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Aineenvaihduntatuotteet kertovat paljon yksilon terveydentilasta ja niiden avulla on mahdollista
tehda riskiarvioita yksilostd, kunhan populaatiotason vertailuarvot ovat tunnettuja.
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1 Johdanto

1.1 Ydinmagneettisen resonanssin historia

Hypoteesi elektronien perustavanlaatuisesta pyorimisméaérasti, eli spinistd, muodostui jo
1920-luvulla, kun Wolfgang Pauli postuloi elektronilla olevan ei-klassisesti kayttaytyvid
piilotasoja.! Useammat tutkimukset, joista ehkd tirkeimpénd Stern-Gerlach koe,
osoittivat ajatuksen oikeaksi. Vuosikymmenen puoleen viliin tultaessa oli kehittynyt
késitys, ettd ainakin joillain ytimilla olisi my0s spin.

1936 Gorther tydoryhmineen yritti mitata ydinspineja litiumfluoridista (SiF) ja kaliumin
alumiinisulfaatista (KAI(SO4)2) siind kuitenkaan onnistumatta.® 1939 Rabi
tydryhmineen onnistui ensimmaéisen kerran mittaamaan ydinmagneettisen resonanssin
ampumalla  vetymolekyyleji  magneettikentdn  ldpi  altistaen ne  samalla
radioaaltositeilylle.*

Ydinmagneettisen resonanssin ymmaértdminen eteni harppauksittain, kun kaksi
tyoryhmaii eri yliopistoista alkoivat tutkimaan aihetta. Yksi tyoryhmistd koostui Felix
Blochista, William Hansenista ja Martin Packardista Stanfordin yliopistossa® ja toinen
Edward Purcellista, Henry Torreysti ja Robert Poundista Harvardin yliopistossa®.
Kummatkin tyoryhmét julkaisivat ensimmdiset tutkimuksensa ydinmangeettisesta
resonanssista toisistaan tietdméittd samana vuonna. Bloch tyoryhmineen mittasi hyvin
nykyisti menetelmdd muistuttavalla tavalla protonispektrin vedesti.> Purcell
tydryhmineen havaitsivat parafiinivahan absorboivan radioaaltositeilyi.® Heidéin tekemiit
16ydokset olivat niin tarkeitd, ettd professorit Bloch ja Purcell saivat vuonna 1952 Nobelin
palkinnon fysiikasta.

Teorian ja laitteiden kehityksen alkuvaiheessa kéytettiin niin kutsuttua jatkuvan aallon
menetelmdd, jossa ndytettd viritettiin jatkuvalla ja tasaisella radioaaltositeilylld ja
magneettikentdn voimakkuutta vaihdeltiin. Vuonna 1949 Bloch postuloi vaihtoehtoisen
menetelmin, jossa magneettikentdn voimakkuus pidetidin vakiona ja jatkuvan radioaallon
sijaan kiytetidin lyhyttd radioaaltopulssia.” Samana vuonna Hahn onnistui mittaamaan
tdlld menetelmilli vapaasti vaimenevan signaalin.® Hahn myds onnistui niyttiméiin
pulssi-kaiku-mittauksella, ettd pulsseja sarjoittamalla voidaan systeemistd saada
enemmaén informaatiota. Laitteiden parannusten myotd huomattiin my0s, ettd ytimen
kemiallinen ympiristd vaikuttaa sen sijaintiin spektrilli.’”!! Pulssipohjainen mittaaminen,
pulssien sarjoitus ja parempi ymmaérrys kemiallisen ympériston vaikutuksesta signaalin

siirtymiin loivat pohjan modernille NMR-spektroskopialle.



Ensimmaiinen kaupallinen NMR-laite tuli markkinoille 1952.!% Se oli Varianin HR-30 ja
sen magneettikentdn voimakkuus oli 0,7 Teslaa. Laitteiden kehittyminen oli nopeaa ja
kaksi vuotta mydhemmin rakennettiin ensimméinen 9,4 Teslan laite.'?

Vuonna 1961 julkaistu teos “The principles of nuclear magnetism”'* ja 1963 julkaistu
teos “Principles of magnetic resonance”!® toimivat suurina virstanpylviini

ydinmagneettisen resonanssiin liittyvéssd kirjallisuudessa ja nykyteoria pohjautuu

vahvasti ndihin kahteen teokseen.



2 NMR teoria

Téss4 tutkielmassa tarkastellaan vain 'H-ytimid, eli niin kutsuttuja spin-- ytimia, joilla ei

ole yhtd komplekseja interaktioita toistensa kanssa kuin muita spin-lukuja omaavilla
ytimilld. Tdmén tutkielman tarkoitus ei olekaan antaa tiydellistd kuvaa ydinmagneettisen
resonanssin teoriasta, vaan auttaa ymmartamaén kvalitatiivisella tasolla mihin menetelma
perustuu. Tutkielmassa on pyritty esittdmddn yhtdlot tavalla, joka on monelle
maisterivaiheen kemianopiskelijalle tuttu kvanttimekaniikan kursseilta.

NMR-signaalit pdédosin esiintyvét 10-800 MHz taajuuksilla eli niiden aallonpituudet ovat

valilld 30 m — 40 cm. Télla taajuusvililld toimivat muun muassa myds radio sekd

D O
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Kuva 1 Deuteroidun TSP:n rakenne. Deuteriumytimet eiviit niy vedyn ' H-spektrissi.

matkapuhelimet, ja vanhemmissa huonommin suojatuissa NMR-laitteissa saattoi ndhda
interferenssid esimerkiksi juuri radiol&dhetyksista.

Ytimien signaalit ovat suoraan verrannollisia NMR-laitteen magneettikentén vahvuuteen.
Se aiheuttaa ongelmia, kun kahden eri vahvuisen laitteen vélisid tuloksia halutaan
vertailla. Samalle ytimelle tulee kaksi eri tulosta. Tdtd varten on kehitetty suhteellinen
asteikko, jolla voidaan korjata signaalin sijainti magneettikentdn voimakkuuden suhteen.
Siirtymét annetaan miljoonasosa-asteikolla (ppm, engl. parts per million) jotta siirtymien
vertailu olisi yksinkertaisempaa. Suhteellinen ppm-asteikko voidaan esittdd halutun

signaalin ja yleisesti valitun referenssisignaalin vilisend erona:

UV—UV
5(ppm) = 106 x ——<L (1)

Uref



Missé v..r on referenssisignaalin taajuus ja v on tutkittavan signaalin taajuus. Jos
absoluuttisella asteikolla referenssisignaalin taajuus on 500.0005 MHz ja tutkittavan
signaalin taajuus on 500.001 MHz ja ne sijoitetaan kaavaan 1, niin suhteellisella ppm-
asteikolla referenssisignaali tulisi kohtaan 0 ppm ja tutkittava signaali kohtaan 1 ppm.
Kuten huomataan, siirtymien vertailu suhteellisella ppm-asteikolla kuvaa siirtymien eroa
havainnollisemmin kuin taajuuksia kaytettdessé, eikd suhteellista asteikkoa kdytettdessa
ole olennaista ilmaista, missd kentdssd mittaus on suoritettu. Yksi yleisesti kéytetty
referenssiyhdiste on trimetyylisilyylipropionihappo (TSP)'®, jonka hiili- ja vetysiirtymit
ovat médritelméllisesti 0. TSP:n rakennekaavio on esitetty kuvassa 1. Muita yleisesti

hyvéksyttyjd  referenssiyhdisteitd =~ ovat  tetrametyylisilaani  (TMS) sekd

trimetyylisilyylipropaanisulfonaatin natriumsuola (DSS). Néiytteeseen lisdttdvien
referenssiyhdisteiden lisdksi voidaan kayttdd joko laitevalmistajan omaa sisdisti
referenssitaajuutta, joka toimii usein riittdvalla tarkkuudella, tai harvinaisempaa NMR-
magneetin sisille laitettavaa laitetta, joka tuottaa vakiotaajuista signaalia.

NMR-signaalilla on viisi yleisesti kdytettyd ominaisuutta: sijainti spektrilld v,, korkeus
h, korkeus puolessa vilissd spektrid g, puoliviivanleveys W ja pinta-ala. (Kuva 2).
Tarkeimmdt niistd ovat sijainti  spektrilld, puoliviivaleveys ja pinta-ala.
Puoliviivaleveyttd kdytetdin muun muassa magneettikentin homogeenisyyden

arviointiin, mité pienempi puoliviivanleveys, sitd parempi homogeenisyys.

Vo
foh

Kuva 2 NMR-signaalin tunnusluvut



NMR-spektreissd signaalin pinta-ala on suoraan verrannollinen signaalin aiheuttaman
yhdisteen pitoisuuteen. Jos signaalin pinta-ala kaksinkertaistuu, niin yhdisteen pitoisuus
néytteessd kaksinkertaistuu. Tdmé ominaisuus tekee NMR-spektroskopiasta erinomaisen

esimerkiksi aineenvaihduntatuotteiden tutkimiseen.
2.1 Energiatasot ydinmagneettisessa resonanssissa

Energia on kvantittunutta eli se voi saada vain diskreettejd arvoja. Systeemi, kuten
molekyyli, ydin tai elektroni voi absorboida vain tietyn, kvantittuneen, méérin energiaa.
Tdméd energian mdadrd on matalamman energiatason Ej.tq01¢ Jj@ korkeamman
energiatason. Ey,,keq vilinen energiaero AE:

AE = Exorkea — Ematata = hv (2)
missd h on Planckin vakio v absorpoituneen fotonin taajuus. Energian yksikko on Joule.
Tatd on havainnollistettu kuvassa 3. Spektroskopiassa usein mitattavat signaalit johtuvat
siirtymistd tasojen vililld, esimerkiksi valoon perustuvat menetelmit mittaavat kuinka
paljon jokin aine absorboi mitékin aallonpituutta.

Energiatasomalli ei tdysin seliti NMR:ssd ndhtdvid signaaleja, silld se olettaa, ettd
molekyylit ovat jollain tietylld tasolla, esimerkiksi virittyneessa tilassa tai perustilassa.
Toisin kuin klassisessa mekaniikassa, niin kvanttimekaniikassa systeemit ovat
superpositiotilassa ja niiden mittaaminen aiheuttaa molekyylin siirtyméin johonkin
sallittuun tilaan. Yksinkertaisetkin NMR-mittaukset kdyttdvat nditd superpositiotiloja
hyddykseen. Energiatasojen avulla voidaan kuitenkin ymmaértdd monia késitteitd NMR:n
teoriassa ja se onkin hyvd tydkalu, esimerkiksi yksinkertaisissa NMR-spektreissa

ndhtdvien signaalien ennustaminen onnistuu energiatasomallilla.

Ekorkea

Ematala

v

Kuva 3 Spektroskopia energiatasomallilla. Systeemi nousee korkeammalle energiatasolle, kun fotoni absorpoituu
synnyttden signaalin spektriin.



2.2 Kvanttimekaniikan perusteet
2.2.1 Aaltoyhtalo

Aaltoyhtdlo on tirked osa NMR:n teoriaa ja se siséltdd kaiken informaation kyseisen
systeemin tilasta. Esimerkkind elektronin aaltoyhtdlo:

Y(v) =e™ (3)
Missé r on elektronin ja ytimen vilinen etdisyys ja a on tunnettu vakio. Aaltoyhtilosta

voidaan saada tieto esimerkiksi hiukkasen paikasta ja sen energiasta.
2.2.2 Operaattorit

Ydinmangeettisen resonanssin teoriassa tirkedssd osassa ovat my0s operaattorit.
Operaattorit ovat asioita, jotka tekevit funktiolle tai luvulle jotain, toisin sanoen
operaattori operoi funktiota.

