
Xe NMR-biosensorien laskennalliset
tutkimukset

LuK-tutkielma
Perttu Hilla

Fysiikan tutkinto-ohjelma
Luonnontieteellinen tiedekunta

Oulun yliopisto 2020



Xe NMR-biosensorien laskennalliset tutkimukset 2

Sisältö
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Johdanto

Tässä LuK-tutkielmassa tutustutaan ksenonytimen NMR-spektroskopian (Nuclear Mag-
netic Resonance = ydinmagneettinen resonanssi) biosensorisovellukseen ja siihen liitty-
viin laskennallisteoreettisiin tutkimuksiin [1, 2]. Pyrkimys ymmärtää sairauksia mole-
kyylitasolla vaatii uusien molekulaaristen luotaimien suunnittelua. Xe NMR-biosensorit
ja niiden sovellukset ovat nousseet lääketieteessä suuren kiinnostuksen kohteeksi uute-
na, erittäin tarkkana tutkimusmenetelmänä. Yksi perinteisen NMR:n suurista ongelmis-
ta on sen epäherkkyys, ja käyttämällä ksenonbiosensoreita jo hyvin pienen konsentraa-
tion biotapahtumista kyettäisiin saamaan tietoa. Menetelmän herkkyys edistäisi suures-
ti lääketieteellistä diagnostiikkaa, ja mahdollistaisi esimerkiksi tiettyjen solureseptorien,
keuhkojen (joissa on vähäinen protonitiheys perinteistä magneettikuvaa ajatellen) ja mah-
dollisten syöpäkasvainten tarkkaa havaitsemista [1]. Ksenonbiosensoreilla on myös useita
sovelluskohteita tutkittaessa liuoksien ominaisuuksia, esimerkiksi pH-arvoa ja lämpöti-
laa [1, 3]. Menetelmässä on ideana käyttää ympäristön muutoksille herkkää ksenonia
isäntämolekyylin sisällä biokemiallisen ympäristön vakoojana tai tunnustelijana. Isäntämo-
lekyyli on ksenonia suurempi, syntetisoitu molekyylirakenne, jonka tehtävänä on etsiä tut-
kittava kohde (esimerkiksi solun proteiini) ja sitoutua tähän funktionaalisen ryhmänsä
avulla. Tätä kokonaisuutta kutsutaan ksenonbiosensoriksi. Tilanteet, joissa tutkittava
kohde on tai ei ole sitoutuneena biosensoriin, voidaan erottaa ksenonin NMR-spektristä.

Tässä työssä tutustutaan NMR-spektroskopian perusteisiin, etenkin elektroniverhon
varjostukseen ja kemialliseen siirtymään, jotka ovat tutkielmassani tärkeimmät paramet-
rit. Tämän jälkeen käydään läpi ksenonbiosensorien perusperiaatteet, sekä tutustustaan
ksenonin (erityisesti 129Xe-isotoopin) ja isäntämolekyylien ominaisuuksiin. Lopuksi tutus-
tutaan pintapuolisesti laskennallisteoreettisten menetelmien teoriaan sekä tehtyihin las-
kennallisiin tutkimuksiin.

Tutkielman tarkoituksena on ollut selvittää mitä ovat ksenonbiosensorit ja niiden toi-
mintaperiaatteet, sekä erityisesti kartoittaa ksenonbiosensoreita koskevia laskennallisia
tutkimuksia, tutustua niissä käytettyihin menetelmiin, ja vertailla tehtyjä tutkimuksia
keskenään.

Kuva 1: Ksenonbiosensoreita kiinnityneenä tutkittavaan kohteeseen [4].
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1 NMR-spektroskopia

NMR perustuu ytimen kykyyn vuorovaikuttaa sähkömagneettisen kentän kanssa. Se on
hyvin monipuolinen tutkimusmenetelmä, joka tarjoaa kemiallista, dynaamista ja avaruu-
dellista tietoa kohteesta. NMR-ilmiön löysivät toisistaan riippumatta Felix Bloch ja
Edward Purcell vuonna 1946 [5, 6], ja saivat tästä jaetun fysiikan Nobel-palkinnon vuon-
na 1952 [7]. Paul C. Lauterbur ja Sir Peter Mansfield kehittivät NMR-ilmiön pohjalta
magneettikuvauksen (MRI = Magnetic Resonance Imaging) [8, 9]. Menetelmä on mullis-
tanut lääketieteellisen kuvantamisen. He saivat tästä lääketieteen Nobel-palkinnon vuon-
na 2003. NMR-kokeissa havaittava signaali on radiotaajuista sähkömagneettista säteilyä,
joten magneettikuvaus ei ole myöskään ionisoiva menetelmä. NMR soveltuu myös erin-
omaisesti materiaalitutkimukseen.

1.1 Ytimen magneettiset ominaisuudet

Luvun 1 teoria perustuu erillisiä viitteitä lukuunottamatta luentomonisteeseen [10]. Ato-
min ydin on protoneista ja neutroneista koostuva systeemi. Kuten esimerkiksi elektro-
neilla, myös useiden eri atomien ytimillä on nollasta poikkeava spinimpulssimomentti J
(vektori), tai lyhyemmin spin. Usein klassisesti spin samaistetaan sisäiseen pyörimismää-
rään hiukkasen oman akselin ympäri. Spiniä ei kuitenkaan voi täysin kuvata klassisilla
malleilla, koska se on kvanttimekaaninen ominaisuus. Ytimen J saadaan sen protonien ja
neutronien spinien ja rataimpulssimomenttien vektorisummana. Kvanttimekaanisesti J :n
pituus J on

J = |J | = h̄
√
I(I + 1), (1)

missä h̄ on redusoitu Planckin vakio ja I on kullekin ytimelle ominainen spinkvanttiluku.
I määräytyy ytimen massaluvun, eli protonien ja neutronien lukumäärän mukaan. Se voi
saada arvoja

I = 0,
1

2
, 1,

3

2
, ... (2)

Vety-ytimelle eli protonille ja 129Xe-isotoopille spinkvanttiluku on 1
2
. Kun J :n projektiota

mitataan z-akselin suunnassa (esim. ulkoisen magneettikentän suunnassa), saa se arvoja

Jz = h̄m ; m = I, I − 1, ...,−I (3)

joita on yhteensä 2I + 1 kappaletta. Nämä arvot vastaavat tiettyjä ytimen orientaatioita
suhteessa mittausakseliin. Kun ytimellä on spinimpulssimomentti, niin sillä on myös mag-
neettinen dipolimomentti µ, joka on (riippuen parametrin γ merkistä) samansuuntainen
tai vastakkaissuuntainen J :n kanssa:

µ = γJ . (4)

Magneettinen dipolimomentti on suoraan verrannollinen lukuun γ, joka on kullekin yti-
melle ominainen gyromagneettinen suhde. Näin ollen myös µ on kvantittunut, ja sen pituus
µ on
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µ = |µ| = γJ = γh̄
√
I(I + 1), (5)

ja z-akselin suunnassa

µz = γJz = γh̄m. (6)

Ytimien voi siis ajatella olevan pieniä sauvamagneetteja, jotka ovat jatkuvassa lämpöliik-
keessä.

1.2 Ydin ulkoisessa magneettikentässä

Kun ydin, jolla on nollasta poikkeava magneettinen dipolimomentti µ, laitetaan ulkoiseen
magneettikenttään B0, kohdistaa kenttä ytimeen vääntömomentin µ ×B0. Tämän seu-
rauksena ydin alkaa prekessoida, eli sen pyörimisakseli alkaa nopeasti kiertymään. Ydin
siis prekessoi samaan tapaan kuin mekaaninen hyrrä prekessoi maan gravitaatiokentässä.
Tästä aiheutuva ytimen ns. Larmorin prekessiotaajuus on

ν =
γ

2π
B0. (7)

Prekessiotaajuus on riippuvainen vain magneettikentän suuruudesta ytimen kohdalla ja
ytimen gyromagneettisesta suhteesta. Usein ν ilmoitetaan kulmataajuutena ω = 2πν.
Klassisesti, kun magneettiseen dipoliin vaikuttaa magneettikenttä (Zeemanin vuorovai-
kutus), on systeemin energia

E = −µ ·B (8)

ja z-akselin suunnassa

Em = −γh̄Bm. (9)

Ytimen energia magneettikentässä on siis myös kvantittunut. Kun ytimen kvanttitila
siirtyy kahden vierekkäisen energiatason välillä (∆m = ±1), on energian muutos ∆E =
±γh̄B. Näin ollen ydin pystyy absorboimaan tai emittoimaan energiakvantin taajuudella
ν, joka on täsmälleen yhtä suuri kuin yhtälössä (7) esitetty prekessiotaajuus

ν =
∆E

h
=
γh̄

h
B =

γ

2π
B. (10)

Huomataan, että tutkimalla ytimen resonanssitaajuutta, saadaan tietoa ytimen koh-
dalla vaikuttavasta magneettikentästä. Fysikaalisen ympäristön takia se ei kuitenkaan ole
yleensä sama kuin ulkoinen magneettikenttä. Tästä kerrotaan lisää luvussa 1.3. Sähkömag-
neettisessa spektrissä näiden emittoituneiden tai absorboituneiden fotonien taajuus sijoit-
tuu radioaaltojen alueelle. NMR-kokeissa ei siis vuorovaikuta ionisoiva säteily, joten ne
eivät vahingoita kudosta.

Koska fysikaalinen systeemi – oli se sitten klassinen tai kvanttimekaaninen – pyrkii aina
termodynaamisen potentiaalin minimiarvoon, alkavat ytimet yhtälön (8) mukaan orien-
toitumaan ulkoisen magneettikentän suuntaisesti tai sitä vastaan (riippuen γ:n merkistä,
Kuva 2). Kvantittuneet orientaatiot eivät kuitenkaan koskaan pysty täysin saavuttamaan
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Kuva 2: Nollasta poikkeavan spinimpulssimomentin omaavat ytimet pyrkivät orientoitu-
maan magneettikentän suuntaisesti. Erisuuntaisten magneettisten momenttien summau-
duttua näytteessä havaitaan spin-ylös- tai spin-alassuuntaan vaikuttava makroskooppinen
ydinmagnetoituma [10].

yhdensuuntaisuutta ulkoisen kentän kanssa. Spin-1/2 -ytimillä (129Xe ja 1H) on kaksi mah-
dollista eri kvanttitilaa: spin-ylös ja spin-alas. Kun näytettä tutkitaan, havaitaan että
spin-1/2-ydinten tapauksessa spin-ylös- (m = +1/2) ja spin-alastiloissa (m = −1/2) ole-
vien ydinten välillä on miehitysero. Ytimillä, joilla γ on positiivinen, spin-ylöstilassa olevia
ytimiä on hieman enemmän, koska se on energeettisesti matalampi tila kuin spin-alas. Yti-
millä, joilla γ on negatiivinen, tilanne on päinvastainen. Termisen energian takia ytimet
eivät kuitenkaan kaikki ole spin-ylös- tai spin-alas-tilassa. Esimerkiksi huoneenlämmössä
saatavilla oleva terminen energia kT (k on Boltzmannin vakio ja T lämpötila) on huo-
mattavasti suurempi kuin tilojen väliseen siirtymään vaadittava energia ∆E. Näin ollen
miehitysero on hyvin pieni. Esimerkiksi 129Xe:lla huoneenlämmössä ja 9,4 T magneetti-
kentässä ero miljoonan ytimen joukossa on noin 9 ytimen suuruinen [1]. Tilojen miehitys-
luvut noudattavat Boltzmannin jakaumaa, jolloin miehityslukujen suhteeksi saadaan

N+1/2

N−1/2

= e∆E/kT = eγh̄B/kT , (11)

ja suhteelliseksi miehityslukujen eroksi eli ydinspinpolarisaatioksi sarjakehitelmän ja ole-
tuksen |γ|h̄B � kT avulla

N+1/2 −N−1/2

N+1/2 +N−1/2

≈ ∆E

2kT
=
γh̄B

2kT
. (12)

Kun N :n ytimen näytteessä olevien ydinten magneettiset dipolimomentit summa-
taan, mitätöi suurin osa eri spintiloissa olevista ytimistä toisensa. Jäljelle jää kuitenkin
muutamia spin-ylös- tai spin-alassuuntaan vaikuttavia magneettisia dipoleja. Näin ollen
näytteeseen muodostuu ulkoisen magneettikentän suuntainen makroskooppinen ydinmag-
netoituma M 0 (Kuva 2), jonka suuruus termisessä tasapainossa on
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M0 =
Nγ2h̄2I(I + 1)

3kT
B. (13)

Havaittava NMR-signaali on suoraan verrannollinen ydinmagnetoituman suuruuteen.
Magnetoituman suuruuteen vaikuttaa siis oleellisesti havaittavien ytimien lukumäärä N ,
lämpötila T ja ytimen gyromagneettinen suhde γ. Vedyllä on suurin γ kaikista stabiileis-
ta ytimistä, ja sitä on ihmisessä veden takia runsaasti. Tästä syystä protoni on eniten
käytetty NMR-ydin.

