoptikan sopimattomuus esitettyihin livosten mittauksiin tai
laitteiston intensiteettikalibroinnin epdtarkkuus. Erot mittauskertojen ja laimennosten
valilld ovat niin ikddn mahdollisia tekijoitd havaittujen intensiteettien vaihteluun eri
laimennosten  valilld. Vaihtelun todenndkdisyyttd lisdd myds Raman-tekniikan
herkkyys. Tekniikalla pystytddn detektoimaan hyvin  pienen mittakaavan
molekulaarisia iImiditd. Tahdn sisdltyy myds tassd kappaleessa 5.2.2. kuvattuja
ongelmia samanaikaisesti; jotta esimerkiksi mitattujen livosten spektrien piikkien
intensiteeteistd voitaisin tehdd kvantitatiivisia pddatelmid, on huomioitava useita
samanaikaisia tekijoitd. Ensinnd, livokset ovat kaiken kaikkiaan kiinteitd aineita
hankalampia mitata tarkasti Raman-tekniikalla. N&in ollen mittauskokoonpanon on
oltava kaikilta osin optimoitavissa kiinteiden aineiden mittauksen liséksi livosmittauksiin,
jotta intensiteettivaihteluilta valtyttdisiin. Toiseksi, livosten valmistaminen tulisi tehdd
noudattaen erittdin toistettavaa protokollaa ja mahdollisuuksien mukaan olisi tarpeen

selvittdd aina tutkittavan molekyylin ja livotinmolekyylien kemiallisia interakfioita
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keskenddn. Interaktiot tutkittavan molekyylin ja livotinmolekyylin valilld saattavat
aiheuttaa spektripiikkien siirtymid (aaltolukuakselilla). Kolmanneksi, Raman-mittausten
rinnalle olisi tarpeen valita useita samanaikaisia kontrollimenetelmid varmistamaan,
ettd livostila on saavutettu ja se on stabiili (esimerkiksi nefelometri) sekd& mittaamaan
liuvoksen todellista konsentraatiota (esimerkiksi HPLC-analyysi). Lisdksi ndytteestd ja
tutkimusasetelmasta rippuen voidaan kayttaa esimerkiksi rontgen-
diffraktiomenetelmdad (XRPD) tai differentiaali-skannaus-kalorimetria (DCS)(Kaoa ym.
2012). Nelj@gnneksi, datan esi- ja jalkikasittelyyn tulisi kdyttdd useita erilaisia
menetelmid, jotta minimoitaisiin erityyppisid ei-kemiallisista tekijdistd johtuvia variaatio-
ja virhetekijoitd mittauksissa. Tdllaisia voivat olla esimerkiksi yksi- tai monimuuttuja-
analyysit, spektrien taustakorjaukset (polynomisovitus), spektrien SNV-korjaukset (engl.
Standard Normal Variate) tai toisen derivaatan kayttédn perustuvat korjaukset.
Edelleen, pddkomponenttianalyysin  kayttd  supistamaan  esimerkiksi  useita
komponentteja sisaltdvan livoksen spektridataa helpommin kd&siteltdvadn muotoon
on usein farpeellista. Vimeising, tutkittavan molekyylin  rakenteen sekd
preliminddrianalyysien tulosten perusteella voidaan valita analyysin kannalta
oleelinen Raman-spektrin alue tarkasteluun. Tdmdan ohella useiden spekirisarjojen
mittaaminen on suositelfavaa. Alla olevassa taulukossa 10 on yhteenvetona
huomioitavia seikkoja Raman-mittausten optimoinnista kvantitatiivisia madrityksid ja

erityisesti livosmittauksia simallé pitéGen.



TAULUKKO 10: Raman-mittausten optimointia kvantitafiivisin - mdadrityksiin - ja
livosmittauksiin
Keino Tarkoitus

Raman-mittauskokoonpanon
mekaaninen optimointi  (herdtesdteen
polttopisteen fokusointi, oikean
polttovalin madaritys helpolla saadalld)

Ndaytteestd tulevan sirontaemission keruun
optimointi

Raman-mittauskokoonpanossa

Ndaytteestd tulevan sirontaemission keruun

kaytettyjen optisten materiaalien | optimointi

optimointi

Laitteiston  mittapddn  (engl. probe) | Naytteestd tulevan sirontaemission keruun
polttopisteen ja polttovalin | optimointi;  esimerkiksi  livosmittauksissa
maadrittdminen sopivaksi tehtdvadn | polttopisteen (= piste tai alue, jolta

mittaukseen

tapahtuu intensiivisin takaisinsironta) tulisi
olla liuoksessa

Livuosten valmistaminen tarkoin
madritellyll& protokollalla seka
kemidllisten interaktfioiden selvittdminen

livotinmolekyylien kanssa

konsentraatiovaihteluiden
minimointi, sakkareaktioiden minimointi.
Interaktiot  tutkitftavan  molekyylin o
livotinmolekyylin valillé saaftavat
aiheuttaa spektripiikkien siirtymi&

Livuosten

Useat kontrolimenetelmdat livosten ftilan
tarkistamiseksi ja todellisen liuenneen
pitoisuuden mMAadritys (esimerkiksi
nefelometri ja HPLC)

Varmistuminen  siitd,  ettd mitataan
todellisia liuenneita konsentraatioita

Useat rinnakkaiset mittausdatan esi- ja
jalkikasittelyt (esimerkiksi yksi- ja
monimuuttujaanalyysit, spekirien
normalisointi, taustakorjaukset,  SNV-
korjaukset, toisen derivaatan kayttd, PCA-
analyysi)

Ei-kemiallisista tekijoistd johtuvien virhe- ja
variaatiotekijdiden vaikutuksen minimointi
sekd etenkin monimuuttujadatan
yksinkertaistaminen helpommin
kasiteltdvadn muotoon (PCA-analyysi)

Analyysin ja tutkimusten tavoitteiden
kannalta oleellisen Raman-spektrialueen
valinta

Yleensd aineiden Raman-spekirissd on
alueita, joilla sijaitsee niitd parhaiten
kuvaavat ja intensiivisimmdat Raman-
sironnan alueet. Muun mMuassa
eroavuuksien selvitt@minen eri
konsentraatioiden vdlillé helpottuu.

Useiden spekirisarjojen mittaaminen

Eri mittauskertojen vdlisten variaatioiden
minimoinfi
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Naitd madrityksid ja havaintoja voidaan pitdd pohjatietona myods esimerkiksi
mydhempid aika-erofteisella Raman-laitteistolla  tehtdvid  solumdadrityksiad  ja
kvantitatiivisia  madrityksia silmalld  pitden. Raman-madrityksiad pidetddn erittdin
suoraviivaisina ja helppoina ndytteiden esikasittelyn suhteen. Tadmd pdatee melko
hyvin kiinteille aineille, mutta etenkin liuvosmittauksissa on noudatefttava tarkkoja ja
toistettavia protokollia, jotta tulokset olisivat tulkittavissa oikein mittaajasta, laitteistosta
ja mittauspaikasta huolimatta. Lisdksi sek& mittauskokoonpanon aaltolukuasteikon,
intensiteettiasteikon ja laserin  kalibroinnin  tulee  olla  tarkoin  kohdallaan.
Konventionaalisella Raman-laitteistolla  mitattujen livostulosten perusteella  aika-
erotteiset livosmittaukset tehtiin kaikissa tilanteissa 0.45 um suodattimella suodatetulla
50 mM (Na2HPO4 suhteen) PBS-livoksella, jonka pH oli 7.05. On myds tarkedd
huomioida, ettd konventionaaliset mittaukset tehtiin kayttéden kaikille livoksille samoja
mittausparametreja (detektorin aukioloaika = integraatioaika = Exp-arvo ja tehtyjen
mittausten madard = Acc-arvo). Aika-erotteisella laitteistolla mitatut spekirit puolestaan
normalisoitin - korkeimman piikin - mukaan Origin-ohjelman avulla. N&in  pyrittiin
vakioimaan  mittausolosuhteet, jofta  tunnistettavien  piikkien lisdksi  niiden
intensiteeteistd olisi saatu alustavaa kvanfitatiivista tietoa. Tdmdan tutkimuksen
puitteissa ndissd mdadrityksissd ei ole tarkemmin tehty varsinaista kvantitatiivista
analyysi@ (luvussa 5.5. Kohti kvantitatiivista analyysi@ on  kuvattuna joitakin
menetelmi@ mahdollisille, jatkossa tehtdaville kvantitatiivisile mittauksille). Edella
kuvatut madritykset ovat kuitenkin oleellista tietoa, mikdli halutaan tehd&d esimerkiksi
biologisesti kiinnostavia mdadrityksid soluilla. Talldin on tarkedd pystyd yhdistdmadn
solukokeiden yhteydessd mitattavat Raman-spektrit ja niiden intensiteetit solujen sisa-
ja/tai ulkopuolella olevaan |adkeainelivoksen konsentraatioon. Edelleen, myds
mikroskooppi- ja kuvantamistekniikoita hyddynnettdessd piikkien intensiteettien ja niitd
vastaavien konsentraatioiden vastaavuuksien tunteminen auttaa esimerkiksi PCA-

analyysin pohjalta tehtévdassd digitaalisessa kuvanmuodostuksessa.
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5.4. Raman-kokoonpanojen  optiikasta, kalibroinnista ja  mittausaikojen

lyhentamisesta

Padsadntdisesti Raman-spektrin - mittaaminen kiinteille aineille ja livoksille vaatii
ndytteen asettamista oikean etdisyyden pddhdn laserin sateestd. Nayte tulee
aseftaa sellaiselle etdisyydelle, ettd sGteen polttopiste on ndytteessd. Nesteille ja
livoksille tulisi varmistua siitd, ettd polttopiste sijaitsee todellisuudessa nesteen sisalld,
jotta Raman-spektristd saadaan luotettava ja toistettava (Taylor ja Langkilde 2000).
Kuvassa 39 esitetddn fluoresoivan nestendytteen analysointia 532 nm:n heratelaserilla.
Kuva havainnollistaa filannetta, jossa kvartsikyvetissd olevan nesteen sisdlld on
nahtdavissd 'timalasimainen’ kuvio. Kuvio on objektiivilinssin muodostama kartiokuvio.
Polttopiste sijaitsee kartiokuvion keskelld. Kyseisestd pisteeseen tulee eniten herdtteen

fotoneja ja toisaalta siitd siroaa takaisin keruupddhan fotoneja.
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Taalla nakyy fluoresoivan naytteen
aikaansaama tiimalasikuvio 532 nm
laserilla. Tiimalasikuvion keskelld on
fokus ja sen intensiteetti riippuu
kaytettavan objektiilip N.A. :sta sekd
polttovalista (f). Katso Rptiikan
saannét ja lainalaisuude

KUVA 39: Nestendytteen Raman-analyysi 532 nm:n heratteelld. Kvartsikyvetin keskelld
nakyy fluoresoivassa ndytteessd selvasti timalasikuvio, jonka keskelld puolestaan

sijaitsee kaytetyn objekftiivilinssin polttopiste.

