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Opinnaytety6 tehtiin Orion Pharman Rakennekemian ja Bioanalytiikan osastolla Espoossa.
Osasto on osa Orionin tutkimus- ja tuotekehitysyksikkda. Opinnaytetydn tarkoituksena oli
tehdd kahteen automaattiseen NMR-verifiointiohjelmaan opetustietokannat erédén non-
Kliinisen ladketutkimuksen molekyyliperheen molekyyleistd. Tavoitteena oli parantaa oh-
jelmistojen kykya verifioida Orionin non-kliinisen tutkimuksen uusia tutkimusmolekyyleja,
joita ei loydy verifiointiohjelmiston omasta tietokannasta. Liséksi opetustietokantojen ra-
kentamisen oletettiin parantavan 'H-, **C-, *>N-, °F- ja *'P- ytimien kemiallisia siirtymia ja
kytkentavakioita ennustavan ohjelman suorituskykya.

Opinnaytety6 toteutettiin kolmessa vaiheessa. Tietokantoihin valittujen opetusjoukkojen
kaikki laékeainemolekyylit mitattin NMR-spektrometrilla. Mittausten jalkeen NMR-aineisto
kasiteltiin ja tulkittin. Jokaiselle molekyylille tehtiin taydellinen rakennemaaritys hyddyntaen
sekd 1D- ettd 2D-spektreja. Opetusjoukkojen molekyylirakenteista luotiin tietokannat kah-
teen eri NMR-verifiointiohjelmistoon (ACD/Spectrus Processor ja Perch NMR Software).
Opetusjoukkoihin valittiin eniten NMR-henkilokuntaa tyéllistavia laakeainemolekyylien ra-
kenteita. Opinnaytetyd rajattiin yhteen tutkimusprojektiin. Tutkimusprojektin molekyylien
rakenteita ja spektreja ei ole liitetty opinnaytety6hon. Tyon etenemistd havainnollistetaan
esimerkkimolekyylind olevan tunnetun laékeaineen, apomorfiinin, avulla.

Opetustietokantojen rakentaminen osoittautui vaativaksi projektiksi. Uudet ohjelmistot ja
molekyylien monimutkaiset rakenteet toivat haasteita tutkimukseen eika opetustietokantoja
paasty testaamaan tdssd opinnadytetydssa. Opetustietokantojen rakentaminen jatkuu ja
automaattista verifiointia kehitetddn Rakennekemian ja Bioanalytiikan osastolla.

Avainsanat NMR, ydinmagneettinen resonanssi, rakenneverifiointi, auto-
maattinen verifiointi, ladkeainemolekyyli

£
R —

Metropolia



Abstract

Author Tittamaria Ursin

Title Structure verification of novel drug molecules with NMR spec-
trometer

Number of Pages 38 pages + 3 appendices

Date 5 August 2014

Degree Bachelor of Laboratory Sciences

Degree Program Laboratory Sciences

Instructors Senior Research Scientist Mattias Roslund
Senior Lecturer Jukka Niiranen

The thesis work was carried out in the NMR group at Structural Chemistry and Bioanalytics
department at Orion Pharma in Espoo Finland. Department is part of the Research and
development organization. The purpose of this graduate study was to develop training da-
tabases for automated NMR verification software solutions. The databases were built up
from novel drug molecules of one research project of non-clinical research. The goal was
to improve the software’s ability to verify the structures of Orion’s novel drug molecules
which are not available in the database of the verification software. In addition, new data-
bases assumed to improve the performance of the predictor. The predictor predicts NMR
spectra, chemical shifts, and coupling constants for *H, *3C, *N, *F, 3'P nuclei.

The thesis was executed in three phases. After the molecules for the training set were
chosen, all molecule structures were measured with NMR spectrometer. All NMR data
were processed and interpreted. Complete structure verification was made for every mole-
cule utilizing both 1D- and 2D-spectra. The training databases of molecules were created
for two NMR verification programs (ACD/Spectrus Processor and Perch NMR Software).
The molecules chosen for the training set were the most challenging for the NMR staff to
verify. This study focused on one research project. The molecule structures and the spec-
tra related to the project were not attached to the thesis. However, a known drug molecule
apomorfine was used to illustrate the methods used in this thesis to verify the actual mole-
cules.

Building up the training databases proved to be a very challenging project. New verification
programs and complicated molecule structures brought challenges to this research. The
training databases were not able to be fully tested in this study. Building up the training
databases and developing the automatic verification will be continued in Structural Chem-
istry and Bioanalytics department.

Keywords NMR, nuclear magnetic resonance, structure verification,
automated verification, drug molecule

£
R —

Metropolia



Sisallys

Lyhenteet

1 Johdanto

2 NMR-spektroskopia

2.1
2.2
2.3
24
2.5
2.6
2.7

NMR-laitteisto

Spin

Kemiallinen siirtyma

Integraalit

Spin-spin -kytkenta
NMR-nayte
NMR-tekniikat

2.7.1
2.7.2
2.7.3
274
2.7.5
2.7.6
2.7.7
2.7.8

3 Toteutus

Yksi- ja kaksiulotteinen NMR-spektroskopia

1D *H NMR -spektroskopia
1D *C NMR -spektroskopia
1D N NMR -spektroskopia
2D 'H, 'H -COSY

2D'H, BC -HSQC

2D 'H, *C -HMBC

2D'H, 'H -NOESY

3.1 NMR-naytteen valmistus ja mittaus

3.2 Apomorfiinin NMR-spektrien tulkinta

321
3.2.2
3.2.3
3.24
3.25
3.2.6
3.2.7

H

13C

'H, 'H -cOoSsY
'H, ¥C -HSQC
'H, 3C -HMBC
'H, N -HMBC
'H, 'H -NOESY

4  Tietokantojen luominen

4.1

4.2

Automaattiset verifiointiohjelmistot

41.1
41.2

ACD/Spectrus Processor
Perch NMR Software

Opetusjoukot

N OO O wN

12
12
12
13
13
14
14
14
15
15

15

15
16
16
18
19
21
23
24
25

26
26
27

30
31

=

@mpolia



5 Tietokantojen testaus 31

6 Tulokset 33
6.1 Perch 33
6.2 ACD/Spectrus Processor 33

7 Yhteenveto 37

Lahteet 39

Liitteet

Liite 1. ACD/Spectrus Processor -verifioinnin parametritaulukko

Liite 2. Apomorfiinin *H NMR -verifiointi ACD/Spectrus Processor
-verifiointiohjelmistolla

Liite 3. Apomorfiinin yhdistetty 1H/HSQC-verifiointi ACD/Spectrus Processor

-verifiointiohjelmistolla

A

K/IZ;ropolia



Lyhenteet

) Kemiallinen siirtyméa

'H NMR-spektroskopialla mitattava protoniydin (vedyn isotooppi)
’H Deuteriumatomi (vedyn isotooppi)

B3¢ NMR-spektroskopialla mitattava hiili-13 -ydin

N\ NMR-spektroskopialla mitattava typpi-15 -ydin

CDCl; Deuteroitu kloroformi

COSsY COrrelation SpectroscopY

D,O Deuteroitu H,O

DMSO-dg  Deuteroitu dimetyylisulfoksidi

FT Fourier Transform

HMBC Heteronuclear Multiple-Bond Correlation spectroscopy
HSQC Heteronuclear Single-Quantum Coherence spectroscopy

J Spin-spin-kytkentéavakio

NMR Nuclear Magnetic Resonance (ydinmagneettinen resonanssi)

NOESY Nuclear Overhauser Effect spectroscopy
RF-pulssi  Radiofrequence pulse (radiotaajuuksinen pulssi)

TMS Tetrametyylisilaani

£
R —

@mpolia



1 Johdanto

Uusien ladkeainemolekyylien tarkka rakennemaaritys voi olla ty6lasta ja hidasta tehok-
kaista analyysilaitteista ja ammattitaitoisesta henkildkunnasta huolimatta. Molekyylien
rakenneanalyyseissa hyddynnetaan rinnakkain useita analyysitekniikoita, joista yksi on
ydinmagneettiseen resonassiin perustuva spektroskopia, NMR (Nuclear magnetic re-
sonance). Ydinmagneettinen resonanssi l6ydettiin vuonna 1938, minka jalkeen NMR-
spektroskopiasta on kehittynyt tehokas ja monipuolinen tyokalu orgaanisessa kemias-
sa. NMR-spektroskopia mahdollistaa nykyaikaisen orgaanisten yhdisteiden rakennetut-
kimuksen. Atomin ytimen magneettisten ominaisuuksien ja ydintd ympardivien elektro-
nien avulla saadaan tietoa molekyylin rakenteesta. [1, s. 8.] Spektrometrian lisaksi
ydinmagneettista resonanssia kaytetddn ladketieteellisissd kuvantamistekniikoissa
(MRI, NMRI, MRT) ihmisen anatomian ja fysiologian tutkimukseen.

Orion on suomalainen ladkkeiden ja diagnostisten testien kehittgja. Yritys kehittaa,
valmistaa ja markkinoi ihmis- ja elainlaékkeita, ladkkeiden vaikuttavia aineita seké dia-
gnostisia testeja. Orionin oman tutkimus- ja kehitystyon painopiste on alkuvaiheen |aa-
kekehityksessad. Uuden laédkeainekandidaatin non-kliininen tutkimus on pitka prosessi,
jossa suunnitellaan, valmistetaan ja identifioidaan tavoiteprofiiliitaan parhaita molekyy-
leja. Optimoinnin lopputuloksena on usein yksi lddkeainekandidaatti, joka viedaan klii-

nisiin tutkimuksiin, joissa lopullisesti todetaan laakkeen kayttokelpoisuus. [2.]