Operaattori — funktio = uusi funktio (4)

Tarkastellaan esimerkkiné derivointia:

d B
asm(x) = cos(x) (5)

Yhtilossd 4 derivaatta on operaattori, joka operoi funktiota sin(x) ja tulokseksi saadaan
cos(x). Operaattorit voivat olla bindérisid kuten kerto- ja jakolasku tai unitaarisia kuten
derivointi ja integrointi. Binddrinen operaattori operoi kahta operanttia, eli lukua tai
funktiota, ja tuottaa niille ominaisen yhteisen tuloksen. Unitaariset operaattorit operoivat
vain yhté operanttia kuten esimerkiksi yhté lukua tai funktiota. Yksi tirked operaattorien
ja operanttien ominaisuus on kommutointi. Jos operaattori kommutoi operanttien kanssa,
niin tulos ei vaihdu, vaikka operanttien paikkaa vaihtaisi. Kertolasku on esimerkiksi
kaikille operanteille kommutatiivinen operaattori. Ei ole vilid lasketaanko 2 X 3 vai 3 X
2, silld tulos on kummassakin tapauksessa sama. Ydinmagneettisen resonanssin teorian
kannalta kommutointi tulee usein esiin tilanteissa, joissa yksi operaattori operoi kahta eri
aaltoyhtdl6d. Monesti ndissd tapauksissa operaattori vaikuttaa vain esimerkiksi
aaltoyhtdloihin, joilla on x-komponentti. Télloin aaltofunktiot, jotka eivét sisdlld x-
komponenttia, voidaan siirtdd tarkastelun ulkopuolelle, silld operaattori ei vaikuta niihin.
Operaattorit voivat edustaa erilaisia mitattavia ominaisuuksia. Esimerkiksi jos

aaltofunktiota operoidaan energian operaattorilla, saadaan vastaukseksi tilan energia.
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2.2.3 Ominaisfunktio

Jotkut funktiot eivdt muutu, kun niitd operoidaan tietyilla operaattoreilla. Téll6in sanotaan
kyseisen funktion olevan operaattorin ominaisyhtild. Esimerkiksi yhtils e“* on

operaattorin derivaatta ominaisyhtalo:

d

ae“’x =Axe? (6)

il P . d : . : :
Kun yhtdlossd 6 derivointioperaattori —-operoi funktiota e¥, tulokseksi saadaan funktio,

. . . . . . d . .
joka on vain kerrottu vakiolla A. Eli funktio e4* on operaattorin = ominaisfunktio ja A

on ominaisarvo.
Jos aaltoyhtdlo on mitattavan suureen operaattorin ominaisyhtéld, operointi tuottaa aina
operaattorin ominaisarvon ja alkuperdisen aaltoyhtdlon. Tdmi ominaisarvo kuvaa

mitattavan ominaisuuden suuruutta.
2.2.4 Hamiltonin operaattori ja kiertomomentti

Aikaisemmin mainittu energian operaattori on niin tirked osa kvanttimekaniikan teoriaa,
ettd sille on annettu oma nimi: Hamiltonin operaattori. B, voimakkuuden omaavassa
magneettikentdssd olevan ytimen spinin z-akselin suuntaisen komponentin Hamiltonin
operaattori H on muotoa:

H1 spin = —YBoiz (7)
Jossa y on magnetogyrinen suhde, B, on magneettikentin voimakkuus ja I, on
operaattori, joka kuvaa ydinspinin pyorimismddrdn z-komponenttia. Magnetogyrinen
suhde on ytimen magneettimomentin suhde sen pydrimisméairddn. Se kuvaa nopeutta
milld partikkeli prekessoi tietyn voimakkuisessa magneettikentéissd ja se on partikkelin
perustavanlaatuinen ominaisuus. Magnetogyrisen suhteen SI yksikkd on rad s™ T2,
mutta NMR:ssi usein kiytetdin myds muotoa MHz T~!. 'H-ytimien magnetogyrinen
suhde on 42,58 MHz T,
Osalla ytimistd on luontainen ydinspinin pyOrimismddrd, joka on klassista
pyOrimismadrdd muistuttava suure ja sitd on havainnollistettu kuvassa 4. Kuten pallon,
joka on sidottu tikun péddhin ja joka kiertdd tikkua ympédri, pyOrimismdird on
vektorisuure, niin myds ydinspinin pyorimisméddrd on vektorisuure. Silld on siis suunta ja
suuruus. Toisin kuin klassisessa mekaniikassa, ytimet eivét pyori minkdin ympéri, vaan
suure on perustavanlaatuinen kuten massa tai varaus. I, kuvastaa timén ominaisuuden z-

akselin suuntaisen komponentin suuruutta ja juuri tdlld z-akselin suuntaisella
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komponentilla on vuorovaikutuksia ulkoisen magneettikentdn kanssa. Ydinmagneettista

resonanssia pystytdan havaitsemaan vain ytimisté, joilla on ydinspinin pyorimismaara.

Kuva 4 Ydinspinin pyorimismddrd toimii kuin klassinen pyorimismddrd, silld on suunta ja suuruus.

2.2.5 1,:n ominaisarvot ja -funktiot

Py6rimisméaarimomenttioperaattorit kuten I, ja niiden ominaisfunktiot ja -arvot ovat
tarkeiti tyokaluja ydinmagneettisen resonanssin teoriassa ja niihin tormétéén usein. 1,:n
ominaisarvojen mddrd riippuu ytimen spinluvusta, joka médrdytyy ydinspinin
litkkeméaardkvanttiluvun, tai lyhyemmin spinkvanttiluvun, I mukaan. Spinkvanttiluku voi
olla 0, kokoluku tai puoliluku. Operaattorilla I, on tillin 2I+1 ominaisfunktiota ja
ominaisarvoa. Nditd ominaisfunktioita kuvataan kvanttinumerolla m ja se voi ainoastaan

saada arvoja, jotka ovat yhden pddssi toisistaan. Téssa tyossa tarkastellaan vain spin-1/2

ytimid ja niille m:n arvot ovat -1/2 ja +1/2 ja ominaisyhtdlot ovat W 1 ja Wi. Spin-1/2

2 2
ytimien ominaisarvoyhtilot ovat esitetty kaavassa 8:
. 1 . 1
[,W1 ==-hY¥,, LY 1=—=-hY¥ 1 (8)
2 2 2 2 2

Téastd ndhdddn, ettd ominaisyhtilolld W1 on ominaisarvo %h ja ominaisyhtdlolld W 1 on
2 2

. . 1
ominaisarvo — - h.

12



Kaavan 8 yhtélot voidaan myd0s kirjoittaa yleiseen muotoon
I,%, = mh¥,, (9)
missd m on + % NMR:ssé ei ole tarpeellista tietdd tarkkaan mikd ominaisfunktio on, joten

sitd ei avata vaan se ilmaistaan aina muodossa ¥,,,.
2.2.6 Yhden spinin Hamiltonin operaattorin ominaisarvot

Y1 ja W 1 ovat myds ominaisfunktioita yhden spinin Hamiltonin operaattorille, silld
2 2

yhden spinin Hamiltonin operaattori ja I, eroavat vain vakiolla —yB,. Osoitetaan, etti W1
2

on A; spin OMinaisfunktio:
I:Il spin P2 = —YBy [iijl] = —YBy [% hqjl] = _%hyBOIZlPl (10)
2 2 2 2
Kaavasta 7 saadaan H, spinP1 = — yB,. Toisesta vaiheesta kolmanteen on kiytetty
2

kaavaa 8 [,W1 = Eh‘{@. Viimeisessd vaiheessa on vain jirjestelty yhtdlod uudestaan.
2 2

Tastd ndhdddn, ettd kun yhden spinin Hamiltonin operaattori operoi funktiota W1 saadaan
2

tulokseksi funktio Wi kerrottuna vakiolla —%hyBo. Niin ollen Wi on H; spin
2 2

ominaisfunktio.
2.3 Yhden spinin systeemi
2.3.1 Energiatasot

Spin Y5 -ytimelld on kaksi mahdollista energiatasoa

1
E,, = mhyB,, m= i_f (11)
B, magneettikentdn voimakkuus ilmaistaan usein Tesloissa ja magnetogyrinen suhde
ilmaistaan yksikdssi rad s T, jolloin energian yksikoksi tulee Joule.
Yleensd positiivista kvanttilukua m = 2 merkataan a-kirjaimella ja sen tilan sanotaan
olevan “spin ylos”. Negatiivista kvanttilukua m = -2 merkataan B -kirjaimella ja sen

sanotaan olevan “spin alas”. Spin ylos ja spin alas -tilojen energiat voidaan ilmaista

kaavoilla:
1
Ey = —EhYBo (12)
1
Eg = > hyB, (13)



Kvanttimekaniikan valintasddnnon mukaan sallitut siirtymédt ovat niitd, joissa yhden

spinin m-luku vaihtuu yhdelld. Siirtyma -tilasta a-tilaan:

A _1 ( 1)——1 (14)
Mpoa =5 2) =

Kvanttiluku vaihtuu yhdell4, joten siirtyma on sallittu. Siirtyma a-tilasta B-tilaan on myos
sallittu, silld kvanttiluvun muutos on -1.

Se, kumpi tila on matalaenergisempi, riippuu magnetogyrisesti suhteesta. 'H vedylle
suhde on positiivinen, jolloin spin ylos -tila on pienempienerginen. Vedylle sallitun

siirtymén energia o-tilasta 3-tilaan on:

1 1
AEO(—)B = EB — Eoc = EhyBO — <_EhyBO> = hYBO (15)

Tétd kaavaa kdyttden voidaan laskea, ettd mihin kohtaan spinin tuottama signaali
muodostuu. Aikaisemmin mainittiin, ettd signaali tulee sithen kohtaan spektrid, milla
energian absorptio tapahtuu. Fotonin, jonka taajuus on v, energia on hv. Jakamalla

aikaisemmin saatu siirtyméin muutosenergia h:lla, saadaan signaalin taajuus:
v _ AanB _ hyBO . hyBO _ YBO
BT h h ~ 2mh  2m

(16)

. . . . .o .. .. : B
Signaali tulisi siis tissd tapauksessa taajuudelle Yz—no Hz.

2.3.2 Larmorin kulmataajuus

Larmorin prekessiolla tarkoitetaan ytimen magneettisen momentin pyorimistd ulkoisen
magneettikentdn ympari. Pyorimisliitkkeen voidaan ajatella toimivan samoin tavoin kuin
hyrrdn, joka on vdhén vinossa. Se, milld nopeudella magneettinen momentti pydrii
ulkoisen magneettikentéin ympdri, riippuu ytimen magnetogyrisestd suhteesta ja ulkoisen

magneettikentdn voimakkuudesta. Larmorin kulmataajuus yhdelle spinille:

wo = —YBy (rad s™1) (17)
tai
_ YByp

Ug = o (HZ) (18)

Larmorin kulmataajuudessa esiintyvd miinusmerkki helpottaa laskelmia vektorimallissa.
Kun tarkastellaan spinin Larmorin kulmataajuutta Hertseissd ja aikaisemmin saatua
tulosta signaalin sijainnista huomataan, ettd ne ndyttivit hyvin samalta. Ainut ero on
Larmorin kulmataajuuden edessé oleva miinusmerkki. Yhdelle spinille tulee siis signaali
spektriin kodalle, joka vastaa negatiivista Larmorin kulmataajuutta:

Va-g = Vo (19)
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Tastd ndhddan myos jo tiedetty ominaisuus, eli taajuus ja néin ollen signaalin sijainti ovat
riippuvainen magneettikentin voimakkuudesta.

Ytimen kemiallinen ymparistd vaikuttaa Larmorin kulmataajuuteen ja saman isotoopin
ytimilld on erilaisissa yhdisteissd hieman eri kulmataajuus. Téméadn vuoksi samojen
ytimien signaalit, esimerkiksi 'H-ytimet, tulevat eri yhdisteissd hieman eri paikkaan
spektrid ja se mahdollistaa signaalien tunnistamisen.

Kemiallisen ympdariston vaikutus Larmorin kulmataajuuteen voidaan ottaa huomioon:

wo=—y(1+107% X §)B, (rad s™1) (20)
1+107°x §)B
vy = YL X0 () 21)

missd § on kemiallinen siirtyméa ppm-yksikossa.
2.3.3 Energioiden kirjoittaminen taajuusyksikoina

Jotta yhtéldjen késittely olisi intuitiivisempaa ja tulokset yksinkertaisempia, voidaan
energiaerot muuttaa taajuusmuotoisiksi. Joulesta Hertsiksi muuntaminen tapahtuu

jakamalla plankin vakiolla h ja jouleista rads~?! jakamalla h. Energia on

- _ myB, -1
m = o (rad s™) (22)
E,, = —myB,(Hz) (23)

Naméi yhtdlot voidaan yksinkertaistaa kdyttdmillda Larmorin kulmataajuutta. Téll6in ne
muuttuvat muotoon
E,, = mv, (24)
E,, = mw, (25)
Nyt voidaan kirjoittaa tasojen energiat taajuusmuodossa
1

E, = EUO (26)
1
Ep = —5 V0 (27)
Ja tasojen vilisen siirtymén energia muodossa
1 1
Voop = Eg —Ey = —5V0 ~ 5V =~V (28)

Kuten huomataan, niin saadaan sama tulos kuin aikaisemmin. Energioiden kirjoittaminen

taajuuksina vain yksinkertaistaa jatkokasittelyé.
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2.3.4 Hamiltonin energiayksikkd taajuuksina

Laskujen helpottamiseksi olisi hyvd saada myds Hamiltonin operaattori tuottamaan
ominaisyhtdloiden ominaisarvot taajuusyksikkoisend. Tdmé voidaan saavuttaa ikéédn kuin
tiputtamalla h pois, silld jakamalla energian yksikko Joule redusoidulla Planckin vakiolla
h, saadaan yksikoksi rads™1. Tdmi voidaan tehdi esimerkiksi jattimilld h pois myds

operaattorin [, ominaisarvosta.