Moderneissa Raman-laitteistoissa hyddynnetddn opftikan lainalaisuuksia tutkittaessa
valonsateiden kohdistamista ndytteisiin ja toisaalta takaisin keruukuiduille ja edelleen
aina detektorille asti. Optiikan peruslakien mukaan on voimassa (Young ja Freedman
2000)

d=k*A/N.A.=0.61*A/n*(sinB),jossa
d =resoluutio = pienin havaittava valimatka kahden viivan valillé

A = aadllonpituus
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N.A. = numeerinen apertfuuri
n = taitekerroin
© =2 valon tulokulma

Lisaksi voidaan todeta, ettd mitd suurempi on suurennos, sitd pienempi syvyysterdvyys

voidaan saavuttaa (kuva 40).

Syvyysteravyyden mittakaava

KUVA 40: Objekftiivilinssin kartiokuvion mailli.

Lisdksi, kun kun linssin (objekfiivin) polttovdlid kasvatetaan, polttopiste siirtyy
kauemmaksi. Tassd saattaa olla osittain syy myds etenkin konventionaalisella Raman-
laitteistolla suorituissa livosmittauksissa havaittuun, toistuvaan ja voimakkaaseen
kuvioon spekirien aaltolukualueella ~ 200 cm-! — 700 cm! (kuva 41). Ensinnd, kyseisen
laitteiston nimellinen polttovali oli 250 mm, eli melko pitkd. Polttopisteessd séteen
nimellinen halkaisija oli 6 mm. Laitteiston PhAT-mittapddn (engl. PhAT probe)
objektiivin  numeerinen apertuuri  (N.A.) oli pieni. Kokonaisuudessaan ndiden
ominaisuuksien vuoksi herdtesdde oli Idhes kollimoitu laser-sdde. Naytteeseen ohjattu
valo meni halkaisijaltaan paksuna sGteend ndytteeseen, polttopisteen intensiteetti ei

ollut missddn kohden polttopistettd erityisen suuri ja takaisin sironnut valonséde palasi
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niin ikdan samankaltaisena paksuna, suorakaiteenmuotoisena takaisin kerdyskuiduille.
Fokuspisteestd tulevan takaisinsironnan fotonien kerdyskulma (8) on melko pieni ja
ndin ollen kuiduille tulevaa fotonivirtaa kuvaava tiheysfunktio venyy pitkdlle alueelle.
Toisin sanoen, fotonien keruuta detektorille ei tapahdu mistddn kohden erityisen
tihedsti (tehokkaasti), mutta se tapahtuu pitkdltd matkalta. Tilannetta voidaan
verrata toisenlaiseen jarjestelyyn, jossa kerdyskartion kulma olisi suuri, eli objekfiivilinssin
N.A. olisi suuri. Talldin tarkan polttopisteen pinta-ala olisi pieni ja kerdysfunktio saataisiin
integroitua lyhyemman alueen yli. Taten kerdyskuidun pddhdn ja edelleen detektorille
saataisin  kerattyd enemmadn sironneita fotoneja ja laitteiston herkkyys paranisi.
Toisena mahdollisena tekijdnd mainittuun, konventionaalisella kokoonpanolla
mitattujen livosten spekirej@ hairitsevadn iimidédn aaltolukualueella ~ 200 cm-! — 700
cm-! voidaan pitdd kaytettyd herdtteen aallonpituutta (785 nm) ja sen aiheuttamaa
fluoresenssia. Yleensd fluoresenssia esiintyy lyhyemman aallonpituuden laser-heratettd
kaytettdessd, mutta toisinaan sitd esiintyykin pidemman aallonpituusalueen herdtettd
kaytettGessd (Smith ja Dent 2005). Kalibroinnissa kdytetty nestemdinen sykloheksaani
aiheutti kuitenkin eritt@in tarkan ja hairidttdéman Raman-spektrin aina, kun se mitattiin
ennen varsinaisia ndytteiden mittauksia. Kuitenkin, valittdmasti siirryttdessd muihin
nestemdisiin ndytteisiin, spektreissd ndkyi kuvan 41 mukaisesti voimakkaita signaaleja,
vaikka nestemdaisen sykloheksaanin mittauksessa niitd ei ndy. Voidaan myods esittad
mahdollisuus sille, ettd sykloheksaani (n = 1.4)aineena siirtdd polttopistettd lasipullon
sis@lld kauemmaksi (jopa lasipullon pohjan taakse), kun taas pelkkd ilma tai veden
taitekerrointa |Ghelld olevat PBS-livokset siirtévat fokuspistettd vihemman. Nd&in ollen
fokuspiste on saattanut sijaita likimadrin lasipullon / astian pohjassa ja sirontaa on

tapahtunut astioiden pohjista.
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—— PBS-liuos (60mM) (15 ml)
—— Nestemainen sykloheksaani (15 ml)
—— Tyhja lasipullo

1.0 4 —— Tyhja muoviastia

0.8 -

0.6

0.4 1

0.2

Normalisoitu intensiteetti (a.u.)
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Raman-siirtyma (cm™)

KUVA 41: Nesteilld tehtyjen konventionaalisten Raman-mittausten spektrejd (vertailuksi

my®os kalibroinnissa kdytetyn sykloheksaanin spekiri).

Voidaan myds kiinnittdd huomio kuvaan 32, jossa on esitetty  kiintedn
ranifidiininydrokloridin ja liuoksena olevan ranitidiininydrokloridin konventionaalinen
sekd aika-erotteinen spekiri  samassa kuvassa. Vaikuttaa osin @ siltd,  ettd
todenndkdisten toisiaan vastaavien piikkien sijainnit hieman vaihtelevat n&enndisesti

seuraavassa kuvatulla tavalla.

PadGsadntdisesti  spekirien muodot tasmdadvat keskenddn, mutta niissd  on
havaittavissa ik&an kuin haitarilikettd. Esimerkiksi konventionaalisessa valilld 1046 cm-!
- 1134 cm! spektrin muodossa tapahtuu loiva lasku (siis katsottuna vasemmalta -->
oikealle). Aika-erotteisessa on mydskin valilléd 1047 cm-! — 1133 cm-! lasku, mutta spekiri

nayttdd 'kaventuneen’ suhteettoman paljon kyseiselld valilla. Tiivistettynd, kysymyksia
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herattdd, minkd vuoksi piikkien valinen ero ei pysy koko matkalla samana. Vaihtelua

tapahtuu seuraavissa kohdissa (a) — (d) kuvatulla tavalla.

(a) Pikit 1134 cm! ja 976 cm! (konventionaalinen) ja 1133 cm-!ja 975 cm! (aika-

erotteinen) ovat kdytanndssa taysin kohdillaan ja vastaavat toisiaan.

(b) Kohdan 975 cm vasemmalla puolella sijaitsevien piikkien ero on 956 cm-!
(konventionaalinen) vs. 948 cm-! (aika-erotteinen), eli aika-erofteinen on ~ 8 cm-!

j@ljessa.

(c) Vdlille 1046 cm — 1134 cm-! sijoiftuvien (edelleen, spektrin kokonaismuodon
perusteella |Ghes varmasti vastaavien) vastinpiikkien ero on suurempi, 1025 cm-!
(konventionaalinen) vs. 1047 cm-! (aika-erotteinen) ja 1046 cm-! (konventionaalinen)

vs. 1064 cm-! (aika-erotteinen)), eli aika-erotteinen on luokkaa ~ 20 cm-1 edelld.

(d) Kohdan 1134 cm-! oikealla puolella olevien vastinpiikkien ero on k&aantynyt
puolestaan siten, ettd aika-erotteinen onkin ~ 7 — 8 cm-1 jdljessd konventionaalista
(1164 cm (konventionaalinen) vs. 1157 cm (aika-erofteinen) ja 1186 cm'!
(konventionaalinen) vs. 1177 cm-! (aika-erotteinen) ja 1248 cm-! (konventionaalinen)

vs. 1241 cm-! (aika-erotteinen).

Todenndkdinen aiheuttaja tdlle on kaytetyn herdte-laserin aallonpituus. Toisin sanoen
532 nm laserilla mitatut tulokset voivat olla seurausta herdte-energian erilaisuudesta
verrattuna 785 nm laseriin; molekyylin rakenteessa saattaa tapahtua muutoksia
littyen kaytettyyn herdte-energiaan. Iimididen tasmdllinen molekyyli- ja atomitason

madrittdminen on kuitenkin ndiden tarkastelujen ulkopuolella.