Molekyylin huolellisen valinnan ja rakennesuunnittelun jalkeen laékeainemolekyyleja
syntetisoidaan laboratoriossa. Syntetisoitujen molekyylien rakenteiden maarittaminen
on tarkeéa osa ladkeaineen tutkimus- ja kehitysvaihetta. NMR-spektroskopialla varmis-
tetaan synteesituotteen oikea rakenne. Vaarien molekyylien joutuminen jatkotesteihin
aiheuttaa lyhyt- ja pitkékestoisia vaikutuksia kustannuksiin. Tieto tarkasta molekyylira-
kenteesta on tarkeda jo ladketutkimuksen alkuvaiheessa, jotta estetdan vaarien mole-
kyylien paasy jatkotutkimuksiin. Tutkijoiden tyotaakan vahentamiseksi molekyylien ra-
kenteen maarittamiseen on kehitelty automaattisia verifiointiohjelmia. Verifiointiohjelmat
vertaavat mitattua spektria ja molekyylin rakennetta oman tietokantansa yhdisteisiin ja
antavat tuloksen mitatun ja ohjelman laskeman spektrin yhteensopivuudesta. Uusia
molekyyleja syntetisoitaessa automaattisten verifiointiohjelmien antamat tulokset eivat

aina ole luotettavia vertailuaineiden puuttuessa.



Opinnaytetydn tarkoituksena on parantaa Orion Pharman non-kliinisen tutkimuksen
uusien ladkeainemolekyylien automaattista NMR-rakenneverifiointia opetusjoukon
avulla. Tavoitteena on kehittaéd kahteen automaattiseen NMR-verifiointiohjelmistoon
opetustietokannat, joiden avulla verifiointiohjelma pystyy luotettavasti ennustamaan ja
verifioimaan yhden tutkimusprojektin laakeainemolekyylin rakenteita. Projektin mole-
kyylien samankaltaiset rakenteet mahdollistavat edustavan opetusjoukon rakentamisen
pienesta maarasta molekyyleja. Opetusjoukot koostuivat erdaan non-kliinisen laaketut-
kimuksen molekyyliperheen molekyyleista. Opinnaytety6 rajattiin yhteen tutkimuspro-
jektiin. Autoverifioinnin parantaminen jatkuu muille ladketutkimuksen projekteille. Tutki-
joiden verifiointitydmaaran vahenemisen lisdksi tydon mahdollisena hyétyna on nopean

ja luotettavan automaattisen verifioinnin myoéta tuottavuuden kasvu.

2 NMR-spektroskopia

2.1 NMR-laitteisto

NMR-spektrometri koostuu neljasta tarkeasta komponentista, jotka ovat tehokas mag-
neetti, radiotaajuuslahetin ja -vastaanotin (probe), konsoli ja tietokoneyksikkd. Kuvassa

1 on nahtavilla NMR-spektrometrin kaavakuva.
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Kuva 1. NMR-spektrometrin kaavakuva.

NMR-spektrometriassa tarvitaan tehokas ja tasainen magneettikenttd, joka tuotetaan
suprajohtavalla magneetilla. Magneettikentdn voimakkuus voi olla 4,7 - 23,5 teslaa
(200 MHz - 1 GHz). Radiotaajuuslahetin aikaansaa pulssin, joka ohjataan magneetin
sisdlla pyorivaan naytteeseen. Atomit alkavat resonoida tietylla omalla taajuudellaan,
mika aiheuttaa sahkovirran radiotaajuusvastaanottimessa. Tietokoneyksikdssa tapah-

tuva Fourier-muunnos (Fourier Transform, FT) muuttaa sahkdvirran signaaliksi.

2.2 Spin

Atomit koostuvat elektroneista ja ytimestd, jonka tarkein ominaisuus NMR-
spektroskopiassa on sen magneettinen ominaisuus eli spin. Ydin on sdhkoisesti varau-
tunut partikkeli, joka pyorii akselinsa ympari. Pydriminen aiheuttaa pienen magneetti-
sen momentin, joka on yhteydessa ulkoiseen magneettikenttdaan (B,). Magneettikentan
avulla spinit suunnataan vastaamaan energiatasoja, joita kaikkein yksinkertaisimmassa
tapauksessa on kaksi (a ja ). Talléin ytimet asettuvat joko magneettikentan suuntai-
sesti (B) tai magneettikentan vastaisesti (a). Kuvassa 2 on havainnollistettu magneetti-

kentan vaikutusta spinien suuntiin.



Bo

A
B
|
|
r
Ei magneettikenttaa Magneettikentta

Kuva 2. Atomiytimien asettuminen magneettikentassa [3 mukaillen].

Lampdtila ja magneettikentdan suuruus maardavat spinien lukumaaran energiatasolla.
Magneettikentdssa spin-ytimet voivat resonoida eli absorboida sdhkémagneettista sa-
teilya tietylla taajuudella radiotaajuusalueella, jolloin virittdva energia on ns. RF-pulssi.
Kun virittdva energia on yhtd suuri kuin energiatasojen valinen ero, spinit siirtyvat
alemmalta tasolta ylemmalle tasolle, jolloin ytimet ovat magneettikentédn vastaisesti.
Spintilojen a ja B energiaeroja magneettikentassa on havainnollistettu kuvassa 3. Spin-
systeemi palautuu aikaisempaan tasapainotilaansa, jolloin ydin emittoi energiaa reso-
nanssitaajuudella. Taajuus riippuu ulkoisen magneettikentdn voimakkuudesta ja ytimen

ympariston koostumuksesta. Jokainen ydin resonoi hieman eri taajuudella. [4, s. 2-3.]
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Kuva 3. Magneettikentdssa ydinten spin-tilojen energiat eroavat hieman toisistaan [4 s. 3 mu-
kaillen].



Magneettista resonanssia esiintyy ytimilla, joiden spin-kvanttiluvut ovat spin # 0. Jos
seka protonien etta neutronien spin on nolla, ydin ei ole NMR-aktiivinen (**C, *°0). Jos
ytimell4 on pariton ma&ré seka protoneita ettd neutroneita, spin on kokonaisluku (°H,
“N). Ytimilla, joilla on pariton m&&rad protoneita tai neutroneita, spinit ovat ei-
kokonaislukuja (1/2, 3/2, 5/2 jne.). Tarkeimmat ytimet, joiden ydin-spin-arvo on %2, ovat
1H, 13C, 19F, 31P ja lSN.

2.3 Kemiallinen siirtyma

NMR-spektri kuvaa molekyylin rakennetta ja ymparistdd. Spektrissa resonanssi nah-
daan signaalina ytimelle ominaisella resonanssitaajuudella. Avaruudellisella atomien
valisella vuorovaikutuksella on pieni vaikutus ytimen resonanssitaajuuteen. Ytimen
resonanssitaajuuteen merkittavasti vaikuttavat ytimeen sitoutuneet muut atomit. Sidos-
elektronien luoma pieni magneettikenttd vaikuttaa ytimen ymparilla olevaan paikalli-
seen magneettikenttaan ja muuttaa ytimen kokemaa ulkoista magneettikenttdd. Ytimen
kokeman ulkoisen magneettikentan muutoksien vaikuttaessa ytimen resonanssitaa-
juuksiin voimakkuuksiltaan erilaisten magneettikenttien mittaustulokset eivat ole vertai-
lukelpoisia [5, s. 3]. Taajuuden tilalla mitta-asteikkona kéaytetadan kemiallista siirtymaa ¢,

joka on riippumaton magneettikentasta. Kemiallinen siirtymé voidaan laskea kaavalla 1.

v (HZ)_Vreferenssi (Hz) (1)
Spektrometrin taajuus (MHz)

8(ppm) =

jossa v on ytimen resonanssitaajuus ja v.rerenssi ON referenssiyhdisteen taajuus [6, s.

68].

Kemiallinen siirtyma antaa yksityiskohtaista tietoa molekyylin rakenteesta. Kaytannds-
sa spektrissd nahdaén resonanssisignaaleja, jotka vastaavat kemiallisesti erilaisia spin-
aktiivisia ytimia. Absoluuttisten taajuuksien mittaaminen on haastavaa, joten NMR-
spektroskopiassa mitataan resonanssien taajuuseroja. Usein referenssiyhdisteena kay-
tetaan tetrametyylisilaania (TMS), joka toimii sisdisena standardina tarkkojen kemiallis-
ten siirtyminen laskemiseksi. Tetrametyylisilaanin *H- ja **C -ytimet ovat hyvin suojatut
ja TMS on yleensd maaritetty spektrin nollakohdaksi. Muiden resonanssien kemialliset
siirtymét saadaan vertaamalla niiden taajuuksia referenssin kemialliseen siirtymaan. [4,
s. 12]]



Funktionaaliset ryhmat esiintyvat yleensa niille ominaisella kemiallisella siirtymaalueel-
la. Kuvassa 4 on esitetty funktionaalisten ryhmien tyypillisia kemiallisia siirtymaalueita
protonispektrissa.
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Kuva 4. Funktionaalisten ryhmien tyypilliset kemialliset siirtyméat protonispektrissa [7].

Ydinta ymparoivien elektronien muodostaman suojaavan magneettikentén koko riippuu
atomin ytimen elektronitiheydesta. Mitd enemman protonin ymparilla on suojaavia
elektroneita, sitd paremmin protonit ovat suojassa ulkoiselta magneettikentaltd, jolloin
'H NMR -spektrissa signaali nahdaan pienella kemiallisen siirtyman arvolla (oikealla).
Jos protonin ymparilla on elektronegatiivisia atomeja tai elektroneja puoleensa vetavia
ryhmid, elektronitineys protonin ymparilld vahenee ja ydin resonoi eri taajuudella. Tal-

I6in signaali havaitaan spektrissa suurella siirtyméaarvoalueella (vasemmalla).

2.4 Integraalit

Protonispektrissa nahtavan signaalin pinta-ala esitetdén signaalin intensiteettind tai
signaalin integraalina. Signaalin pinta-ala on verrannollinen detektoitujen protonien
maaraan. Integraaliarvot kertovat molekyylissa olevien protonien suhteellisen maaran.
Integrointi mahdollistaan seosten kvantitatiivisen analyysin. Yleensa *C-ydinta ei mita-

ta kvantitatiivisena eik& hiilispektrejé integroida.