1.3 Ytimen ympäristön vaikutus

Aiemmin mainittiin, että tutkimalla ytimen resonanssitaajuutta saadaan tietoa sen koh-
dalla vaikuttavasta magneettikentästä. Jos magneettikenttä ytimen kohdalla olisi suoraan
ulkoisen kentän B0 suuruinen, kertoisi NMR vain ytimen ominaisuuksista. Näin ei kuiten-
kaan ole. Ytimen fysikaalinen ja kemiallinen ympäristö muuttavat hieman sen kohdalla
vaikuttavaa magneettikenttää. Suuruudeltaan tämä muutos on tyypillisesti luokkaa 0−103

miljoonasosaa ulkoisen kentän suuruudesta, mutta se on kuitenkin täysin havaittavissa.
Merkittävimpinä tekijöinä ovat ydintä ympäröivän elektroniverhon käyttäytyminen ja
naapuriydinten vaikutus. Juuri tässä piilee NMR:n suosio. Se tarjoaa hyvin tarkkaa ja
monipuolista tietoa ytimen fysikaalisesta ja kemiallisesta ympäristöstä.

Vuorovaikutukset voi jaotella niiden toimintamekanismin mukaan kolmeen osaan. Elekt-
roniverhon varjostusvuorovaikutus, suora dipolivuorovaikutus ja epäsuora spin-spin-
vuorovaikutus. Tässä tutkielmassa keskityn varjostusvuorovaikutukseen (shielding effect),
jota esitellään seuraavaksi.

Kun elektronisysteemi (esim. atomi tai molekyyli) laitetaan ulkoiseen magneettikent-
tään B0, kokevat elektronit Lorentzin voiman, joka pakottaa ne kiertoliikkeeseen B0:n
suunnan ympäri. Tästä voi ajatella aiheutuvan pieniä virtasilmukoita, joiden indusoi-
mat uudet magneettikentät pyrkivät useimmissa tapauksissa Lenzin lain mukaan pie-
nentämään ytimen kohdalla vaikuttavaa magneettikenttää. Joissain hyvin harvinaisissa
tapauksissa voi käydä päinvastoin. Sanotaan, että elektronit varjostavat ydintä. Tällöin
ytimen I resonanssitaajuus on muotoa

νI =
γI
2π

(1− σI)B0, (14)

jossa σI on ytimen varjostusvakio tietyssä ympäristössä. Sen arvo on erisuuruinen mo-
lekyylien eri osissa oleville ytimille, koska myös ympäristöt voivat olla hyvin erilaiset.
Tämän takia myös resonanssitaajuuden arvo on ytimen sijainnista riippuvainen.

Todellisuudessa, etenkin molekyylejä tutkittaessa, tilanne on kuitenkin anisotrooppi-
nen. Vaikka usein ytimen varjostusvakion ajatellaan olevan skalaari, joka liitetään mole-
kyylin kuhunkin ytimeen, tulee sitä todellisuudessa kuvata tensorilla. Tämä johtuu siitä,
että elektronien varjostus on riippuvainen molekyylin orientaatiosta suhteessa ulkoiseen
magneettikenttään. Tämä voidaan helposti huomata esimerkiksi tutkittaessa kideraken-
teiden NMR-spektriä kiteen eri orientaatioilla suhteessa ulkoiseen magneettikenttään [11].
Varjostus on 2-indeksinen tensori, eli matriisi, jolla on 0:n, 1:n ja 2:n kertaluokan osia vas-
taten varjostusvakiota, anisotrooppista antisymmetristä osaa ja anisotrooppista symmet-
ristä osaa. Karteesisessa avaruudessa se on 3 × 3 matriisi
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σ =

σxx σxy σxz
σyx σyy σyz
σzx σzy σzz

 , (15)

jonka elementit ovat

σαβ =
∂2E

∂µα∂B0,β

, (16)

jossa E on molekyylin elektronien kokonaisenergia, µα on kyseisen ytimen magneetti-
sen dipolimomentin α-suuntainen komponentti ja B0,β on ulkoisen magneettikentän β-
suuntainen komponentti [12]. Neste- tai kaasufaasissa vain matriisin diagonaalilla olevat
elementit ovat kiinnostavia, koska molekyylien isotrooppisen lämpöliikkeen takia anisot-
rooppiset osat keskiarvoistuvat nollaksi. Puhutaan kuitenkin tässä luvussa varjostuksesta
vain skalaarina.

Eri ympäristöissä olevien ytimien resonanssitaajuuksien ero on niiden välinen kemial-
linen siirtymä δ. Tässä tutkielmassa juuri kemiallinen siirtymä on kiinnostava NMR-
parametri. Käytännössä kemiallinen siirtymä tulee mitata jonkin referenssiaineen suh-
teen. Yleensä referenssiaineen taajuus νref ja NMR-spektrometrin operointitaajuus ν0

poikkeavat toisistaan vain vähän, jolloin kemiallinen siirtymä voidaan kirjoittaa

δ =
ν − νref
νref

× 106 ≈ ν − νref
ν0

× 106. (17)

Kemiallinen siirtymä ilmoitetaan yleensä miljoonasosina (ppm) sen pienen suuruus-
luokan takia. Siirtymäasteikon etuna on se, että sen arvot ovat hyvällä tarkkuudella mag-
neettikentästä riippumattomia. Kun yhtälön (14) resonanssitaajuudet kirjoitetaan yhtälön
(13) avulla auki, saadaan

δ =
(1− σ)B0 − (1− σ0)B0

(1− σ0)B0

× 106 =
σ0 − σ
1− σ0

× 106 ≈ (σ0 − σ)× 106. (18)

Nähdään siis, että kemiallinen siirtymä ja varjostus ovat voimakkaasti yhteydessä toisiin-
sa. Useimmiten, kun varjostus pienenee, niin kemiallinen siirtymä kasvaa. Joskus (varsin-
kin Xe NMR-töissä) voidaan kemiallinen siirtymä kuitenkin määritellä samansuuntaiseksi
varjostusvakion kanssa. Esimerkiksi etanolissa CH3CH2OH vedyn protonien kemiallinen
siirtymä CH3-ryhmän kohdalla on noin 1 ppm, kun taas OH-ryhmän kohdalla se on noin
4 ppm. Historiallisista syistä δ-spektri kasvaa oikealta vasemmalle.

Suorassa dipolivuorovaikutuksessa ytimen luoma magneettikenttä vuorovaikuttaa suo-
raan toisen ytimen magneettisen dipolimomentin µ kanssa. Spin-spin -vuorovaikutuksessa
tämä tapahtuu epäsuorasti elektroniverhon kautta. Molemmat tapaukset havaitaan ke-
miallisen siirtymän spektriviivojen jakautumisena.

2 Ksenon NMR-biosensorit

Tässä luvussa tutustutaan ksenonbiosensoreihin, niiden toimintaperiaatteisiin ja joihin-
kin potentiaalisiin ksenonbiosensoreihin. Aluksi käydään läpi ksenonin ja etenkin 129Xe-
isotoopin ominaisuuksia. Luvussa tutustutaan myös spinien vaihtoon perustuvaan opti-
seen pumppaukseen [13], jonka avulla tuotetaan hyperpolarisoitua ksenonia. Sen jälkeen
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Kuva 3: Ksenonbiosensorin kemiallisen siirtymän spektri. Vapaalla ksenonilla (vasem-
malla) on suurin kemiallinen siirtymä. Isäntärakenteeseen kahlitun ksenonin kemiallinen
siirtymä on keskellä. Oikeassa reunassa koko biosensori on kiinnittynyt tutkittavaan koh-
teeseen. Jokainen tilanne voidaan erottaa ksenonin NMR-spektrissä [2].

käydään läpi sensoreiden isäntärakenteita, erityisesti kryptofaaneja, ja niiden valintakri-
teerejä. Lopuksi esitellään ksenonbiosensorien kanssa käytettyä epäsuoraa havaintomene-
telmää [14].

Biosensorilla tarkoitetaan ennalta suunniteltua fysikaalista tai kemiallista ilmaisin-
ta, jota käytetään yhdessä spektroskopian tai kuvantamismenetelmän kanssa tunnistet-
taessa erilaisia suureita tai ”biotapahtumia”. Ksenonbiosensorin tapauksessa ksenon on
vangittu isäntärakenteeseen (host), joka hakeutuu spontaanisti tutkittavaan kohteeseen,
tai yleisesti kokee fysikaalisen tai kemiallisen muutoksen, joka välittyy vangitun kseno-
nin NMR-signaaliin. Tämä isäntärakenne (usein puhutaan myös häkkirakenteesta) on
välttämätön, koska ksenon ei yksin spesifioidu mihinkään biokemialliseen kohteeseen.
Tätä varten isäntämolekyylillä tulee olla funktionaalisia ryhmiä, jotka toimivat tarttuma-
antenneina tutkittavaa ainetta varten. Ksenon kokee vangittuna muutoksen sen kemial-
lisessa siirtymässä, kun tutkittava aine sitoutuu isäntämolekyyliin. Tällainen tapahtuma
voidaan erottaa ksenonin NMR-spektristä (Kuva 3).

2.1 129Xe-isotooppi

Ksenonin erinomaiset ominaisuudet biosensorisovelluksissa johtuvat sen elektronipilvestä
ja kemiallisesta inerttiydestä. Ksenon on raskas jalokaasu, jonka elektronipilvi on hyvin
suuri, jolloin uloimmat elektronit ovat kaukana ytimestä, ja elektronipilvi pääsee muiden
atomien tai molekyylien lähellä helposti muokkautumaan. Tällöin elektronipilven aiheut-
tama atomiytimen varjostus muuttuu ja kemiallinen siirtymä joko vähenee tai kasvaa.
Ksenonin kemiallinen siirtymä on siis todella herkkä kemiallisen ympäristön muutoksille.
Koska ksenon on varaukseton jalokaasu, sen elektronikuoret ovat täysin miehitetyt, joten
se on kemiallisesti hyvin passiivinen. Ksenon on pooliton, jonka takia se omaa korkean
affiniteetin hydrofobisiin alueisiin. Isäntärakenteina käytettyjen molekyylien ”sisusta” on
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yleensä hydrofobista aluetta, eli ksenon hakeutuu spontaanisti näihin kaviteetteihin.
Ksenonilla on kaksi NMR-aktiivista isotooppia, 129Xe ja 131Xe. 129Xe on biosensori-

sovellukseen näistä sopivampi. Se on spin-1/2 -ydin, mikä tekee siitä vähemmän taipu-
vaisen nopeaan relaksaatioon (ydin ei ole kvadrupolaarinen, eli sen varausjakauma on
pallosymmetrinen), se pystytään helposti hyperpolarisoimaan ja sen gyromagneettinen
suhde on suhteellisen suuri (γ = 11,841 MHz/T) [1]. Se on ksenonin isotoopeista toiseksi
yleisin (luonnollinen runsaus 26,4%), ja sen van der Waalsin tilavuus on n. 42 Å3, joka
on käytetyimpien isäntärakenteiden kaviteetin kokoon nähden juuri sopiva. Tämä vieraan
ja isännän yhteensopivuus on tärkeää, koska aika, jonka ksenon viettää kaviteetissa, on
hyvin riippuvainen kaviteetin koosta. Näin ollen yhteensopivuus vaikuttaa myös tuotetun
NMR-signaalin voimakkuuteen.