Huomioitava seikka Raman-md&drityksissd on  spekirometrin  kalibrointi. Esimerkiksi
|Gdketeollisuuden kaytdssd analyysitulosten on oltava toistettavia ja tarkkoja (Lewis ja
Edwards 2001). Dispersiospekirometrin kalibroinnissa on kolme tdrkedd parametria,
jotka tulee kalibroida sadanndllisin valiajoin ja etenkin laitteistoon tehtyjen muutosten
yhteydessd. Parametrit ovat spektrografin aallonpituusakseli, systeemin spektrivaste

(tai intensiteettiakseli) ja laserin aallonpituus. Ndaissd mdadrityksissd aika-erotteinen
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laitteisto oli kehitysvaiheessa ja joitakin muutoksia muun muassa detektorin aika-
ikkunoiden jaksotukseen piti suorittaa (eli muutos laitteistoon). TéGman jdlkeen
suoritettiin spektrografin aallonpituusakselin kalibrointi kahdella erilliselld laserilla; 532
nm ja 623 nm. Ensin mainitun laserin aallonpituutta saatin  muutettua Hg-Ar-
kaasupurkauslampulla siten, ettd detektorin sinisen 'adripddn’ kalibrointiin voitiin
kayttadd talld menettelylld aikaansaatuja 3 tunnettua spektripiikkid. Detektorin
punaisen 'adripddn’ kalibrointiin kaytettin 632 nm He-Ne-laseria. Tastd saatin 1
tunnettu piikki, kaasupurkauslamppua ei kdytetty endd 632 nm laserin yhteydessa.
Systeemin spektrivasteen kalibrointi on tarkedd, jotta mitatut intensiteetit olisivat
samansuuruisia kdytetystd heratteestd huolimatta. Jokaisella spektrometrilla on oma
yksildllinen intensiteetin siirtofunktionsa, joka on kdytdnndssa tulos kaikista yksittdisista
komponenteista koko optisella keruumatkalla. N&itd komponentteja ovat muun
muassa opftisten elementtien transmissio, diffraktiohilojen tehokkuus, CCD-detektorin
kvanttisuhde ja pikselist&-pikseliin-vaihtelut CCD-detektorin vasteessa
(vastefunktiossa). Laser-herateldhteen kalibrointia ei ndissé madrityksissé ollut tarvetta

suorittaq, koska kaytetty laser on tunnetusti hyvin stabiili.

Saatujen tulosten pohjalta voidaan todeta, ettd konventionaalinen Raman-laitteisto
ei ollut muokattavissa optimaaliseksi esimerkiksi livosten mittaamiseen. Mydskadn
mittausjarjestelyjen muuttaminen ja erilaisten mittausastioiden testaaminen ei
muuttanut ratkaisevasti tilannetta. Lisdksi konventionaalisella Raman-kokoonpanolla
kaytettin 785 nm jatkuvan aallonpituden herdte-laseria, aika-erotteisella puolestaan
532 nm pulssilaseria. Saadut tulokset eivat ole taltd kannalta tdysin vertailtavissa
keskenddn. Uudentyyppiselld aika-erotteluun kykenevdalld Raman-kokoonpanolla on
tastd huolimatta havaittavissa useita etuja. Ensinnd, lyhyemmdan aallonpituuden (eli
korkeamman tagjuuden ja energian) herdte-laserin pitdisi aiheuttaa enemmadn
fluoresenssiongelmia kuin pidemmdn aallonpituuden laserin  (eli matalamman
taajuuden ja energian). Mitatuissa tuloksissa huomataan, etté herdtteestd huolimatta
aika-erotteisella laitteistolla saadaan aikaan tehokasta fluoresenssin véhenemistd ja

toisaalta etuja korkeammasta herdte-energiasta. Yleensd Raman-signaalin keruussa
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joudutaan tekemdadn valintoja ndiden kahden tekijgn vdalilld; joko kdaytetddn
pidemmdan aallonpituuden ja heratettd (esimerkiksi 1064 nm laseria), jolloin Raman-
sironnan detekfointi vaikeutuu huomattavasti, mutta fluoresenssi-imid vdhenee
elekfronisten siirtymien vahentyessd matalomman herdte-energian vuoksi. Jos taas
kaGytetddn Iyhyemman aallonpituuden herdtettd, Raman-sirontaa tapahtuu
enemman korkeamman herdte-energian seurauksena, mutta niin ikddn fluoresenssi
voimistuu.  Aika-eroftelulla  voitin - saadusta  kokonaissignaalista  vGhennettyd
fluoresenssin osuus pois niiden aika-ikkunoiden osalta, joiden aikana kerdttiin eniten
fluoresenssin aiheuttamia emissiofotoneja. Jdljelle j&i nopeasti tapahtuvan Raman-
sironnan fotonien detektoinnista saatu spekiri. Menetelmdan hyodtynd oli myds se, ettd
spekirin  hienorakennetfta oli ndhtdvissd korkeamman herdte-energion  aktivoitua
sellaisia molekyylien varahtelyjd, joita pidemman aallonpituuden herdtteen kaytolla
ei voitu havaita. Nadmd& madritykset koskivat sekd kiinteitd ettd livoksina mitattuja
aineita. Ndin ollen, vaikka konventionaalinen laitteisto oli ennen kaikkea optimaalinen
kinteiden aineiden mittauksiin, aika-erotteisella kokoonpanolla saatin  selvéa
parannusta Raman-signaaleihin. Aika-erotteisen laitteiston eduksi voidaan laskea
myds korkea muokattavuusaste; muun muassa sdteen fokusoinnin ja ndytteen
altistuksen suunta, fotonien keruuoptiikkka ja mahdollisuus mikroskoopin liittdmiseen
olivat kaikki tdysin muokattavissa. Laitteiston fyysinen sijoittelu |laboratoriotiloihin
voidaan toteuttaa monin eri variaatioin ja sen stabiilius osoittautui  hyvaksi

vaihtelevissa Idmpd- ja kosteusolosuhteissa pitkien mittausten aikana.

Monissa Raman-sovelluksissa mielenkiinto prosessien aikana tapahtuvaa monitorointia
kohtaan on kasvussa. Ladketeollisuudessa halutaan seurata esimerkiksi Iddkeaineiden
kiteytymisprosessin muutoksia koko prosessin matkalla. Toistaalta solututkimuksissa
voidaan seurata solujen ympdristddnsd tuottamien aineenvaihdunta- ja muiden
tuotteiden muutoksia tai antibioottien tehokkuutta (nopeutta) tautia aiheuttavien
bakteerien tuhoutumista indikoivien aineiden pitoisuusmuutoksissa. Talldéin Raman-
laitteiston on oltava myds on-line-monitorointiin kykenevd, eli mittauksia voidaan

haluttaessa  suorittaa  reaaliojassa. Liséksi, koska Raman-tekniikka mahdollistaa
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mittaukset esimerkiksi lasisten seindmien [Gpi, mittauksia p&dastddn suorittamaan iiman
erillistd ndytteenottoa. Noma kaksi tekijdd muodostavat Raman-spektroskopiasta
erittdin tehokkaan apuvdalineen monipuolisiin reaaliajassa tapahtuviin mittauksiin. Erds
potentiaalinen sovellusalue on Ndin ollen myods eldvien solujen solukalvoreseptoreiden
toiminnan havainnointi esimerkiksi IGdkeaineen sitoutuessa pinnan vastaanottokohtiin.
Tassd tutkimuksessa kdytetyn aika-erotteisen Raman-laitteiston pitkien spektrien
(esimerkiksi amorfisen indometasiinin mittaus spektrialueella 150 cm-! — 3000 cm-! oli ~
11 h mittaus) mittausajat ovat toistaiseksi pitkid. Talle on kuitenkin jo valmiita ratkaisuja,
jotka nopeuttavat huomattavasti  detektointia myds pitkien spektrialueiden
madrityksissd. Alla olevassa taulukossa 11 on kootusti keinoja, joilla mittauksia

nopeutetaan.

TAULUKKO 11: Yhteenveto Raman-laitteiston optimoinnista mittausaikojen

lyhentamiseksi

Kohde Parannus

Detektori Pikseleiden lis&@&minen, esim. 128 pikselistd
512 pikseliin

Detektori / spektrografi Detektorin liikuttelun parantaminen

Spekirografi Mikrolinssien k&yttd detektorin yldpuolella

Spektrografi Keruukuidun kiinnityksen parantaminen,
jotta sirontafotoneja ei "hukata’

tilanteisiin,  joissa  niitd  kohdistetaan
detektorista ohi

Laser Tehon lisGdminen

Koko laitteisto Kaikkien kdytettyjen optisten materiaalien
(kuidut, peilit, linssit) optimointi

Pelkastddn taulukossa 11 esitetyilld ratkaisuilla esimerkiksi ~ 10 tunnin mittausaikaa

voidaan vahentdd ~ 4 minuuttiin.
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5.5. Menetelmakehitysta I: Stella-malli Iaakeaineen passiiviselle permeaatiolle

solukalvon lapi

Edella esitettyjen tutkimustulosten perusteella voidaan todeta, ettd kehitetylld vudella
Raman-tekniikalla on potentiaalia myds soveltavaan tutkimukseen, kuten
solututkimuksiin tai muihin  1&ddkekehitystd ja biologisia mdadrityksid integroivaan

futkimukseen.