2.5 Spin-spin-kytkenta

Ulkoisen magneettikentan lisaksi ytimen kokemaan magneettikentan voimakkuuteen
vaikuttavat sen ymparilla olevien naapuriatomien energiatilat. Tasta vuorovaikutuksesta
kaytetdan nimitysta spin-spin -kytkentd. [8, s. 86.] Spinien kytkeytyminen muovaa
energiatasoja siten, ettd toisen ytimen spin-tila muuttuu. Ydinten spinien vélinen kyt-
keytyminen aiheuttaa resonanssien pilkkoutumisen, mikd havaitaan spektrissa signaa-
lien hienorakenteena. Yksinkertaisimmassa tapauksessa signaali jakautuu kahdeksi
intensiteeteiltdan samanvahvuisiksi signaaleiksi. Kun useampi naapuriydin vaikuttaa
ytimen kokemaan magneettikenttaéan, signaalit jakautuvat edelleen kahtia ja syntyy ns.
multipletteja. [4, s. 25 - 26.] Ilmiota on havainnollistettu kuvassa 5.

Singletti —
0 naapuria

Dubletti =]
1 maapuri

Tripletti =

1 maspuria

Kuva 5. Jakautumisen seurauksena syntynyt tripletti, jonka signaalien intensiteettisuhde on
1:2:1.

Lahiympariston vaikutuksesta syntyvat multipletit on nimetty piikkien lukumaaran mu-
kaan. Multiplisiteetti (M) voidaan laskea kaavalla n + 1, jossa n kuvaa naapuriydinten
lukumaarad. Naapuriatomien maaran vaikutus signaalin multiplisiteettiin on esitetty

kuvassa 6.



Naapuriatomien lkm (n) Multiplisiteetti
0 Singletti
1 Dubletti _J_l_
2 Tripletti |||
3 Kvartetti | | |
4 Kvintetti 1

Kuva 6. Ydinten lahiymparistdssa olevat atomit vaikuttavat signaalin muotoon.

Kuvassa 7 on etyyliasetaatin *"H NMR -spektri. Etyyliasetaatin asetaattiryhmén CHs-
ryhmalla ei ole yhtdaan naapuriprotonia, jolloin spin-spin-kytkeytymista ei tapahdu ja
signaali on singletti kemiallisella siirtymaarvolla 1,99 ppm. Etyyliasetaatin mety-
leenirynméan (CHsCH,-ryhmd) CHs-ryhmassa on kolme ymparistdonsa nahden ekviva-
lenttia protonia, joiden resonanssien tulisi ndkya yhtena viivana spektrissa. CHs-
ryhman protonit kuitenkin "nakevat” kolmen sidoksen paassa olevat kaksi CH,-ryhman
naapuriprotonia. Taman kytkeytymisen vaikutuksesta metyylin signaali jakautuu ja tu-
loksena on tripletti, joka nahdaan kemiallisen siirtymén arvolla 1,18 ppm. Asetaattiryh-
man CHs-ryhman protonit ndhdéén suuremmalla kemiallisen siirtyman alueella (1,99
ppm) kuin metyleeniryhmén CHs-ryhman protonit (1,18 ppm) asetattiryhman lahella
olevien elektroneja puoleensa vetdvien atomien (C=0, C-0) vaikutuksesta. Etyyliryh-
man CH,-ryhman protonien signaali jakautuu CHs-ryhmén vaikutuksesta, jolloin synty-
va signaali on kvartetti siirtym&arvolla 4,03 ppm. Liuottimena olleen DMSO:n signaali
havaitaan siirtymaarvolla 2,50 ppm. Liuottimen siséltdman veden signaali on singletti,

ja se ndhdaan siirtymalla 3,33 ppm.



D14-2878 Etyyliasetaatti/TU

TN o o~ - OoOoo, an (s s JRte)
(sjsjsis) ™ [T Ts MTo TR N —
S ™ NN o - R
N ~N | NI/
N
HaC o/\CHJ
J=7,18Hz
H
56|
R 4.00 PEm, -
"‘-.,.‘_,f"— H:0
J=7,18Hz
DMSO
Jl N
0 3.5 3.0 25 2 1.5 1.0 ppm

197 &

Kuva 7. Etyyliasetaatin "H NMR -spektri. Mitattu DMSQ:ssa 27 °C:ssa.

Signaalien intensiteetit noudattavat Pascalin kolmiota, joka on esitetty kuvassa 8. Kol-
miosta voidaan helposti ndhda kuvan 7 spektrissa nahtavan kvartetin (4,03 ppm) piik-
kien intensiteettien suhde, joka on 1:3:3:1.

Kuva 8. Signaalien intensiteettien suhteet maaraytyvat Pascalin kolmion mukaisesti [5, s. 5].

Etyyliasetaatin CHz- ja CH,-ryhmien protonit kytkeytyvat toisiinsa samalla voimakkuu-
della. Protonien vélisen kytkennan voimakkuudesta kertoo ydinten valilla oleva kytken-
tavakio J, joka ilmoitetaan herzeind (Hz). Kytkentdvakio etyyliasetaatin CHs- ja CH,-
ryhmien valilla on 7,18 Hz. Kuvassa 9 on esitetty erilaisten rakenteiden tyypillisia kyt-
kentavakioita.
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Kuva 9. Tyypillisia kytkentavakioita [9 mukaillen].

Magneettikentan voimakkuus ei vaikuta kytkennan voimakkuuteen, jolloin kytkentava-
kio on samansuuruinen tyypillisille funktionaalisille ryhmille [10, s. 10]. Atomien valisia
kytkentdja ndhdaan yleensa kahden tai kolmen sidoksen yli. Diedrikulmat (kahden ta-
son valiset kulmat) vaikuttavat kolmen sidoksen paahéan ylettyviin kytkentsihin (3J), jol-
loin kytkentavakiot antavat tietoa molekyylin konformaatiosta. Kuvassa 10 on néhtavilla

Karplus-kayra, josta nahdaan protonien valisen diedrikulman ja kytkentavakion 3J suh-
de.

Karplus-kayra

N / N\ /
71\ [\ /
Y
gl \\// \\//

Diedrikulma (°)

Kuva 10. Karplus-kayra [11 mukaillen].
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Karplus-kéayré on piirretty kaavan 2 mukaan.

3y = A+ B *cosd + C x cos2¢ )

jossaA=4,5;B=-05jaC=4,22[11].

Kuvassa 11 néhdaan etanolin *H NMR -spektri, josta voidaan havaita kahden erisuu-
ruisen kytkennan aiheuttama monimutkaisempi multipletti. Metyyliryhman kolmen pro-
tonin signaali nahdaan kemiallisen siirtyméan arvolla 1,06 ppm naapurina olevan CH,-
ryhman protonien vaikutuksesta. CHs- ja CH,-ryhmien vélisen kytkennan voimakkuus
on 7,0 Hz. Etanolin hydroksyyliryhman (OH) signaali havaitaan siirtymaarvolla 4,35
ppm. OH-ryhma on kytkeytynyt CH,-ryhman protonien kanssa, jolloin signaali on triplet-
ti. CH,-ryhmalla on kaksi erilaista kytkentaa. CH,-ryhman protonit ovat kytkeytyneet
CHs-ryhman protoneihin kytkentavakiolla 7,0 Hz. Lisaksi CH,-ryhma kytkeytyy OH-
ryhman protoniin kytkentavakiolla 5,1 Hz. Kahdella eri voimakkuudella kytkeytyneiden
CH,-ryhman protonien signaali jakautuu monimutkaiseksi multipletiksi, dubletinkvarte-

tiksi (dq), joka nahdaan siirtymaarvolla 3,44 ppm.

D14-2879 Etanoli/TU
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Kuva 11. Etanolin "H NMR -spektri. Mitattu DMSO:ssa 27 °C:ssa.
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Edella kasiteltiin yksinkertaista symmetrista spin-spin-kytkentamallia, jossa kemiallises-
ti ekvivalenteilla ytimilla on sama kytkentavakio mihin tahansa muuhun ytimeen. Jos
toisiinsa kytkeytyneiden protonien l&hiympéristét ovat erilaisia, protoniparin sanotaan
olevan magneettisesti ei-ekvivalentti. Yleensa talldin tuloksena on korkeamman kerta-

luvun spektri, jossa havaitaan monimutkaisia hienorakenteita.

2.6 NMR-nayte

NMR-mittaus voidaan tehda kiinteasta naytteesta, luoksesta tai kaasusta. Opinnaytety®

keskittyy liuos-NMR -tekniikkaan ja molekyylien liuoskonformaatioiden tutkimiseen.

Mittausta varten nayte liuotetaan deuteroituun liuottimeen, jossa vetyatomit on korvattu
deuteriumatomeilla (*H-isotooppi). Deuteroitujen liuottimien kaytolla varmistetaan, etta
spektriin ei tule liuottimen resonanssista aiheutuvaa signaalia. Liséksi spektrometri
tarvitsee deuterium-signaalin lukittaakseen magneettikentan mittauksen aikana. Tyypil-
linen liuotin lipofiilisille orgaanisille yhdisteille on deuteroitu kloroformi (CDCl3). Hydrofii-
lisille molekyyleille ideaalinen liuotin on D,O. Molekyyleille, joilla on polaarisia ja poolit-
tomia alueita, suositeltava liuotin on DMSO-dg (CD3-SO-CD3). [5.] Deuteroidut liuottimet
ovat melko kalliita, joten naytteen liukoisuutta voidaan tutkia deuteroimattomilla liuotti-
milla. Naytteen tulee olla taysin liuenneena liuottimeen. Kiinteét partikkelit tulee poistaa
ennen mittausta suodattamalla. Toisin kuin monissa muissa analyysimenetelmissa
NMR-mittauksen jalkeen nayte saadaan takaisin sellaisenaan. Nayte valmistetaan lasi-
seen NMR-putkeen. Nayteputki puhdistetaan rasvasta ja muista epapuhtauksista sopi-

valla paperilla ja liuottimella.

2.7 NMR-tekniikat

2.7.1 Yksi- ja kaksiulotteinen NMR-spektroskopia

Erilaisia NMR-tekniikoita on useita, ja niistd yleisimmat perustuvat yksi-, kaksi- tai kol-
meulotteisiin (1D, 2D ja 3D) NMR-menetelmiin. Monimutkaisemmat menetelmat (4D,
5D...) vaativat vahvoja naytteitd seka vaativat paljon mittausaikaa ja kovalevytilaa.
Opinnaytetydssa keskitytaan yksi- ja kaksiulotteisin NMR-menetelmiin. 1D NMR -
mittauksissa molekyylien rakenteita karakterisoidaan perinteisesti kemiallisten siirtymi-

en ja kytkentavakioiden avulla. 2D NMR -mittauksissa ydinten magneettisia vuorovai-
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kutuksia tutkitaan seka ydinten rakenteellisen kytkeytymisen ettd avaruudellisen sijain-
nin kautta. 2D NMR -spektri on kaksiulotteinen spektri, jossa kaksi taajuusasteikkoa on
muutettu kemiallisiksi siirtymiksi, kuten 1D-spektrissa. Kolmantena alhaalta péin tule-
vana akselina on intensiteetti. [5, s. 353.] Signaalit nahdaan piikkien sijaan korrelaa-
tiopistein, joiden sisalla olevat renkaat kuvaavat signaalin intensiteettia [1, s. 117].