Ksenonia ei luonnostaan esiinny ihmisessä juuri lainkaan. Tämän takia ksenonin sig-
naali on helppo erottaa taustasignaaleista, toisin kuin vety-ytimen tapauksessa. Samasta
syystä makroskooppinen ydinmagnetoituma on kuitenkin hyvin pieni ja ksenonin NMR-
signaali on melko heikko. Tämän takia ksenon tulee ensin hyperpolarisoida, ennen kuin
sitä voidaan järkevästi käyttää biosensoreissa.

2.2 Spinien vaihtoon perustuva optinen pumppaus

Spinien vaihtoon perustuva optinen pumppaus, eli SEOP (Spin Exchange Optical Pum-
ping) on kolmiosainen prosessi, jossa pyritään kasvattamaan spintilojen miehityseroa, eli
ns. hyperpolarisoimaan ksenon (Kuva 4). Hyperpolarisoinnissa polarisaatiota siirretään
jostain hyvin polarisoituneesta systeemistä ydinten spin-polarisaatioksi, jolloin spin-ylöstilas-
sa olevien ydinten lukumäärä kasvaa, ja ydinmagnetoituma vahvistuu. NMR-signaalin voi-
makkuutta voidaan SEOP-menetelmällä kasvattaa jopa 103 — 105 -kertaiseksi verrattuna
termiseen tasapainoon [13]. SEOP-prosessin vaiheet ovat:

1. Tuotetaan ympyräpolarisoitunutta valoa. Tällöin sähkömagneettisen säteilyn sähkö-
kenttävektorin amplitudi on vakio, mutta sen x- ja y-suuntaisten komponenttien välillä on
π
2
:n suuruinen vaihe-ero ja ne kiertyvät etenemissuunnan z ympäri vakiokulmanopeudella.

Tämä tapahtuu yleensä laserdiodilla, joka emittoi monokromaattista valoa, jonka aallon-
pituus vastaa menetelmässä käytetyn alkalimetallin siirtymää 2P1/2 ←− 2S1/2 eli elektro-
nisen perustilan ja 1. viritystilan välillä. Näiden käyttökelpoisten laserdiodien kaupallinen
tuottaminen tässä yhteydessä on osittain motivoinut ksenonbiosensorien kehitystä.

2. Pumpataan tätä valoa johonkin elektronisysteemiin. Tämä on yleensä alkalimetal-
lihöyryä, esimerkiksi rubidiumia. Tällöin käytetyn laserin aallonpituus on 795 nm. Valon
polarisaatio siirtyy alkalikaasun elektronien spinpolarisaatioksi. Tämä alkalikaasu voidaan
sitten laitteistossa ohjata ns. polarisaatiokammioon ksenonkaasun kanssa. Kammiossa on
usein ksenonin lisäksi heliumia sekä typpeä. Liian suuri ksenonmäärä alkaisi depolarisoi-
da alkalikaasun elektronien spinejä. Typpi toimii tässä ikään kuin puskuriaineena, joka
absorboi ylimääräisiä emittoituvia fotoneja.

3. Annetaan elektronien spinpolarisaation siirtyä ksenonytimiin spin-vaihtotörmäyksis-
sä, joissa alkalikaasun elektronien ja ksenonytimien spin-tilat vaihtuvat keskenään päinvas-
taisiksi. Tehokkaimmillaan ksenonytimille voidaan teoriassa saavuttaa jopa melkein 100%
spin-polarisaatio, mutta käytännössä tulos on lähempänä 50% arvoa. Kun SEOP yh-
distetään sopivien epäsuorien havaintomenetelmien kanssa (joista lisää luvussa 2.4) niin
signaalia voidaan vahvistaa jopa 107-kertaiseksi [1].
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Kuva 4: SEOP-menetelmässä käytetty laitteisto. Laserdiodilta kohdistetaan monokro-
maattista 795 nm valoa polarisaattoriin, josta ympyräpolarisoitunut valo ohjataan po-
larisaatiokammioon. Kammiossa rubidiumin elektronit viritetään spin-ylöstilaan. Tämä
elektronien polarisaatio siirtyy ksenonytimiin spin-vaihtotörmäyksissä [1].

2.3 Isäntämolekyylit

Isäntämolekyylit/häkkirakenteet ovat välttämätön osa ksenonbiosensoria. Useat ksenonin
ominaisuudet, kuten resonanssitaajuus ja sitoutumisnopeudet, riippuvat häkkirakenteen
koosta ja mahdollisista funktionaalisista ryhmistä, sekä liuottimen laadusta. Häkkiraken-
teet mahdollistavat ksenonin tuomisen haluttuun kohteeseen ja tekevät menetelmästä,
funktionaalisten ryhmiensä avulla, hyvin spesifisen. Ne myös usein parantavat ksenonin
ominaisuuksia, esimerkiksi tekemällä ksenonin kemiallisesta siirtymästä vielä entistäkin
herkemmän. Heti alussa on syytä mainita, että ksenon-isäntäkompleksi ei ole pysyvä ra-
kenne, vaan hyvin dynaaminen systeemi. Vapaan ja sidotun ksenonin väliset vaihtono-
peudet ovat luokkaa 103 vaihtoa/s. Tämä ns. isäntä-vieraskemia on supramolekulaari-
sen kemian osa-alueena hyvin tuore tutkimuksen kohde. Isäntänä ksenonille ei voi toimia
mikä tahansa supramolekulaarinen rakenne, vaan biosensorikäyttö asettaa isännille tiet-
tyjä vaatimuksia [1, 2]:

1. Isäntämolekyylillä tulee olla korkea affiniteetti ksenonille. Tämä tarkoittaa sitä,
että kaviteetin tulee olla hydrofobista aluetta. Sisällä ei kuitenkaan muodostu kovalentti-
sia sidoksia, vaan dispersiovoimat (van der Waalsin voimat) dominoivat. Nämä sidokset
kestävät vain millisekunteja. Affiniteettiin vaikuttaa suuresti kaviteetin koko. Optimisuh-
de vieraan tilavuuden ja kaviteetin tilavuuden välillä on 0,55 yhden ksenonin häkille [15].
129Xe:lle tämän optimisuhteen mukainen kaviteettikoko on noin 75 Å3.

2. Isäntämolekyylin tulee mahdollistaa sisään-ulosvaihdoksia ksenonille. Hetkellisten
sidoksien katkettua täytyy uuden hyperpolarisoidun ksenonatomin päästä sisälle. Vapaan
ja sidotun ksenonin vaihtonopeuksia voidaan kuvata tasapainoreaktiolla
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Kuva 5: Kryptofaanihäkin perusrakenne. a) Anti-isomeeri. b) Syn-isomeeri [16].

H +G ⇀↽ HG; KG =
[HG]

[H][G]
, (19)

jossa H kuvaa isäntämolekyyliä (host), G vierasta (guest) ja KG reaktion tasapainovakio-
ta. Usein KG:stä puhutaan sitoutumisvakiona. Se on hyvin lämpötilariippuvainen. Tällä
vaihdosnopeudella on NMR-aikaskaalan takia tiettyjä vaatimuksia. Vangitun ksenonin
signaali havaitaan vain, kun sen ja vapaan ksenonin välinen kemiallisen siirtymän ero yk-
sikössä ν−1 on lyhyt (eli taajuusero on riittävän suuri) verrattuna aikaan, jonka ksenon
viettää häkissä. Eli ksenonin pitää olla tarpeeksi kauan sisällä, mutta kuitenkin vaihtua
ympäristön kanssa riittävän usein. Kokeita tehdessä tämä tilanne pitää siis optimoida.

3. Ksenonin relaksaation tulisi olla mahdollisimman minimaalista kaviteetin sisällä,
jotta tarkka signaali ehditään tuottaa.

4. Kun käytössä on yhtä aikaa useita biosensoreita useilla eri funktionaalisilla ryhmillä,
täytyy kemiallisen siirtymän olla täysin erotettavissa eri biosensoreilla.

5. Kyky siirtää suuri tiheys ksenonia kohteeseen. Joissain tapauksissa häkkiin voidaan
kiinnittää esimerkiksi nanorakenne, joka mahdollistaisi useamman kuin yhden hyperpo-
larisoidun ksenonin kuljettamisen kohteeseen kerralla.

6. Riittävän iso kemiallisen siirtymän ero vapaan ja sidotun ksenonin välillä on myös
suotuisaa. Vapaata ksenonia on sitoutuneeseen ksenoniin verrattuna valtavasti kohteessa,
joten sen piikki on paljon voimakkaampi kuin sidotun ksenonin (Kuva 2).

2.3.1 Kryptofaanit

Kryptofaanit, jotka löydettiin jo vuonna 1981 [17], ovat yksi tärkeimmistä isäntämolekyy-
leistä ksenonbiosensorisovellusta varten. Suurin osa tämän alueen tutkimuksesta tehdään
juuri niitä käyttäen. Niillä on suurin koskaan mitattu affiniteetti ksenonille. Kryptofaa-
nit koostuvat kahdesta CTV-kulhosta (cyclotriveratrylene = syklotriveratryleeni), jot-
ka ovat sitoutuneena toisiinsa alkoksyylisidoksilla. Ne voivat esiintyä joko anti - tai syn-
konformeereinä (Kuva 5). Kryptofaanien kaviteetin hydrofobisen luonteen takia ne pys-
tyvät sisällyttämään lukuisia eri neutraaleja atomeja tai molekyylejä, kuten vesi ja klo-
roformi. Näistä kaikista ksenonin kanssa kilpailee merkittävästi ainoastaan kloroformi,
joten se on huono liuotinvalinta [1]. Kryptofaanit ovat kuitenkin aromaattisia yhdisteitä,
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joten ne eivät liukene proottiseen liuottimeen tai väliaineeseen (veteen), eli liuottimeen,
joka pystyy luovuttamaan tai vastaanottamaan protonin. Tätä varten joko kryptofaania
tai liuosta täytyy muunnella. Usein kryptofaaniin kiinnitetäänkin joitain liukenevuutta
edistäviä yksiköitä, jotka voivat parantaa myös ksenonin ominaisuuksia, esimerkiksi ke-
miallisen siirtymän herkkyyttä [18].

Kryptofaanit eroavat toisistaan CTV-kulhojen välisten sidosten lukumäärässä. Kuvas-
sa 5 tätä on merkitty kirjaimilla m ja n. Tämän lisäksi reunoille voi olla sitoutuneena eri
yksiköitä, kuvassa R1 ja R2. Jos m = n ja R1 = R2, niin kryptofaanien anti-isomeerit
ovat kiraalisia, kun taas syn-isomeerit ovat akiraalisia. Ksenonin sitoutumisvakion ja ka-
viteetin koon välillä on havaittu 1,1,2,2-tetrakloroetaaniliuoksessa lineaarinen riippuvuus
neljälle kryptofaanille, joilla m = 2 ja n = 3, sekä R1 = R2 = OCH3 [19]. Mitä pienempi
kaviteetin koko on, sitä selektiivisempi se on nimenomaan ksenonin sisällyttämiselle. Suu-
rin osa kehon hydrofobisista yhdisteistä, kuten lipidit, eivät mahdu kaviteettiin. Tämä
sama ilmiö (pieni kaviteetti johtaa sitoutumisvakion kasvuun) havaitaan melkein kaikilla
kryptofaaneilla.

Näiden kriteerien nojalla parhaita ovat isäntämolekyylit, jotka perustuvat johonkin
seuraavista: kryptofaani-111, kryptofaani-A (tai -222), ja ehkä kryptofaani-223 [2]. Näistä
käytetyin on kryptofaani-A, jolle R1 = R2 = OCH3 ja n = m = 2. Nimen jälkeen kirjain
A viittaa anti-isomeeriin ja kolme numeroa viittaavat -CH2 -ryhmien lukumäärään.

On myös ehdotettu, että menetelmän herkkyyttä voisi entisestään lisätä kasvattamalla
paikallista biosensoritiheyttä liittämällä häkkejä dendrimeereihin. 11 kryptofaani-222:sta
onnistuttiin liittämään, jonka seurauksena signaali-kohinasuhde nousi kahdeksankertai-
seksi [20].