. 1 . 1
[,W1 ==Y, LY 1=—=-W¥1 (29)
z 2 2 2 2 2

[,:n ominaisarvot ilmaistaan toisin sanoen siis yksikossa h.
Yhden spinin Hamiltonin operaattori oli kaavan 7 mukaan
Hi spin = —YBol;

Osoitetaan, ettd W1 on myds taajuusmuodossa Hamiltonin yhtdlon ominaisfunktio kuten
2

tehtiin kaavassa 10:

N “ 1 1
Hl spinlpl = _YBolZl'pl = __yBol'IJl = _(I)Ol'pl (30)
2 2 2 7 2 2

Kun Hamiltonin operaattori operoi aaltoyhtdlod Wi , tulee tulokseksi sama yhtilo, joka
2

. . 1 . o1 . . .
on kerrottu vain vakiolla EYBO- Ominaisarvo on siis — EYBO ja Larmorin kulmataajuuden

avulla ilmaistuna > @o. Samalla tavalla voidaan osoittaa W 1 olevan ominaisfunktio
2

1
arvolla — 5 @o

Larmorin kulmataajuuden mairitelmaa voidaan my0s kéyttdd apuna kirjoittaessa yhden
spinin Hamiltonin operaattoria:

Ay spin = wol, (rad s™) BD

I:11 spin = Uoiz (Hz) (32)

2.4 Kahden spinin systeemi

Kytkeytymittomien ytimien systeemit ovat hyvin yksinkertaisia ja niiden spektreihin
tulee yhdet signaalit eli singletit ytimien Larmorin kulmataajuuksien kohdalle. Kun
ytimet ovat kytkeytyneend toisiinsa niin ne vaikuttavat toistensa signaaleihin. Talloin
spektreistd tulee merkittdvasti monimutkaisempia ja singlettien sijaan spektrissa
havaitaan useamman signaalin multipletteja. Kahden tai useamman ytimen vélisid
kytkentdjéd kutsutaan skalaari- eli J-kytkenndiksi ja ne toimivat kemiallisten sidosten

vdlilla. Jokainen kytkentd puolittaa signaalin kahteen eri signaaliin, jotka ovat puolet
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alkuperdisen signaalin koosta ja kytkennélle ominaisen kytkentdvakion padssa
toisistaan. Kahden kytkeytyneen spinin spektri on siis kaksi kahden signaalin
multippelitta eli dublettia, toinen yhden spinin Larmorin kulmataajuuden kohdalle ja

toinen toisen spinin Larmorin kulmataajuuden kohdalle.
2.4.1 Kahden kytkeytyneen ytimen energiatasot

Kahden kytkeytyméttdmén spinin Hamiltonin operaattori voidaan muodostaa lisddmalla
yhden ytimen ominaisyhtdlon kaavaan toisen ytimen termi:

I:IZ spinii, ei kytkentia — U0,1’1\12 + U0,2’1\22 (33)
[,, on ensimmiisen spinin kiertoliikemomentin z-komponentin operaattori ja 1,, on
toisen spinin. Samalla tavalla vy ; on ensimmadisen spinin Larmorin kulmataajuus ja v,
toisen spinin. Jokaiselle spinille tarvitaan oma operaattori, silld niiden interaktiot
magneettikentdn ja toisten spinien kanssa voivat olla eri suuruisia. Spinien vélinen
kytkentd otetaan mydhemmin huomioon.
Ominaisfunktiot ovat I,:n ominaisfunktioiden tuloja kummallekin spinille. Ytimen I,, ja

I,, ominaisfunktiot ovat titen

“ 1
Ilsza,l E lpoc,l (34)
“ 1
Ilszﬁ,l = - Elp[m (35)
o 1
IZZLIJCZ,Z E lpa,z (3 6)
A 1
IZZlPﬁ,Z = - Ewﬁ,z (37)

Osoitetaan, ettd W, ;¥Wp, on ominaisfunktioita kahden spinin Hamiltonin operaattorille
HZ spinia, ei kytkentaa

Hz spinei kytkentia Ya,1'Yp2 = (U0,1i1zU0,2122)an,1lpﬁ,2
= Vo1l1,Ya1¥p2 + V0212, Ye1¥p2 = Uo,1[11ija,1]lpﬁ,2 + Vo2 [IZZWB,Z]anJ (38)

Operaattorin paikanvaihdos ei aina ole sallittua, mutta tdssi tapauksessa ¥, ; operoi vain

spinid 1, joten I,, on muuttumaton sen suhteen. Kuten on aikaisemmin osoitettu le‘{’a,l
o1 . .1 qpas -
tuottaa vastaukseksi Elpa,l ja Iy;¥p, tuottaa vastaukseksi _ELPB.Z’ Talloin yhtélo

voidaan kirjoittaa muotoon

1 1
(E VUo,1 — §U0,2> Wy 1¥p2 (39)
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Jossa (% Voq — %UO‘Z) on yhtélon ominaisarvo ja ¥, ;¥p , ominaisfunktio. ¥, ¥, on
siis kahden kytkeytyméttomén spinin Hamiltonin ominaisyhtidlon ominaisfunktio. Sama
voidaan osoittaa kolmelle muullekin taajuudelle, W, 1YW, 2, Wp,1¥s 2 ja Wp,1¥p 2. Tulos

voidaan kirjoittaa yleiseen muotoon

Em,m, = M1Vg1 + MyUg (Hz) (40)
2.4.2 Kahden spinin valinen skalaarikytkenta

Kahden spinin vilinen kytkentd voidaan ottaa huomioon lisdamalla yksi termi Hamiltonin
operaattoriin:

I:lz spin — Uo,1i1z + Uo,212z +]1zi1z12z (41)
J1211,1,, on kytkentdtermi ja J;, on spinien 1 ja 2 vilinen skalaarikytkentd hertseissa.
Edellisessd osassa esitetyt kahden spinin aaltoyhtdlot ovat edelleen Hamiltonin
operaattorin ominaisyhtél6itd, mutta ominaisarvo vaihtuu. Esimerkiksi spinien af tilaa

kuvaava yhtdlo on kytkentitermin ominaisyhtilo:

]1zi1zi2ija,1lpﬁ,2 = J12 [i1ija,1] [TZZIP[?,Z]

1 1 1
=J12 [E l{’(95,1] [— E l}’ﬁ,z] = - Zf1zwa,1wﬁ,2 (42)
Niin ollen W, ;Wg , on Hamiltonin operaattorin ominaisyhtéld ja ominaisarvo on — i Jiz.

Aikaisemmin néytettiin, ettdi W,,;%Wp, on my6s kahden ensimmdisen termin

ominaisyhtdld, joten ndin ollen se on myds koko funktion ominaisyhtilo ja lopullinen

ominaisarvo on yksittdisten ominaisarvojen summa:

1 1 1
EU0,1 - EUo,z - th (43)
Tulos yleisesti:
Emimz = MyVg 1 + MyVg, + mymyJi, (Hz) (44)

Jos kytkeytyneet ytimet ovat samoja, esimerkiksi kummatkin ovat protoneita, puhutaan
homoydinspinsysteemisti, jolloin voidaan yksinkertaistaa

Vp,1 = Vg2 (45)
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Talloin tilojen aff ja Pfa energiatasot ldhelli ylimmadn ja alimman energiatason

keskiarvoa.

pp —— 4

af 2 Ba 3

aq ————1

-1

Kuva 5 'H-'H systeemin energiatasot. Taso 1 on matalaenergisin ja kuvaa tilannetta missd kummatkin spinit ovat
magneettikentdn suuntaisia, tasot 2 ja 3 ovat energioiltaan lihes samoja ja niissd toinen spin on magneettikentdin
suuntainen ja toinen vastakkaissuuntainen. Taso 4 on korkeaenergisin ja kuvaa tilannetta missd kummatkin spinit
ovat vastakkaissuuntaiset magneettikenttddn néihden.

2.4.3 Kahden kytkeytyneen spinin spektri

Sallitut siirtymait kahdelle spinille samat kuin yhdelle, eli kvanttiluku m voi muuttua vain
yhdelld. Tdma tarkoittaa sitd, ettd vain toisen spinin kvanttiluku voi muuttua kerralla.
Sallitut siirtymét ovat energiatasojen 1 ja 2, 3 ja 4, 1 ja 3 sekd 2 ja 4 vililla. Kuvassa 5 on
hahmoteltu energiatasoja ja siind nékyy niiden numerointi.

Siirtymistd johtuvien signaalien taajuudet voidaan laskea jokaiselle signaalille erikseen,
esimerkiksi siirtymélle 1->2:

Vi, = E;, — Ey

1 1 1 1 1 1 1
= §U0,1 - EUO,Z - 1112 - (EUO,I + EUo,z + th) = —Vg2 — 5112 (46)
Samalla tavalla voidaan laskea muille siirtymille energiat:
1
Uzg = —VUgz t+ 2112 (47)
1
V153 = Vo1 — 5112 (48)
1
Uz54 = —VUp1 + 2112 (49)
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Jokainen sallittu siirtyméd vastaa tilannetta missd yksi spin vaihtaa tilaa. Esimerkiksi
siirtyméssi tasolta 2 tasolle 4 ensimmdiinen spin on o-tilassa ja toinen [-tilassa. Kun
siirtymad tapahtuu, ensimmaéinen spin vaihtuu -tilaan ja néin ollen spinit ovat kummatkin
korkeaenergisemmassa tilassa. Aikaisemmin mainittiin, ettd spektriin tulee signaali, kun
energian absorptio tapahtuu eli kun spin siirtyy yhdesté tilasta toiseen. Téssé tapauksessa
yksi spektrin signaaleista johtuu siirtymasta 2->4.

Kuten aikaisemmin nédytettiin, kahden spinin systeemilld on nelja eri sallittua siirtymaa,
jotka kaikki tuottavat signaalin spektriin. Tarkastelemalla laskettuja energioita
huomataan, ettd kaksi signaalia ovat puolikkaan kytkentdvakion pddssd ensimmadisen
ytimen Larmorin kulmataajuudesta ja kaksi puolikkaan kytkentdvakion pdidssd toisen
ytimen Larmorin kulmataajuudesta.

Kytkentédvakio voi olla joko positiivinen tai negatiivinen. Spektri ndyttdd kummassakin
tapauksessa samalta, mutta signaalit tuottavat siirtymait vaihtuvat. Toisin sanoen signaali,
joka muodostuu positiivisen kytkentidvakion tapauksessa siirtyméstd 1->2 muodostuukin
negatiivisen kytkentdvakion tapauksessa siirtymasté 3->4. Tdma voidaan havainnollistaa

my0s laskemalla. Aikaisemmin laskettiin siirtymén 1->2 energia:

1
Uiz = —VUg2 — 5112 (50)

Lasketaan siirtymin 3->4 energia tapauksessa, jossa kytkentivakio on negatiivinen:

Usy = E;, — E;
1

1 1 1 1 1 1
_EUO,l - EUo,z + Z(—hz) - <_EUO,1 + EUo,z 2 (‘]12)) = —Vgp — 5112 (51)

Siirtymaélle saadaan sama tulos kuin positiivisen kytkentdvakion tapauksessa siirtymalle

1->2.
2.4.4 Monikvanttisiirtyma

Kahden spinin systeemille on myds kaksi siirtymdd, jotka eivdt ole sallittuja
valintasdinndn mukaan. Ndma siirtymét ovat 1->4 ja 2->3 ja niissd kummankin spinin
tila vaihtuu. Ne eivit ole havaittavissa yksinkertaisessa spektrissd, mutta niin kutsutuissa
2D-mittauksissa ne voidaan havaita. Siirtymdd tasojen 1 ja 4 vililld kutsutaan
kaksoiskvanttisiirtymdksi ja siirtymdd tasojen 2 ja 3 vililli kutsutaan

nollakvanttisiirtymaksi.
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2.5 Kolme spinia

Mitd enemmén kytkeytyneitd spinejd systeemissd on, sitd monimutkaisemmaksi asiat
menevdt. Yhden kytkentdvakion sijaan Hamiltonin operaattoriin tulee kolme
kytkentdvakiota:
Hs spin = Uo,1ilz + U0,2i22 + Uo,3i3z + Jiz2lio0os + Jizliolss 4 Jaslonls, (52)

Jossa J;,1;,1,, on ensimmiisen ja toisen spinin kytkentdtermi, J;51;,15, ensimmadisen ja
kolmannen spinin kytkentitermi ja J,51,,15, toisen ja kolmannen spinin kytkentitermi.
Kolmen spinin Hamiltonin operaattorin ominaisfunktiot ovat 1,:n, ¥,:n ja Ws:n
ominaisfunktioiden tuloja ja niitd on yhteensd kahdeksan erialista, esimerkiksi
Wy 1We,2Wp,3. Ominaisfunktioiden ominaisarvot eli tilojen energiat voidaan kirjoittaa
yleisesti muotoon

Ernima2ms = M1Vo1 + Maloz + M3V s + Mymyfi; + mymgfiz + momsfp3 (53)
Valintasddnnén mukaan jokaiselle spinille on neljd sallittua siirtymié. Nelja siirtymdd
tarkoittaa sitd, ettd spektriin tulee nelja signaalia ja kun spineja on kolme, spektri koostuu
kolmesta neljin signaalin ryppaista.
Kolmen spinin systeemilld on kuusi kaksoiskvanttisiirtymad, kuusi nollakvanttisiirtyméaé
ja yksi kolmoiskvanttisiirtymé. Kolmen spinin systeemilld on my0s siirtymié, missd M
vaihtuu yhdelld, mutta kaikkien spinien tilat muuttuvat. Na&itd kutsutaan
kombinaatioviivoiksi (engl. combination line) ja kuten monikvanttikytkennétkin, ne
voidaan havaita 2D-spektreissi. Joissain tapauksissa kombinaatioviivat voidaan havaita

1D-spektrissa.