Elavilld soluilla tehtdvien mdadritysten alkuvaiheissa olisi kdytanndllistd hyddyntad
muun muassa |addkekehityksessd usein kaytettyd mallia. Karkeasti  yleistettynd
muodostetaan Iddkeaineen tunnettujen fysikaalisten ja kemiallisten ominaisuuksien
perusteella tfietokonemalli. Malli voi kuvata jotakin tiettyd elimiston osaa - jopa
solukalvoa reseptoreineen, tai suurempaa kokonaisuutta, kuten suolistoa ja sieltd
tapahtuvaa |ddkeaineen imeytymistd (Kortejarvi ym. 2007). Mallin avulla on
mahdollista suunnitella esimerkiksi sopivaa koeasetelmaa, kun tiedetddn [ddkeaineen
ominaisuuksia - sekd parhaassa tapauksessa voidaan arvioida jo etukdteen
esimerkiksi sen vaikutuskohteen mallinnettavia suureita. Seuraavassa vaiheessa
suoritetaan in vitro tai in vivo tutkimus. Tutkimuksesta saadun mittaustiedon pohjalta
voidaan madrittad tarkeitd farmakokineettisia parametreja tutkittavalle [Gdkeaineelle
jollakin tarkoitukseen soveltuvalla ohjelmalla. Ensimmadisessd vaiheessa muodostettua
mallic voidaan ndiden fietojen pohjalta tarkentaa ja muokata vastaomaan
paremmin |Gdkeaineen todellisia likkeitd elimistdssd. Pysyttelemdlld mahdollisimman
yksinkertaisissa malleissa ja tarkentamalla niitd vahitellen saatavalla tutkimusdatalla,
padstddn  optimoimaan  esimerkiksi  1&dkemolekyylin  ominaisuuksia  haluttuun
suuntaan. Etuna on nopeus ja vaivattomuus verrattuna esimerkiksi tlanteeseen, jossa
jokaisen ladkemolekyylille tehtéGvan (kemiallisen) muokkauksen jalkeen jouduttaisiin

suorittamaan in vitro tai in vivo koesarja.

Tassd yhteydessa olisi mahdollista tehdd solukalvon passiivista permeaatiota simuloiva

malli, jossa kdytetddn tutkittavan |&ddkeaineen P-arvoa, MDCKII-solujen keskimadardista
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imeytymispinta-alaa ym. relevantteja parametreja mallin rakentamiseksi. Mallitetaan
esimerkiksi filanne, jossa lddkeaine on jo valmiksi liuenneena, eli liukenemista ei
tarvitse sindnsd huomioida ja se ei rgjoita lddkeaineen poistumista livostilasta.
Edelleen, koska konsentraatio livospuolella >> solun sisdlld, mallissa ei tarvitse
(ainakaan aluksi) huomioida ‘'vastavoimaad', joka alkaa rajoittaa permeaatiota solun
sispuolen konsentraation kohotessa. Voidaan siis olettaa, ettd 'sink' - olosuhteet
sGilyvat koko mittauksen ajan. Koejdrjestelyssd on tarkedd sdilyttdd mainitut sink-
olosuhteet; talldin maksimissaan 10 % alkuperdisestd konsentraatiosta saa olla
siirtyma@ssa kullakin hetkelld apikaalipuolelta (livostila) --> basolateraalipuolelle (solun
sisddn). Edelleen, tdma tarkoittaa esimerkking, ettd jos apikaalipuolen pitoisuus on
Csink = 37.8 ug, basolateraalipuolelle saa olla siirtymdass@ Csink = 37.8 ug / mi x 0.1 = 3.78
ug. Mikdli konsentraatio basolateraalipuolella ylittdd tdman, sink-olosuhteet eivat ole
voimassa, eli tatd konsentraatiota vastaava mittausajankohta t on  pddte
ndytteenottoajankohdille. N&in ollen voidaan ndytteenottoajankohdat maadrittad
sopiviksi aikavdliltd to (alkuhetki) - tn (vimeinen mahdollinen ajanhetki, kun sink-

olosuhteet ovat voimassa).

>
Y Papp_Drug

i / ;
" Drug_Amount " ‘)ﬂﬁii’( d Inside_Cell
=
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Drug_Transfer

.

<"" ‘." ~ =3 . P 3
COd D B -
Conc_Out_  Volume_Out_ Cell_Surface_Area

Cell_Volume
cell l’. Cell = . Conc_In_Cell

Drug_Transfer =Papp_Drug * Cell_Surface_Area * [Conc_Out_Cell -Conc_In_Cell)

KUVA 42: Stella-malli Iddkeaineen passiiviselle permeaatiolle solukalvon 1Gpi
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Tiedoilla konstruoidaan edelld esitetty malli, jolla voidaan madrittdd sopivat
ndytteenottoajankohdat (selvitetddn, milld logP arvolla ~ permeaatio on tapahtunut
muutamissa  minuuteissa, suuntaa-antavaksi). Mallinnukseen voidaan kayttad
esimerkiksi Stella-ohjelmaa (Isee System Inc., USA). Kuvassa 42 on esitetty |Gdkeaineen
passiivista solukalvopermeaatiota kuvaava malli. Mallinnus on suoraviivainen tapa

saada alustavia ja ennustettavia tuloksia solukokeita ajatellen.

5.6. Menetelmakehitysta Il: Kohti kvantitatiivista analyysia

Etenkin ladketeollisuudessa kdytettyjen menetelmien tulee olla aina validoitavissa,
niiden tulee olla luotettavia ja toistettavia mittauskerrasta, mittaajasta ja kaytdnndssé
mittausolosuhteista rippumatta. N&in ollen keskeinen kysymys Raman-tekniikoiden
hyddyntamiselle on, miten Raman-signaalista voitaisiin saada luotettava ja toistettava
kvantitativinen mittausmenetelma kiinteille aineille ja livoksille. Mikali halutaan tehdd
luotettavaa ja toistettavaa kvantitatiivista analyysid, menetelmdt on validoitava
huolella, laitteisto on kalibroitava aina samalla tavalla ja mittausten virheanalyysi on

oltava sellainen, ettd@ virheen |Ghteet ovat yksiselitteisesti tulkittavissa.

Esimerkkind Raman-signaalin perusteella tehtdvastd kvantitatiivisesta mdadrityksesta
voidaan kuvata protokolla yksikomponenttilivoksille. Valitaan livoksessa mitatusta
|6ddkeaineesta 'varma', tunnistettava ja vahva piikki, joka kuuluu kyseiselle
|Gakeaineelle. Yleisemmin, spekiroskopian menetelmisséd voidaan havainnoida
yksittGisen piikin tai muutamien tfunnistettavien piikkien muutoksia tai toisaalta
voidaan hyddyntéd niin kutsuttua PLS-analyysid@ (engl. PLS = Partial Least Squares).
Jalkimmaisessd kdytetddn koko spektrin informaatiota kvantitatiiviseen analyysiin
(Pajomo O: Amorfisen aineen kvantitointi. Seminaaritiivistelmd 31.5.2005. Helsingin

yliopisto).

Tehd@dn esimerkiksi 3 konsentraation sarja livoksia ja tarkistetaan jollakin rinnakkaisella

menetelmalld, ettd livostila on todellisuudessa saavutettu. Otetaan aiemmin valitun
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Raman-spekirin piikin intensiteetti indikaattoriksi liuvoksen vahvuudesta. Otetaan myds
jokaisesta konsentraatiosta (esim. 3 eri konsentraatiota) 3 rinnakkaisndytettd UPLC-
referenssid varten ja madritetddn konsentraatiot UPLC:lla. Tdman jdlkeen tehd&dn
standardisuora Raman-mittauksille konsentraatioista (x-akselille pitoisuus ja y-akselille
intensiteetti). Raman-signaalin tydstdminen kemometristen menetelmien keinoin
tuottaa luotettavia ja toistettavia kvantitatiivisia analyysituloksia (Roggo ym. 2010).
Tavallisimmin kd&sittelyyn kuuluvat spektrien normalisointi  (parhaiten tfilanteeseen
sopivalla  normalisoinfirutiinilla) ja mahdollisesti  signaalin - taustan  korjaaminen
esimerkiksi polynomisovitukseen perustuvalla menetelmdalld. Myds SNV-menetelmdn
(engl. SNV = Standard Normal Variate) kdyttd kuuluu tavallisin  kvantitatiivisen
analyysin  vaiheisiin.  Kvantitatiivista analyysid suunniteltaessa on tarkedd etsid
sopivimmat signaalin - prosessointimallit.  Erilaisia  skaalausmenetelmi& (esimerkiksi
yksikkdvarianssi ja sentterdinti) , normalisointia (SNV-korjaus ja 1. tai 2. derivaatan
kayttd) sekd datan rajusmenetelmid (PLS-analyysi) sek& niiden yhdistelmid tulisi
testata kvantitatiivisten menetelmien yhteydessd. Mallien pdtevyyttd voidaan
arvioida esimerkiksi RMSEP (engl. RMSEP = Root Mean Square Error of Prediction) tfai

RMSEC (engl. RMSEC = Root Mean Square Error of Calibration) menetelmill&.

5.7. Menetelmakehitysta lll: Solumittaukset

Elavilld soluilla tehtdviin - Raman-mdadrityksiin  tarvitaan kaytdnndssa ldhes on-line-
monitorointin  kykenevad laitteistoa. Esimerkiksi solujen ympdristdssé  olevien
yhdisteiden reaaliaikainen tunnistaminen ja konsentraatiomuutosten seuraaminen

reaaligjassa on [dhes valttamatontd, jotta saataisiin oleellista mittaustietoa.

Elavilla soluilla tehtdvissd madrityksissé voitaisiin kayttdd esimerkiksi MDCKII-solulinjan
tai HepG2-solulinjan soluja. Esimerkiksi MDCKIl-soluja k&ytetddn usein tutkimuksissa,
joissa halutaan mallintaa esimerkiksi ihmisen suoliston solujen solukalvol&pdisyd.