2.7.2 1D 'H NMR -spektroskopia

'H-ydin on yleisin havaittu ydin NMR-spektroskopiassa. Kaikesta vedysta ldhes 100 %
on 'H-isotooppia, ja sitd I6ytyy useimmista orgaanisista molekyyleista. Herkasti havait-
tava 'H-ydin antaa yleensa terdvat, selkeat signaalit, joiden tuloksena 'H-spektri on
informatiivinen huolimatta protonin kapeasta kemiallisen siirtyman alueesta (15 ppm).
'H NMR -spektroskopian avulla voidaan identifioida ja kvantitoida yhdisteita lyhyell&
mittausajalla. Yksiulotteinen protonispektri, joka antaa rakenteellista tietoa funktionaa-
listen ryhmien kemiallisten siirtymien ja kytkentavakioiden kautta, on ensiaskel useim-
mille rakennemaarityksille. Protonispektrista nahdaan atomien kemiallisten siirtymien
(horisontaalinen akseli) liséksi signaalien intensiteetit (vertikaalinen akseli) ja pinta-alat,
jotka antavat tietoa samanlaisten ytimien lukumaaristéa naytteessa. Signaalin hienora-
kenteesta saadaan tietoa naapuriatomeista. Liséksi '"H NMR -spektrin signaalien le-
veydesta voidaan paatelld molekyylissd mahdollisesti olevien vaihtuvien protonien (-
OH, -NH) signaalien kemialliset siirtymat. 'H NMR -spektrissd naytteesta tulevia sig-
naaleja verrataan liuottimeen lisattyyn sisdiseen standardiin, tetrametyylisilaaniin

(TMS), jonka tuottama signaali on spektrin nollakohdassa.

2.7.3 1D **C NMR -spektroskopia

Toinen tarked NMR-spektroskopialla mitattava ydin on **C-isotooppi, joka on kaikkien
orgaanisten molekyylien rakennuspalikka. **C NMR -mittauksen avulla voidaan karak-
terisoida molekyylin hiilirunkoa. NMR-spektroskopia tarkastelee NMR-aktiivista **C-
ydinta. **C-ytimella on matala luontainen herkkyys ja sité esiintyy luonnossa vain 1,1 %
[5, s. 135]. Tamé&n vuoksi suoraa *C-'3C -kytkentaa ei pystytd suoraan osoittamaan,
vaan "*C-mittaus tapahtuu ns. protonien irtikytkennan avulla. Jokainen hiili voi olla kyt-
keytyneenda protoneihin yhden, kahden tai kolmen sidoksen yli, mink& tuloksena saa-
daan monimutkainen multipletteja sisaltava *C NMR -spektri. TAman vuoksi spekirid

mitattaessa naytetta pulssitetaan koko taajuusalueella, jolla protonit resonoivat. Tall6in
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protonit vaihtavat paikkaa nopeasti useita kertoja mittauksen aikana. Jokainen hiiliato-
mi nakee vain lahella olevien protonien keskimaaraisen paikan, minka vuoksi signaali
ei jakaudu, vaan antaa yhden “teravan” piikin. Tatd mittauksessa tapahtuvaa ilmiota
kutsutaan protonien irtikytkennaksi. [6, s. 77.] **C NMR -spektrissé nékyvien signaalien
lukumaaréa on yleensa naytteessa olevien hiilten lukumaéra. *C-spektrin kemiallisen
siirtyman alue on noin 0 - 200 ppm ja nollakohta maaritetaan tetrametyylisilaanin (TMS)

avulla.

2.7.4 1D N NMR -spektroskopia

Opinndytetydssa kasiteltavina olevien molekyylien kolmas mitattava ydin on *°N-
isotooppi. Luonnossa vain 0,37 % esiintyvan °N-ytimen mittaus on vaativaa, silla se ei
ole yhta herkka kuin *H- ja *C-isotoopit. Usein °N-ydin mitataan protonin kautta (2D
NMR), jolloin mittauksessa hyddynnetéén protonin hyva herkkyys. N NMR -spektrissa
kemiallisen siirtyméan alue on laaja (900 ppm). N NMR -mittauksille ei ole olemassa
yleisesti hyvaksyttya sisdista standardia. Referenssiaineena N NMR -mittauksissa
suositellaan kaytettavan nitrometaania (CH3;NO,). Tall6in suurimmalla osalla yhdisteis-
t&4 on negatiivinen siiryméaarvo. Muita **N NMR -spektroskopian ulkoisia standardeja
ovat nestemainen ammoniakki (NH3z), ammoniumnitraatti (NH;NO3) ja ammoniumkloridi
(NH,CI). [8, s. 112]]

2.75 2D'H, H-CcOsY

Yksinkertaisin 2D NMR -tekniikka on *H, 'H -COSY, joka identifioi toisiinsa kytkeyty-
neet kahden tai kolmen (harvoin neljan) sidoksen péaassa olevat spin-aktiiviset pro-
toniytimet. COSY-mittauksen tuloksena on kaksiulotteinen spektri, jossa seka vertikaa-
lisella ettd horisontaalisella akselilla ovat protonien kemialliset siirtymat. Yksiulotteisten
'H NMR -spektrien signaalit nakyvat 2D-spektrissa diagonaalina, jonka yla- ja alapuo-
lella symmetrisesti esiintyvat signaalit (cross-peaks) antavat spin-spin-kytkeytyneiden
protonien kemialliset siirtymét koordinaatteina. [6, s.120.]

2.7.6 2D'H, *C -HSQC

Heteroytimien korrelaatioita mittaavat spektroskooppiset tekniikat antavat tietoa eri-

tyyppisten ytimien valisista kytkennoistd. 2D HSQC -tekniikalla havaitaan yhdella si-
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doksella erotetut heteroatomien ytimet. *H, **C HSQC -mittauksessa tutkitaan protoni-
ja hiiliytimien valisia kytkentoja. Spektrin vertikaalisella akselilla ndhdaan protonien
kemialliset siirtymét ja horisontaalisella akselilla hiilten kemialliset siirtyméat. Spektrissa
havaitaan jokaista kytkeytynytta paria kohden yksi signaali, jonka kaksi koordinaattia
ovat kahden kytkeytyneen atomin kemialliset siirtymét. Protoniin kytkeytyva heteroato-
mi voi olla **C, N, #°Si, °F tai *'P [1, s. 132 ]

2.7.7 2DH, BC -HMBC

Heteroytimien kytkentoja pitkan matkan yli havaitaan 2D HMBC -tekniikalla. *H, **C
HMBC -mittauksella saadaan tietoa toisiinsa kytkeytyneista H- ja *C-ytimista, joita
eristaa 2 - 4 kemiallista sidosta. **C-ytimen liséksi protoniin korreloiva heteroatomi voi

olla N, 2°Si, °F tai *!p.

2.7.8 2D'H, 'H -NOESY

Fyysisesti toisiaan lahelld olevien samantyyppisten atomien valista kytkeytymista mit-
taa 2D NOESY -spektroskopia. NOESY-mittauksessa kahden protoniytimen véalinen
kytkeytyminen havaitaan avaruuden yli, mikd mahdollistaa molekyylin stereokemian
tutkimisen. Kuten COSY-spektrissa diagonaalin yla- ja alapuolella olevat signaalit
(cross peaks) ovat korrelaatioita lahekkain olevien protonien resonansseista. NOESY-
spektrissa nahdaan avaruudellisesti lahekkain olevien ytimien korrelaatioiden signaalit,

kun taas COSY-spektrissa korrelaatiot syntyvat sidosten valisista kytkeytymisista.

3 Toteutus

3.1 NMR-naytteen valmistus ja mittaus

Nayte valmistettiin pienessa lasisessa vialissa, josta se siirrettin NMR-putkeen. La&-
keainetta punnittiin 1 mg ja lisattiin 40 ul sopivaa deuteroitua liuotinta. Naytettd sekoi-
tettiin voimakkaasti homogeenisuuden varmistamiseksi. Sitd siirrettiin lasiseen NMR-
putkeen. Nayteputki puhdistettiin etanolilla rasvan ja muiden ep&puhtauksien poistami-
seksi. NMR-aineiston kerdykseen kéaytettiin Bruker Avance Il 600 MHz NMR -
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laitteistoa, jossa oli jaahdytetty probe (cryoprobe) hyvan detektointinerkkyyden saavut-
tamiseksi. Laitteistossa oli 1,7 mm mikrokapillaarinayteyksikké (TCI-probe). Probessa
ja ndytekarusellissa naytteen lampdtila oli valmiiksi maaritetty (27 °C) mutta sité voitiin

muuttaa tarvittaessa.

3.2 Apomorfiinin NMR-spektrien tulkinta

Esimerkkiladkeaineena kaytettiin apomorfiinia, joka on dopamiinin lailla vaikuttava mor-
fiinin johdannainen. Sita kaytetaan Parkinsonin taudin hoidossa, impotenssin hoidossa

ja oksennusaineena. [12.] Kuvassa 12 on nahtavilla apomorfiinin rakenne.

HO

HO

.-‘\\

Z T

Kuva 12. Apomorfiinin kemiallinen rakenne.

Spektrien tulkintaa lapikaydaan apomorfiinista mitattujen spektrien avulla. Apomorfiinis-
ta mitattin *H-, **C-, COSY-, HSQC-, **C HMBC-, ®N HMBC- sekd NOESY-spektrit,
kuten opetusjoukkojen ladkeainemolekyyleistd. Nayte ajettin DMSO:ssa 27 °C:ssa.
Spektrien avulla apomorfiinille tehtiin tdydellinen rakennemaaritys, kuten jokaiselle ope-
tusjoukon molekyylille. Lisaksi apomorfiinille tehtiin autoverifiointi molemmilla kaytossa

olevilla autoverifiointiohjelmistoilla, jotka esitellaan kappaleessa 4.

