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ABSTRACT

X-rays are diffracted by the electron density of crystals. Thus, the correct ana-
lysis of a single crystal X-ray diffraction pattern can provide information about the
distribution of the electron density. How precise and accurate the information could
be is largely determined by the resolution of the data collected. The majority of X-ray
diffraction data is collected at and below the standard resolution, d  =0.84 A. Before
the development of pseudoatom databases, such resolution permitted to carry out
X-ray refinement only with the use of simple model of electron density called the
Independent Atom Model (IAM). In the IAM, individual atoms are represented
by the spherically averaged electron density distributions obtained by theoretical
methods for isolated atoms in the ground state. The IAM does not take into account
changes in the density distribution of individual atoms caused by such phenomena
as chemical bond formation, charge transfer, lone electron pairs, etc. Only the geo-
metrical information of the crystal structure is obtained from the IAM refinement.

A more physical model has been introduced in which an atom is represented
as a finite spherical harmonic expansion of the electron density around each atomic
center and is called a pseudoatom. Such definition allows the pseudoatom electron
density to be individually adjusted (by changing values of pseudoatom parameters)
to account for density departure from spherical and neutral model. However, to
refine pseudoatom parameters with experimental data subatomic resolution is requ-
ired.

It has been shown that the values of pseudoatom parameters are almost iden-
tical for atoms in similar chemical environments, i.e. atoms having similar local
topology of connecting chemical bonds. Therefore it was possible to build a data-
bank of different types of pseudoatoms and to use the bank to generate the Transfer-
able Aspherical Atom Model (TAAM) for any organic molecule, including proteins
and nucleic acids. There are three different pseudoatom databanks being developed:
ELMAM2, GID and UBDB. They differ by the source of pseudoatom parameters
and by the way how atom types are defined. Replacement of the IAM model by
the TAAM in the refinement procedure of standard diffraction data leads to more
accurate geometrical information and provide access to quantitative estimation of
the electron density distribution and properties derived from it (dipole moment,
electrostatic potential, etc.) for molecules in a crystalline environment.

The review summarizes the research on the verification and application of
pseudoatom databases.

Keywords: aspherical atomic scattering factors, electron density, X-ray diffraction
data, crystal structure

Stowa kluczowe: asferyczne atomowe czynniki rozpraszania, gestos¢ elektronowa,
rentgenowskie dane dyfrakcyjne, struktura krystaliczna
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parametry przemieszczenia atomoéw (ang. Atomic
Displacement Parameters)

austinowski model 1 - korekta tadunku zwigzana
z wigzaniem (ang. Austin Model 1 - Bond Charge
Correction)

punkt krytyczny wigzania (ang. Bond Critical Point)
eksperymentalna biblioteka modeli atoméw multipo-
lowych (ang. Experimental Library of Multipolar
Atoms Model)

dokladny potencjal, momenty multipolowe (ang.
Exact Potential, Multipole Moments)

uogolniona baza danych inwarioméw (ang. Genera-
lized Invariom Database)

wskaznik dopasowania (ang. Goodness of Fit)

model atomdéw niezaleznych (ang. Independent Atom
Model)

atom niezmienniczy (ang. INVARIant atOM)
molekularna powierzchnia potencjatu elektrostatycz-
nego (ang. Molecular Electrostatic Potential Surface)
mechanika kwantowa / mechanika molekularna (ang.
quantum-mechanics / molecular-mechanics)
kwantowa teoria atoméw w czasteczkach (ang. Quan-
tum Theory of Atoms In Molecules)

ograniczony [wiezami miekkimi], potencjal elektro-
statyczny (ang. Restrained, Electrostatic Potential)
teoria rachunku zaburzen o adaptowanej symetrii
(ang. Symmetry-Adapted Perturbation Theory)

model transferowalnych atoméw asferycznych (ang.
Transferable Aspherical Atom Model)

bank danych Uniwersytetu w Buffalo (ang. University
at Buffalo DataBank)
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WPROWADZENIE

Gestos¢ elektronowa czasteczek jest podstawowym czynnikiem okreslajagcym
ich wlasciwosci. Znajomo$¢ rozkladu gestosci elektronowej pozwala na wyzna-
czenie tréjwymiarowej struktury czasteczki (dtugosci wigzan chemicznych, katow
walencyjnych, konfiguracji absolutnej, itp.) oraz réznorakich wlasciwosci jedno-
elektronowych (momenty elektryczne, potencjal elektrostatyczny, energia oddzia-
tywania elektrostatycznego, itp.). Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego na
krysztalach czasteczek jest doskonatym narzedziem do zdobycia tego typu informa-
cji. Ponadto, znajomos¢ rozkladu gestosci elektronowej w krysztale daje informacje
o oddzialywaniach miedzyczasteczkowych.