21



3 Vektorimalli

Energiatasot auttavat ymméirtdméén miten signaalit muodostuvat, mutta ne eivit anna
intuitiivista kuvaa mittausten toiminnasta. Vaikka kvanttimekaniikka antaakin
kokonaisvaltaisen kuvan ydinmagneettisesta resonanssista, merkittavasti
yksinkertaisempi  vektoreihin  perustuva malli  usein  riittdd  selittdméén
ymmairrettivimmin mittaukseen liittyvid komponentteja, kuten radioaaltopulsseja.

Oikeasti vektorimalli pétee tarkasti kuitenkin vain spineihin, joilla ei ole kytkent&a.
3.1 Kokonaismagnetisaatiovektori

Spinkiertomomenttiin liittyy ydinspinmagneettimomentti, jossa ytimelld on heikko
magneettikenttd ympérilladn ik&én kuin se olisi ddrettdmén pieni magneetti. Kun ydin on
magneettikentdssd, ytimen magneettimomentin ja ulkoisen magneettikentdn vililld on
vuorovaikutus. Vuorovaikutuksen energia riippuu ytimen magnetogyrisestd suhteesta, eli

magneettisen momentin kulmasta suhteessa ulkoiseen magneettikenttéén.

Kokonaismagnetisaatio-
vektori

Ytimien yksittdiset
magnetisaatiovektorit

By

\&/ 'y

Kuva 6 Spinit, ulkoinen magneettikenttd ja kokonaismagnetisaatiovektori.

Suurin energia saavutetaan, kun spinien magneettimomentti on vastakkaisessa suunnassa
magneettikenttddn ndhden ja pienin energia kun magneettimomentti on samansuuntainen.
Energiaerot ovat hyvin pienid ja ilmanldmmostd tuleva ldmpdenergia on noin nelja
kertaluokkaa suurempi kuin spinien tilojen vélinen energia. Tdmin vuoksi oikeasti vain
pieni enemmistd spineistd on energeettisesti edullisemmassa tilassa ja NMR-signaali on
heikko. Vaikka energiaero on hyvin pieni, ndytteeseen syntyy ulkoisen magneettikentin

suuntainen kokonaismagnetisaatio. Kokonaismagnetisaatiolla tarkoitetaan kaikkien
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yksittdisten ytimien yksittdisten magneettikenttien yhteenlaskettua magneettikenttdd. Jos
systeemi  koostuu  kahdesta  yhtd suuresta, mutta vastakkaissuuntaisesta
magnetisaatiovektorista, niin télloin bulkkimagnetisaatiovektorin suuruus olisi 0. Jos taas
systeemi  koostuu kahdesta samansuuntaisesta magnetisaatiovektorista, niin
kokonaismagnetisaatio on kaksinkertainen ja saman suuntainen yksittdiseen
magnetisaatiovektoriin ndhden. Vektorimalli kuvaa juuri kokonaismagnetisaatiovektorin
kayttdytymistd tdysin klassisesti. Tilannetta on havainnollistettu kuvassa 6. Kun néyte
laitetaan ulkoiseen magneettikenttddn B, ytimien yksittdiset spinit alkavat linjautua
hieman magneettikentdn suuntaisiksi. Kun kaikkien ndiden spinien magneettikentit
lasketaan  yhteen, saadaan kokonaismagnetisaatiovektori, joka on ulkoisen
magneettikentdn suuntainen mutta merkittdvésti pienempi. Magnetisaatiovektorikésittely
tuottaa saman tuloksen kuin kvanttimekaaninen késittely kytkeytymattomalle spinille.

NMR-signaalin vahvuuteen vaikuttavat myds muutkin asiat kuten ytimen magneettinen
suskeptibiliteetti ja luontainen NMR-aktiivisten isotooppien prosentuaalinen méaara.
Esimerkiksi 'H-ytimien luontainen esiintyvyys on 99,9 %, mutta hiilen NMR-aktiivisen
ytimen, '*C, luontainen esiintyvyys on vain 1,1 %. Tdmin vuoksi Vedyn sanotaan olevan

paljon herkempi, eli se tuottaa voimakkaamman signaalin.
3.1.1 Spin ylds ja spin alas

Vaikka spinejd kuvataan nuolilla ja puhutaan ettd spinit ovat ylos- ja alas-tilassa, niin
tdma ei ole realistinen malli. Spinit ovat superpositiossa, eli ikddn kuin kummassakin tai
el kummassakaan tilassa, ja magneettinen momentti voi olla mitd vaan minimi- ja

maksimienergiatilan vélita.
3.1.2 Koordinaatisto

Kokonaismagnetisaatiota kuvataan vektorina kolmiulotteisessa koordinaatistossa, jossa
z-akseli on ulkoisen magneettikentdn suuntainen. Magnetisaation liikettd voidaan
havainnollistaa oikean kidden sdénnolld, eli kun tarttuu z-akselista kiinni niin ettd peukalo
osoittaa positiivisen z-akselin suuntaan, niin sormet kiertyvit z-akselilta katsottuna
positiivisen litkkeen suuntaan. Toisin sanoen positiivinen litke kiertdd x-akselilta y-
akselin suuntaan. T4td on havainnollistettu kuvassa 7

Samaa oikean kdden sddntdd voidaan kayttdd tutkimaan myos liikettd muiden akselien

ympdéri. Jos halutaan tietdd, ettd mihin suuntaan positiivinen litke x-akselin ympaéri pyorii,
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niin kuvitellaan vain, ettd otetaan x-akselista kiinni. Tdlloin positiivinen liike on y-

akselilta z-akselin suuntaan.

Kuva 7 Oikean kiden sddnté. Jos halutaan selvittdd positiviisen liikkeen suunta z-akselin ympdri, tarvitsee vain
kuvitella ottavansa z-akselista kiinni, niin sormet kiertyvdt positiivisen liikkeen suuntaan.

3.1.3 Magnetisaation tasapainotila

Ilman ulkoista magneettikenttdd néytteessd ei ole kokonaismagnetisaatiota, silld
yksittdiset magneettiset momentit ovat satunnaisesti orientoituneita. Kun ndyte laitetaan
ulkoiseen mangeettikenttddn, esimerkiksi NMR-laitteeseen, tulee toisesta spin-tilasta
energeettisesti edullisempi ja hetken pidistd saavutetaan tasapainotila, jossa on pieni
ulkoisen magneettikentin mukainen kokonaismagnetisaatio. T&td prosessia, jossa
magneettiset momentit palaavat tasapainotilaan, kutsutaan relaksaatioksi.
Relaksaatioaika, eli aika mikd kuluu tasapainotilan saavuttamiseen, on ydin- ja
yhdistekohtainen ja voi kestdd jopa kymmenid sekunteja. Tasapainotilassa
kokonaismagnetisaatiovektori osoittaa positiivisen z-akselin suuntaan eli on linjassa

ulkoisen mangeettikentéin kanssa.
3.2 Larmorin prekessio

Kun tasapainotila on saavutettu, niin magnetisaatiovektorilla on pysyva koko ja suunta,
jotka eivdt muutu ajan funktiona. Jos tasapainitilaa hiiritddn ja magnetisaatiovektori
saadaan kddnnettyd pois z-akselilta, magnetisaatiovektori alkaa kiertimiin z-akselia

vakiokulmassa f.
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Tatd z-akselin ympdri pyorimisté, eli prekessiota voidaan kuvata kaavoilla

wo = —yB, (rads™1) (54)
B
vy = — =2 (H2) (55)

jossa y on magnetogyrinen suhde. Kiertotaajuus on siis Larmorin kulmataajuus, joka on
tullut jo aikaisemmin esiin. Yhdelle spinille transitio matalan ja korkean energian tilan
valilld tapahtuu larmorin kulmataajuudella, joka on sama taajuus milld
magnetisaatiovektori prekessoi ulkoisen magneettikentdn ympéri. Téatd kutsutaan
Larmorin prekessioksi.

Ytimill4, joilla on positiivinen magnetogyrinen suhde, on negatiivinen larmorin taajuus
eli niiden magnetisaatiovektori prekessoi negatiiviseen suuntaan. Prekessiota havaitaan
vain, kun magnetisaatiovektori on kulmassa ulkoiseen magneettikenttd&in néhden, eli

pyOrimistd ei havaita tasapainotilassa.
3.3 Detektio

NMR-mittauksessa mitataan prekessoivaa magnetisaatiota, ja vield tarkemmin
prekessoivan magnetisaation x- ja y-komponentteja. Miitaamista voidaan ajatella samalla
tavalla kuin dynamon toimintaa. Ndytteeseen muodostuva nettomagnetisaatio toimii kuin
dynamon magneetti ja detektiokela toimii samalla tavalla kuin dynamon kela. Kun
magneetti alkaa pyorimiidn dynamossa, se muodostaa sdhkovirtaa kelaan, joka tuottaa
lamppuun valoa. Niin myds NMR-mittauksessa pyoOrivd magnetisaatio tuottaa
detektiokelaan sdhkdvirtaa. Sen sijaan, ettd sdhkovirta kédytettdisiin valon tuottamiseen,
se mitataan.

Magnetisaatiovektori prekessoi kartion muotoisesti z-akselin ympari. Tétd prekessiota
voidaan havainnollistaa sekd x- ettd y-komponentein. Jos ajanhetkelld 0 x-komponentin
osuus on M,sinf, y-komponentin osuus on 0 ja pydrimisnopeus z-akselin ympéri on w,,

niin ajan t paistd x- ja y-komponenttien osuudet ovat:

M, = Mysinfrcoswyt (56)
M, = —Mgsinfrsinwyt (57)

Tallaisesta oskillaatiosta tulisi spektri, jossa olisi yksi signaali taajuudella w,. Mallissa,
jossa vaimenemista ei oteta huomioon signaali olisi dédrettdomédn kapea ja ddrettomén

korkea.
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3.4 Pulssit

Kuten aikaisemmin mainittiin, mittauksessa havaitaan magnetisaatiovektorin xy-tason
komponentti. Tasapainotilassa magnetisaatiovektori on ulkoisen magneettikentdn
suuntainen eli se on z-akselilla ja ndin ollen x- ja y-komponentit ovat 0. Jotta jotain
voitaisiin  havaita, tdytyy magnetisaatiovektori saada kédnnettyd xy-tasoon.
Magneettikentdn suunnan vaihtaminen z-akselin suunnasta xy-tasoon on kaytinnossi
hyvin haastavaa, silld riittdvin vahvan magneettikentin saavuttamiseksi tarvitaan
suprajohtava kestomagneetti. Ei ole siis mahdollista hetkellisesti laittaa z-akselin
suuntaista B, magneettikenttdd pois pddltd ja laittaa xy-tasossa olevaa B,
magneettikenttdd péélle, mutta vastaavan kaltainen tilanne pystytddn onneksi
saavuttamaan radioaaltopulssien avulla. Jos annetaan sopivan vahvuinen ja sopivan
pituinen Xxy-tason suuntainen radioaaltopulssi, joka oskilloi hyvin l&helld ytimien
Larmorin kulmataajuutta wg, se synnyttdd ikdan kuin juuri téllaisen xy-tason suuntaisen
magneettikentdn ja silld saadaan kddnnettyd ndytteen nettomagnetisaatiovektori Xy-
tasoon. Kun kéytettdva pulssi oskilloi ytimien Larmorin kulmataajuudella, sanotaan sen
olevan resonanssissa. Vaikka ulkoinen magneettikenttdi B, on monta kertaluokkaa
vahvempi kuin pulssin avulla syntyvd B;, pystyy B; silti kéantdméin

kokonaismagnetisaation xy-tasoon.
3.4.1 Pyoriva kehys

Detektiokela on usein suunniteltu niin, ettd se antaa x-akselin suuntaisia pulsseja, jotka
muodostavat oskilloivan magneettikentdn. Oskilloivalla magneettikentilld tarkoitetaan
sitd, ettd ensin magneettikentti on x-akselin suuntainen ja sen voimakkuus on 2B;, minkd
jélkeen se alkaa pienenemédn kohti origoa, kunnes sen voimakkuus on 0. Tdmaén jdlkeen
magneettikenttd alkaa voimistumaan negatiivisen akselin suuntaan, kunnes sen
voimakkuus on —2B;. Magneettikentdn voimakkuus siis aaltoilee tasaisesti x-akselilla
voimakkuuksien 2B, ja —2B; vililla. Tatd voimakkuuden vaihtelun taajuutta merkataan
Wiinetin (rad s, silld ldhettimestd tuleva pulssi aiheuttaa kyseisen oskilloivan
magneettikentén.