3.21 H

Apomorfiinin *H NMR -spektri ndhd&aén kuvassa 13. Protonispektrin karakterisoinnissa
apuna kaytettiin 2D-spektreja. Molekyylissa olevien protoneiden kemialliset siirtymat
voivat olla hyvin lahelld toisiaan, eikd protonien signaalien paikkaa spektrissa pystyta

osoittamaan pelkan *H NMR -spektrin avulla.


http://fi.wikipedia.org/wiki/Parkinsonin_tauti
http://fi.wikipedia.org/wiki/Impotenssi
http://fi.wikipedia.org/wiki/Oksentaminen
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b3/Apomorphine.png
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Molekyylin protonit on numeroitu yhdesta kahteenkymmeneen (1 - 20). Spektrissa sig-
naalit on numeroitu molekyylin protoneja vastaavilla numeroilla. Apomorfiinissa olevien
protonien signaalit tulevat kemiallisen siirtyméan alueelle 2,5 - 10 ppm. Pienimmat ja
suurimmat siirtymaarvot on jatetty spektristé pois, jotta molekyylin protonien signaalit
nakyvat selkedsti. Liuottimesta (DMSO) aiheutuvaa signaalia, joka tulee kemialliselle
siirtymaarvolle ~ 2,5 ppm, ei ndhda spektrissa. Liuottimessa olevasta vedesta aiheutuu

suuri signaali siirtyméaarvolle 3,4 ppm.

2014-0149 2D12 248 Apomorfiini, DMSC, 1H
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Kuva 13. Apomorfiinin "H NMR -spektri. Mitattu DMSO:ssa 27 °C:ssa.

Verrataan spektrin signaalien kemiallisia siirtymia kuvan 4 tyypillisiin funktionaalisten
ryhmien kemiallisiin siirtymiin. Signaalit kemiallisen siirtyméan alueella 2,7 - 3,7 ppm on
alueella, jolla typen naapureina olevien CH-ryhmien protoneiden odotetaan olevan.
Aloitetaan apomorfiinin ainoasta metyyliryhmasta (CHz). Signaalin 18 integraali, joka
nahdaan punaisena lukuarvona signaalin alapuolella, on saanut arvon 2,7. Intergaraa-
liarvo on lahelld arvoa 3, joka kertoo samanlaisten protonien lukumaaran. Talldin saa-
daan osoitettua apomorfiinissa olevan CHs-ryhman protoneiden paikka spektrissa.
Apomorfiinissa olevien kolmen CH,-ryhmén (2, 3 ja 7) protoneiden signaalit esiintyvéat
niille ominaisella kemiallisen siirtyman alueella, joka on noin 2,6 - 3,7 ppm. CH,-

ryhmien lahelld sijaitsevat aromaattiset renkaat seké typpi aiheuttavat signaalien jakau-
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tumisen hieman tyypillisid siirtymia korkeammille siirtymdaalueille (vasemmalle). CH,-
ryhmien molempien protonien signaalien integraaliarvot ovat lahella arvoa 1, lukuunot-
tamatta protoneja 2b ja 3a, joiden signaalien kemialliset siirtymat ovat lahes samat.
Signaalit 2b ja 3a on integroitu yhdessa, jolloin integraaliarvoksi tulee noin 2.

Apomorfiinissa on yksi CH-ryhmé&, joka on merkitty molekyylin numerolla 6. CH-
ryhman protoni nahdaan spektrissa aromaattisten renkaiden ja typpiatomin vaikutuksis-
ta hieman tavallista suuremmalla siirtymaarvolla, joka on noin 4,2 ppm. Aromaattisista

renkaista peraisin olevien protoneiden signaalit tulevat siirtymaalueelle 6,5 - 8,5 ppm.

Spektrissa nakyvastad suurennoksesta ndemme signaalien hienorakenteet. Protoneilla
12, 13 ja 14 ja 16 on kolmen sidoksen paassa yhdet kemiallisesti ei-ekvivalentit protonit
naapuriatomeina, jolloin signaalit ovat muodoltaan dubletteja. Protonin 15 signaali on
muodoltaan tripletti ollessaan kahden kemiallisesti ei-ekvivalentin naapuriprotonin va-
lissd. Jokaisen aromaattisessa renkaassa olevan protonisignaalin integraaliarvo on
noin yksi. OH-ryhmien protoneiden signaalit ndhdaéan siirtymaarvoilla 8,78 ppm ja 9,73
ppm.

3.22 Bc

Hiillispektrissa, joka nahdadn kuvassa 14, on ainoastaan siglettejda *C NMR -
mittauksessa tapahtuvan protonien irtikytkennan seurauksena. Numeroidut signaalit

vastaavat molekyylin numeroituja **C-signaaleja.
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Kuva 14. Apomorfiinin **C NMR -spektri. Mitattu DMSO:ssa 27 °C:ssa.

Hienorakenteen puuttuessa pelkk&da hiilispektria on vaikea tulkita. **C-ytimen naapu-
riatomit vaikuttavat kemialliseen siirtymaén, jolloin tietynlaiset **C-ytimet antavat sig-
naalin tyypilliselle siirtym&alueelle. Oikeaa molekyylirakennetta varmistaessa voidaan
hiilispektrista laskea **C-ydinten lukumaéra. Hiilispektrin pienet signaalit voivat kuiten-
kin olla vaikeasti havaittavissa, jolloin spektrissa nahtdvien signaalien lukumaara ei
vastaa molekyylissa olevien hiiliatomien lukumaaraa. Apomorfiinissa **C-ytimia on 17
kpl, joka vastaa spektrissd olevien signaalien lukuméaarad. Kemiallisella siirtyméaarvo-
alueella 39,4 - 40,2 ppm havaitaan liuottimessa olevan veden signaali. Tarkkaan **C-

ydinten maaritykseen kaytetddn apuna 2D-spektreja.

3.2.3 H,H-cosy

Tietoa kahden tai kolmen sidoksen yli kytkeytyvista protoneista saadaan *H, *H COSY -

mittauksella. Apomorfiinista ajettu COSY-spektri on kuvassa 15.
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Kuva 15. Apomorfiinin 2D COSY -spektri. Mitattu DMSO:ssa 27 °C:ssa.
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Diagonaalin signaalit vastaavat yhdisteen protoneiden signaaleja. Helppo tapa méaarit-

taa kytkeytyvét protonit on etsia kaksi signaalia (cross peak), joiden yla- ja alapuolella

sekd vasemmalla ja oikealla puolella olevat signaalit ovat diagonaalissa. Ytimet, jotka

edustavat naitd diagonaalipiikkeja, ovat kytkeytyneina toisiinsa. Kuvassa 16 néhdaéan

apomorfiinin COSY-spektrin suurennos, jossa voidaan havaita aromaattiset korrelaati-

ot.
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Kuva 16. Apomorfiinin suurennettu 2D COSY -spektri. Mitattu DMSO:ssa 27 °C:ssa.

Diagonaalin signaaleilla numeroilla 15 ja 16 on yhteinen korrelaatio (cross peak), jolloin
protonit 15 ja 16 korreloivat keskendan kolmen sidoksen yli. Spektrista huomataan, etta
aromaattiset protonit 14 ja 15 seka 12 ja 13 ovat kytkeytyneind toisiinsa kolmen sidok-
sen yli. Kuvassa 15 nahtavista alifaattisista protoneista ytimien 6 ja 7b valilla nahd&aéan
korrelaatio. Kahden sidoksen yli tapahtuneet kytkennat ndhdaan protonien 2a ja 2b
seka 7a ja 7b valilla.

3.2.4 'H,BC-HSQC

Protonoidut **C-ytimet voidaan osoittaa *H, **C -HSQC -mittauksen avulla. Kuvassa 17

nahdaan apomorfiinin HSQC -spekiri.
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Kuva 17. Apomorfiinin 2D HSQC -spektri. Mitattu DMSO:ssa 27 °C:ssa.

'H, ¥C -HSQC -mittauksen avulla voidaan yhdist4a protonit ja hiilet, jotka ovat yhdella
sidoksella kiinni toisissaan. Apomorfiinista ajettiin editoitu HSQC, jossa CH,-ryhmien
signaalit ovat negatiivisia ja ndkyvat punaisina signaaleina. CH- ja CHs-ryhmien signaa-
lit ovat positiivisia, ja ne havaitaan mustina signaaleina. Kuvassa 18 on esitetty apo-
morfiinin suurennettu HSQC-spektri, josta n&dhdaan tarkasti alifaattisten atomeiden kor-
relaatiot.
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Kuva 18. Apomorfiinin suurennettu HSQC-spektri. Mitattu DMSO:ssa 27 °C:ssa.

Atomeiden 2, 3 ja 7 signaalit nahdaan punaisina, mika kertoo signaalien kuuluvan CH,-
ryhmille. Spektristd ndhdaan, etta hiilisignaali kemiallisen siirtymén arvolla 26,00 ppm
on kytkeytyneena protoneihin 3a ja 3b. Hiilisignaali siirtymaarvolla 30,95 ppm korreloi
yhden sidoksen paahan protoneihin 7a ja 7b. Protonit 2a ja 2b ovat sitoutuneena hii-
leen, jonka kemiallinen siirtym& on 51,57 ppm. CHsz-ryhman hiilen signaali ndhdaan
kemiallisella siirtymalla 41,36 ppm, ja molekyylin kiraliakeskuksen (6) hiilen kemiallinen
siirtyma on 61,68 ppm.

3.2.5 !H, BC-HMBC

'H, 13C -HMBC -spektrista saadaan tarkempaa tietoa l&helld olevista C-H-kytkenndista

(2 - 4 sidoksen yli). Apomorfiinin HMBC-spektri on esitetty kuvassa 19.
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Kuva 19. Apomorfiinin HMBC-spektri. Mitattu DMSO:ssa 27 °C:ssa.