Voidaan valita esimerkiksi yksi [@dkeaine, jolla on hyvd vesiliuskoisuus (= hyva liukoisuus
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PBS-puskurilivokseen) iiman livkoisuusapua (esimerkiksi dimetyylisulfoksidi) ja hyva
solukalvon 1apdisykyky. Toisin sanoen tdllaisessa tutkimuksessa voitaisiin valita BCS | —
luokan |adkeaineita (hyva vesiliukoisuus, hyva solukalvon [Gpdisyominaisuus)
tutkittaviksi. Aika-erottelun fluoresenssisuppression ansiosta esimerkiksi
solukalvorakenteiden aiheuttamasta autofluoresenssista ei olisi tassd tapauksessa

haittaa.

Kokeissa voitaisiin aluksi tehdd yksinkertainen koejdrjestely; miten (yksi)solukerroksen
pddlle applikoidussa Iddkeainelivoksessa signaalin intensiteetti muuttuu  valittuissa
ndytteenottoajankohdissa. Toisin sanoen, miten I&dkeaineiden kulkeutuminen soluihin
ja ndin ollen lddkeainekonsentraation lasku livoksessa ndkyy Raman-signaalissa.
Fokusointi pitdisi pystyd suorittamaan laitteistoon yhdistetyn mikroskoopin avulla.
Kaytannodssa siis pitdisi fokusoida herdtelaserin intensiivisin piste (= polttopiste) tarkasti
solun ulkopuolella olevaan nestekerrokseen tai solun sisddn. Seuraavassa esitetddn

runkomalli protokollalle, jolla solumittaukset voitaisiin suorittaa.
Protokolla vaihe I:

1. Kofeiinista standardit, esim. PBS-livoksiin (50 mM) valmistettuina, kofeiinin
vahvuudet livoksissa 18.75 mM, 37.5 mM ja 75 mM.

2. UPLC:lla standardien tarkka pitoisuusmdadritys.
3. Standardien Raman-mittaus ja 555 cm-! piikin intensiteetin seuraaminen.

4. Normalisointi jonkin liuokseen applikoidun sisdisen standardin avulla. Sisdisen
standardin tulisi tuottaa vahva ja tunnistettava Raman-signaali ja se ei saisi olla
kemiallisesti milléan tavalla reaktiivinen livoksen muiden komponenttien kanssa
(esimerkiksi livotetun |GGkeaineen kanssa). Tallaisena sisdisend standardina voisi
toimia esimerkiksi jodi |2 tai kalsiumfluoridi CaF. (Tfayli ym. 2007) (kalsiumfluoridi
toimii hyvin sisGisend standardina esimerkiksi kudosndytteiden kdasittelyssd, koska
se ei aiheuta Raman-signaalia aaltolukualueelle 620 cm! — 1810 cm-!. Lisdksi,

liuokseen lisatty sisdinen standardi ei saisi hdiritd millddn tavoin valitun solulinjan
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toimintoja. Nain ollen voitaisiin normalisoida kaikkien (3 eri konsentraatiota tassd
tapauksessa)  yksisolukerroksen — pddlle  applikoitujen  |Gdkeainelivosten
seuraftavan / seurattavien Raman-spekiripiikkien intensiteetit sisdistd standardia
vastaan. Erittdin tarked seikka tassa olisi se, ettd sisdisen standardin pitoisuus olisi
jatkuvasti kontrolloitavissa ja fiedossa. Tadmad tarkoittaa sitd, ettd jokaiseen
solukerroksen pddlle applikoituun lddkeainelivuokseen lisdtyn sisdisen standardin

pitoisuus olisi tarkasti fiedossa, eli sama kaikissa mittauksissa.
5. Standardisuoran rakentaminen (x-akselille pitoisuus, y-akselille intensiteetti).

Protokolla vaihe Il (laagkeaineen kinetiikan tutkimukset solujen, Ramanin ja UPCL:n

avulla):

1. L&dkeainelivoksen applikointi solukerroksen pdadlle (konsentraatio on oltava
detektiorajojen sisdlld, esim. 1-50 uM, jos ei ole, laimennetaan UPLC:t&d varten

ennen analyysid).

2. Ennalta madriteltyind mittausajankohtina ndytteenotto livoksesta UPLC-
md&daritystd varten ja on-line tapahtuva Raman-signaalin mittaaminen (joko
yksitt@isind mittausajankohtina TAI jatkuva 'monitorointi’ esim. puolen tunnin
kohdalla tapahtuvalla mittauksella). Mikdli Raman-signaalin mittaamisen aika
on liian pitkd Idhes reaaliajassa tapahtuvaan mittaamiseen, voidaan harkita

laitteiston optimointia joillakin taulukossa 11 kuvatuilla menetelmillé.

3. Raman-signaalin intensiteetti vihenee (oletus), kun l&ddkeainetta kulkee
solujen sisddn.  Esimerkiksi seurataan kofeiinin piikin 555 cm-! intensiteetin
muutosta  ajanhetkestd to --—-->> ajanhetkeen th. Tarkistetaan kyseisia

intensiteettej@ vastaavat pitoisuudet protokollassa | madritellystd standardista.

4. Mittausajankohdissa otettujen ndytteiden pitoisuuksien madritys UPLC:lla
referenssiksi / tarkistukseksi Raman-intensiteetin signaalin  avulla mdadritetyn

pitoisuuden paikkansa pitdvyydestd. Tehdddn korrelaatio R-arvolla, el
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esimerkiksi x-akselile Raman-intensiteetistd laskettu pitoisuus vs. y-akselille

UPLC:lla md&daritetty tarkka pitoisuus.

5. Suurin ongelma tassd kohden on todenndkdisesti vahva fluoresenssi, joka
vuoksi konventionaalisella Ramanilla ei ndy kuin fluoresenssispekiri ilman mitaan
selkedd merkkid |Gdkeaineesta. Aika-erotteisella Ramanille sen sijaan voi olla
mahdollista ohittaa t&dma fluoresenssi ja saada ndkymadn lddkeaineen signaali
livoksesta. N&in ollen olisi mahdollista tehdd yllé kuvatun kaltainen koejdrjestely

ja saada alustavaa tietoa |Gdkeaineen kinetiikasta.

5.8. Menetelmakehitysta IV: Mittaukset biomimeettisilla rakenteilla

On mahdollista eristGd esimerkiksi HepG2-soluista solukalvorakenteita, applikoida niitd
edelleen ftukimateriaalien pddlle ja madrittdd erityyppisid solukalvorakenteille
tyypillisid ominaisuuksia (Granqgvist ym. 2014). Tdllaisia ominaisuuksia voivat olla
esimerkiksi  solukalvon reseptoreihin  sitoutuvien (lddke)aineiden sitoutumis- @
irfoamisnopeus tai solukalvon [ddkeaineldpdisyn tutkimukset. Koska solumdadrityksissé
on aiemmin havaitftu ongelmia fluoresenssin  kanssa, aika-erotteinen Raman-
spekiroskopia saattaisi olla ratkaisu ndihin ongelmiin edelld esitettyjen tutkimusten
perusteella. Sopivia menetelmid tdllaisiin tutkimuksiin voisivat olla Raman- ja SPR-
tekniikat (Viitala ym. 2013). K&ytdnndssd SERS-tekniikat ovat Raman-tekniikoiden ja
SPR-tekniikoiden yhdistelmid.

Aihe: Stella-mallin, biomimeettisen solukalvon ja HepG2-solujen avulla tehtavat

maadaritykset laakeaineiden kinetiikan kokeellisessa mittauksessa

Tavoitteet: 2 Tutkia, kuinka Idhella toisiaan biomimeettinen solukalvopinta ja HepG2-
solujen muodostama  yksisolukerros  soluvilielmdassé ovat esimerkiksi 1Gdkeaineen
solukalvolapdisevyyttd tutkittaessa. bl Loytad Papp-arvo 1ddkeaineelle, mikdli sitd ei

ole aiemmin Kkirjallisuudessa madritetty. < Loytdd optimaalinen biomimeettinen
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solukalvorakenne permeaatiotutkimuksiin, jotta kyseistd kalvorakennetta voitaisiin
kayttaa mahdollisimman lagjalla skaalalla erilaisten |Gakeaineiden
permeaatiotutkimuksessa. 9 Kehittdd nopea ja suhteellisen yksinkertainen malli, jota

voitaisiin kayttad yleisesti permeaatiomallina erilaisille solulinjoille ja eri lGdkeaineille.

Materiaali ja menetelmat: Kokeellinen asetelma biomimeettiselle pintarakenteelle on
esitetty alla  olevassa kuvassa 43. Ainakin  aluksi  relevantti  tukirakenne
solukalvoekstraktille  voisi  olla matalan  molekyylipainon  dekstraani-pohjainen
DexékDa-pinta. Kyseinen pinta oli sopiva tukipinta muun muassa seokselle, jossa ol

HepG2-solulinjan solukalvosta eristettyjd luonnonmembraaneja (Grangvist ym. 2014).