Oskilloivan magneettikentdn vaikutuksia voidaan havainnollistaa paremmin, jos se
jaetaan kahteen eri suuntaan pyorivddn osaan. Merkitddn positiiviseen suuntaan, eli
positiiviselta x-akselilta positiivisen y-akselin suuntaan, pyorivdd liikettd B ja

negatiiviseen suuntaan, eli positiiviselta x-akselilta negatiivisen y-akselin suuntaan,
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Kuva 8 Oskilloiva magneettikenttd kahdella eri esitystavalla. Ylempdnd on esitetty yhden magnetisaatiovektorin
malli, missd se oskilloi x-akselin suuntaisesti positiivisesta negatiiviseen. Alempana kahden magnetisaatiovektorin
malli, missd kaksi yhtd suurta mutta vastakkaissuuntaista magnetisaatiovekttoria pyorivit ympdri. Mallit tuottavat
identtisen lopputuloksen, mutta kahden vektorin malli helpottaa jatkokdsittelyd.
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pyorivaa liikettd By . Ajan hetkelld 0 kummatkin osat ovat positiivisella x-akselilla ja
niiden yhteenlaskettu voimakkuus on:

Bi ajanhetkenzo = Bi +Bi = 2B, (58)
Tulokseksi saadaan siis tdysin sama kuin yhden oskilloivan magneettikentdn mallilla.
Magneettikentét ldhtevat pyorimaan eri suuntiin samalla nopeudella, ja kun ajan hetkelld
t ne ovat pyorineet 90° on positiiviseen suuntaan pyorinyt osa positiivisella y-akselilla ja
negatiiviseen suuntaan pyoOrinyt osa negatiivisella y-akselilla. Talloin osittaiset
magneettikentdt kumoavat toisensa ja oskilloivan magnetisaation voimakkuus on 0,
vastaten tilannetta, jossa yhden magnetisaatiovektorin mallissa  oskillovia
magneettikenttd on origossa. Kummankin osittaisen magneettikentdn y-komponentin
suuruus on aina yhtd suuri, mutta vastakkaismerkkinen, joten ne kumoavat toisensa ja
vain yhteenlaskettu x-komponentti jaid jdljelle. Kahden eri suuntaan kiertdvin
magneettikentdn malli vastaa siis tdysin oskilloivan magneettikentdn mallia. Kumpikin
malli on havainnollistettu kuvassa 8.
Ytimelld, jolla on positiivinen magnetogyrinen suhde, on negatiivinen kulmataajuus, eli
se pyOrii samaan suuntaan kuin oskillovia B; magneettikentti. Toiseen suuntaan
pyorivilld By magneettikentiilld ei ole merkittivii interaktioita magnetisaation kanssa ja
se voidaan jattdd huomiotta. Negatiivisen magnetogyrisen suhteen omaavalla ytimelld on

taas positiivinen kulmataajuus ja se pyorii oskilloivan B magnettikentéin suuntaisesti ja
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vastakkaiseen suuntaan pyorivilld B; magneettikentdlld ei myodskddn ole merkittidviad
vuorovaikutuksia magnetisaation kanssa.

Laskujen  helpottamiseksi ~ voidaan  siirtyd  tarkastelemaan niin  sanotusta
laboratoriokehyksestd pyorivddn kehykseen. Toisin sanoen tarkastelemme systeemid
tilanteessa, jossa koordinaatisto pyorii B; suuntaisesti samalla nopeudella ja tilldin
tarkastelussa ndyttia siltd kuin By pysyisi paikallaan.

Siirtymistd laboratoriokehyksestd pyorivddn kehykseen voidaan havainnollistaa
esimerkilld, jossa vanhempi katsoo lastaan karusellissa hevosen pdilld. Kun vanhempi
seisoo kauempana karusellista ja tarkastelee lapsen liikettd, niin lapsi menee seka
karusellin mukana ympéri ettd ylos alas hevosen pailld. Jos aikuinen menee karuselliin
mukaan tarkastelemaan lapsen liikettd, niin hdn endd havaitsee vain hevosen ja lapsen
ylosalaisen liikkeen. Néin liikkeen kompleksisuus vihenee.

Laboratoriokehyksessd B pyorii xy-tasossa nopeudella —w;;perin, mutta kun pyorivin
kehyksen pyorimisnopeudeksi valitaan sama nopeus —w;;perin, Niin kehyksen sisélld By

pystyy xy-tasossa paikallaan.
3.4.2 Larmorin prekessio pyorivassa kehyksessa

Vaikka Larmorin kulmataajuus on vakio vakio-olosuhteissa, niin pydrimisnopeus nayttai
muuttuvan riippuen pyorivin kehyksen pyorimisnopeudesta. Jos pydrimisnopeudeksi
valitaankin —wjspetin Sijaan spinin Larmorin kulmataajuus, niin pyorivissd kehyksessa
prekessio ikddn kuin loppuu. PyOrimistd oikeasti tapahtuu Larmorin kulmataajuudella,
mutta sitd tarkastellaan nyt eri tavalla.
Yleiselld tasolla voidaan kirjoittaa pyorivdssd kehyksessd ndenndinen Larmorin
kulmataajuus muotoon

Wpzenniinen = Wo— Wkehys = (1 (59)
missd Wyepys ON valittu pydrivin kehyksen taajuus. Néenndistd kulmataajuutta merkataan
my0s symbolilla Q ja sitd kutsutaan poikkeamaksi (engl. offset). Larmorin kulmataajuus,
eli se milléd taajuudella magnetisaatio prekessoi magneettikentdn B ympaéri voitiin kuvata
kaavalla 54

wy = —YB

Naistd kahdesta ylemmastid kaavasta voidaan johtaa redusoidun magneettikentin AB

(engl. reduced field) kaava

AB = —— (60)
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Tastd ndhdadn, ettd pyorivastd kehyksestd tarkasteltuna ndenndinen magneettikenttd voi
olla paljon pienempi kuin laitteen magneettikenttd B,. Kuten aikaisemmin mainittiinkin,
niin jos kehyksen pydrimisnopeudeksi valitaan wg, niin ndenndinen magneettikenttd on
0. Kun redusoidun magneettikentin voimakkuus alkaa vastaamaan radioaaltopulssin
aiheuttamaa magneettikenttdd B, niin B; pystyy alkaa vaikuttamaan magnetisaation

liikkkeeseen, vaikka se onkin merkittdvisti heikompi kuin By.
3.4.3 Efektiivinen kentta

Tdhdn mennessd pyorivdssd kehyksessd muodostuu kaksi magneettikenttdd, kun
radioaaltopulssi annetaan. Ensimmaiinen on x-akselin suuntainen radioaaltokentti B;. Jos
sen suuruus valitaan yhtéd suureksi, mutta vastakkaismerkkiseksi kuin pyorivin kehyksen
taajuus, siitd tulee staattinen. Toinen on redusoitu magneettikenttd AB. Koska ldhettimen
taajuudeksi valittiin yhtd suureksi, mutta vastakkaismerkkiseksi kuin pyorivian kehyksen
taajuus, niin kaavan 61 mukaan téllaisessa tapauksessa poikkeamaksi saadaan

Q) = Wo—Wkenys = Wo — (—Wiznetin) = Wo + Wyznetin (61)
Vety-ytimilld on negatiivinen wg 0, joten jos Wyspetin ON ldhelld Larmorin kulmataajuutta
Wy, niin poikkeamasta tulee hyvin pieni.
Pyoriviassd kehyksessd redusoitu kenttd ja radioaaltopulssin tuottama B; kenttd
yhteenlaskettuna tuottavat efektiivisen kentdn  B,ferriivinen- Kuvassa 9 on

havainnollistettu efektiivistd kenttdd ja sen suuruus saadaan yksinkertaisella

Befektiivinen = ,’Blz + (AB)? (62)

Pyorivassd kehyksessd magnetisaatio pyorii efektiivisen kentdn ympéri siind missé

trigonometrialla:

laboratoriokehyksessd se pyorii By kentdn ympéri. Pyorimistaajuus efektiivisen kentén
ympéri on my0s riippuvainen efektiivisen kentidn vahvuudesta:

Wefektivinen = |Y|Befektiivinen (63)
missd |y| on magnetogyrisen suhteen itseisarvo. Kuvasta 9 nahdéan, ettd kun AB on pieni,
niin Befektiivinen Siirtyy ldhelle x-akselia, miké onkin haluttu tulos. Téstd ndhdaén, ettd
kun valitaan w;spetin 18helle ytimien Larmorin kulmataajuutta, By:n vaikutus pystytdin
ikddn kuin nollaamaan. Kaavasta 60 ja kuvasta 9 ndhdéén, ettd kun Q on 0, niin AB:sté

tulee 0 ja ainut vaikuttava magneettikenttd on endd B;.
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AB

Befektiivinen

Kuva 9 Efektiivinen magneettikenttd pyorivissd kehyksessd.

3.4.4 Efektiivinen kentta taajuusyksikossa

Yleisesti tirked ominaisuus NMR:$sd on W fektiivinen Ja Sitd on hyddyllista ajatella
magneettikenttien voimakkuuksien sijaan prekessiotaajuuksina. Edelliskappaleen kaavat
saadaan helposti muutettua taajuusmuotoon. Taajuus w,, milld magnetisaatio prekessoi
B, kentén ympdi, saadaan kaavalla

w1 = |y|By (64)
Kaavasta 60 saadaan laskettua nienndinen Larmoin kulmataajuus ()

Q= —yAB (65)

Kun ndmad sijoitetaan kaavaan 62, saadaan wefektiivinen taajuusyksikossé

Wefektiivinen = ’ (J‘)lz-I'Q'2 (66)

Tilanne on tdysin sama kuin kuvassa 9, mutta AB on vain korvattu ():lla, B; on korvattu

wlzllaja Befektiivinen on korvattu wefektiivinenzua-
3.5 Resonanssipulssit

Kun ldhettimen taajuus valitaan niin, ettd se on yhtd suuri kuin ytimien Lamorin
kulmataajuus, sanotaan pulssin olevan resonanssissa. Talloin Q on 0, Wefektiivinen ON

kokonaan xy-tasossa, sen pituus on w ja redusoidun kentén ja efektiivisen kentén vilinen
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kulma 6 on 90°. Tdma on ideaalitilanne ja se ei usein vastaa todellisuutta, vaan tavallisesti
magnetisaatio ei ole tdysin xy-tasossa radioaaltokentén jdljilta.
Pulssin kédéntokulma S riippuu ajasta, jonka pulssi on péélld ja kun w; taajuinen
radioaaltokenttd pidetdédn pailld ¢, ajan, niin kdantokulma on tdlloin

B = wity (67)
Kéantokulma [ tarkoittaa kulmaa, jonka verran pulssi kdantdd kokonaismagnetisaatiota
z-akselilta xy-tason suuntaan. Kaavasta ndhdddn, ettd muuttamalla aikaa, jonka
radioaaltokenttd on pddlld, pystytddn muuttamaan kédntokulmaa. Yleisimmat

kadntokulmat ovat /5 eli 90°, ja m eli 180°.

NMR-laitteella pystytddn antamaan eri suuntaisia pulsseja, joista yleisin on positiivisen
x-akselin suuntainen pulssi. Pulssin suunta ja kdintokulma merkataan yleensd yhteen,
esimerkiksi positiivisen x-akselin suuntainen 90 asteen pulssi merkitdin yleensi joko 905
tai 90°(x). Oikean kdden sddntdd voidaan kayttdd maérittdimain kddntdsuunta. Kun x-
akselista otetaan kiinni niin, ettd peukku osoittaa positiivisen x-akselin suuntaan, niin
muut sormet kiertyvit z-akselilta negatiivisen y-akselin suuntaan. Positiivinen x-akselin

suuntaisen pulssi kdintdd magnetisaatiota siis negatiivisen y-akselin suuntaan.
3.5.1 Kova pulssi

Ytimien Larmrorin kulmataajuudet vaihtelevat hieman kemiallisen ympéristonsi vuoksi,
jonka vuoksi ei voida valita pulssin taajuutta, joka olisi resonanssissa kaikkien ytimien
kanssa. Tastd syystd NMR:ssd usein kdytetddn niin sanottuja kovia pulsseja, joiden
ansiosta kaikki ytimet kokevat pulssin, joka on ldhelld niiden resonanssitaajuutta. Tama
voidaan saavuttaa riittdvan voimakkaalla radioaaltokentdlld B .

Kovien pulssien vaikutus voidaan havainnollistaa esimerkin avulla. Yleisimmét vedyn
siirtymadt tulevat spektriin alueelle 0—12 ppm ja ldhettimen taajuus valitaan yleensé niin,
ettd se on keskelld havaittavaa aluetta eli 6 ppm:n kohdalla. Jos kadytdssd on 500 MHz:n
magneetti, niin ldhettimen taajuus on tdlléin 3000 Hz ja isoin ero havaittavien ytimien
taajuuksissa on myds 3000 Hz. Muuttamalla se yksikkéon rad s~ saadaan Q = 1,88 X
10*rad s 1.

Tavallisesti kdytetyt 90° eli 7T/ o pulssipituudet ovat noin 10-14 ps mittaisia. Kéyttamalla

pulssipituutena 14 ps voidaan laskea kddntokulma ytimille, jotka ovat kauimpina

keskikohdasta. Kaavaa 67 muokkaamalla saadaan laskettua kentdn voimakkuus w;

(Ulz_
tp
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missd f§ on resonanssipulssin kdantdkulma, eli n/ 2, Jasijoittamalla f = n/ sjat, =14 X

107 saadaan

"/

— — 5 -
w1_14X—10_6_1’12X10 rad s~

Kun tiedetddn kentdn voimakkuus, voidaan laskea trigonometriaa kayttien kdédntokulma

1

niille ytimille, joiden taajuus eroaa 1,88 X 10%*rad s~! resonanssissa olevien ytimien

kanssa:
w; 1,12x10%°rads™?!

t 9 = = =
M = T188x10% rad s—?