Toisiinsa kytkeytyneiden protonien ja hiilten havaitsemisessa voidaan kayttdd apuna
spektrissa nakyviad sinisia katkoviivoja. Protonin 2a (H2a) korrelaatio kahden sidoksen
yli hiileen 3 (C3) on merkitty spektriin vihrealla nuolella. Kolmen sidoksen paahan ylta-
vat protonin 2a kytkennat ovat hiiliin 4, 6 ja 18. Vaikka vahvimmat korrelaatiot havai-
taan toisistaan kolmen sidoksen paassa olevista atomien kytkenndista, kahden ja kol-
men sidoksen yli kytkeytyvien ytimien signaalit nayttavat olevan intensiteetiltaan yhta
vahvoja. Protonin 2a kytkennét on merkitty punaisilla nuolilla apomorfiinin rakentee-
seen. Muut spektrissa havaittavat hiilen 3 korrelaatiot ovat peraisin kytkennoista proto-
neihin 2b ja 14. Protonin 2a liséksi protonista 3b nahdaan korrelaatio hiileen 4. Hiileen
6 kytkeytyvat protonin 2a liséksi protonit 7a ja b seka protoni 18.

3.2.6 H, N -HMBC

Typpea siséltavien yhdisteiden rakennetta tutkitaan usein myoés 'H, N -HMBC -

mittauksella. Apomorfiinin *>°N HMBC -spektri nahd&an kuvassa 20.
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Kuva 20. Apomorfiinin *°N HMBC -spektri. Mitattu DMSQ:ssa 27 °C:ssa.

Vahvin N-H-korrelaatio syntyy kolmen sidoksen yli kytkeytyneista atomeista. Apomor-
fiinissa typpi on kolmen sidoksen paassa protoneista 3a ja 3b seka 7a ja 7b. Koska
sidoskulmat vaikuttavat kolmen sidoksen paassa oleviin kytkentoihin, typpi ei kytkeydy
yhtad voimakkaasti jokaiseen kolmen sidoksen paéssé olevaan protoniin. Spektrissa

nahdaan korrelaatio typpeen vain protonista 3b.

3.2.7 H, H-NOESY

'H, 'H -NOESY -mittaus antaa tietoa molekyylin stereokemiasta ja konformaatiosta.
NOESY-spektrissa nahdaan korrelaatioita avaruudellisesti lahella olevista protoneista.

Kuvassa 21 on apomorfiinista ajettu NOESY-spektri.
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Kuva 21. Apomorfiinin NOESY-spektri. Mitattu DMSO:ssa 27 °C:ssa.
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Spektrissa ndhdaan heikko korrelaatio OH-ryhmien protonien 19 ja 20 valilla. Hydrok-

syyliryhmien protonit vaihtuvat veden protonien kanssa, jolloin protonit 19 ja 20 korre-

loivat veden (H,O) protonien kanssa. Spektristd voidaan havaita my6s korrelaatio pro-

tonien 2a ja 3a valilla.

4 Tietokantojen luominen

4.1 Automaattiset verifiointiohjelmistot

Monimutkaisten uusien molekyylien rakenteiden maaritykset ovat tyolaita ja haastavia.

Tutkijoiden tyt6taakan vaéhentamiseksi on kehitetty tietokoneavusteisia automaattisia

rakenneverifiointiohjelmistoja. Automaattisten verifiointiohjelmistot vertaavat mitattuja

spektrejd ja ehdotettua molekyylirakennetta oman tietokantansa molekyyleihin ja anta-

vat tuloksen molekyylirakenteiden yhteensopivuudesta. Ohjelmistot hyddyntavat kemi-

allisia siirtymia, integraaliarvoja ja 2D-korrelaatioita sopivan molekyylirakenteen ennus-
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tamisessa. Ne keraavat automaattisesti tarvitsemansa spektrit ja molekyylirakenteet
maaratysta kansiosta, ja verifiointi tapahtuu taysin automaattisesti. Molekyylien raken-
nemaarityksen luotettavuuden varmistamiseksi verifiointiohjelmat hyédyntavat useam-
pia spektreja, yleensa 'H-spektria ja HSQC-spektria. Epédpuhtaudet ja liuotinjaamat
seka vaihtuvat protonit (O-H, N-H) ja pH:n vaikutukset asettavat rajoituksia yhdisteen
vertailussa ennustettuun protonispektriin. Hiilen kemialliset siirtymét ovat helpommin
ennustettavissa kuin protonin siirtymat, koska ne ovat vdhemman riippuvaisia liuotti-
mesta, lampdtilasta ja pH:sta kuin protonin siirtymat. [13.] Opinnaytetydssa tehdyissa
automaattisissa verifioinneissa pyrittiin hyédyntamaan eri ohjelmistojen vahvuuksia.
Tavoitteena oli luoda opetustietokannat kahteen ohjelmistoon, jotka olivat

ACD/Spectrus Processor sekd Perch NMR Software.

4.1.1 ACD/Spectrus Processor

Kemian ohjelmistoyrityksen ACD/Labsin kehittdma ACD/Spectrus Processor sisaltaa
NMR-autoverifiointitydkalun, joka on suunniteltu tehostamaan ladkeaineiden tutkimusta
ja tuotekehitysta [14]. Ohjelmisto voi hyddyntaa pelkkaa 'H-spektria tai usean spektrin
yhdistelmia (*H + COSY, 'H + *C, 'H + HSQC jne.). Se hyddyntda molekyylien raken-
nemaarityksesséd molekyylin kemiallisia siirtymié ja integraaliarvoja. Ohjelmisto ei hyo-
dynna verifioinnissa kytkentavakioita eikd molekyylin rakenteen kolmiulotteisuutta, min-
k& vuoksi protonien kemiallisten siirtymien ennustettavuus on heikko. Ohjelmiston vah-
vuutena voidaan pitda tarkkaa *C-siirtymien ennustettavuutta. Se hyddyntaa *H-
spektrin lisaksi 2D HSQC-spektrida, mika lisda verifioinnin luotettavuutta. Saatavilla ole-
vat lisatoiminnot tekevat molekyylien rakennemaarityksesta helpompaa ja tehokkaam-
paa. Lisatoiminto, jota kaytettiin tukena opetusjoukon rakenneanalyysissa, oli NMR-

predictor, joka ennustaa annetun molekyylirakenteen kemialliset siirtymat.

Tulosten havainnollistamiseksi ACD/Spectrus Processor -verifiointiohjelmisto kayttaa
varikoodeja mitattujen siirtymien ja molekyylin rakenteen seka ohjelmiston laskemien
siirtymien yhteensopivuudesta. Luotettavasta siirtymasta kertoo vihrea vari, jolloin oh-
jelmiston laskennalliset kemialliset siirtymat vastaavat mitattuja siirtymia. Keltainen vari
kertoo epamaaraisesta tuloksesta, jolloin molekyyli kaipaa syvempaa tarkastelua. Pu-
naisella varilla merkitty siirtyma ei ole Iapaissyt verifiointia, jolloin lisatutkimus on tar-
peen. Varit maaraytyvat mitatun spektrin ja lasketun spektrin kemiallisten siirtymaarvo-

jen eroavaisuuksien mukaan. Taulukossa 1 on esitetty mitattujen ja ohjelmiston laske-
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mien 'H-, 1*C- ja >N -ytimien kemiallisten siirtymien erojen raja-arvot, joiden perusteel-

la varit maaraytyvat.

Taulukko 1.  Varit m&araytyvéat kemiallisten siirtymé&arvojen erotusten mukaan.

Ydin Hyva Epamaéréainen Huono
H <0,3 ppm 0,3-0,9 ppm 0,9 ppm
Bc <3 ppm 3,8 -15,2 ppm >15 ppm
BN <7ppm 7 — 30 ppm >30 ppm

Kuvassa 22 nahdaan apomorfiinista tehty automaattinen verifiointi. Ohjelma on verran-
nut kuvassa vasemmalla ylalaidassa néhtavaa mitattua spektria rakenteen perusteella
laskemaansa spektriin, joka ndhdaan kuvassa vasemmalla alalaidassa. Kemiallisten
siirtymien yhteensopivuutta ohjelma havainnollistaa lasketun spektrin signaaleissa ja

rakenteessa nahtavilla olevilla vihreilla ja keltaisilla vareill.
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Kuva 22. Apomorfiinin 'H -verifiointi ACD/Spectus Processorin autoverifiointiohjelmalla.

Apomorfiinin aromaattisten protoneiden 1, 3 ja 12 - 14 kemialliset siirtymat vastaavat
0,3 ppm:n tarkkuudella ohjelmiston ennustamia tuloksia. Apomorfinissa on kaksi CH,-

ryhmaa (16 ja 17), joissa toisen protonin kemiallinen siirtyméa vastaa 0,3 ppm:n tark-
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kuudella ohjelmiston ennustamaa siirtyméé. CH,-ryhméan toisen protonin signaali vas-
taa verifiointiohjelman ennustamaa signaalia 0,3 - 0,9 ppm:n tarkkuudella. Rakentees-
sa protonit nahdaan vihreané. Lasketusta spektristé kuitenkin havaitaan, ettéa ryhmien
toisten protonien signaalit ovat saaneet keltaisen varin. Protoneiden 7 kemiallinen siir-
tyméa vastaa verifiointiohjelman ennustamia tuloksia 0,3 - 0,9 ppm:n tarkkuudella. Vaik-
ka kiraliakeskusten protoneiden kemiallisten siirtymien ennustaminen on haastavaa,
apomorfiinissa olevan kiraliakeskuksen protonin (8) siirtyman ohjelma on verifioinut
hyvin. OH-ryhmien protoneiden kemiallisia siirtymia verifiointiohjelma ei ole huomioinut,
silla vaihtuvien protonien vuoksi hydroksyyliryhmien siirtymid on erittéin vaikea ennus-

taa.

ACD/Spectrus Processorin NMR-verifiointiohjelma antaa kokonaistuloksen mitattujen ja
laskettujen kemiallisten siirtymien seka molekyylin rakenteen yhteensopivuudesta lu-
kuarvona (Match Factor), joka on vélilla 0 - 1. Apomorfiinin verifioinnin tulostaulukko on

nahtavilla kuvassa 23.