2.3.2 Kukurbiturilit

Toinen mahdollinen ehdokas isäntärakenteeksi ovat kukurbiturilit. Ne ovat makrosyklisiä
molekyylejä, ja rakentuvat glykolurilimonomeereista, jotka ovat kiinni toisissaan metylee-
niryhmillä. Muodoltaan kukurbiturilit muistuttavat hieman toroidia tai kurpitsaa, josta
niiden nimikin on peräisin (Kuva 6). Ne ovat todella jäykkiä molekyyleejä, ja kaviteetti-
koot vaihtelevat välillä 82 Å3 – 870 Å3. Näistä tekee mielenkiintoisia niiden hidas sisään-
ulos vaihtonopeus ksenonille. Kukurbiturilit eivät kryptofaanien tapaan myöskään liukene
veteen, joten ne vaativat liukenevuutta edistäviä yksiköitä. Esimerkiksi kukurbit[7]urilia
on tutkittu isäntärakenteena ksenonille proteiineja tunnistaessa [21].

Myös joitain erikoisempia häkkirakenteita on kokeiltu, kuten supramolekulaarista, it-
seorganisoituvaa Fe4L6 metallihäkkiä [22].

2.4 Epäsuorat havaintomenetelmät

Epäsuorissa havaintomenetelmissä on ideana manipuloida ksenonytimien spinejä ja mag-
netoitumaa alkuperäisessä hyperpolarisointiympäristössä, sitten siirtää ytimet kohdeympä-
ristöön, antaa kemiallisen vaihdon tapahtua ja lopuksi havaita ksenonbiosensorien signaali
epäsuorasti vapaana olevien ksenonytimien avulla [23, 24].

Ensimmäinen osa tehdään yleensä ns. saturaation siirrolla, jossa ytimien magneti-
saatiota siirretään havaintoympäristöön. Tästä tulee nimi CEST (chemical exchange sa-
turation transfer). Näytteeseen kohdistetaan radiotaajuinen saturaatiopulssi valikoivas-
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Kuva 6: Kukurbiturilien perusrakenne. Nimen hakasulkeissa oleva osa viittaa glykolurili-
yksiköiden lukumäärään [Wikipedia].

ti spektrin eri osiin. Tämän jälkeen havaintoympäristön signaalin intensiteetti voidaan
piirtää saturaatiopulssien taajuuden funktiona (ns. z-spektri). Toisessa osassa havaitta-
vaan näytteeseen kohdistetaan valikoituja virityspulsseja tietyillä intervalleilla. Pulssien
välissä magnetoituma ehtii kääntyä, jonka jälkeen näytteestä pystytään ottamaan NMR-
spektri. Avaruudellinen tieto saadaan intervalliaikaa kasvattamalla, ja tekemällä saatuun
dataan Fourier-muunnos.

Hyperpolarisoitujen ytimien (eli myös ksenonin) tapauksessa menetelmästä käytetään
nimeä Hyper-CEST [14]. Ksenonilla on hyvin laaja kemiallisen siirtymän spektri biosen-
sorisovelluksessa (vapaa ksenon vesiliuoksessa n. 190 ppm vs. kahlittu ksenon n. 60 ppm
verrattuna signaaliin kaasufaasissa), jonka takia Hyper-CEST sopii ksenonille todella hy-
vin. Biosensorin heikkoa signaalia voidaan hyvin selektiivisesti saturoida samalla havaiten
vapaan ksenonin voimakasta signaalia.

Käytännössä ksenoniin kohdistetaan depolarisoiva pulssi kun se on biosensorissa. Häkin
sisään tulee vapaa hyperpolarisoitunut ksenon ja häkistä ulos depolarisoitunut ksenon. Sa-
toja tuhansia ksenonatomeja menee isäntämolekyylin läpi saturaatiopulssin aikana, jolloin
saatu depolarisaatio on suuri. Depolarisoidusta ksenonista ei saada enää NMR-signaalia,
jolloin vapaan ksenonin signaalin intensiteetti laskee. Kun säteilytystä jatketaan tarpeeksi
kauan, on vapaan ksenonin signaali laskenut huomattavasti verrattuna kokeen alussa saa-
tuun signaaliin. Kun tämä lopullinen spektri vähennetään kokeen alussa saadusta spekt-
ristä, saadaan epäsuorasti kuva ksenoneista, jotka ovat depolarisoituneet häkin sisällä
(Kuva 7). Tämä on valtava etu verrattuna suoraan kuvaan, jossa vain kahlitun kseno-
nin signaali havaitaan, koska haluttuun kohteeseen sitoutuneita biosensoreita on todella
vähän verrattuna vapaisiin ksenonatomeihin.

3 Laskennalliset menetelmät

Kun tutkitaan mikroskooppisia systeemejä, esimerkiksi molekyylejä, on kvanttimekaniik-
ka hyvin merkittävässä roolissa. Tarpeeksi pienessä mittakaavassa aine ei käyttäydy niin
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Kuva 7: a) Kuva ennen kokeen aloittamista. b) Puhdas havaintoympäristön signaali, jo-
hon saturaatio ei ole vaikuttanut. c) Signaali kun Hyper-CEST on aloitettu. d) Lopullinen
kuva, jossa kuvasta a) on vähennetty kuva c). Näin saadaan epäsuorasti tarkka kuva itse
ksenonbiosensoreista [14, 25].

kuin olemme yleensä tottuneet. Kvanttimekaaniset ominaisuudet ja hiukkasten aaltoluon-
ne johtavat hyvin erikoisiin, mutta mielenkiintoisiin seurauksiin, joita klassinen fysiikka
ei pysty selittämään.

Ksenonbiosensorien tapauksessa kyse on monielektronisysteemistä. Myös biosensorin
kemiallisella ympäristöllä on suuri vaikutus systeemin kuvaukseen. Tällaisten systeemien
laskennallista tutkimusta kutsutaan laskennalliseksi kemiaksi tai kvanttikemiaksi. Se tutkii
atomeja, molekyylejä ja kiinteää ainetta kvanttimekaanisin mallein.

3.1 Schrödingerin yhtälö

Monielektronisysteemejä kuvaa niiden elektronirakenne ja systeemin aaltofunktio Ψ, joka
on ratkaisu ajasta riippumattomalle Schrödingerin yhtälölle

ĤΨn(r) = − h̄2

2m
∇2Ψn(r) + V (r)Ψn(r) = EnΨn(r), (20)

jossa alaindeksi n viittaa systeemin tilaan, Ψ(r) on paikasta riippuva aaltofunktio, ∇ on

gradienttioperaattori, V (r) on paikasta riippuva potentiaalifunktio, Ĥ = − h̄2

2m
∇2 + V (r)

on systeemiä kuvaava Hamiltonin operaattori ja En on systeemin energia tilassa n. Schrö-
dingerin yhtälö on siis ominaisarvoyhtälö systeemin energialle.

Aaltofunktio kuvaa systeemin tilaa täydellisesti [26]. Monielektronisysteemin koon ta-
kia analyyttisen ratkaisun löytäminen Schrödingerin yhtälölle on mahdotonta, jolloin eri-
laiset approksimaatiot tulevat pakollisiksi. Käytännössä aina lähdetään liikkeelle Bornin
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ja Oppenheimerin approksimaatiosta, jonka mukaan systeemin elektronien ja ytimien lii-
ke voidaan erottaa toisistaan. Tämä tarkoittaa sitä, että systeemin aaltofunktiossa nämä
eri osat voidaan separoida [27]. Elektronien aaltofunktio voidaan ratkaista kullekin ydin-
ten hetkellisille paikoille ikään kuin ytimet eivät liikkuisi. Elektronien aaltofunktio kuvaa
systeemin elektronirakennetta.

Molekyylisysteemiä, jossa on N elektronia ja M ydintä, kuvaa BO-approksimaation
mukainen ns. ”isojen termien” Hamiltonin operaattori (nimestä lisää luvussa 3.2)

Ĥ = − h̄2

2me

N∑
i

∇2
i −

e2

4πε0

N∑
i

M∑
I

ZI
rIi

+
e2

8πε0

n∑
ij

1

rij
, (21)

jossa me on elektronin massa, ∇i on on gradientti joka operoi elektroniin i, e on al-
keisvaraus, ZI on ytimen I massaluku, rIi on ytimen I ja elektronin i välinen etäisyys
ja rij on elektronin i ja elektronin j välinen etäisyys. Ensimmäinen, toinen ja kolmas
termi vastaavat elektronien kineettistä energiaa, elektroni-ydinattraktiota ja elektroni-
elektronirepulsiota.

Aaltofunktiolähtöisiä laskuja tehdään ab initio -menetelmillä. Systeemiä kuvaavalle
aaltofunktiolle valitaan malli, ja Schrödingerin yhtälö ratkaistaan likimääräisesti käyttäen
vain atomien järjestyslukuja ja luonnonvakioita. Koska ksenon on raskas jalokaasu, täytyy
suhteellisuusteoria ottaa useissa tapauksissa huomioon. Tällöin aaltofunktio on nelivekto-
ri. Kvanttikemia tarjoaa monipuolisia ja vahvoja työkaluja monielektronisysteemejä kos-
keviin ongelmiin.

3.2 Elektronirakenne

Systeemin elektronirakennetta kuvataan orbitaaliteorian avulla. Elektronien ajatellaan
miehittävän toisistaan riippumattomia 1-hiukkastiloja, joita vastaavat aaltofunktiot ovat
orbitaaleja. Elektronien todennäköisyys olla eri osissa orbitaaleja määräytyy aaltofunktion
itseisarvon neliön mukaan.

Kvantitaviisia tuloksia varten täytyy huomioida mahdollisimman suuri osa systee-
min vuorovaikutuksista, mukaan lukien tarkka elektronien välinen vuorovaikutus. Näitä
ovat esimerkiksi ulkoisten sähkö- ja magneettikenttien vaikutus ja ylihieno vuorovaikutus.
Vuorovaikutuksia käsitellään käytännössä aina approksimatiivisesti. Esimerkiksi elektro-
nien välinen vuorovaikutus on Hartreen ja Fockin teoriassa mukana vain keskimääräisesti.
Tämän takia sanotaan, että (21) on isojen termien hamiltoni. Vuorovaikutusten huomioon
ottamiseen on useita eri lähestymistapoja. Tässä luvussa tutustutaan joihinkin yleisimpiin
ksenonbiosensorien tapauksessa käytettäviin laskennallisiin menetelmiin.

3.2.1 Hartree-Fock

Yksi approksimatiivinen menetelmä on Hartreen ja Fockin (HF) teoria [27]. HF-laskuissa
pyritään selvittämään systeemin perustilan elektronirakenne orbitaaliapproksimaationa.

Elektronisysteemin aaltofunktion tulee noudattaa elektronien antisymmetrian ja Pau-
lin kieltosäännön asettamia rajoituksia. Kun kahden elektronin koordinaatteja vaihde-
taan, täytyy aaltofunktion merkki vaihtua, ja jos enemmän kuin yksi elektroni on yhtä
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aikaa samassa kvanttitilassa, täytyy aaltofunktion hävitä. Näiden rajoitusten takia mo-
nielektronisysteemin aaltofunktio on kätevä kirjoittaa Slaterin determinantin avulla [24].
N elektronin systeemille se on N × N matriisin determinantti

Ψ(1, 2, ..., N) =
1√
N !

∣∣∣∣∣∣∣∣∣
φ1(1) φ2(1) ... φN(1)
φ1(2) φ2(2) ... φN(2)

...
...

. . .
...

φ1(N) φ2(N) ... φN(N)

∣∣∣∣∣∣∣∣∣ , (22)

jossa φi(n) kuvaa yhden elektronin spinorbitaalia, joka yhdistää elektronin spinin ja ava-
ruudellisen tilan. HF on iteratiivinen menetelmä, jossa elektronirakenteen alkuarvaus-
ta parannetaan joka askeleella. Tällaisia itseään korjaavia menetelmiä kutsutaan SCF-
menetelmiksi (Self-Consistent Field). Aaltofunktion muotoa ei siis aluksi tunneta, mutta
se voidaan löytää soveltamalla variaatioperiaatetta.