5,96

Talloin kddntokulmaksi tulee noin 80°. Ytimet, joiden Larmorin kulmataajuuksien ero on
isoin ldhettimen taajuuteen verrattuna kokevat silti 80° asteen pulssin. Tdmé on monesti

riittdva ja niiden voidaan olettaa kdyttdytyvin kuin resonanssissa olevien ytimien.
3.6 Pulssi-mittaus—menetelma
3.6.1 Vapaan vaimenemisen signaali

Yksinkertaisin NMR-mittaus koostuu kahdesta osasta: virittdvéstd pulssista pydrivdn
magnetisaation mittaamisesta. Ennen mittausta NMR-ndyte laitetaan laitteen sisdén,
jonka jilkeen sinne muodostuu z-akselin suuntainen kokonaismagnetisaatio. Tadmén
jilkeen ldhettimeltd annettava kova pulssi kdéntdd magnetisaation xy-tasoon, jonka
jélkeen se alkaa palaamaan takaisin tasapainotilaan prekessoiden z-akselin ympéri. Tata
pyorivad liikettd takaisin tasapainotilaan kutsutaan relaksaatioksi ja sen liikettd voidaan

mallintaa kaavoilla

-t
S, = SpcosQteT: (68)

-t

Sy = SpsinQite Tz (69)
missd S, on magnetisaation x-komponentin ja S, y-komponentin suuruus ajanhetkelld ¢,
ja kummatkin ovat riippuvaisia alkumagnetisaation S, koosta. 0t on kulma, jossa
magnetisaatio on ajanhetkella t. T, kuvastaa signaalin ajasta riippuvaa heikkenemisti
ja se johtuu usein péédasiassa relaksaatiosta. Kuten kaavoista 68 ja 69 ndhdédén, signaalin
heikkeneminen on eksponentiaalista. Helppouden vuoksi x- ja y-komponenttien osuudet
voidaan kirjoittaa yhteen yhtdloon, missd x-komponenttia kuvataan reaaliosalla ja y-

komponenttia kuvataan imagindariosalla.
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—t —t
S(t) =Sy, +iS, = SpcosQteT + i SosinﬂteT_Z]

—t
= Sy(cosQt + isinQt)eT2 (70)

Kun muistetaan, ettdi cosO + isin® = e'®, voidaan kaava 70 Kkirjoittaa vield

yksinkertaisempaan muotoon

-t

S(t) = Sye'eT: (71)
Kaavassa 71 on esitetty yhden ytimen aiheuttama signaali. Signaalia kutsutaan vapaan

vaimenemisen signaaliksi ja se on esitetty graafisesti kuvassa 10.

-

induced voltage

(\U[\U/\U{\UAVAVAVAVAVAVAVAVAV&H Time

Kuva 10 Vapaan vaimenemisen signaali. Kuvan tekiji GyroMagician. Kuva lainattu Creative Commons Attribution-
Share Alike 3.0 Unported-lisenssin mukaisesti.

Léhde: https://en.wikipedia.org/wiki/File:Nmr_fid good shim EN.svg

Kun ytimid on useampi, aiheuttaa jokainen oman signaalinsa:
—t -t
Ne)
S(t) — Sél) lﬂlteT S(Z) IQZteT + - (72)

missé jokaisella resonanssilla i on oma 1nten51teett15(§ ), taajuus (); ja vaimenemisvakio

Tz(i). Vapaasti vaimenevia signaaleja voi yhdessa spektrissd olla muutamasta tuhanteen.
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3.6.2 Fourier-muunnos

Vapaan vaimenemisen signaalista on ihmisen hyvin hankala saada informaatiota. Vapaan
vaimenemisen signaalille tehdd4n niin sanottu Fourier-muunnos, jotta spektri saadaan
helpommin ymmarrettivdidn muotoon.

Vapaan vaimenemisen signaali on niin sanotusti aikaulotteinen, eli mittaus on esitetty
ajan funktiona. Fourier-muunnos muuntaa aikaulotteisen spektrin taajuusulotteiseksi, eli
informaatio on esitettynd suhteessa taajuuteen. Yleiselld tasolla se voidaan esittda

yksinkertaisesti muodossa

Fourier—muunnos

S(t) S(w) (73)

Jokainen prekessoiva signaali tuottaa Fourier muunnoksen jilkeen spektriin signaalin

kohdalle, joka vastaa pyorimisnopeutta. Yksinkertaisin tapaus on, kun tarkastellaan vain

yhtdlon 71 mukaista tapausta. Télloin Fourier-muunnoksesta saadaan

SpeleTe T Iz +i Sz"(w 2 (74)

(Tiz) + (@ - 0)? (le) + (@ — 0)?

jossa ensimmadinen osa on niin kutsuttu reaaliosa ja toinen imaginéériosa. Kuten ndhdéén

niin yhtélo ei ole enda riippuvainen ajasta t vaan taajuudesta w. Reaaliosan signaalimuoto
on niin kutsuttu absorptiomuotoinen Lorentzin signaali (engl. absorption mode
Lorentzian lineshape), joka on pééasiallinen signaalin muoto yksiulotteisessa NMR:ssa.
Fourier-muunnokseen liittyy muitakin ominaisuuksia, eikd todellisen spektrin

muuntaminen ole niin yksinkertaista kuin tdssd on annettu ymmaértaa.

34



4 NMR-laitteen anatomia

Spektrometri voidaan pilkkoa seuraaviin osiin:

e Suprajohtava magneetti, joka tuottaa voimakkaan, homogeenisen ja pysyvian
magneettikentén

e Mittapddn, joka sisdltdd kelan. Kelaa kdytetddn ytimien viritykseen ja NMR-
signaalin mittaamiseen.

e Radioaaltoldhetin, jonka avulla virittdvét pulssit tuotetaan

e Herkkd radioaaltovastaanotin, joka pystyy vastaanottamaan ja vahvistamaan
heikon signaalin

e Analogia-digitaalimuunnin, joka muuttaa analogisen = NMR-signaalin
digitaaliseen muotoon, joka voidaan tallentaa ja jota voidaan kisitelld
tietokoneella

e Pulssiohjelmointilaitteisto, joka pystyy tuottamaan todella tarkkatehoisia ja -
kestoisia radioaaltopulsseja.

e Tietokone, jolla ohjataan kaikkia spektrometrin osia ja jonne data tallennetaan
4.1 Magneetti

Moderneissa NMR-spektrometreissd kdytetddn suprajohtavia kestomagneetteja, jotka
voivat tuottaa jopa 28 Teslan vahvuisen magneettikentin. Magneettina toimii kerille
kierretty lejeerinkilanka, joka on upotettu nestemiiseen heliumiin tdméin kylména
pitdmiseksi. Noin kuuden Kelvinin ldmpétilassa langasta tulee suprajohtava, jolloin
resistanssi hédvidd tdysin. Télloin lankaan voidaan laittaa kiertiméddn suuri madrd
sahkovirtaa, ilman etté sitd hidviai resistanssin takia lammoksi. Niin kauan kuin lanka on
jadhdytettynd, magneettikenttd pysyy ylld luoden kestomagneetin.

Nestemdinen helium on kallista, joten sen haihtumista halutaan hidastaa. Tdmén vuoksi
heliumséilié on ympérodity nestetyppisdiliolld, joka vuorostaan on ympardity tyhjiolla.
Niin saadaan minimoitua ympaéristostd tulevan ldmmoén madrd ja nesteheliumin
haihtuminen. Laitteen keskelld kulkee sylinterin muotoinen aukko, jossa sijaitsevat
mittapdd ja mitattava ndyte. Magneetti on suunniteltu niin, ettd vahvin magneettikentti
kohdistuu juuri néytteen kohdalle.

Metallilangat pysyvit vain tiettyyn sdhkovirtamadrddn asti suprajohtavina. Tavallinen
kuparilanka ei pysyisi suprajohtavana niilld virtamdirilld, jota NMR-magneettiin

tarvitaan, joten tdmdn vuoksi on kehitetty erilaisia lejeerinkejd, jotka pysyvit

35



korkeammilla sdhkovirtamaarilld suprajohtavina. Yksi yleisimmistda NMR-mangeeteissa

kéytetyistd lankaseoksista tehddén kuparista, tinasta ja niobiumista.
4.2 Shimmit

Spektrin tulkittavuus on sitd helpompaa, mitd kauempana signaalit ovat toisistaan ja mita
kapeampia ne ovat. Korkeamman magneettikentdn omaavat laitteen ostaminen ei tosin
ole usein mahdollista eikd edes taloudellisesti jarkevédd, joten on tirkedd pystyd
vaikuttamaan mahdollisimman tehokkaasti signaalien puoliviivanleveyteen. Niytteet
eroavat myoOs fysikaalisesti toisistaan, joten magneettikenttddn on pystyttava
vaikuttamaan ndytekohtaisesti. Tdmé onnistuu shimmien avulla. Shimmit ovat pienié eri
asennoissa olevia keloja, joiden ldpi kulkevaan sédhkdvirtaan voidaan vaikuttaa. Samalla
tavalla kuten NMR-magneetissakin, kelan ldpi kulkeva séhkovirta tuottaa
magneettikentdn, jonka voimakkuus riippuu sdhkovirran voimakkuudesta. Saatamalla eri
shimmikelojen sdhkovirtaa ja nidin ollen magneettikenttid, voidaan tuottaa hyvinkin
tasalaatuinen magneettikenttd jokaiselle ndytteelle.

Nykyisissé NMR-laitteissa voi olla monia kymmenid shimmikeloja, joista jokainen
vaikuttaa hyvin spesifiin paikkaan niytetilassa. Magneetit ovat kuitenkin niin stabiileja
ja ndytteistd johtuvat variaatiot niin pienid, ettd usein parjatdan vain muutamien kelojen
optimoinnilla.

Yleisesti shimmi tarkoittaa pientd vililevyd ja NMR:dssd shimmit ovat saaneet nimenséa
siitd, ettd ensimmadisissa NMR-laitteissa kéytettiin pienid metallilevyjd, joiden avulla
magneettikentin suuntaa ja paikkaa voitiin muuttaa.!’

NMR:ssé saavutettavien magneettikenttien homogeenisyyttd on vaikea késittdd. Pienille
molekyyleille alle 1 Hz:n puoliviivanleveydet ovat hyvinkin yleisid, mutta se ei vield
kerro monelle magneettikentistd mitddn. Magneettikentdn homogeenisyyttd pystyy
demonstroimaan hyvin seuraavalla esimerkilld. Halutaan, ettd yhden protonin signaali
mitattuna 500 MHz:n magneetilla tuottaa 1 Hz:n puoliviivaleveyden. Tall6in
magneettikentdn ~ epdhomogeenisuudesta  johtuvan  protoniytimien  Larmorin
kulmataajuuksien arvojen  vaihteluvdli  pitdd olla  merkittdvasti  haluttua

puoliviivanleveyttd pienempi, esimerkiksi kymmenesosa.
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Larmorin kulmataajuus voidaan laskea kaavalla
1
Vg = — EVBO
Missi y on protonin magnetogyrinen suhde, 2,67 X 108rad s~!. Kiyttimilli ylli olevaa
kaavaa voidaan laskea suurin sallittu magneettikentdn vahvuuden vaihteluvili, jolla
kulmataajuuksien ero pysyy tarpeeksi pienend.
0,1 x 2w
14

Toisin sanoen magneettikentéin vahvuuden sallittu vaihteluvili on karkeasti luokkaa 2 x

=24x107°T

10710 T. Laitteiden on siis pystyttivi hyvinkin tasalaatuisiin magneettikenttiin.
4.3 Lukko

Nykyisissd laitteissa magneetin tuottama magneettikenttd on erittdin stabiili ja lyhyissa
mittauksissa sen ajelehtiminen (drift) on pientd. Tama ajelehtiminen kuitenkin vaikuttaa
riittdvisti erityisesti pitkissid mittauksissa ja se pitdéd ottaa huomioon, jos halutaan hyvin
kapeita viivanleveyksid. Tdmé magneettikentén ajelehtiminen otetaan huomioon kentta-
taajuus-lukolla, joka on jatkuva itseddn korjaava systeemi, jonka tarkoitus on pitdd
magneettikenttd vakiovahvuudessa.

Lukko mittaa deuterium- eli H-signaalia, joka yleensi tulee kiytettivisti deuteroidusta
liuottimesta, esimerkiksi deuteroidusta vedestd D>O tai deuteroidusta kloroformista
CDCls. Deuteriumia mitataan jatkuvan aallon menetelmilld (CW, continuous wave), eika
pulssimittausmenetelmailld, jota tavallisessa mittauksessa kdytetddn. NMR-laitteessa on
shimmikeloihin verrattava lukkokela, jonka tehtivdnd on ylldpitdd homogeenisti
magneettikenttdprofiilia ajan funktiona. Kun laite huomaa, etti signaalin taajuus alkaa
muuttumaan, automattinen jirjestelmi muuttaa lukkokelassa kulkevaa virtaa niin, ettid

deuteriumsignaali palaa takaisin samalle taajuudelle.
4.4 Mittapaa

Mittapda on sylinterin muotoinen metallinen putki, joka on NMR-magneetin keskelld
kulkevan sylinterin muotoisen aukon sisdlld. Mittapddssd itsessdéin on tarkoitukseen
soveltuva mittakelan keskelld sijaitseva kolo, jonka sisdlle ndyte asetetaan mittauksen
ajaksi. Mittapéddssd on myds paljon muuta elektroniikkaa sekd usein jérjestelma ndytteen
lampdtilan muuttamiseen.