Verification Result [ﬁj

M atch Factor : 0,97

RS of Azsignment : 0.000 [ppm]
Structure Purity : 99.2 [%]
R eliability - 87.0[%)
F.eep Automatic Azsignments
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Kuva 23. ACD/Spectrus Processorin automaattisen verifioinnin tulokset nakyvat tulostaulukos-
sa.

Apomorfiinille tehdyn rakenneverifioinnin tulos oli 0,97. Apomorfiinin ollessa tunnettu
kaupallinen laékeaine, ohjelma onnistui verifioimaan sen rakenteen hyvin. Liséksi tulos-

taulukosta nahdaan rakenteen puhtaus ja tulosten luotettavuus prosentteina (%6).
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4.1.2 Perch NMR Software

Bruker Biospinin PERCH Solutions Ltd -ohjelmistoyrityksen tarjoama Perch NMR Soft-
ware on *H NMR -spektrien analyyseihin tarkoitettu tydkalu. Protonien kemiallisten siir-
tymien hyoddyntamisen lisdksi Perch NMR -verifiointiohjelma optimoi molekyylin kolmi-
ulotteisen rakenteen. Se antaa tietoa molekyylin stereokemiasta, konformaatiosta seka
kytkentavakioista. Ohjelma ennustaa luotettavasti protonien siirtymid. Perch NMR -
verifiointiohjelmiston heikkoutena on heikompi hiilisiirtymien ennustettavuus kuin

ACD/Specrus Processor -ohjelmalla.

Kuten ACD/Spectrus Processor -verifiointiohjelma myds Perch NMR -ohjelmisto ha-
vainnollistaa tuloksia vareind. Verifiointiohjelma antaa kokonaisarvion (Match index)
mitattujen ja laskettujen kemiallisten siirtymien sekd rakenteen yhteensopivuudesta
lukuarvona, joka on O - 100. Kuvassa 24 on nahtavilla Perch NMR -verifioitiohjelmalla

tehty apomorfiinin rakennemaaritys.

I PIRCH ACA_GUI - 1:\topspin_701 4\dataltulomrleu 001 -01 apseetiiniVi Dlpdatal93 T\perch ACA

Kuva 24. Apomorfiinin automaattinen verifiointi Perch NMR Software -autoverifiointiohjelmalla.

Ohjelma on verrannut mitattuja ‘H-, *C- ja HSQC-spektreja seka rakennetta oman
tietokantansa yhdisteiden rakenteisiin ja sen perusteella antanut yhteensopivuudesta

tuloksen, joka on esitetty tulostaulukossa prosentteina vasemmassa ylakulmassa.
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Apomorfiini on lapaissyt ohjelmiston tekeman verifioinnin, mik& on havaittavissa tulos-
taulukon vihre&sta varista. Kokonaisarvion liséksi tulostaulukosta nahdaan seka ‘H-
ettd *C-ytimien mitattujen kemiallisten siirtymien ja laskettujen kemiallisten siirtymien
samankaltaisuus prosentteina. Ohjelma vertaa myos mitatusta spektristd havaitsemi-
aan kytkentavakioita rakenteen perusteella laskemiinsa kytkentavakioihin. Kuvassa
vasemmalla keskella n&kyvéssa taulukossa on nahtavilla yksityiskohtaista tietoa tulok-
sista. Taulukossa on lueteltu tarkat mitatut ja lasketut *H- ja **C-ytimien kemialliset siir-
tymaarvot seka ohjelmiston havaitsemat ja rakenteen perusteella ennustetut kytkenta-
vakiot. Kuvassa nakyvassa apomorfiinin *H NMR -spektrissa siniset signaalit ovat yh-
disteen mitattuja kemiallisten siirtymien signaaleja ja punaiset signaalit ovat yhdisteelle
ennustettuja laskennallisia kemiallisten siirtymien signaaleja. *H-spektrin alapuolella
nahdaan apomorfiinin HSQC-spektri. Punaisena signaalina nahtava korrelaatio on oh-
jelman ennustama kytkenta, jota ohjelma ei ole havainnut mitatussa spektrissa. Sig-

naali on mahdollisesti DMSO:sta aiheutuva korrelaatio.

4.2 Opetusjoukot

Tavoitteena oli luoda karakterisoiduista molekyyleistéa opetustietokannat kahteen oh-
jelmistoon (ACD/Spectrus Processor ja Perch NMR Software). Opetusjoukot koostuivat
erddn alkuvaiheen laékekehityksen tutkimusprojektin molekyylien rakenteista. Jokai-
sesta ladkeainemolekyylista mitattin '*H-, *C-, COSY-, HSQC-, *C HMBC-, N
HMBC- ja NOESY-spektrit, joiden avulla molekyyleille tehtiin taydellinen rakennemé&ari-
tys. ACD/Spectrus Processor -ohjelmiston opetustietokantaan syoétettiin yhdeksan ka-
rakterisoidun opetusmolekyylin tarkat *H-, **C- ja **N-ytimien kemialliset siirtymét. Tie-
tokantaan sydtettiin myos mahdollisesti tiedossa olevat kytkentavakiot. Perch NMR-
ohjelmiston opetustietokannan molekyylirakenteiden tarkkojen konformaatioiden ja
stereokemioiden tuli olla tiedossa, mika viivastytti tietokannan valmistumista. Opetus-
tietokannan molekyyleiksi valittiin uudet rakenteet, joiden stereokemia oli tiedossa. Op-

timaalisten konformaatioiden mallitus aloitettiin ja verifiointityota jatketaan.

5 Tietokantojen testaus

ACD/Spectrus Processor -ohjelmiston ja Perch NMR -verifiointiohjelmiston automaatti-

sia verifiointiohjelmia ryhdyttiin testaamaan 12 yhdisteen testijoukolla, joka koostui sa-
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man tutkimusprojektin molekyyleista kuin opetusjoukko. Testijoukon molekyyleiksi valit-
tiin rakenteita, joiden stereokemia oli tiedossa. Rakenteita, joiden absoluuttinen ste-
reokemia tiedettiin tarkasti, oli v&han. Taman vuoksi testijoukon koko oli pieni. Jokai-
sesta testijoukon molekyylista ajettin *H NMR -spektri sek& HSQC-spektri, jota ei ollut
mitattu aikaisemmin. Lisaksi molekyyleistéa mitattin NOESY-spektrit konformaatioiden
optimointia ja stereokemian varmistamista varten. Automaattisten verifiointiohjelmisto-

jen testauksessa oli tarkoitus tutkia kahta eri ryhmaa, jotka on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Automaattisessa verifioinnissa tutkittavat ryhmat.

Verifiointi Ryhma 1: HSQC-spektrin vaikutus Ryhma 2: Opetusjoukon vaikutus
1. 'H NMR -verifiointi ilman opetusjoukkoa 'H NMR -verifiointi ilman opetusjoukkoa
Yhdistetty 1H/HSQC-verifiointi ilman Yhdistetty 1H/HSQC-verifiointi ilman ope-
2.
opetusjoukkoa tusjoukkoa
3. - 'H NMR -verifiointi opetusjoukon kanssa
Yhdistetty 1H/HSQC-verifiointi opetusjou-
4. -
kon kanssa

Ensimmaisessa ryhmassa (ryhma 1) testattiin HSQC-spektrin hyddyntéamisen vaikutus-
ta autoverifiointiin. Kaytanndssa testaus tapahtui tekemalla kaksi verifiointia ilman ope-
tusjoukkoa. Ensimmaisessa verifioinnissa hyddynnettiin pelkkdd 'H NMR -spektria.
Toisessa verifioinnissa ohjelmisto hyddynsi sekd 'H NMR -spektria ettd HSQC-
spektrid. Tulosten kéasittelyssa verrattiin naista kahdesta autoverifioinnista saatuja ai-

neistoja.

Toisen ryhmén (ryhmé 2) testauksessa tavoitteena oli tutkia opetusjoukon vaikutusta
automaattiseen verifiointiin sekéd 'H NMR -verifioinnissa etta yhdistetyssa *H/HSQC-
verifioinnissa. Tulosten kasittelyssé oli tarkoitus verrata kahden ensimmaisen verifioin-
nin tuloksia (verifioinnit 1 ja 2) verifiointeihin, joissa kaytettiin opetustietokantaa (verifi-

oinnit 3 ja 4).
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6 Tulokset

6.1 Perch

Perch NMR -verifiointiohjelmiston opetustietokantojen teko osoittautui haastavaksi,
eiké automaattisia verifiointeja ehditty tekemaén opetustietokantojen lapi. Ongelmana
oli tutkimusprojektin molekyylirakenteiden konformaatioiden tasapaino. Jokaisella mo-
lekyylilla oli paljon mahdollisia konformaatioita, jolloin ohjelmisto ei toiminut toivotulla
tavalla. Konformaatioiden optimointia aloitettiin mutta opetustietokanta ei valmistunut
opinnaytetyohon. Myo6s testijoukon 12 molekyylin konformaatiot tuli tietdd tarkasti
Perch NMR -ohjelmiston verifiointia varten, joten HSQC-spektrin vaikutusta verifiointiin
ilman opetusjoukkoa ei ehditty tutkia.

6.2 ACD/Spectrus Processor

Opetusjoukon vaikutusta ACD/Spectrus Processor -ohjelmiston automaattiseen verifi-
ointiin ei pystytty testaamaan opetustietokannan kayttddnotossa ilmentyvien ohjelmis-
ton ongelmien vuoksi. Ohjelmisto oli osastolla uusi eika molekyylien ja NMR-aineiston
automaattiseen noutamiseen ja opetustietokannan kayttdonottoon tarvittavaa komen-
tosarjaa ollut viela saatavilla toimittajalta. Yhdistetyn *H/HSQC-verifioinnin vaikutusta

ohjelmiston luotettavaan rakenneverifiointiin tutkittiin ilman opetustietokantaa.

Oikea molekyylirakenne, joka syotettiin ACD/Spectrus processor -ohjelmistoon, ei aina
saanut korkeinta Match Factor -arvoa. Pelkk&a "H-spektria hyddyntavassa verifioinnis-
sa molekyylin 3 rakenne paasi sijalle 3 ja molekyylien 10 ja 11 rakenteet saivat sijan 2.
Taulukosta 3 nahdaan verifioitujen molekyylien Match Factor -arvot ja sijat, joille raken-
teet paasivat molemmissa verifioinneissa. Sarakkeen vihrea véri kertoo rakenteen |a-
paisseen verifioinnin. Jos molekyylin Match Factor -arvo on liilan alhainen tai rakenne ei

ole paassyt ensimmaiselle sijalle, sarake on punainen.
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Taulukko 3. 12 testimolekyylin rakenneverifioinnin tulokset.