Variaatioperiaate on systemaattinen menetelmä lähestyä aaltofunktion perustilaa Ψ0

ja sitä vastaavaa energiaa E0. Oletetaan, että systeemiä kuvaa Hamiltonin operaattori Ĥ
ja merkitään Schrödingerin yhtälön alinta ominaisarvoa E0. Variaatioperiaatteen mukaan
mielivaltaiselle aaltonfunktiolle Ψtrial ja sen energian odotusarvolle Etrial on voimassa [27]

〈Ψtrial| Ĥ |Ψtrial〉 =

∫
Ψ?

trialĤΨtrial dτ∫
Ψ?

trialΨtrial dτ
= Etrial ≥ E0, (23)

jossa on käytetty Diracin bra-ket merkintää. Tätä perustilaa voidaan siis iteratiivisesti
lähestyä. Energiafunktionaali minimoidaan, joka johtaa ns. HF-yhtälöihin. Ne kuvaavat
elektronien liikettä toisten elektronien ja ytimien muodostamassa keskimääräisessä sähkö-
staattisessa kentässä.

Parhaimmillaankin kvantitatiivisia tuloksia haluttaessa HF on kuitenkin kehno, kos-
ka se sisällyttää elektroni-elektronivuorovaikutuksen vain keskimääräisesti. Tätä varten
on kehitetty ns. elektronikorrelaatiomenetelmiä, joista erityisesti tiheysfunktionaaliteoria
(Density Functional Theory = DFT) on tämän tutkielman kannalta tärkeä. Näissä kai-
kissa on lähtökohtana jokin elektronikorrelaation hylkäävä aaltofunktio, jota kalibroidaan
kohti todellista systeemin aaltofunktiota.

Toinen tapa kuvata systeemiä ovat ns. HF-johdannaiset (tai korreloidut ab initio -
menetelmät). Ne ovat normaalia HF-teoriaa kehittyneempiä, aaltofunktioihin perustu-
via teorioita, jotka ottavat paremmin huomioon elektronien välisen korrelaatioenergian.
Näitä ovat muun muassa Coupled Cluster- ja Multiconfigurational SCF -menetelmä, sekä
Møller-Plesset -häiriöteoria. Näihin ei kuitenkaan häiriöteorian perusajatuksen lisäksi ole
tässä tutkielmassa syytä syvemmin tutustua, koska ksenonbiosensoreita koskevissa tutki-
muksissa DFT ja sen johdannaiset ovat selkeästi suosituin menetelmä.

3.2.2 Häiriöteoria

Häiriöteoriassa systeemiä kuvataan ensin yksinkertaisella mallilla (referenssisysteemi),
jonka ratkaisut ovat mahdollisimman tarkasti tiedossa. Tämän jälkeen mallia aletaan sys-
temaattisesti parantamaan, joka tarkoittaa Ĥ:n täydentämistä puuttuvilla termeillä. Esi-
merkkejä ovat HF-malli elektronikorrelaation häiriöteoreettiseen käsittelyyn ja isojen Ĥ:n
termien suhteen optimoitu elektroninen tila magneettisten vuorovaikutusten käsittelyyn.
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Tutkittua systeemiä kuvaava Hamilton Ĥ voidaan jakaa mallisysteemin Hamiltoniin Ĥ(0)

ja joko ajasta riippuviin tai riippumattomiin häiriöihin Ĥ(1), Ĥ(2), Ĥ(3), ..., siten että

Ĥ = Ĥ(0) + λĤ(1) + λ2Ĥ(2) + λ3Ĥ(3) + ..., (24)

jossa kertoimen λ tarkoitus on auttaa identifioimaan häiriön kertaluku. Tässä on oletet-
tu, että mallisysteemi poikkeaa todellisesta systeemistä vain vähän. Usein sarja katkais-
taan jonkin kertaluvun kohdalta. Saatu approksimaatio on sitä tarkempi, mitä enemmän
termejä voidaan laskennallisten kustannuksien rajoissa sisällyttää. Häiriöteoria sopii erin-
omaisesti heikkojen ulkoisten sähkö- ja magneettikenttien vaikutuksen käsittelyyn.

3.3 Kantajoukot

Ennen elektronikorrelaatiomenetelmiin tutusmista on syytä mainita kantajoukkojen mer-
kitys systeemin aaltofunktiota valittaessa. Monielektronisten atomien orbitaalit noudat-
tavat pitkälti vedynkaltaisten atomien (ainoa atomiryhmä, jolle Schrödingerin yhtälö voi-
daan analyyttisesti ratkaista) orbitaalien muotoja, mutta molekyyleissä ytimet ja atomien
suhteelliset sijainnit määräävät elektronirakenteen muodon. LCAO (linear combination of
atomic orbitals) on menetelmä kuvata molekyyliorbitaaleja φ yksinkertaisempien atomior-
bitaalien χ lineaarikombinaatioina [27]. Voidaan siis kirjoittaa

φ =
∑
r

crχr, (25)

jossa cr on kunkin atomiorbitaalin painotuskerroin. Käytetyt atomiorbitaalit muodosta-
vat kantajoukon. Näin rakennettu aaltofunktio ei siis ole monen hiukkasen systeemille
eksakti. Kantajoukkojen avulla voidaan siirtyä funktioiden φ optimoinnista kertoimien c
optimointiin. Schrödingerin yhtälö muuttuu siis differentiaaliyhtälöstä matriisiyhtälöksi,
joiden ratkaisemiseen on etenkin laskennallisesti monia tehokkaita menetelmiä.

Elektronirakennelaskuissa täydellistä kantajoukkoa tulisi periaatteessa käyttää spi-
norbitaaleja kuvatessa, ja äärettömän monen kantafunktion käyttäminen antaisi vari-
aatioperiaatteen mukaisen energian. Tätä energiaa kutsutaan HF -rajaksi. Tämä ei ole
yhtäsuuri kuin todellisen perustilan energia, koska HF sisältää elektronikorrelaation vain
keskimääräisesti. Käytännössä kantafunktioiden määrä on kuitenkin äärellinen. Tästä
epätäydellisyydestä syntyy aina systemaattinen virhe perustilaa kuvattaessa. Tämän eron
suuruus on HF-rajan ja lasketun energian erotus. Optimaaliset kertoimet cr voidaan löytää
variaatioperiaatetta soveltamalla. Kantajoukkojen järkevä valinta on siis hyvin tärkeää,
ettei virhe kasva liian suureksi, mutta toisaalta, että laskennalliset kustannukset pysyvät
pieninä [27]. Molekyyliorbitaalimenetelmän vaatima laskennallinen työ kasvaa tyypillisesti
käytetyn kantajoukon kantafunktioiden lukumäärän jonkin potenssin mukaan.

Kantafunktioiksi valitaan yleensä reaalisia funktioita. Yksi mahdollinen valinta ovat
Slaterin orbitaalit (Slater type orbitals = STOs). Ne rakennetaan käytännössä eksponent-
tifunktion ja palloharmonisen funktion tulona, joiden eksponenttien arvot valitaan tietty-
jen valintasääntöjen ja taulukkojen avulla (moderneissa numeerisissa töissä eksponentit ζ
optimoidaan esim. atomilaskuja käyttäen). Ne ovat muotoa

χ(r, θ, φ) = NraeζrY (θ, φ), (26)
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jossa N on normituskerroin, a ja ζ ovat valintasääntöjen mukaiset eksponentit ja Y on
palloharmoninen funktio, joka on sama kuin analyyttisissä vedynkaltaisten atomien rat-
kaisuissa. Parhaat eksponenttien arvot saadaan sovittamalla STO-funktiot numeerisesti
tuotettuihin atomiorbitaaleihin.

Toinen mahdollinen valinta ovat Gaussin orbitaalit (Gaussian-type orbitals, GTOs),
joiden kehittämisellä on ollut suuri vaikutus ab initio -laskujen vaatiman laskennallisen
työn keventämisessä. Karteesisessa koordinaatistossa ne ovat muotoa

χijk(r1 − rc) = N(x1 − xc)i(y1 − yc)j(z1 − zc)ke−α|r1−rc|2 , (27)

jossa N on normituskerroin, (xc, yc, zc) ovat Gaussin funktion keskikohdan koordinaatit
pisteessä rc; (x1, y1, z1) ovat elektronin koordinaatit pisteessä r1; i, j, ja k ovat epänegatiivi-
sia kokonaislukuja ja α on positiivinen eksponentti. Kun i = j = k = 0, niin Gaussin
funktio kuvaa s-orbitaalia. Näiden funktioiden lineaarikombinaatioita voidaan käyttää
kuvaamaan eri molekyyliorbitaaleja.

GTO-kantajoukon suurin etu on, että kahden Gaussin funktion tulo eri keskikohdilla
on yhtäsuuri kuin yksi Gaussin funktio jonka keskikohta on näiden kahden keskikohtien
välissä. Tämä helpottaa laskentaa huomattavasti, koska kolmen tai neljän keskikohdan
integraaleista päästään kahden keskikohdan integraaleihin. Ongelmana on kuitenkin 1s-
vetyatomiorbitaalin, eli eksponenttifunktion, kärkipiste (nuclear cusp) pistemäisenä ku-
vatun ytimen kohdalla. STO-funktioilla on myös tämä kärkipiste ytimen kohdalla, mutta
GTO-funktioilla ei. Tämän ongelman helpottamiseksi useita GTO-funktioita yhdistetään
ns. kontraktoiduksi GTO:ksi.

On useita tapoja rakentaa tällainen kontraktoitu GTO. Yksi tapa on tehdä pienimmän
neliösumman sovitus K:sta Gaussin funktiosta STO-kantajoukkoon, joka on optimoitu
jollain variaatiomenetelmällä. Yksi suosittu valinta on K = 3, jolloin saaduista kontrak-
toiduista Gaussin funktioista käytetään merkintää STO-3G [27].

3.4 Tiheysfunktionaaliteoria

Tiheysfunktionaaliteorian mukaan monielektronisysteemin energia määräytyy täysin elekt-
ronien todennäköisyystiheyden mukaan [28, 29]. Tämä on kvanttikemistien keskuudessa
suosittu menetelmä, koska N elektronin systeemiä voidaan kuvata 3N -ulotteisen aalto-
funktion sijaan 3-ulotteisen elektronitiheysfunktionaalin avulla, jolloin laskennalliset kus-
tannukset vähenevät huomattavasti. Jos pisteessä r elektronitiheys on ρ(r), niin systeemin
energia on tämän tiheysfunktion funktionaali E[ρ(r)]. Jokaista pistettä vastaa yksi elekt-
ronitiheysfunktio, ja näistä kaikista pisteistä muodostuva funktionaali vastaa energian
arvoa.

3.4.1 Kohnin ja Shamin menetelmä

Tiheysfunktionaaliteoriassa käsitellään systeemejä, joissa aaltofunktio rakennetaan saman
tapaisilla yhden elektronin orbitaaleilla kuin Hartree-Fock -teoriassa. Perustilan energia
N elektronin ja M ytimen systeemille voidaan kirjoittaa
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E[ρ] = − h̄2

2me

N∑
i=1

∫
ψ?i (r1)∇2

1ψi(r1) dr1 −
e2

4πε0

M∑
I=1

∫
ZI
rI1

ρ(r1) dr1

+
e2

8πε0

∫
ρ(r1)ρ(r2)

r12

dr1dr2 + EXC [ρ],

(28)

jossa yhden elektronin orbitaalit ψi (i = 1, 2, ..., N) ovat ns. Kohn-Sham (KS)-orbitaaleja.
Kolme termiä kuvaavat jälleen elektronien liike-energiaa, sähköistä attraktiota ja sähköistä
repulsiota. Perustilan eksakti elektronitodennäköisyystiheys on

ρ(r) =
N∑
i=1

|ψi(r)|2, (29)

jossa summa käy yli kaikkien miehitettyjen KS-orbitaalien; ρ tiedetään kun nämä orbitaa-
lit saadaan laskettua. KS-orbitaalit löydetään soveltamalla variaatioperiaatetta yhtälöön
(28), jolloin päästään ns. Kohn-Sham -yhtälöihin, jotka muistuttavat yhden elektronin
Schrödingerin yhtälöitä.