Drug solution

HepG2 cell membrane extract

/ ebwor ks S Taydesibad ot rmmes
3333333333333 3333333333333 functionalized with hydrophobic
‘f' ? ????? ? ???? ? ? ????? linkers acting as 3 cushion between

Dex6kDa +, the supported lipid membranes

structure and the substrate
\ in this case low MW Dex&kDA surface)

Support surface (in this case low MW Dex&kDa surface )

KUVA 43: Biomimeettinen pintarakenne permeaatiotutkimuksia varten.
Protokolla
Vaihe 1: Ladkeainelivoksen lisddminen biomimeettisen pinnan ylGpuolelta

Vaihe 2: HPLC-mdadritys valituissa ndytteenottoajankohdissa  perustuen

esimerkiksi lddkeaineen logP / logD — arvoon, jotta [0ydet&dn lapdisynopeus

Vaihe 3: Hyddynnetddn (aiemmin) tehtyd Stella-mallia (kuva 44) ja siihen

liittyvid laskelmia [GGkeaineen Papp-arvon madrittamiseksi
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| Papp_Drug

P |

~Drug Amount= 6, Inside Cell

Crug_Transfer

fo

Conc_Out_  Volume_Qut_ Cell_Surface_Area é

Cell Volume
cell | Cell = J Conc_In_Cell

Drug_Transfer =Papp_Drug * Cell_Surface_Area * (Conc_Cut_Cell-Conc_In_Cell)

KUVA 44: Stella-malli laadkeaineen passiiviselle permeaatiolle tilasta A tilaan B (tassa

solun ulkopuolelta solun sisaan)

Vaihe 4: Suoritetaan eldvilld HepG2-soluila permeaatiotutkimus Transwell-

sirfoalustoja kayttden
Vaihe 5: Suoritetaan HPLC-mdadritys kontrollimdadrityksend Vaiheille1-3

Vaihe é: Rakennetaan tarvittaessa tarkempi Stella-malli Vaiheistal-5 saadun
tiedon perusteella. Toisin sanoen kdytet&ddn aluksi biomimeettistd pintaa, sitten
oikeita HepG2-soluja vertailuun kuinka Idhelld biomimeettinen pinta on oikeita

HepG2-solujen membraaneja

Vaihe 7: Suoritetaan aika-erotteinen Raman-madritys samalle [Gdkeaineelle
kayttGen biomimeettistd pintaa samalla tavoin, kuin Vaiheissal-3. Tassé kohden
hyddynnetddn uutta aika-erotteista Raman-tekniikkaa ja Vaiheet 1-6 ovat

soveltuvaa referenssidataa ennen aika-erotfteisia Raman-mittauksia.
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Alustavaa pohdintaa
Edelld kuvattuihin koejdarjestelyihin littyy muutamia etuja. Esitetddn niistd muutamia.

Ensinng, olisi mahdollista vertailla biomimeettistd solumembraania ja in vitro solulinjaa
keskenddn, jotta voitaisin tehdd pddatelmia siitd, kuinka tarkasti biomimeettinen

membraani toimii lddkeaineen permeaatiotutkimuksissa.

Toiseksi, aika-erotteinen mittaus olisi uusi |Ghestymistapa yhdistdd biomimeettiset
membraanit ja aika-erotteiset Raman-mdadritykset. Mydhemmin olisi mahdollista
parantaa biomimeettisi@ membraaneja vastaamaan enemmdan tiettyjd elimiston
solujen pintoja. Biomimeettisid membraaneja voitaisin kehittdd johonkin haluttuun
suuntaan, esimerkiksi lisddmalld pinnoille influksi- tai effluksiproteiineja, mallinfamalla
niitd (Stella-malli), ja tutkimalla kokeellisesti 1ddkeaineiden likkeitd solukalvoilla tai

niiden kulkua solkukalvojen [&pi.

Kolmanneksi, fluoresenssi on usein ongelma kdaytettdessd Raman-spekiroskopiaa.
Tulevissa  madrityksiss@  olisi mahdollisesti  helpompaa mitata  optimoituja
biomimeettisia solumembraaneja HepG2-solulinjan soluista eristettyjen
solumembraanien tai in vitro solumadritysten sijaan. Optimointi tarkoittaa t&ssa
yhteydessd  sitd, ettd  biomimeettinen membraani  voitaisin  syntetisoida
mahdollisimman vahdn fluoresoivaksi  ja toisaalta ihmisen omia luonnallisia
solukalvorakenteita muistuttavaksi. TallGin voitaisin valttdd ennakolta fluoresenssiin
littyvid ongelmia ja aika-erofteinen Raman-spektroskopia vahentdisi fluoresenssin

haittoja edelleen.

Neljanneksi, kvanftitatiivisia menetelmid voitaisiin niin ik&&n rakentaa aika-erotteiseen
Raman-spekiroskopiaan pohjautuen. Nd&in ollen saataisin myds uvutta informaatiota
|Gakeaineiden kinetiikan mittauksista kayttden biomimeettisid membraaneja ja aika-

erofteista Raman-spektroskopiaa yhdessa.
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6. YHTEENVETO

Tassad tutkimuksessa on esitetty kahden eri Raman-laitteiston avulla toteutettuja ei-
fluoresoivien ja fluoresoivien Iddkeaineiden mittauksia. Referenssilaitteistona kaytetty
785 nm laser ja CCD-detektori ovat usein muun muassa |ddketeollisuudessa
hyddynnetty kokoonpano, jotta fluoresenssiin lityviltd ongelmilta valtyttdisiin. Osa
tutkimuksen |Gdkeaineista sai aikaan kuitenkin niin vahvan fluoresenssitaustan, eftd
aineiden Raman-spekirien tulkinta oli hyvin vaikeaa, amorfisen indometasiinin
tapauksessa kdytdnndssd mahdotonta. Pikosekuntiluokan pulssilaser-heratettd ja sen
kanssa tarkoin synkronoitu, elektronisella ohjelmoitavalla viiveajalla toteutettu CMOS-
SPAD-detektori vdhensi huomattavasti  fluoresenssitaustaa  mittauksissa. Raman-
sironnan ja fluoresenssi-imididen eriaikaisuutta pdadstiin aika-erottelulla tehokkaasti
hyddyntdmdadn ja Raman-spekiripiirteet erottuivat selvasti  1ddkeaineille.  Aika-
erotteisella laitteistolla oli kaksi merkittavad etua; siind kdytettin korkeaenergistd
heratettd (532 nm), joka mahdollisti intfensiivisemman Raman-sironnan ja toisaalta
normaalisti  korkean herdte-energian  kdytdn aiheuttaman  fluoresenssi-ilmidn
vaikutuksia saatiin vhennettyd huomattavasti. Kahdelle tutkimuksen lddkeaineelle,
kofeiinille ja ranitidiininydrokloridille suoritettin myds mittauksia liuosmuodoissaan.
Osoittautui, ettd aika-erotteisella laitteistolla mitatuilla spektrialueilla ndhtiin paremmin
aineille tyypillisi&@ Raman-spekirin  piirteitd  kuin  referenssilaitteistolla  tehdyissa
mittauksissa. Livosmittauksissa havaittin jonkin verran kohinaa signaalin joukossa.
Signaali-kohinasuhteen parantamiseksi voidaan kuitenkin tehdd useita eri tassé
tutkimuksessa esitettyjd teknisid ratkaisuja. Voidaan myds todeta, ettd etenkin
livoksilla suoritettavissa mittauksissa ensinnd Raman-laitteiston kalibroinnin tulee olla
tarkasti suoritettuna ja toiseksi laitteiston muiden ominaisuuksien optimoitavissa
nestendytteille (esimerkiksi fokuspisteen sGdddn ja emission keruutehokkuden osalta).
Kokonaisuudessaan mittauksista  saatin  kayttdokelpoista  tietoa  CMOS-SPAD-
kokoonpanon  soveltuvuudesta  tehokkaaseen  fluoresenssin  vdhentdmiseen.

Tekniikkkaa voidaan hyddyntdd laboratorio-olosuhteissa ja mahdollisesti esimerkiksi
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prosessianalyysiteknologiassa (PAT). Tehdyt madritykset rohkaisevat myods kaytetyn
uudentyyppisen tekniikan soveltamista esimerkiksi in vitro suoritettaviin solukokeisiin,
joissa on ollut usein haittana voimakas fluoresenssitausta. Pulssitetun herdtelaserin ja
CMOS-SPAD-detektoritekniikan kayttdd voidaan soveltaa tulevaisuudessa myds

useille muille sovellusalueille.

7. KIRJALLISUUSLUETTELO

Angel SM, DeArmond MK, Hanck KW, Wertz DW: Computer-Confrolled Instrument for
the Recovery of a Resonance Raman Spectrum in the prescence of strong
luminescence. Anal. Chem. 56: 3000-3001, 1984.

Badawi HM, Fdorner W: Analysis of the molecular structure and vibrational spectra of
the indole based analgesic drug indomethacin. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy 123: 447-454, 2014,

Bodoki E, Oltean M, Bodoki A, Stiufiuc R: Chiral recognition and quantification of
propranolol enantiomers by surface enhanced Raman scattering through
supramolecular interaction with B-cyclodextrin. Talanta 101: 53-58, 2012.

Davidson MW, The Florida State University 2009: Fluorescence microscopy (online).
Basic concepts in fluorescence. Haettu Internetist& 25.7.2014:
http://micro.magnet.fsu.edu/primer/techniques/fluorescence/fluorescenceintro.html.

De Luca AC, Mazilu M, Riches A, Herrington CS, Dholakia K: Online Fluorescence
Suppression in Modulated Raman Spectroscopy. Anal. Chem. 82: 738-745, 2010.
Downes A, Elfick A: Raman Spectroscopy and Related Techniques in Biomedicine.
Sensors 10: 1871-1889, 2010.

Elder DP, Saal CS: Solubility in Pharmaceutical R&D: Predictions and Reality. American
Pharmaceutical Review 1: 1-8, 2014.

EMEA: Guideline On the Investigation of Bioequivalence (online). Haettu Internetista
2.8.2014:
www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2010/01/W
C500070039.pdf.

FDA: The Biopharmaceutics Classification System (BCS) Guidance (online). Haettu
Internetisté& 2.8.2014:
www.fda.gov/AboutFDA/CentersOffices/OfficeofMedicalProductsandTobacco/CDE
R/ucm128219.htm.


http://www.fda.gov/AboutFDA/CentersOffices/OfficeofMedicalProductsandTobacco/CDER/ucm128219.htm
http://www.fda.gov/AboutFDA/CentersOffices/OfficeofMedicalProductsandTobacco/CDER/ucm128219.htm

106

Gormack IG, Mazilu M, Dholakia K, Herrington CS: Fluorescence suppression within
Raman spectroscopy using annular beam excitation. Applied Physics Letters 91:
023903-1-023903-3, 2007.