Yhdistetty 'H/HSQC
Match Factor

Molekyyli 'H Match Factor Sija

1
:
;
;
;
:
7
;
;
1
E
12 1

Autoverifioinnin l&péaisseen molekyylin Match Factor -arvon tuli olla yli 0,75 ja Match
Factor -arvon tuli olla suurin arvo ohjelmiston ehdottamien muiden sopivien rakentei-
den arvoista. Vaikka Mach Factor -arvo oli joissain molekyyleissa yli 0,75, molekyylin ei
katsottu lapaisevan verifiointia, jos Match Factor -arvo ei paassyt ensimmaiselle sijalle.
Match Factor -raja-arvo oli maaritetty autoverifiointiparametritaulukkoon, joka nahdaan
litteessa 1. Kuten taulukosta 3 voidaan ndhd&, yhdistetyssa *H/HSQC-verifioinnissa
testijoukon kaikki 12 rakennetta paasivat ensimmaiselle sijalle. Vaikka Match Factor -
arvo on suurimmassa osassa molekyyleja alhainen, ohjelmisto on HSQC-spektrin avul-
la laittanut oikean molekyylirakenteen ensimmaiselle sijalle.

Kun ACD/Spectrus Processor -ohjelmiston suorittamat verifionnit tarkistettiin ja todet-
tiin, ettd ohjelmiston tekemat karakterisoinnit jokaisen rakenteen kohdalla eivat olleet
oikein, verifioinnin 1&paisseiden molekyylien maara vaheni. Taulukosta 4 voidaan ha-
vaita todellinen lapaisseiden molekyylien maaré. Automaattisen verifionnin lapaisseista
molekyyleisté ohjelmisto oli karakterisoinut oikein 50 %, kun ohjelmisto hyddynsi pelk-
kaa "H NMR -spektria. Yhdistetyssa *H/HSQC-verifioinnissa ohjelmisto oli karakterisoi-

nut automaattisen verifioinnin lapaisseista rakenteista 80 % oikein.
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Taulukko 4. 12 testimolekyylin rakenneverifioinnin tulokset tarkistuksen jalkeen.

Yhdistetty 'H/HSQC

Molekyyli 'H Match Factor Sija Match Factor Sija
: :
2 :
; 1
: 1
; 1
; 1
7 :
: 1
; 1
12 1 1

Liitteessé 1 olevasta parametritaulukosta nahdaan, ettd ohjelmisto oli maaritetty hyo-
dyntamaan yli 3,5 Hz:n suuruisia kytkentéavakioita toimiakseen optimaalisesti. Molekyy-
leilld, joilla oli paljon aromaattisia pitkdn matkan kytkenttja, kytkentavakiot olivat alle
3,5 Hz. Talléin ohjelmisto ei loytanyt oikeita multiplisiteetteja, eikd yhdiste valttaméatta
lapaissyt verifiointia. Esimerkiksi apomorfiini aromaattisessa renkaassa olevien atomi-

en kytkennat ovat hankalia verifioida pienten kytkentavakioiden vuoksi.

Apomorfiinille tehdyissa verifioinniessa tulokset olivat samankaltaisia. Apomorfiini ei
lapaissyt 'H NMR -verifiointia. Oikea rakenne sai Match Factor -arvon 0,80 mutta ra-
kenne péaéasi vasta sijalle 2. Yhdistetyssa 'H/HSQC-verifioinnissa Match Factor nousi
arvoon 0,84 ja rakenne paasi sijalle 1. Apomorfiinin automaattisten verifiointien tulos-

taulukot ovat liitteissa 2 ja 3.

Taulukossa 5 nahdaan ACD/Spectrus Processor -ohjelmiston *H NMR -verifioinnissa ja
yhdistetyssa *H/HSQC-verifioinnissa lapaisseiden molekyylien maarét.
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Taulukko 5. 12 molekyylin testijoukosta verifioinnin lapéisseiden molekyylien méaréat.
. X Yhdistetty )
HNMR - H NMR - 1 Yhdistetty "H/ HSQC
H/HSQC -
Testityyppi verifiointi ilman | verifiointi ope- -verifiointi opetus-
verifiointi ilman
opetusjoukkoa tusjoukon kanssa joukon kanssa
opetusjoukkoa
ACD/Spectrus
2/12 - 4/12 -
Processor
Perch NMR
Software

Automaattisten verifiointiohjelmistojen hyddyntaessa *H NMR -spektrin liséksi HSQC-

spektrid, ACD/Spectrus Processor -ohjelmiston tekema rakenneverifiointi parani. Ku-

vassa 25 nahdaan yhdistetyn *H/HSQC-verifioinnin hyddyntamisen vaikutus verifioin-

teihin prosentteina (%).

40% -

20% -

0% -

Kuva 25. HSQC-spektrin vaikutus automaattiseen verifiointiin prosentteina.

17%

33%

1H + HSQC

liman opetustietokantaa pelkk&a 'H-spektria hyddyntavasta automaattisesta rakenne-

verifioinnista paasi lapi 17 %. Kun ohjelmisto hyddynsi verifioinnissa seka 'H-spektria

ettd HSQC-spektria, lapaisyprosentti oli 33.
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7 Yhteenveto

Luotettava automaattinen rakenneverifiointi vahentaa tutkijan tyémaarad yksinkertais-
ten molekyylien parissa, ja tydaikaa jad monimutkaisten, ohjelman hylkdamien raken-
teiden ratkaisemiseen. Tutkimusprojekteissa tyoskentelevilla tutkijoilla on tietoa sa-
mankaltaisten molekyylien rakenteista, jolloin he kykenevét ratkaisemaan molekyylira-
kenteita automaattisia verifiointiohjelmia paremmin. Kattavalla opetustietokannalla va-
rustettujen verifiointiohjelmistojen oletetaan korvaavan tutkijoiden tydta ainakin rutiinin-
omaisten molekyylirakenteiden ratkaisemisessa. Tutkimuksen tavoitteena oli rakentaa
yhden tutkimusprojektin laakeainemolekyyleistd opetustietokannat kahteen NMR-
verifiointiohjelmistoon ja tutkia, miten opetusjoukko parantaa haastavien uusien laa-
keainemolekyylien automaattista rakenneverifiointia. Opetustietokantojen odotettiin

lisdavan verifioinnin l&paisseiden molekyylirakenteiden maaraa.

Opetustietokantojen teko osoittautui vaativaksi. Ohjelmistot olivat uusia, ja niihin pereh-
tyminen oli aikaavievaa. Liséksi ladkeainemolekyylien monimutkaiset rakenteet ja vai-
keasti ennustettavat siirtymat toivat haasteita tietokantojen luomisessa. Perch NMR -
verifiointiohjelmisto hyvaksyi opetustietokantaan vain molekyylirakenteita, joiden kon-
formaatio tiedettiin tarkasti. Myds testimolekyyylien rakenteiden konformaatiot tuli tietda
tarkasti. Vaikka tutkimusprojektin molekyylirakenteiden konformaatioiden haastavuus
oli tiedossa, Perch NMR -verifiointiohjelmiston vaatimukset oikeasta stereokemiasta ja
optimaalisista konformaatioista olivat yllattavia. Perch NMR -ohjelmiston automaatti-
sesta verifioinnista on enemman apua tutkimusprojekteissa, joissa molekyylirakenteet

ovat stabiileja.

ACD/Spectrus Processor -verifiointiohjelmiston opetustietokanta saatiin rakennettua.
Opetustietokannan kayttoonotto ohjelmistossa toi kuitenkin tutkimukseen haasteita,
eikd autoverifiointia saatu tehtya opetusjoukon kanssa. ACD/Spectus processor -
ohjelmiston yhdistetty *H/HSQC-verifiointi osoitti, ettd HSQC-spektria kannattaa hyo-
dyntéaa verifioidessa uusia molekyyleja. Kuten tutkimus osoitti, ohjelman antamiin tulok-
siin ei tule kuitenkaan luottaa sokeasti. Automaattisia verifiointiohjelmistoja kaytettaes-
s& on varauduttava vaariin positiivisiin tuloksiin. ACD/Spectrus Processor -ohjelmiston
verifioinnissa ohjelmisto karakterisoi rakenteita paljon vaarin, koska ohjelmisto ei huo-
mioinut kemiallisten siirtymien lisdksi kytkentavakioita eikd vaihtuvia protoneja. Vaarat
karakterisoinnit verifioinneissa pitaisi saada eliminoitua, jotta vaaria rakenteita ei paasi-

si jatkotukimuksiin. Ohjelmisto teki vaaria karakterisointeja enemman, kun kaytéssa oli
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pelkka "H NMR -spektri. Yhdistetyn *H/HSQC-verifioinnin huomattiin parantavan auto-
maattista verifiointia. Tutkijoille annettiin suositus mitata jokaisesta puhtaasta loppu-
tuotteesta *H NMR -spektrin lisaksi HSQC -spekiri.

Tutkimuksen tulokset eivat ole taysin luotettavia pienen testimolekyylijoukon vuoksi.
Suuremman testimolekyylinjoukon kayttd olisi ollut mahdollista stabiilien molekyylira-
kenteiden automaattisen verifioinnin tutkimuksessa, jolloin rakenteiden stereokemiat ja
hankalat konformaatiot eivét olisi rajoittaneet testimolekyylien maarad. Opetustietokan-
tojen rakentaminen aloitettiin kuitenkin molekyylirakenteista, jotka tyodllistivat NMR-
henkilokuntaa eniten. Vaikka HSQC-spektin hydédyntaminen automaattisessa verifioin-
nissa paransi verifiointia, l1apaisseiden molekyylirakenteiden maara oli pieni. Opetustie-
tokantojen toivotaan parantavan verifiointia ja niiden rakentamista jatketaan NMR-

autoverifioinnin kehittamiseksi Rakennekemian ja Bioanalytiikan osastolla.
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