Ongelmana on, että DFT ei suoraan kerro elektronien välisen energian EXC (vaihto-
korrelaatiofunktionaalin) tarkkaa muotoa, vaan ainoastaan sen, että tällainen on olemassa.
Tätä varten on kehitetty useita erilaisia approksimaatioita, jotka voivat sisältää empiiri-
siä korjauksia, ja yhä tarkempien funktionaalien löytäminen on vieläkin aktiivinen tut-
kimuksen kohde. Yksi menetelmä on LDA (Local Density Approximation). Siinä vaihto-
korrelaatiofunktionaali kirjoitetaan

EXC =

∫
ρ(r)εXC [ρ(r)]dr, (30)

jossa εXC [ρ(r)] on vaihto-korrelaatioenergia yhtä elektronia kohden homogeenisessa elekt-
ronikaasussa, jonka elektronitiheys pysyy vakiona. LDA:n laajennus on LSDA (Local Spin-
Density Approximation), joka ottaa huomioon erot eri spin-tiloissa olevien hiukkasten
tiheyksissä. Näiden molempien heikkoutena on elektronitiheyden olettaminen vakioksi.
Tätä varten on kehitetty useita erilaisia gradienttikorjattuja funktionaaleja. Yleisesti gra-
dienttikorjattua LDA:ta (tai LSDA:ta) kutsutaan GGA:ksi (Generalized Gradient Ap-
proximation), joka ottaa elektronitiheyden epähomogeenisuuden huomioon ρ(r):n gra-
dientin muodossa. Yksi suositussa käytössä oleva vaihto-korrelaatiofunktionaali on BLYP
(Becke, Lee, Yang, Parr) [30, 31].

Edellisten lisäksi ns. hybridifunktionaalit käyttävät HF-korjauksia DFT-lähtöisten las-
kujen yhteydessä. Esimerkkinä tästä on todella suosittu B3LYP-funktionaali. Siinä elekt-
ronien välinen (vaihto-) energia yhdistetään HF-teoriasta saadun eksaktin vaihtoenergian
kanssa.

HF ja DFT eroavat siis periaatteellisesti toisistaan; ab initio -laskuissa Ĥ on vakio ja
Ψ:ta parannetaan systemaattisesti, kun taas DFT:ssä Ψ on vakio ja Ĥ:ta parannetaan.

3.5 Laskennallinen NMR

Luvussa 1 puhuttiin ytimen kemiallisen ympäristön vaikutuksesta sen kohdalla vaikutta-
vaan magneettikenttään B. Kvanttimekaanisesti ympäristön vaikutusta ja NMR-spektrin
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pääpiirteitä voidaan selittää kirjoittamalla efektiivinen NMR-spinhamiltoni [32], joka on
M ytimen systeemille yleensä muotoa

ĤS(NMR) = −
M∑
K=1

h̄γKB0 · (1−σK) ·IK +
h̄2

2

M∑
K=1

M∑
L=1
L 6=K

γKγLIK · (DKL+JKL) ·IL, (31)

jossa h̄γK tulee magneettisen dipolimomentin määritelmästä (4), 1 on yksikkötensori,
σC on ytimen varjostustensori, sekä DKL ja JKL ovat suora dipolivuorovaikutus- ja
spin-spin -kytkentätensori ydinten K ja L välillä. Spinhamiltoni kirjoitetaan usein taa-
juusyksikössä E/h. Tätä ei tule sekoittaa todelliseen kvanttimekaaniseen Hamiltonin ope-
raattoriin. Efektiivinen hamiltoni on koottu parametrisoiduista matriiseista, jotka sopivat
kokeellisiin tuloksiin.

Hamiltonista on useita tapoja päästä varjostuksen arvoihin. Yksi tapa on käyttää
Biot-Savartin lakia. Ytimen kohdalla vaikuttava magneettikenttä B on summa ulkoisesta
magneettikentästä B0 ja varjostuksen takia indusoituneesta magneettikentästä Bind

B = B0 +Bind. (32)

Kun oletetaan että ulkoinen magneettikenttä on homogeeninen, voidaan indusoitunut
magneettikenttä pisteessä s laskea Biot-Savartin lailla

Bind = −µ0

4π

∫
j(r)× (r − s)

|r − s|3
dr, (33)

jossa j(r) on virtatiheys pisteessä r. Kun tämä virtatiheys on saatu laskettua, voidaan
varjostus määrittää yhtälöllä

Bind(s) = −σ(s) ·B0. (34)

Virtatiheyden määrittämiseen voidaan käyttää esimerkiksi HF-laskuja tai DFT:tä. Aal-
tofunktio voidaan optimoida B0 :sta riippuvien termien läsnäollessa ja laskea varjostus
saadun energian numeerisena derivaattana (ns. äärellinen häiriöteoria).

Toinen, paljon yleisempi tapa on kehittää systeemin kokonaisenergia häiriöteorian
avulla Taylorin sarjaksi, ja verrata näitä energian derivaattoja efektiiviseen Hamilto-
niin. Oleellistä tässä on, että aaltofunktiota ei ole optimoitu B0 :sta riippuvien termien
läsnäollessa, vaan nämä termit muodostavat (24) mukaiset häiriöhamiltonit. Tämä on
perusteltua, sillä magneettikentän ja magneettisten momenttien aiheuttamia ”häiriöitä”
voidaan pitää pieninä.

3.6 Molekyylidynamiikan simulaatiot

Elektronirakennelaskujen lisäksi toinen tapa tutkia molekyylisysteemeitä on molekyylidy-
namiikan simulointi. MD-simulaatiot tulevat tärkeiksi, kun molekyylien liikkeet toistensa
suhteen (tai molekyylien sisäinen liike, esim. konformaatiomuutokset) ovat tärkeitä tut-
kittavan ilmiön kannalta. Näin on esimerkiksi nestemäisiä systeemejä mallintaessa.

MD-simulaatioilla tutkitaan molekyylien ja atomien välisiä vuorovaikutuksia. Empiiri-
sesti parametrisoitujen voimakenttien tapauksessa molekyylien varsinaisesta elektronira-
kenteesta luovutaan, ja molekyylien liikeradat ratkaistaan efektiivisten voimien pohjalta
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numeerisesti Newtonin liikeyhtälöistä. On olemassa myös ns. first principles -MD:tä, jos-
sa systeemille lasketaan kussakin systeemin atomien hetkellisessä paikassa approksima-
tiivinen elektroniverho, josta puolestaan ytimiin vaikuttavat voimat. MD-simulaatioita
sovelletaan paljon laskennallisen fysiikan ja kemian ongelmia ratkaistaessa.

Simulaatiot vaativat aina jonkinlaisen lähtöasetelman, eli reunaehdot. Nämä voivat
olla esimerkiksi vakiona pidettävä paine P ja/tai lämpötila T , ja systeemin koko. Mole-
kyylimekaniikassa optimoidaan systeemin geometria. Tällöin käytetyn voimakentän mu-
kainen energia minimoidaan, jolloin tuloksena saadaan systeemin minimienergian arvo
ja sen mukaiset atomiset koordinaatit. Molekyylidynamiikassa tuotetaan aikajärjestetty
sarja rakenteita, jotka ovat mahdollisia käytetyillä reunaehdoilla. Ei siis minimoida voima-
kentän antamaa energiaa, vaan liikutetaan atomeja voimien mukaisesti, jolloin tuloksena
saadaan atomien radat.

MD-simulaation alussa molekyyleille annetaan tietyt alkuarvot, esimerkiksi nopeudet,
ja pienten aika-askeleiden välein (luokkaa 10−14 s tai lyhyempiä) atomien uudet sijainnit
lasketaan. Iteraatioita jatketaan simulaatioajassa niin kauan kuin systeemin halutaan ke-
hittyvän. Kun haluttu simulaatioaika on saavutettu, systeemille voidaan aikakeskiarvojen
ja aikakorrelaatiofunktioiden perusteella laskea eri suureita.

MD-simulaatioiden lisäksi molekyylisysteemien liikkeisiin liittyviä ongelmia ratkais-
taessa on usein käytössä myös Monte Carlo -menetelmä. Se sopii tehokkaaseen konfor-
maatioiden tutkimiseen silloin, kun ei olla kiinnostuneita eksplisiittisesti aikariippuvista
asioista, vaan vain näistä mahdollisista konformaatioista ja molekyyliominaisuuksien kes-
kiarvoista niiden yli.

4 Laskennalliset tutkimukset

Laskennallisteoreettisten tutkimusten avulla pyritään mallintamaan ja ymmärtämään tut-
kittavaa systeemiä, usein ilman kokeellista tietoa. Laskennalliset tutkimukset antavat kva-
litatiivista ja kvantitatiivista tietoa systeemistä, ja luovat usein lähtökohdan kokeellisille
tutkimuksille. Laskennallinen tutkimus tukee kokeellista tutkimusta, ja päinvastoin. On-
nistunut kokeellinen tulos vahvistaa teoreettista mallia, jonka pohjalta voidaan laskennal-
lisesti tuottaa ennusteita uusia, tarkempia kokeita varten.

Tutkimuksia, joissa ksenonbiosensorille on laskennallisesti määritetty NMR-parametre-
ja ei ole monta, koska aihe on melko uusi [3, 16, 18, 33–37]. Ksenonbiosensorisovelluksessa
lopullinen liuotinympäristö on biokemiallinen tai muuten kemiallisesti aktiivinen. Tämän
takia kokeet tulee lopulta suorittaa elävässä kudoksessa (in vivo) tai muuten sovelluk-
sen kannalta realistisessa ympäristössä. Ennen kuin tällaisia kokeita voidaan toteuttaa,
täytyy teoreettinen (in silico) ja laboratorio-olosuhteissa saavutettu kokeellinen (in vit-
ro) ymmärrys olla hyvällä pohjalla. Tämän takia laskennalliset tutkimukset ovat erityisen
tärkeitä, koska ne antavat tietoa systeemin käyttäytymisestä ilman varsinaisia kokeita.

4.1 Ksenonin elektroniverhon varjostus ja kemiallinen siirtymä

Ensimmäisessä ksenonbiosensoreita koskevassa laskennallisessa tutkimuksessa Sears ja Ja-
meson [16] pyrkivät laskennallisesti selvittämään erityisesti kemiallisen siirtymän riippu-
vuutta häkin koosta, häkin atomien isotooppien vaihdosta ja lämpötilasta. Artikkelis-
sa pyrittiin saamaan kvanttimekaaninen selitys ksenonin varjostukselle yksinkertaisissa



Xe NMR-biosensorien laskennalliset tutkimukset 23

häkeissä, ja statistisen fysiikan keinoin selvittämään ksenonin mahdollisia konfiguraatioita
häkin sisällä. Tuolloin (2003) ei vielä ollut mahdollista tutkia häkkiä, jossa on pitkä funk-
tionaalinen ryhmä kiinni. Kuitenkin kokeellista dataa, johon nojata, oli tuolloin jo olemas-
sa. Ksenonin varjostuksen laskemiseksi kryptofaani-A -häkin eri osissa käytettiin puolikas-
ta häkkiä kerrallaan. Oletuksena oli, että puolihäkin kontribuutiot ksenonin varjostukseen
voidaan lopulta summata yhteen. Kaikissa laskuissa sisällytettiin 1/3-häkin linkkeriryh-
mille saatu gauche-konformaatio (luku 4.3). Koko systeemille 1014 ja 240 kantafunktion
välillä oli vain 0,01 ppm ero, joten he päättivät käyttää 240 kantafunktiota. Aiemmassa
työssään [38], elektronikorrelaation approksimoinnista (DFT) ja relativistiikan puuttumi-
sesta (HF) aiheutuvien virheiden takia, tutkijat saivat HF:n, DFT:n ja kokeellisten tulos-
ten välille ksenonin varjostuksen arvoille tulokseksi σexp ≈ 1,16σHF ≈ 0,85σDFT/B3LYP. He
päättivät käyttää DFT:tä pitäen mielessä, että arvot ovat hieman yliarvioituja.