Grangyvist N, Yliperttula M, Valimaki S, Pulkkinen P, Tenhu H, Viitala T: Control of the
morphology of lipid layers by substrate surface chemistry. Langmuir: the ACS Journal
of Surfaces and Colloids 10: 2799-2809, 2014.

Hancock BC, Parks M: What is the True Solubility Advantage for Amorphous
Pharmaceuticals? Pharmaceutical Research 4: 397-404, 2000

Hoelke B, Gieringer S, Arit M, Saal C: Comparison of Nephelometric, UV-
spectrsoscopic, and HPLC Methods for High-Throughput Determination of Aqueous
Drug Solubility in Microfiter Plates. Anal. Chem. 81: 3165-3172, 2009.

Jones RO, Gunnarsson O: The density functional formalism its applications and
prospects. Reviews of Modern Physics 3: 689-746, 1989.

Kaoa JY, McGoverin CM, Graeser KA, Rades T, Gordon KC: Measurement of
amorphous indomethacin Stability with NIR and Raman spectroscopy. Vibrational
Spectroscopy 58: 19— 26, 2012.

Kortejarvi H, Urtti A, Yliperttula M: Pharmacokinetic simulation of biowaiver criteria The
Effects of Gastric Emptying, Dissolution, Absorption and Elimination Rates. European
Journal of Pharmaceutical Sciences 30: 155-166, 2007.

Kortejarvi H,Shawahna R, Koski A, Malkki J, Ojala K, Yliperttula M: Very Rapid
Dissolution Is Not Needed To Guarantee Bioequivalence for Biopharmaceutics
Classification System (BCS) | Drugs. Journal of Pharmaceutical Sciences 2: 621-625,
2010.

Kostamovaara J, Tenhunen J, Kégler M, Nissinen |, Nissinen J, Ker@nen P: Fluorescence
suppression in Raman spectroscopy using a time-gated CMOS SPAD. Optics Express
25: 31632-31645, 2013.

Lewis IR ja Edwards H: Handbook of Raman Spectroscopy - From the Research
Laboratory to the Process Line. Marcell Dekker, Inc., New York 2001.

Mandal D, Mizuno M, Tahara T:. Temporal fluorescence rejection in Raman
spectroscopy using femtosecond up-conversion with single-and multi-channel
detection. Journal of Molecular Structure 735-736: 189-195, 2005.

Mazilu M, De Luca AC, Riches A, Herrington CS, Dholakia K: Optimal algorithm for
fluorescence suppression of modulated Raman spectroscopy. Optics Express 11:
11382-11395, 2010.



107

McCain ST, Willet RM, Brady DJ: Multi-excitation Raman spectroscopy technique for
fluorescence rejection. Optics Express 15: 10975-10991, 2008.

National Center for Biotechnology Information (NCBI), U.S. National Library of
Medicine: PubChem  webpages (online). Haettu Internetistd  2.8.2014:
http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov.

Nissinen |, Ldnsman AK, Nissinen J, Holma J, Kostamovaara J: 2x (4x)128 Time-gated
CMOS Single Photon Avalanche Diode Line Detector with 100 ps Resolution for
Raman Spectroscopy. Proceedings of the ESSCIRC: 291-294, 2013.

Nolasco MM, Amado AM, Ribeiro-Claro PJA: Computationally-Assisted Approach to
the Vibrational Spectra of Molecular Crystals: Study of Hydrogen-Bonding and
Pseudo-Polymorphism. ChemPhysChem 7: 2150 — 2161, 2006.

Pratiwia D, Fawcetta JP, Gordon KC, Rade T. Quantitative analysis of polymorphic
mixfures of ranitidine hydrochloride by Raman spectroscopy and principal
components analysis. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 54:
337-341, 2002.

Pratiwia D, Fawcetta JP, Gordon KC, Rades T. Quantitative analysis of polymorphic
mixtures of ranitidine hydrochloride by Raman spectroscopy and PCA. European
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 54: 337-341, 2002.

Roggo Y, Degardina K, Margot P: Identification of pharmaceutical tablets by Raman
spectroscopy and chemometrics. Talanta 81: 988-995, 2010.

Rusciano G, De Luca AC, Pesce G, Sasso A: Enhancing Raman analysis in Optical
Tweezers by phase-sensitive detection. European Conference On Lasers and Electro-
Optics and the International Quantum Electronics Conference: 1-1, 2007.

Savolainen M, Kogermann K, Heinz A, Aaltonen J, Peltonen L, Strachan C, Yliruusi J:
Better understanding of dissolution behaviour of amorphous drugs by in situ solid state
analysis using Raman spectroscopy. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics 71: 71-79, 2009.

Sigma-Aldrich: Sigma-Aldrich webpages (online). Haettu Internetistd 2.8.2014:
www.sigmaaldrich.com.

Smith E, Dent G: Modern Raman Spectroscopy - A Practical Approach. 1. painos.
John Wiley & Sons Ltd., West Sussex 2005.

Strachan CJ, Rades T, Gordon KC: A theoretical and spectroscopic study of g-
crystalline and amorphous indomethacin. Journal of Pharmacy and Pharmacology
59:261-269, 2007.



108

Taylor LS, Langkilde FW: Evaluation of Solid-State Forms Present in Tablets by Raman
spectroscopy. Journal of Pharmaceutical Sciences 10: 1342-1353, 2000.

Tfayli A, Piot O, Pitre F, Manfait M: Follow up of drug permeation through excised
human skin with confocal Raman microspectroscopy. Eur. Biophys. J. 36: 1049-1058,
2007.

Tubic-Grozdanis M, Bolger MB, Langguth P: Application of Gastrointestinal Simulation
for Extensions for Biowaivers of Highly Permeable Compounds. The AAPS Journal 1:
213-226, 2008.

Viitala T, Granqgvist N, Hallila S, Ravina M, Yliperttula M: Elucidating the signal responses
of multi-parametric surface plasmon resonance living cell sensing: a comparison
between optical modelling and drug-MDCKII cell interaction measurements. PLoS
One 8: 1-13, 2013.

WHO: Proposal to Waive in vivo Bioequivalence Requirements for the WHO Model List
of Essential Medicines Immediate Release, Solid Oral Dosage Forms (online). Haettu
Internetist& 2.8.2014:
http://www.who.int/medicines/services/expertcommittees/pharmprep/QAS04_109Re
v1_Waive_invivo_bioequiv.pdf.

Young HD, Freedman RA: Sear’'s and Zemansky's University Physics with Modern
Physics. 10. painos.Addison-Wesley Publishing Company, San Francisco 2000.


http://www.who.int/medicines/services/expertcommittees/pharmprep/QAS04_109Rev1_Waive_invivo_bioequiv.pdf
http://www.who.int/medicines/services/expertcommittees/pharmprep/QAS04_109Rev1_Waive_invivo_bioequiv.pdf

8. LIITTEET

1.2. Spekirianalyysi ja sovellukset

Tassa litteessd esitellddn taulukot 1-5, joiden pohjalta osittain taman tutkimuksen
Raman-spesifisten spekiripiikkien analysoinnista on tehty. Tutkimuksen tekstistd
IOytyy viittaus ndihin  faulukoihin = sielld, missd taulukoita on  hyddynnetty

spekiritulkintoihin.

TAULUKKO 1: Yksittdisia vibraatiotiloja ja ryhmavardhtelyjd aaltolukualueella 3600

cm-! — 2600 cm!

Aaltoluku (cm-1)

Vdrahtelyn Iahde (intensiteetti)

3550-2850 OH (H)
3400-3200 Fenoli (K)
3350-3200 Alkoholi (K)
3450-3150 Amiini, amidi (K)
3300-3250 Alkyyni (H)
3050-2950 CH=CH (V)
3100-2950 Aromaattinen C-H (V)
3050-3000 =CHa2 (V)
2950-2800 C-CHs (V)
2850-2750 & 2750-2650 Aldehydi (K)
2950-2900 & 2850-2750 CHa2 (V)
2800-2750 N-CHjs (K)
2830-2770 O-CHz2 (K)
2600-2500 Tiolit (SH) (V)

TAULUKKO 2: Yksittdisia vibraatiotiloja ja ryhmavardhtelyjd aaltolukualueella 2600

cm'-1700 cm!

Aaltoluku (cm-1)

Vardhtelyn Iahde (intensiteetti)

2420-2300 P-H (H)

2270-2220 Isosyanaatti (H)
2240-2220 Nitriili (K)

2210-2190 Aromaattinen nitriili (K)
2280-2180 Diatsonisuola (K)




2180-2100

Tiosyanaatti (H)

2180-2080 Isonitriili (K)
2150-2080 Si-H (K)
2150-2100 Atsidi (K)
2230-2050 Alkyyni (V)
2080-2000 Isotiosyanaatti (K)
1850-1750 Anhydridi (K)
1780-1730 Laktoni (K)
1760-1730 Kloorihappo (K)
1710-1700 Aldehydi (K)
1730-1700 Esteri (K)

TAULUKKO 3: Yksittdisia vibraatiotiloja ja ryhmdavardhtelyjd aaltolukualueella 1700

cm! - 1200 cm!

Aaltoluku (cm-1)

Vdrahtelyn Iahde (intensiteetti)

1710-1600 Ketoni (K)

1710-1600 Karboksyylihappo (K)
1750-1720 Alifaattinen esteri (K)
1710-1680 Uretaani (K)

1610-1550 Aromaattinen/heterorengas (V)
1670-1610 C=C (V)

1650-1620 C=N (V)

1600-1530 Nitrorynma (K)
1670-1550 Amidi (K)

1570-1530 Alifaattinen atso (K)
1500-1450 Aromaattinen rengas (K)
1430-1310 Karboksylaattisuola (K)
1370-1350 C-CHs (K)

1450-1400 CHz, CHs (K)

1350-1310 Nitroryhma (V)
1440-1350 Aromaattinen atso (V)
1250-1150 Sulfonihappo (H)

TAULUKKO 4: Yksittdisia vibraatiotiloja ja ryhmdavardhtelyjd aaltolukualueella 1200

cm!—=700 cm-!