Mittakela on rinnakkain kytketty kondensaattoriin ja tdstd muodostuu niin sanottu

viritetty (tuned) virtapiiri, jonka resonanssitaajuus riippuu kelan induktanssista ja
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kondensaattorin kapasitanssista. Magneettikentédstd riippuvaista signaalin voimakkuutta
saadaan vahvistettua silld, kun virtapiirin resonanssitaajuus on sama kuin mitattavien
ytimien Larmorin kulmataajuus. Parhaan mahdollisen spektrin saamiseksi on néin ollen
tarkedd virittdd mittakelan virtapiiri vastaamaan mitattavien ytimien Larmorin
kulmataajuutta. Tdmd on kaytdnnossd se mitd tehdddn, kun puhutaan mittapidan
virittdmisesta.

Mittapddn virittimisen lisdksi usein se pitdd myos tdsmétd (match). Télloin virtapiirid
optimoidaan niin, ettd virransiirto mittapddn, ldhettimen ja vastaanottimen vélilld olisi
parasta. Mittapddn virittdiminen usein vaikuttaa tdsmddmiseen ja tdsmddminen
virittimiseen, joten optimaalisten tulosten saaminen voi vaatia kummankin
vuoronperdistd muuttamista. Moderneissa laitteissa timé nykydén tosin tapahtuu tdysin
automaattisesti.

Mittapdd on myds suurin yksittdinen kohinan aiheuttaja mittauksessa. Kéytdnnossd tima
on lampdkohinaa, joka tulee virtapiireissd kdytettdvien metallien elektroneista. Ainut tapa
tamén vdhentdmiselle on mittapdén kylmentdminen ja nykyddn markkinoilla onkin
nestetyppijddhdytteisid mittapditd, joiden signaali-kohinasuhde on merkittavésti

huoneenldmpdisid mittapéitd parempi.
4.5 Lahetin

Radioaaltoldhetin on se osa spektrometria, joka pystyy luomaan virityspulssit. Lahetin
itse koostuu usein useammasta osasta: taajuussyntetisaattorista, joka pystyy luomaan
tarvittavat pulssit, portista, jonka tehtdvdnd on pdéstdd pulssi sopivan mittaisena lipi
oikeaan aikaan ja heikentimestd sekd vahvistimesta, joiden tehtivdnd on nimensi
mukaisesti joko vahvistaa tai heikentdd syntetisaattorilta tulevaa pulssia. Syntetisaattori
luo séteilyvirraltaan matalia pulsseja ja niitd on vahvistettava miljoonakertaisiksi, jotta
saadaan kovia epdselektiivisd pulsseja. Vahvistaja toimii usein vakioteholla, ja jos
halutaan heikompia selektiivisid pulsseja, on syntetisaattorilta tulevaa signaalia
heikennettdvi sopivasti. Ennen vahvistinta oleva heikennin tekee juuri sen.

Mitd voimakkaampi pulssi annetaan, sitd paremmin se pystyy kddntimiin
nettomagnetisaatiovektoria ja ndin ollen sitd lyhyempi 90 asteen pulssi on. Pulssin
voimakkuudelle on kuitenkin rajansa, silld jossain kohtaa siitd tulee niin voimakas, etté
se voi ionisoida ilmaa luoden valokaaren. Valokaari voi vahingoittaa mittapdéti ja se

vaikuttaa nettomagnetisaatioon hyvin epétasaisesti.
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NMR:ssd kiytetddn pulssien voimakkuuksien ilmaisuun desibeleja (dB). Mité
voimakkaampaa vaimennusta kéytetdédn sitd heikompi pulssi. Esimerkiksi, jos halutaan
puolittaa syntetisaattorilta tulevan signaalin voima, voidaan tarvittava heikennys laskea

kaavalla

P 1
10 x loglop"& =10 x log;p5 = —3.0 (75)

sisaan
Signaalin vahvuus puolittuu jokaista kolmea desibelid kohti. Vaimennuksella -6.0 dB

pulssin teho on siis endé neljdsosa.
4.6 Vastaanotin

Kuten aikaisemmin mainittiin, NMR-laitteessa oleva kela toimii sekéd vahvojen pulssien
lahettimend ettd todella heikon NMR-signaalin mittaajana. Viritykseen kidytettdvien
pulssien tehot voivat rikkoa vastaanottimen todella herkkid virtapiirejd ja timan vuoksi
on tirkedd pitdd huoli, siitd ettd vastaanottimelle ei kohdistu kovia pulsseja. Tami
onnistuu haaroittimen avulla. Haaroitin toimii hyvin samalla tavalla kuin ldhettimen
vaihdin. Haaroittimia on monia erilaisia, mutta niiden jokaisen pditehtdvind on pitda
huoli siitd, ettd kun laite antaa voimakkaita radioaaltopulsseja, yhteys vastaanottimeen on
katkaistu ja kun pulssien antaminen loppuu, yhteys vastaanottimelle palautetaan ja yhteys
ldhettimeen katkaistaan.

NMR-signaali on mikrovolttien vahvuinen ja se pitdd vahvistaa ennen digitointia ja
signaalin laadun varmistamiseksi se kannattaa tehdd mahdollisimman nopeasti. Usein
hyvin ldhellda NMR-magneettia 10ytyva laatikko, esivahvistin, tekee timén. Esivahvistin
nimensd mukaisesti vahvistaa vastaanottimesta tulevaa signaalia. Heikko signaali on
erityisen altis eri syistd aiheutuvalle kohinalle, joten esivahvistin on suunniteltava niin,

ettd se tuottaa mahdollisimman vahén kohinaa.
4.6.1 Signaalin muuntaminen digitaaliseksi

Jotta signaalia pystytddn kdsittelemédédn tietokoneella, on se muutettava analogisesta
muodosta digitaaliseen eli binddriseen muotoon analogia-digitaalimuuntimella. NMR-
laitteesta tulevan signaalin voimakkuus tallennetaan tietylld intervallilla muistiin ja ndin
saadaan datapisteiden joukko, josta on mahdollista muodostaa NMR-signaali ja jota
tietokone pystyy Kkésittelemdén. Analogia-digitaalimuuntimella on kaksi tdrkedd
tunnuslukua, bittilukumééra (bitrate) eli kuinka monta eri vaihtoehtoa signaalin
voimakkuudella voi olla ja ndytenopeus (sampling rate) eli kuinka usein signaalin
voimakkuus mitataan.
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4.6.2 Bittimaara

NMR-signaali on jatkuva eli silld on déreton miérad arvoja, joten signaalin tdydellinen
digitointi olisi epdkdytédnnollistd ja 1dhes mahdotonta. Tamaé ei kuitenkaan haittaa, sillé jo
merkittdvin pienilld bittimaarilld saadaan edustavasti kuvattua signaalia. Muuntimen
mahdollisten lukuarvojen maarda kuvataan bittiluvulla. Jos Muunnin on kaksibittinen,
niin se tarkoittaa sité, ettd jokainen mahdollinen luku koostuu kahdesta bitistd, toisin
sanoen kaikki mahdolliset arvot ovat 00, 01, 10 ja 11. Kolmebittinen muunnin voi titen
saada arvoja 000, 001, 010, 011, 100, 101, 110 ja 111. Mahdollisten lukujen maard on
siis 2", jossa on kéytettdvien bittien méiédrd. Yleisimmidt NMR-spektrometreissi
kdytettdvien muuntimien bittiméérit ovat véliltd 16-32, jolloin signaali digitalisoidaan
6,6 X 10* — 4,3 x 10° bitin tarkkuudella. Digitalisointi aiheuttaa aina artefakteja, eli eri
ndkoisid hdirioitd, spektriin, ja mitd vihemman pisteitd spektrin digitalisointiin kiytetddn
niin sitd vahvempia ndmé artefaktit ovat. Nykyisilld laitteilla ja korkeilla bittimaérilla

tadma ei endd merkittdva ongelma.
4.6.3 Naytteenottonopeus

On térkedd, ettd niytteenottonopeus on tarpeeksi iso. Jos signaali digitalisoidaan liian
pienelld frekvenssilld, menetetddn niin paljon informaatiota, ettd signaali védristyy.
Riittdva nidytteenottonopeus riippuu korkeimmasta spektrissid havaittavasta taajuudesta,

mika halutaan mitata vaaristyméattomana:

1

fmax = EA (76)

missd fae On korkein mitattava taajuus ja delta on kahden datapisteen vilinen aika.
fmax:1a kutsutaan myos Nyquistin taajuudeksi. NMR:ssd yleisempdd on miettid asiaa
toisin pdin, eli mikd on kahden mittapisteen suurin mahdollinen vili, jotta taajuus fp,qx
tulee mitattua riittdvilla néytteenottonopeudella. Tdmi saadaan laskettua kaavaa 76

muokkaamalla:
B 1
meax

Jos positiivisia ja negatiivisia signaaleja ei olisi mahdollista erottaa, se kdytdnndssa

A

puolittaisi mahdollisten mitattavien taajuuksien mairdn. Positiivisten ja negatiivisten
signaalien erottaminen on onneksi mahdollista, joten todellinen mittausvili, jolla riittdva

ndytteenottonopeus tapahtuu, on —f,0x—Fmax-
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Kahden peridkkédisen mitattavan pisteen vélinen aika (dwell time) pitdd my0s valita niin,
ettei fqar:n ulkopuolelle jd4 signaaleja, silldi ne esittdytyvét spektrissd taittuneena
(folding). Jos signaali on F taajuden verran isompi kuin f,,,, niin tilldin se esiintyy

spektrissd kohdassa %.
4.6.4 Signaalin taajuuden pienentadminen

Nyquistin taajuudesta voidaan havaita, ettd jos mitattavat signaalit ovat megahertsien
luokkaa, niin signaaleja ei pystyisi nykyteknologialla digitalisoimaan riittdvélla
bittimééralld. Timé ongelma voidaan kiertdd alentamalla mitattavan signaalin taajuutta.
Usein suurimman ja pienimmén havaittavan signaalin taajuuksien véli on kymmenid
kilohertsejd, joten vahentdmalld ndiden keskiarvotaajuus kaikista mittauksen signaaleista
saadaan NMR-signaaleille taajuuksiksi kilohetseja megahertsien sijaan. Kilohertsien
digitointi isollakin bittimdérédlld on helppoa nykyiselld teknologialla. Tétd wvalittua
taajuutta kutsutaan vastaanottimen referenssitaajuudeksi (receiver reference frequency).
NMR-laitteelta tuleva vaimea signaali ensin vahvistetaan esivahvistitmessa, jonka
jélkeen se syotetddn taajuusekoittimeen (frequency mixer). Taajuussekoitin tuottaa kaksi
signaalia; yhden, jossa NMR-signaaliin lisétdén referenssitaajuus ja toisen, jossa NMR-
signaalista  vdhennetddn referenssitaajuus. Summataajuus voidaan suodattaa
alipadstosuodattimen (low-pass filter) avulla niin, etti analogia-digitaalimuuntimelle

pédsee vain signaali, jolla on pienempi taajuus.
4.7 Kvadratuurimittaus

Laittella on mahdollista havaita prekessoivan magneettikentin x- ja y-komponentit, joita
kumpaakin tarvitaan aikaulotteisen signaalin muodostukseen. Tamé kompleksi sekd x-
ettd y-komponentin siséltdva signaali on se, joka Fourier-muunnetaan taajuusulotteiseksi
spektriksi. Jos tdméd havaitseminen ei olisi mahdollista, ei pystyttdisi erottamaan
vastaanottimen referenssisignaalin negatiivisella ja positiivisella puolella olevia
signaaleja toisistaan.