Ksenonin varjostuksen arvoja vertailtiin DFT:llä ja HF:llä tuoden ksenonia kohti puo-
lihäkin eri yksikköjä. Kuvassa 8 ksenonia on tuotu kohti puolihäkin aromaattista ren-
gasta. Isotrooppisen varjostusvakion arvoa varten parametrisoitiin elektroniverholaskuja
käyttäen ns. NMR-voimakenttä, eli yksittäisen häkin atomien kontribuutio ksenonin var-
jostusvakioon, ksenonin ja kyseessä olevan häkkiatomin etäisyyden funktiona. Näiden ns.
Xe-site-funktioiden avulla saadaan ksenonille isotrooppinen varjostusvakion arvo σISO(r)
mielivaltaisessa paikassa häkin sisällä. Kemiallisen siirtymän keskiarvoa ja sen riippuvuut-
ta häkin koosta, isotooppien vaihdosta ja lämpötilasta selvitettiin Monte-Carlo -simulaati-
oilla. Suhteellinen kemiallinen siirtymä kryptofaani-A ja kryptofaani-E -häkkien välillä
vastasi todella hyvin kokeita. Kun otetaan huomioon, että DFT yliarvioi tulokset, niin
myös lasketut absoluuttiset kemiallisen siirtymän arvot vastasivat hyvin kokeita. Samo-
jen site-funktioiden avulla ksenonin kemiallinen siirtymä pystyttiin laskemaan lämpötilan
funktiona. Huomattiin, että kun lämpötila kasvaa, niin myös kemiallinen siirtymä kasvaa.
Tämä johtuu ksenonin suuremmasta todennäköisyydestä olla kaviteetin seinän ja siten
häkin atomien läheisyydessä. Tämä lämpötilariippuvuus näyttäisi olevan lineaarista. Las-
kujen avulla saatu kulmakerroin oli kuitenkin hieman pienempi kuin kokeellinen.

Jameson, Sears ja Murad [36] tutkivat häkkirakenteeseen suljetun ksenonin kemiallista
siirtymää yhdessätoista eri liuoksessa. Tämä on ensimmäinen tutkimus, jossa liuoksen vai-
kutus otettiin huomioon. Menetelmät ksenonin varjostusta varten eri häkkien kaviteeteissa
olivat samoja kuin artikkelissa [16] (Xe-site funktiot ja oletus, että puolihäkkien kontribuu-
tiot ksenonin varjostukseen voidaan summata). Myös tässä eri konfiguraatioiden keskiar-
voistus tehtiin MD-simulaatioiden avulla. Artikkelissa onnistuttiin laskennallisesti tuotta-
maan oikea käyttäytyminen ksenonin kemiallisen siirtymän lämpötilariippuvuudelle. Tut-
kijat ennustivat myös kemiallisen siirtymän eron mallinnetuissa liuottimissa alkaaneiden
ja niiden perfluorattujen vastinten välillä. Käytetyt menetelmät tuottivat systemaattisia
trendejä, jotka vastaavat kokeellisia tuloksia näissä eri liuoksissa. Tutkijat näyttivät, että
korrelaatiot ksenonin kemiallisen siirtymän ja ksenonin sekä liuottimen välisen dispersio-
energian (tai muun suureen, joka liittyy sähköiseen polarisaatioon tai dispersioenergiaan)
välillä ovat harhaanjohtavia. Ksenonin varjostus ei siis olennaisesti johdu liuottimen ai-
heuttamista dispersiovoimista tai sähköisestä polarisaatiosta. Vesiliuoksessa lasketut tu-
lokset ovat erinomaisessa sopusoinnussa kokeiden kanssa.

Artikkelissa [37] Dubost ja työtoverit tutkivat ksenonin kemiallista siirtymää H2O2-
liuoksessa (vetyperoksidi) kvanttikemiallisin menetelmin. Työssä oltiin kiinnostuneita häk-
kirakenteen konformaation muutoksien vaikutuksesta ksenonin kemialliseen siirtymään.
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Kuva 8: Ksenonin varjostuksen arvoja etäisyyden funktiona lähestyttäessä kryptofaani-
A-puolihäkin aromaattista rengasta. Vertailussa DFT/B3LYP-funktionaali ja HF [16].

Tekijät halusivat valita reaktion, joka aiheuttaa kryptofaani-isännässä konformaation muu-
toksia pientä reaktanttia käyttämällä. Tästä syystä valittiin vetyperoksidi. Isäntärakentee-
na oli käytössä kryptofaani-111, koska sillä on suuri affiniteetti ksenonille, pienet muu-
toksen sen aromaattisissa renkaissa vaikuttavat suuresti ksenonin kemialliseen siirtymään
ja pienimpänä kryptofaanina sen kvanttikemiallinen käsittely on suurempia häkkejä suo-
raviivaisempaa. Häkin geometria optimoitiin DFT/B97-D -funktionaalilla, jonka disper-
siotermi oli empiirisesti saatu. H, B, C, N, ja O -atomeille oli käytössä def2-TZVP-
kantajoukko ja ksenonille relativistiikan sisältävä (small-core energy-consistent effective
core potential) kantajoukko. Ksenonin ja häkin väliset vuorovaikutukset jaettiin kompo-
nentteihin (EDA = energy decomposition analysis). Tämä käsiteltiin toisen kertaluvun
Møller-Plesset häiriöteorialla (MP2). Ksenonin GIAO:n mukainen varjostustensori lasket-
tiin DFT/PBE0 -funktionaalilla ja STO-kantajoukolla. Relativistiikka huomioitiin ZO-
RA -menetelmällä. Huomattiin, että ksenonin sitoutumisenergia häkkiin on -9,4 ja -12,4
kcal/mol−1 välillä. Attraktiivisista vuorovaikutuksista dispersiotermin kontribuutio oli n.
60% ja elektrostaattisen termin kontribuutio n. 25%. Nämä kaksi termiä siis dominoi-
vat isäntä-vierasvuorovaikutuksia. Fenyylirenkaan ja ksenonin välisen vuorovaikutuksen
huomattiin olevan hallitseva. Kryptofaani siis pyrkii kemiallisen ympäristön muutoksiin
adaptoituessaan minimoimaan tämän vuorovaikutuksen. Saadut kemiallisen siirtymän ar-
vot kryptofaanin eri konformaatioille olivat todella hyvässä sopusoinnussa kokeellisten
tulosten kanssa. Kemiallista siirtymää tutkittiin enemmän jakamalla varjostustensori pa-
ramagneettiseen ja diamagneettiseen osaan. Huomattiin, että varjostustensorin vaihtelu
johtuu lähes täysin paramagneettisesta kontribuutiosta. Ensimmäistä kertaa tutkimuk-
sessa pystyttiin identifioimaan ksenonin ja isännän välisen vuorovaikutuksen kaikki kom-
ponentit.
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4.2 Ksenonin affiniteetti

Demissie, Ruud ja Hansen [34] tutkivat kymmenen tunnetun ja muutaman uuden krypto-
faanin heikkoja vuorovaikutuksia ja niihin liittyviä energioita ksenonin kanssa, sekä kse-
nonin affiniteettia näille häkeille. Tarkoituksena oli vertailla useita eri DFT-funktionaaleja
näitä vuorovaikutuksia kuvatessa. Vertailuarvona olivat spin-komponenttiskaalatusta toi-
sen kertaluvun Møller-Plesset häiriöteoriasta (SCS-MP2) saadut tulokset. Tutkimukses-
sa pyrittiin myös ennustamaan joitain potentiaalisia isäntärakenteita ksenonille ja tut-
kimaan isännän rakenteen vaikutusta ksenonin kemialliseen siirtymään. Artikkelissa esi-
tettiin eri menetelmien vahvuuksia ja heikkouksia. Tulokset osoittivat, kuinka tärkeitä
DFT-funktionaalien dispersiokorjaukset ovat näitä vuorovaikutusenergioita tutkittaessa.
Puhtaalla DFT/B3LYP:llä saatuja tuloksia tulisi artikkelin mukaan käyttää varoen, kun
kyseessä on molekyylisysteemi, jossa vuorovaikutukset ovat heikkoja. Tutkijat suositteli-
vat M06-L ja ωB97X-D -funktionaaleja kyseisiä systeemejä tutkiessa.

Gao ja työtoverit [35] tutkivat ksenonin affiniteettia kuudessa eri veteen liukenevassa
kryptofaanissa. Tähän käytettiin molekyylidynamiikan simulaatioita ja vapaan energian
häiriöteoriaa (free energy perturbation theory). Simulaatiot antoivat tietoa affiniteetin
riippuvuudesta häkin konformaation muutoksista, liuottimen vaikutuksesta ja liuennei-
den vastaionien roolista, jotka voivat sitoutua joihinkin häkkeihin kelaatiolla. Tutkimuk-
sessa huomattiin, että kaviteettiin ajautuneilla ylimääräisillä vesimolekyyleillä on vaiku-
tusta ksenonin sitoutumisvakioon. Kaviteetissa olevien vesimolekyylien määrällä on myös
suuri vaikutus ksenonin sitoutumiseen liittyvään vapaaseen energiaan. MD-simulaatioissa
vakioina pidettiin hiukkasluku, paine ja lämpötila (NPT ). Vapaan energian lisäksi si-
mulaatioiden avulla saatiin tietoa kryptofaanin konformaatioista ja sen lähiympäristöstä.
Vaikka kryptofaanin kaviteetti on hydrofobinen, se pystyy sisältämään vesimolekyylejä.
Ksenonin sitoutuessa noin 20 vesimolekyyliä vapautuu vapaan ksenonin välittömästä
läheisyydestä, niin sanotusta ensimmäisestä liuotinkuoresta (r < 5-6 Å ksenonatomis-
ta), kauemmaksi liuottimeen. Sen lisäksi häkin sisällä olevat vesimolekyylit vapautuvat
liuottimeen. Suurempi kryptofaani sisällyttää enemmän vesimolekyylejä, jotka ksenon si-
toutuessaan vapauttaa. Liuoksessa vesimolekyylit usein jätetään huomioimatta, mutta
tässä tutkimuksessa näytettiin, että vesimolekyyleillä on merkittävä rooli ksenonin affi-
niteetin kannalta. Ksenonin sitoutumiseen liittyvällä vapaalla energialla ja kaviteetin ve-
simolekyylien määrällä näyttäisi olevan lineaarinen riippuvuus. Vesimolekyylien määrän
keskiarvo kaviteetissa oli eri kryptofaaneille: 0,50 TTEC:lle, 0,92 TAAC:lle, 1,01 TTPC:lle,
1,63 m2n2:lle, 2,23 m2n3:lle ja 2,73 m3n3:lle. Tämä järjestys oli myös laskevan ksenonin
affiniteetin mukainen. Mitä suurempi kryptofaani on, sitä enemmän vesimolekyylejä kse-
nonilla on syrjäytettävänä sen sitoutuessa. Saadut tulokset olivat hyvässä sopusoinnussa
kokeista saatujen tuloksien kanssa. Tässä esitettyjä menetelmiä voisi siis käyttää sopivaa
kryptofaania etsiessä.

4.3 Häkin geometria

Kryptofaani-A:n CTV-kulhoja yhdistävien linkkeriyksiköiden konformaatioille pyrittiin
löytämään optimigeometria artikkelissa [16]. Lähtökohtana käytettiin kokeista saatua ki-
derakennetta. Vain 1/3 häkistä pystyttiin tuolloin optimoimaan kerrallaan. Tätä var-
ten käytettiin DFT/B3LYP -funktionaalia. 1/3-häkin linkkeriyksiköt päätyvät gauche-
konformaatioon. Se säilyttää tämän konformaation, kun käytettyä STO-3G -kantajoukkoa
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kasvatetaan niin suureksi, että se sopii varjostuslaskuihin. Saatu tulos on täydessä so-
pusoinnussa kokeiden kanssa. Samalla menetelmällä häkin osat tuotiin yhteen, ja OCH3-
ryhmille etsittiin optimiasennot. Saatu häkin geometria kuuluu symmetriaryhmään D3.
Samat laskut tehtiin myös kryptofaani-E:lle. Huomattiin, että kryptofaani-E on isompi
kuin kryptofaani-A. Optimigeometriaa pyrittiin samassa artikkelissa selvittämään myös
molekyylidynamiikan simulaatioilla. Liuottimena käytettiin 120 (CHCl2)2:sta 20970 Å3

laatikossa. Viisi luotinmolekyyliä korvattiin kryptofaani-A:lla (vieraana CHCl3), jonka
jälkeen nesteen annettiin relaksoitua. Simulaatioita tehtiin 100 K, 200 K ja 300 K lämpöti-
loissa 2 fs aika-askeleilla antaen systeemin kehittyä 5-10 ps:n ajan. Sama simulaatio tehtiin
myös kryptofaani-E:lle. Saatu optimigeometria oli hyvässä sopusoinnussa kvanttimekaa-
nisten laskujen kanssa.