Aaltoluku (cm-1)

Vardahtelyn lahde (intensiteetti)

1100-990 Aromaattiset renkaat (V)
1200-1050 Sulfoni, sulfonamidi (K)
1055-1010 Sulfonihappo (H)
1220-1000 C=S (V)




1170-1120 Si-O-C (K)

1080-1000 Si-O-Si / Si-O-C (K)

1250-700 V C-C dlifaattiset ketjut (K)
780-700 C-CI (V)

800-720 C-F (V)

950-800 C-O-C/ eetterit (H)

950-200 Karboksyylihappodimeeri (H)
770-700 C-S (V)

980-880 CHX=CYZ (K)

TAULUKKO 5: Yksittdisid vibraatiofiloja ja ryhmavardhtelyjd aaltolukualueella 700

cm'1-200-0 cm!

Aaltoluku (cm-1) Vdrahtelyn Iahde (intensiteetti)
780-550 C-Cl (V)

400-250 6 C-C dlifaattiset ketjut (V)
700-500 C-Br (V)

650-470 C-l (V)

330-300 Se-Se (V)

540-420 S-S (V)

770-660 C-S dlifaattinen (V)
660-510 C=S (V)

420-100 Xmetalli-O (V)

550-450 Si-O-Si (V)

1250-600 V C-C alfaattiset ketjut (K)
200-20 Hilavibraatiot (V)

Yleisesti 2500-2000 cm-1 alueella esiintyy yleensd kaksoissidoksia (-C=0, -C=N, -
C=C-). Alle 1500 cm-1 joillakin ryhmill& esiintyy spesifisi& spekirialueita (esimerkiksi
O=N=0), mutta monilla molekyyleilld on komplekseja kuvioita hiili-hiili ja hiili-typpi-
vibraatioiden aiheuttamana. Aluetta kutsutaan yleensd ’'sormenjdlkialueeksi’.
Merkittavat spekirialueet alle 650 cm-1 muodostuvat yleensd inorgaanisista
ryhmistd, metalli-organoryhmistd tai molekyylien runkovibraatioista (engl. lattice
vibrations) (Smith ja Dent 2005).



4.2.2. Puhtaan kiintean ladkeaineen konventionaaliset Raman-mittaukset ja

alustava spektrianalyysi

YHTEENVETOTAULUKOT 1: Konventionaalisen Raomanin avulla mitatut piikit

Seuraavassa esitettyihin - taulukoinin® on  kooftu konventionaadlisella Raman-
mittauksella puhtaille kiinteille aineille tehtyjen mittausten spektreistd mdadritetyt
Raman-spektripiikkien paikat iimaistuina aaltoluvun mukaan Raman-sirtymand
(cm-1). Ensimma@isessa sarakkeessa on mitattu sijainti, toisessa kirjallisuudesta 16ytyva
vastine ja kolmannessa ennustettu vardhtelyn aiheuttaja molekyyliss@. Taulukoista
on tarpeen huomioida muutamia seikkoja. Ensinng, on valittu toleranssi (A = £ 5
cm), jonka sisdpuolella mitattua ja Iadhteiden mdadrityksissd mitattuja aaltolukuja
voidaan pitdd vastaavina, jos kirjallisuudesta on |6ydetty vastaavia mdadrityksid
kyseess& olevalle aineelle. Toiseksi, ndille vastaaviksi tulkituille varahdyssiirtymille on
esitetty kolmannessa sarakkeessa ennustettu aiheuttaja joko @ siten, ettd tulkinta
on tehty |[Ghteessd mainitussa tutkimuksessa tai o) siten, ettd tulkinta on tehty tdman
tutkimuksen kappaleen 1.2. Spekirianalyysi ja sovellukset sekd litteestd 1.2.

Spekirianalyysi ja sovellukset 16ytyvien Raman-tulkintataulukoiden 1-5 pohjalta.

TAULUKKO 1: RANITIDIINIHYDROKLORIDI

Mitattu Kirjallisuusarvo Piikin ennustettu aiheuttaja
piikin (tulkinta @) tai b seka
sijainti mahdollinen lahde
(cm-) tulkinnalle )

(vahvuus)

1134 (H) 1134 (Pratiwia ym. 2003) | )

1186 (H) 1186 * (Pratfiwia ym. | b)
2003)

1248 (K) | 1249 (Pratiwia ym. 2003) | ©)

* Polymorfimuodon Il térkein Raman-piikki



TAULUKKO 2: KOFEIINI (ANHYDRAATTI)

Mitattu Kirjallisuusarvo Piikin ennustettu
piikin aiheuttaja (tulkinta 9 tai
sijainti b) seka mahdollinen
(cm-) Iahde tulkinnalle <)
(vahvuus)

483 (K) 484 (Nolasco ym. 2006) a) (Nolasco ym. 2006)

556 (V) 556 (Nolasco ym. 2006) a) (Nolasco ym. 2006)

741 (K) 742 (Nolasco ym. 2006) al (Nolasco ym. 2006)

TAULUKKO 3: PROPRANOLOLIHYDROKLORIDI

Mitattu Kirjallisuusarvo Piikin ennustettu
piikin aiheuttaja (tulkinta 9 tai
sijainti b) seka mahdollinen
(cm-) Iahde tulkinnalle <)
(vahvuus)

737 (K) 730 (Bodoki ym. 2012) a) (Bodoki ym. 2012)

760 (K) | 757 (Bodoki ym. 2012) a) (Bodoki ym. 2012)

1013 (K) 1019 (Bodoki ym. 2012) al (Bodoki ym. 2012)

TAULUKKO 4: TEOFYLLIINI

Mitattu Kirjallisuusarvo Piikin ennustettu
piikin aiheuttaja (tulkinta @ tai
sijainti b) sekda mahdollinen
(cm-1) Iahde tulkinnalle )
(vahvuus)

555 (K) 555 (Nolasco ym. 2006) al (Nolasco ym. 2006)

928 (K) 928 (Nolasco ym. 2006) al (Nolasco ym. 2006)

1249 (K) 1249 (Nolasco ym. 2006) | @ (Nolasco ym. 2006)

TAULUKKO 5: INDOMETASIINI (KITEINEN)

Mitattu Kirjallisuusarvo Piikin ennustettu

piikin aiheuttaja (tulkinta @) tai

sijainti b) seka mahdollinen

(cm-1) Iahde tulkinnalle )

(vahvuus)

1021 (H) 1019 (Badawi ja Férner | (Badawi ja Forner
2014) 2014)




1087 (K) 1087 (Badawi ja Férner | (Badawi ja Forner
2014) 2014)

1146 (H) 1145 (Badawi ja Forner | @ (Badawi ja Forner
2014) 2014)

TAULUKKO 6: INDOMETASIINI (AMORFINEN)

Mitattu piikin | Kirjallisuusarvo Piikin ennustettu
sijainti (cm-1) aiheuttaja (tulkinta @ tai
(vahvuus) b) sekda mahdollinen

Iahde tulkinnalle @)

Konventfionaalisen | - -
Raman-
mittauksen
spekirissd el ole
erotettavissa
selvid piikkej&

4.3. Aika-erotteinen Raman-mittaus valituista kiinteista laakeaineista

YHTEENVETOTAULUKOT 2: Konventionaalisen ja aika-erotteisen Ramanin avulla

mitatut piikit

Seuraavassa esitettyihin taulukoinin on koottu aika-erotteisella Raman-mittauksella
tehtyjen mittausten spekiripiikkien paikat. Piikin sijainti on yhteenvetotaulukoiden 1
tapaan iimaistu aaltoluvun mukaan Raman-sirtymdand (cm-). Ladkeaineet on
valittu konventionaalisten mittausten pohjalta.Ensimmaisesséd  sarakkeessa on
konventionaalisella Raman-systeemilld mitattu sijainti ja toisessa aika-erotteisella
mitattu sijainti. Taulukoista on tarpeen huomioida muutamia seikkoja. Ensinnd, on
valittu toleranssi (A = = 10 cm), jonka sis@puolella mitattua ja |Ghteiden
madrityksissd mitattuja aaltolukuja voidaan pitdd vastaavina. Toiseksi, piikin
todenndkdisesti aiheuttavaa molekyylirakennetta ei ole endd ndissé taulukoissa
erikseen mainittu, koska se |6ytyy litteen 4.2.2. Puhtaan kiintedn [&dkeaineen
konventionaaliset Raman-mittaukset ja alustava spekirianalyysi

yhteenvetotaulukoista 1.



TAULUKKO 1: RANITIDIINIHYDROKLORIDI

Konventionaalinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

Aika-erotteinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

1134 (H) 1133 (H)
1186 (H) 1177 (K)
1248 (K) 1241 (V)

TAULUKKO 2: KOFEIINI

Konventionaalinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

Aika-erotteinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

483 (K) 483
556 (V) 550
741 (K) 735

TAULUKKO 3: PROPRANOLOLIHYDROKLORIDI

Konventionaalinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

Aika-erotteinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

737 (K) 734
760 (K) 760 (V)
1013 (K) 1013

TAULUKKO 4: INDOMETASIINI (KITEINEN)

Konventionaalinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

Aika-erotteinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

1021 (H) 1016
1087 (K) 1082
1146 (H) 1139

TAULUKKO 5: INDOMETASIINI (AMORFINEN)

Konventionaalinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

Aika-erotteinen Raman
(cm-1) (vahvuus)

1364 (K)

1592 (V)

1613 (H)