Yhdelld detektiokelalla ei suoraan pystytd havaitsemaan magnetisaation eri
komponentteja, ja timén lisdksi toisen kelan lisidminen mittapdéhin ja kummankin kelan
eristiminen toisistaan on erittdin vaikeaa. Ongelma pystytddn ratkaisemaan niin, etti
yhden detektiokelan mittaama signaali syotetddn kahteen eri taajuussekoittimeen, jotka

kummatkin vidhentdvdt mitatusta signaalista eri vaiheisen mutta samansuuruisen
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vastaanottimen referenssisignaalin. Néitd signaaleja kutsutaan reaalisignaaliksi ja

imaginddrisignaaliksi, ja titd menetelméd kutsutaan kvadratuurimittaamiseksi.
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5 Kokeellinen osuus

Kansantaudit, kuten sydén ja verisuonisairaudet, ovat usein monisyisid ongelmia.
Naiden aiheuttajana ei ole olemassa vain yhté tiettyd taudinaiheuttajaa. Niitd ei pystyta
mydskéddn usein ennustamaan tai diagnosoimaan vain yhtd aineenvaihduntatuotetta
kiyttden, vaan tarvitaan kokonaisvaltaisempia tutkimuksia. Kansantautien kustannukset
ovat merkittdvat yhteiskunnalle niin hoitokustannuksissa kuin lyhentyneini tydurina.
Tallaisten monisyisten tautien ennaltachkdiseminen olisi sekd halvempaa ettd yksilon
hyvinvoinnille parempaa. Ennaltachkdiseminen vaatii kuitenkin riittdvan mééran
informaatiota niin yksildsta kuin populaatiosta ja nykymenetelmilld sen hankkiminen on
usein kallista, epétarkkaa ja hidasta. Téssa tydssi pyrittiin kehittdmain menetelma,
milld pystytdin mittaamaan virtsasta kymmenien aineenvaihduntatuotteiden

pitoisuuksia korkealla suoritusteholla
5.1 Materiaalit ja menetelmat

Menetelmékehitystd varten kerdttiin noin 200 aamuvirtsandytettd vapaaehtoisilta
luovuttajilta viiden kuukauden aikana. Aamuvirtsalla tarkoitetaan herddmisen jélkeen
ensimmdiselld virtsauskerralla tulevaa virtsaa. Vapaaehtoisia oli suositeltu paastoamaan
vahintddn kahdeksan tuntia ennen virtsan keruuta, mutta se ei ollut pakollista.
Aamuvirtsan lisdksi kerdttiin muutamia ndytteitd vahemmén konsentroitua paivén aikana
tullutta virtsaa. Aamuvirtsa on konsentroidumpaa ja sitd kdyttdmalld saatiin suurempi
pienmolekyylien pitoisuuksien vaihteluvéli. Pdivin aikana tullut virtsa on merkittévisti
laimeampaa, jolloin pienmolekyylien pitoisuuksille saatiin myods matalia arvoja.

Virtsa sentrifugoitiin, jaettiin neljddn 1 ml:n osandytteeseen ja sdilottiin 2 ml kryoputkissa
-80°C pakastimessa myOhempdd kdyttdd varten. Néytteet otettiin sulamaan 4°C

jadkaappiin pdivd ennen ndytteenvalmistusta.
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Kuva 11 Virtsan NMR-spektri

Lisdksi  menetelmdkehitykseen  kidytettiin  kohorttitutkimuksiin  luovutettujen
virtsandytteiden NMR-spektrejd. Kerdysajankohtaa ei ollut tiedossa ndille néytteille.

Sulaneet nédytteet sekoitettiin ensin helldsti kisin muutaman kerran ylosalaisin
kddnnellen, jonka jdlkeen ne sentrifugoitiin sakan tiivistimiseksi kryoputken pohjalle.
Tamén jalkeen ndytteistd valmistettiin mitattavat NMR-ndytteet 5 mm NMR-putkiin
automaattisella ndytteenkasittelijdlld (Janus G3, PerkinElmer) pipetoimalla virtsaa ja 1,5

molaarista fosfaattipuskuria'®

suhteessa 10:1. Fosfaattipuskuri (pH 7,4) valmistettiin
sekoittamalla dikaliumvetyfosfaattia (K2HPO4) sekd sen emdsparia
natriumdivetyfosfaattia (NaH>PO4:2H>0) moolisuhteessa 4:1. Liuoksen tarkka pH
mitattiin pH-mittarilla ja korjattiin vahvalla suolahapolla (DCI) ja natriumhydroksidilla
(NaOD).  Puskuriin liséttiin 0,1 massaprosenttia TSP:td referenssiksi ja 2 mM
natriumatsidia (NaN3) bakteerikasvun estdmiseksi.

Néytteet ajettiin Bruker Avance III HD 600 MHz spektrometrilld, jossa oli
nestetyppijddhdytteinen  Prodigy-mittapdd. Néytteet odottivat mittausta +6°C
lampdtilassa  ndytteenvaihtajassa, josta ne siirrettiin  temperoitumaan +25°C
esildmmittimeen vdhintdéin kymmeneksi minuutiksi ennen mittausta. Esilimmittimesté

ndytteet siirrettiin magneettiin mitattavaksi. Naytteet mitattiin noesygpprId-pulssisarjalla

ja spektrit késiteltiin TopSpin 3.7 -ohjelmalla (Bruker Biospin).

Aineenvaihduntatuotteiden identifiointiin kdytettiin apuna virtsoista mitattuja COSY -,

TOCSY-, HSQC-, HMBC- ja JRES-mittauksia. Spektrit kisiteltiin Topspin 3.7
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ohjelmistolla. Tunnistuksen apuna kidytettiin myds Chenomx NMR Suite 8.3 -
ohjelmistopakettia (Chenomx Inc.) ja HMDB-tietokantaa. Tunnistukset varmistettiin
lisddmalld virtsandytteisiin puhdasaineita, jolloin puhdasaineesta johtuvien signaalien
intensiteetti kasvoi ja signaalien sijainnista spektrissd saatiin varmuus. Puhdasaineiden

puhtaus oli >98 % ja ne tilattiin Sigma-Aldrichilta.

ol DML
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Kuva 12 Virtsan COSY-spektri.

Menetelmédkehitykseen tarvittavat tunnistettujen aineenvaihduntatuotteiden signaalit
mallinnettiin  PERCH-spektrinkisittelyohjelmalla (PERCH Solutions Ltd.), jossa
mallinnukseen kiytettiin puhdasaineista tehtyjad spektrimalleja. Malleissa oli mééritelty
kytkentdvakion suuruus, toisin sanoen signaalien etdisyys toisistaan, signaalien
intensiteetit suhteessa toisiinsa ja signaalien leveydet suhteessa toisiinsa. Néilld
parametreilla pystyttiin luomaan hyvin haluttujen aineenvaihduntatuotteiden signaalien
muoto. Kuvassa 13 nidhdédin sovitus kahdelle aineenvaihduntatuotteelle. Kuten ndhdéén,
niin PERCH pystyy erinomaisesti mallintamaan haluttuyja NMR-signaaleja hyvinkin

vaikeistakin spektreist.
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PERCH antaa aineenvaihduntatuotteiden pinta-alat yksikottoméssd muodossa, jonka
vuoksi tarvittiin muuntokertoimet, jotta voitiin selvittdd aineenvaihduntatuotteiden

pitoisuus. Muuntokertoimet mééritettiin standardinlisdysmenetelméll.
5.2 Tulokset ja paatelmat

Pulssisarjaksi valikoitunut noesygpprid valittiin sen erinomaisen vesisupression,
optimoitavien parametrien vdhyyden ja toimintavarmuuden perusteella. Pulssisarja
suoriutui riittdvasti niin konsentroidulle kuin laimeallekin virtsalle, eikd vesisupressio
hdirinnyt vesisignaalin 1dhelld olevien aineenvaihduntatuotteiden kvantitointia. Lisdksi

pulssisarjan eri versiot ovat hyvin yleisid NMR-metabolomiikassa, joten tulokset ovat

|
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Kuva 13 Kahden eri aineenvaihduntatuotteen PERCH-sovitus. Violetti viiva on mitattu spektri, tumman punainen
viiva on sovitettujen signaalien yhteenlaskettu spektri, mustalla viivalla piirretyt signaalit ovat sovitukseen
kdytettdvid signaaleja, joiden pinta-alaa ei haluta selvittdd ja oranssilla sekd siniselld piirretyt viivat ovat haluttujen
aineenvaihduntatuotteiden signaaleja. Vihred viiva kuvastaa sovitetun yhteenlasketun spektrin ja todellisen spektrin
erotusta. Kuten vihredstd viivasta néhdddn, sovitus on onnistunut ja jdljelle jdd ldhinnd kohinaa.

my®s helposti vertailtavissa muihin tutkimuksiin.!” Kehitysvaiheessa tutkittiin muitakin
vesisupressiomenetelmid, muun muassa gradienttiviritykseen perustuvia WATERGATE-
pulssisarjoja, mutta mikéin ei tuottanut niin hyvaé tulosta kuin pulssisarja noesygpprld.
WATERGATE-pulssisarjojen ominainen piirre on sekundéériset supressiokohdat, joiden
etdisyys primadrisestd riippuu primddrisen supressioalueen leveydestd. Mitd kapeampi

supressioalue on, sitd ldhemmaéksi sekundaariset supressioalueet tulevat. Néin ollen
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riittdvdn kapealla priméériselld supressioalueella sekundddriset supressioalueet
vaimensivat aineenvaihduntatuotteiden signaaleja.

Fosfaattipuskuri valittiin sen voimakkaan puskurointikyvyn ansiosta. Tilavuussuhde 1:10
oli riittdvd pienentdmédn virtsan luontaisen pH:n vaihtelun sellaiselle tasolle, ettéd
aineenvaihduntatuotteiden signaalien paikat olivat stabiileja. Muita puskureita ei testattu

erikoistyon aikana, silld ensimmaéinen testattu puskuri oli riittdva.

Virtsasta tunnistettiin yhteensd 67 aineenvaihduntatuotetta, joista méaéritettiin pitoisuudet
54 aineenvaihduntatuotteelle ja joille kehitettiin automaattinen kvantitointimenetelma. 13
poisjitetyn aineenvaihduntatuotteen pitoisuudet eri virtsandytteissd olivat keskiméérin
niin  pienet, ettei  kvantitointimenetelmdd  ldhdetty  kehittiméddn  niille.
Aineenvaihduntatuotteet, joille kvantitointimenetelmé kehitettiin, 16ytyvat liitteestd 1.
Liitteessd  kaksi on osan aineenvaihduntatuotteiden havaitut pitoisuudet
menetelmikehitykseen kaytetyissd virtsandytteissd. Kuten ndhdddn, niin monen
aineenvaihduntatuotteen pitoisuuden vaihteluvili on erittdin suuri. Ydinmagneettisella
resonanssilla on vaikea havaita hyvin pienid pitoisuuksia tarkasti, joten nollapitoisuuksia
ei ole ilmoitettu. TyOssd onnistuttiin kehittdmddan menetelmi, jolla virtsan NMR-
spektristd pystytddn mairittimaan 54 aineenvaihduntatuotteen pitoisuus automaattisesti

ja toistettavasti.

Téalld menetelmélld tutkittiin isolla kohorttitutkimusella diabeettisen nefropatian
vaikutusta virtsan metaboliitteihin.?® Tutkimuksessa Idydettiin kaiken kaikkiaan
seitsemdn aineenvaihduntatuotteen korreloivan taudin etenemisen kanssa. Tamén lisdksi
havaittiin my6s kuuden aminohapon ja pyroglutamaatin sekd makroalbuminurian vélinen

korrelaatio.
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Liitteet

Haaraketjuiset Aromaattiset
Aminohapot aminohapot aminohapot Kehon aineenvaihdunta
Alaniini Isoleusini Tyrosiini 2-Furoyyliglysiini
Glutamiini Leuisiini Tryptofaani 3-Metyylihistidini
Glysiini Valiini Arabinoosi
Histidiini Etanoli
Tauriini HPHPA
Treoniini Mannitoli
Proliini betaiini
Propyleeniglykoli
Kiinthappo
Sakkaroosi
trans- Akonitaatti
Ksantosiini
Ksyloosi
Glykolyysiin liittyviit
Nestetasapaino metaboliitit Ketoaineet M ikrobiaine envaihdunta
Kreatiniini cis-Akonitaatti Asetaatti 3-Hydroksihippuraatti
Sitruunahappo Dimetyyliamiini
Glukoosi Trimetyyliamini-N-oksidi
Maitohappo
Nikotiinihapon ja
nikotiiniamidin Fenyylialaniinin  Pyrimidiinin
Muut aineenvaihdunta aineenvaihdunta aineenvaihdunta

2-Hydroksi-isobutyraatti  1-Metyylinikotiiniamidi Hippurihappo

3-Hydroksi-isobutyraatti Trigonellini
3-Hydroksi-isovaleraatti
4-Deoksierytronihappo
4-Deoksitreoniinthappo
4-Hydroksihippuraatti
Allantoiini

Kreatiini

2- Aminoetanoli
Formaatti

Glykolihappo
Hypoksantiini
Indoksyylisulfaatti

3- Aminoisobutyyrihappo
Urasiili

Liite 1 Aineenvaihduntatuotteet, joille automaattinen kvantiointi kehitettiin
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Metaboliitti Konsentraatio (uM)
1-Metyylinikotinamidi 9-286
2-Hydroksi-isobutyyrihappo 12-172
3-Aminoisobutyyrihappo 17-10256
3-Hydroksi-isobutyyrihappo 14-256

3-hydroksi-isovaleerihappo  24-1076
4-Hydroksihippurihappo 10-919
Alaniini 55-967
Betaiini 10-410
cis-Akoniittihappo 47-858
Deoksitreonihappo 68-1223
Dimetyyliamiini 54-1402
Formaati 28-841
Glysiini 243-5774
Hippurihappo 329-32447
Indoksyylisulfaattihappo 16-678
Kreatiniini 1959-41639
Laktaatti 41-575
Leusiini 2-116
Pseudouridiini 75-986
Sitruunahappo 282-10256
Threoniini 1-29921
Trigonelliini 37-2677
Trimetyyliamiini-N-oksidi ~ 65-7043
Tryptofaani 3-365
Urasiili 2-429
Urea 3019-21127
Valiini 4-62

Liite 2 Osan aineenvaihduntatuotteiden pitoisuudet tutkituissa virtsandytteissd
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