4.4 Häkkiin lisättyjen yksiköiden vaikutus

Bagno ja Saielli [18] tutkivat vesiliukoisuutta edistävien metallisten MCp (M on Ru, Fe
tai Os) -ligandien vaikutusta yhteen suurimman affiniteetin omaavaan kryptofaanipohjai-
seen isäntärakenteeseen [39, 40]. Mielenkiintoista tässä kompleksissa on se, että yksiköt
pienentävät ksenonin varjostusta huomattavasti. Klassisesti ajateltuna positiivisesti vara-
tut yksiköt viittaisivat varjostuksen pienenemiseen, koska ne vetävät ksenonilta elektro-
neja puoleensa. Tiedetään kuitenkin, että raskaiden ydinten kemialliset siirtymät voivat
käyttäytyä hyvin epäintuitiivisesti. Relativistisilla ilmiöillä, kuten spin-ratakytkennällä
on suuri vaikutus. MCp-yksikköjen vaikutusta ksenonin kemialliseen siirtymään tutkit-
tiin ZORA-DFT:llä. Huomattiin, että ksenonin kemiallisen siirtymän suhteellinen vaih-
telu ∆δ metalloidun ja metalloimattoman kryptofaanin välillä kasvaa, kun relativistiikka
otetaan huomioon. Relativistisen efektin lisäksi metallin valinta on merkittävä. Metallin
vaikutus ∆δ:aan on kaksiosainen: täysin relativistinen kontribuutio ja klassinen elektro-
ninen (induktiivinen) kontribuutio liittyen metallin varaukseen. Huomattiin, että MCp-
yksikköjen vaikutus ei synny niiden nettovarauksen takia, vaan se tapahtuu kvanttimekaa-
nisten orbitaalivuorovaikutusten kautta. Artikkelissa näytettiin, että relativistisia ZORA
DFT -menetelmiä voidaan hyvin soveltaa tutkittaessa ei-kovalenttisten vuorovaikutuksien
vaikutusta ksenonin kemialliseen siirtymään.

Kryptofaanihäkin vetyjen korvaamista deuteriumilla kokeiltiin myös artikkelissa [16].
Molekyylidynamiikan simulaatioiden avulla huomattiin, että kemiallinen siirtymä kokee
muutoksia, koska vetyjen dynamiikka muuttuu. Raskaampi deuterium pyyhkäisee väräh-
dellessään pienemmän alueen, jolloin ksenon pääsee lähemmäs häkkiatomeja. Nämä si-
mulaatiot olivat kuitenkin täysin klassisia. Isotoopin vaihdon vaikutusta matkittiin yk-
sinkertaisesti käyttämällä Monte Carlo -simulaatioissa 0,07 Å lyhyempää keskimääräistä
etäisyyttä ksenonin ja deuteriumin välillä verrattuna ksenonin ja vedyn väliseen kes-
kimääräiseen etäisyyteen.

4.5 Kemiallinen ympäristö

Artikkelissa [18] tutkittiin relativistisella ZORA-DFT:llä liuoksen vaikutusta häkkiin si-
toutuneiden MCp-yksikköjen määrää muuttamalla. Kun yksiköitä on yksi tai kolme, niin
∆δ laskee ksenonille. Kun taas yksikköjä on kuusi, ∆δ nousee. Tätä tutkittiin tarkaste-
lemalla yksikköjen vaikutusta häkin geometriaan. Yhden tai kolmen yksikön tapauksessa
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häkin geometria ei juurikaan muutu (∆δ:n ero tulee elektronirakenteen muutoksista). Kaa-
sufaasissa kuuden yksikön tapauksessa metallien repulsion takia geometria muuttuu kui-
tenkin merkittävästi (kaviteetti kasvaa). Kun liuoksen vaikutus otetaan huomioon, häkin
kaviteetti näyttäisi kuitenkin kutistuvan. Tutkimuksessa siis osoitetaan, että liuoksen huo-
mioon ottaminen voi johtaa täysin eri tuloksiin kuin kaasufaasissa lasketut tulokset.

Myös artikkelissa [34] tutkittiin liuottimen vaikutusta ksenonin kemialliseen siirtymään
kvanttikemiallisella niin sanotulla kontinuumiliuosmallilla. He vertailivat kymmentä eri
kryptofaanihäkin perusrakennetta muuttamalla sekä CTV-kulhojen välisten sidosten, että
niiden reunoille sitoutuneiden yksiköiden lukumäärää ja laatua. Sidokset olivat joko alkyyli-
tai alkyylidioksisidoksia, ja reunoille sitoutuneet yksiköt olivat metoksi- tai metyyliryh-
miä. Huomattiin, että esimerkiksi kryptofaani-A:lla, liuottimen (H2O) vaikutus kemialli-
seen siirtymään on jopa 37%. Toinen merkittävä huomio oli, että vaikka yleensä ksenonin
kemiallisen siirtymän, yleisimmissä häkkirakenteissa, ajatellaan huoneenlämmössä olevan
n. 30-80 ppm, niin esimerkiksi rakenteissa, joissa sidokset koostuvat pelkästään hiiliato-
meista, on kemiallinen siirtymä jopa 189 ppm. Käytössä heillä oli B3LYP funktionaali,
SO-ZORA approksimaatio ja TZ2P kantajoukko. Tulosten vahvistamiseksi tutkijat laski-
vat kemiallisen siirtymän vety-ytimelle metaanissa, joka on kryptofaani-111:ssä. Tulokse-
na oli -5,2 ppm ja kokeista saatu tulos on -5,3 ppm, eli lasketut tulokset edustavat hyvin
ksenonin kemiallista siirtymää eri häkkirakenteissa.

Synteettiset menetelmät, joita käytetään kryptofaanien valmistamiseen, tuottavat usein
raseemisen, molempia enantiomeerejä (R ja L) sisältävän seoksen. Molekyylit, jotka ovat
toistensa enantiomeerejä, ovat toistensa peilikuvia. Ruiz ja työtoverit [33] tutkivat kiraa-
listen substituenttien vaikutusta ksenonin kemialliseen siirtymään kryptofaani-A-häkissä.
Akiraalisen substituentin ollessa kiinnityneenä häkkiin ksenonin NMR-signaali on yksi
isotrooppinen piikki, mutta kiraalisen ryhmän tapauksessa se jakautuu yhdeksi tai useam-
maksi dupletiksi, riippuen substituentin kiraalisten keskusten lukumäärästä. Tutkijat las-
kivat vasenkätiselle (L) kryptofaani-A:lle kemiallisen siirtymän arvoja, kun siihen vaikutti
joko oikea- tai vasenkätinen kiraalinen potentiaali, joka edusti häkissä kiinni olevaa oikea-
tai vasenkätistä (r tai l) substituenttia. Kiraalisessa potentiaalissa otettiin huomioon vain
substituentin Löwdinin mukainen varausjakauma, eikä elektroneja käsitelty eksplisiittises-
ti. Varausjakauman geometria oli siis oleellisessa roolissa. Lr ja Ll diastereomeeriparien
aiheuttamien varjostusten selville saaminen mahdollistaisi kemiallisten siirtymien arvo-
jen suhteellisen järjestyksen ennustamista liuoksessa, jossa on sekä Rl että Ll diastereo-
meerejä. Koska substituentilla itsellään on kaksi kiraalista keskusta, määrittivät tekijät
lopulta Lll, Lrl, Rll, ja Lrr -systeemien varjostusten arvoja, jotka taas sallivat kemialli-
sen siirtymän suhteellisen järjestyksen ennustamista liuoksessa, jossa on Llr, Rlr, Lll ja
Rll diastereomeerejä. Näiden laskennallisten menetelmien avulla Xe NMR-spektrin piikit
voitaisiin helposti nimetä käymättä läpi vaikeaa optisesti puhtaiden kryptofaanien syn-
teesiä. Tutkimuksessa oli käytössä DFT/B3LYP-funktionaali ja MD-simulaatiot ksenonin
kemialliselle siirtymälle häkissä. Ksenonin NMR-spektrin piikkien suhteellinen järjestys
onnistuttiin ennustamaan liuoksissa, joissa on näitä eri diastereomeereja. Eri kiraaliset
potentiaalit vaikuttivat ksenonin varjostukseen häkissä. Tutkimuksessa huomattiin, että
suurempi kemiallinen siirtymä vastaa samankätisiä diastereomeereja, ja pienempi kemial-
linen siirtymä erikätisiä diastereomeereja. Tutkijat huomasivat myös, että näissä systee-
meissä häkin keskustan ja substituentin kiraalisten keskusten välinen etäisyys ei ole mer-
kityksellinen. Saadut tulokset vastaavat hyvin kokeissa saatuja tuloksia.
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Léonce ja työtoverit tutkivat artikkelissa [3] ksenonin kemiallisen siirtymän riippu-
vuutta liuoksen pH:sta. Kahden lähes samanlaisen kryptofaanin kemiallisen siirtymän
pH-riippuvuus oli päinvastaista. Syytä tähän etsittiin tutkimalla sähkökentän gradient-
tia ksenonytimen kohdalla kun ksenon on häkissä. Tätä varten käytettiin relativistisia
DFT-laskuja. Häkin geometria optimoitiin DFT/B97-D -funktionaalilla, jonka dispersio-
termi oli empiirisesti saatu. Vuorovaikutukset jaettiin komponentteihin EDA:n avulla ja
laskut tehtiin ZORA-DFT/PBE0-D3 -funktionaalilla käyttäen täysin relativistista TZ2P-
kantajoukkoa. Huomattiin, että suurin kompleksia stabilisoiva vuorovaikutus on fenyyli-
renkaan ja ksenonin välinen vuorovaikutus (kuten myös artikkelissa [37]). Suuri kontri-
buutio oli myös elektrostaattisella vuorovaikutuksella ja Paulin repulsiolla. Lasketut mag-
neettiset parametrit olivat sopusoinnussa kokeiden kanssa. Tutkimuksessa saatiin hyvä
ymmärrys siitä, miksi nämä lähes samanlaiset kryptofaanit käyttäytyvät päinvastaisesti.

5 Yhteenveto

Ksenonbiosensorien laskennallinen tutkimus on vielä melko varhaisessa vaiheessa. Tutki-
muksia on vain vähän, ja ne keskittyvät lähinnä ksenon-isäntäkompleksien ominaisuuksiin,
liuotinympäristön vaikutukseen ja ksenonin varjostukseen sekä kemialliseen siirtymään eri
tilanteissa. Varhaisimman [16] ja uusimman [34] tutkimuksen välillä on n. 15 vuotta, jonka
aikana menetelmät ja laskennalliset rajoitukset ovat muuttuneet paljon, joten tutkimus-
ten vertailu voi olla vaikeaa. Esimerkiksi artikkelissa [34] tuodaan esille DFT/B3LYP-
funktionaalin heikkouksia ja korostetaan dispersiokorjausten merkitystä DFT-laskuissa
vierasmolekyylin tai -atomien affiniteetille. Näihin ei varhaisemmissa tutkimuksissa ote-
ta kantaa. Selkeitä yhteneväisyyksiä laskennallisesti löydetyillä ominaisuuksilla kuitenkin
on.

Pieni kaviteetti herättää pienemmän varjostuksen ksenonille. Tämä johtuu siitä, että
ksenon on lähempänä häkin atomeja. Myös isotooppivalinnoilla ja häkkiin funktionali-
soiduilla ryhmillä on vaikutusta kaviteetin kokoon ja täten varjostuksen arvoihin. Eten-
kin ryhmien vaikutus kaviteetin kokoon on oleellinen. Lämpötilariippuvuus on lineaaris-
ta. Kun lämpötila kasvaa, ksenonin todennäköisyys olla lähempänä häkkiatomeja kasvaa
ja ksenonin elektroniverhon varjostus pienenee, jolloin taas kemiallinen siirtymä kasvaa.
Häkin optimigeometriaa etsiessä röntgenkristallografiasta saatu kiderakenne on yleisesti
käytetty lähtökohta. Raskaiden ytimien tapauksessa relativistiikan huomioon ottaminen
voi johtaa täysin eri tuloksiin kuin epärelativistinen tarkastelu. Molekyylidynamiikan si-
mulaatiot sopivat parhaiten keskimääräisten suureiden tutkimiseen, esimerkiksi ksenonin
kemiallisen siirtymän arvoihin häkin eri osissa. Liuoksen huomioon ottaminen on hyvin
merkittävää. Nestefaasissa lasketut tulokset voivat poiketa täysin kaasufaasissa lasketuis-
ta tuloksista.
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