Promieniowanie rentgenowskie ulega dyfrakcji na gestosci elektronowej krysz-
talu. Tym samym, poprawna analiza obrazu dyfrakcyjnego monokrysztalu moze
dostarczy¢ informacji o rozkladzie tej gestosci. O tym, jak doktadnie i precyzyjnie
jesteSmy w stanie wyznaczy¢ rozklad gestosci elektronowej krysztatu, decyduje
w gléwnej mierze rozdzielczo$¢ zebranych danych dyfrakcyjnych. W przypadku
krysztalow zwiazkéw matoczasteczkowych, wigkszo$¢ danych dyfrakcyjnych zbie-
ranych jest do standardowej rozdzielczosci d,. = 0,84 A. Krysztaly bialek i innych
makromolekul rozpraszaja przecigtnie do d,, = 2,1 A, cho¢ liczba danych o roz-
dzielczosci atomowej (tj. lepszej od ok. 1,0 A) stale rosnie. Jedynie w przypadku
promila krysztatéw, w przewazajacej mierze krysztaléw zwigzkéw matoczasteczko-
wych, ich jakos¢ jest wystarczajaco dobra aby mozna bylo zarejestrowaé dla nich
dane dyfrakcyjne do rozdzielczosci subatomowej, tj. okoto 0,45 A. Rozdzielczos¢
subatomowa jest niezbedna aby wyznaczy¢ rozklad gestosci elektronowej w sposdb
ilo$ciowy.

1. MODELOWANIE GESTOSCI ELEKTRONOWE] W RENTGENOGRAFII

W trakcie analizy danych dyfrakcyjnych konieczne jest stosowanie ustalonego
wczesniej modelu rozkladu gesto$ci elektronowej, aby méc pozby¢ sie artefaktow
wynikajacych z bledéw eksperymentalnych, braku mozliwosci zmierzenia faz czyn-
nikéw struktury oraz ze skonczonej liczby zmierzonych reflekséw. Jedynie wybrane
parametry modelu sg udokfadniane wzgledem danych eksperymentalnych. W stan-
dardowej rentgenografii malych czasteczek oraz w krystalografii biatek, gestos¢
elektronowa krysztatu jest modelowana poprzez sume udzialéw poszczegélnych
atomow, a atomy reprezentowane sg poprzez usrednione sferycznie rozkltady gesto-
$ci elektronowej uzyskane metodami chemii kwantowej dla izolowanych atomoéw
w stanie podstawowym. Jest to tzw. model atoméw niezaleznych (IAM, ang. Inde-
pendent Atom Model). Korzysta si¢ tu z zalozenia, ze ggstos¢ elektronowa krysztatu
zdominowana jest przez gestos¢ skupiong wokdt rdzeni atomoéw, a maksima ges-
tosci elektronowej pokrywaja sie z pozycjami jader atomoéw. Uzywajac tego modelu,
wzgledem danych eksperymentalnych (a dokladniej, zmierzonych intensywnosci
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reflekséw) udoktadnia si¢ srednie pozycje atoméw w komorce elementarnej (wspot-
rzedne x, y, z) oraz parametry opisujace wychylenie tych atoméw z ich pozycji sred-
nich (tzw. parametry przemieszczenia atomoéw, ADPs (ang. Atomic Displacement
Parameters). W przypadku bialek i innych makromolekul zazwyczaj rozdzielczos¢
danych jest tak mala, Ze dodatkowo stosuje si¢ wigzy na wyzej wymienione parame-
try aby skompensowac brak wystarczajacej liczby danych. Model IAM nie pozwala
na uwzglednienie zmian w rozkladzie gestosci poszczegdlnych atomoéow spowodo-
wanych takimi zjawiskami jak tworzenie wigzan chemicznych, przeptyw ladunku,
wolne pary elektronowe, etc. Informacja uzyskang w tego typu analizie jest wiec
tylko informacja geometryczna o strukturze krysztalu. Przy czym, tak uzyskane
parametry geometryczne s obarczone pewnymi systematycznymi bledami.

Najbardziej znanym artefaktem standardowych danych rentgenowskich jest
znaczaco zanizona diugos¢ wigzan X-H (X - atom niewodorowy). Atomy wodoru
nie posiadaja elektronéw rdzenia, a ich gestos¢ walencyjna jest silnie przesunieta
w strong centrum wigzania. Kolejnym systematycznym bledem mozliwym do zaob-
serwowania jest zawyzenie wartosci parametrow przemieszczenia atoméw (ADPs).
Niedostatki modelu IAM moga réwniez ujawnic¢ si¢ na mapach réznicowych (mapy
otrzymane poprzez syntez¢ Fouriera réznic pomiedzy eksperymentalnymi czynni-
kami struktury a czynnikami struktury wyliczonymi na podstawie udokladnionego
modelu) poprzez resztkowg gestos¢ elektronowa w pozycjach wigzan i par elektro-
nowych, a nieopisana przez model (Rys. 1).

Rysunek 1. Przykltadowa mapa réznicowa F -F, dla IAM udoktadnionego wzgledem danych rentgenowskich
o rozdzielczosci d,, = 0,84 A (F, - eksperymentalnie obserwowane czynniki struktury, F. - czyn-
niki struktury wyliczone z udoktadnionego modelu). Linie niebieskie ciggle przedstawiajg izolinie
gestodci resztkowej o wartoéciach dodatnich, linie czerwone przerywane — o wartosciach ujem-
nych; interwat izolinii wynosi 0,025 e/A’

Figure. 1. An example of the Fourier difference map F -F, for the IAM refined against X-ray diffraction data
of resolution d,, = 0.84 A (F, - experimentally observed structure factors, F. - structure factor
computed from the refined model). The continuous blue lines represents isolines of residual den-
sity having a positive value, the dashed red lines — having a negative value; the contour interval is
0.025 e/A’
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Z tego tez wzgledu, dla pomiaréw o wystarczajaco dobrej jakosci, w ktérych odchy-
lenia standardowe intensywnosci refleksow zostaly prawidtowo oszacowane, wskaz-
nik dopasowania modelu GooF (ang. Goodness of Fit) pozostaje nadal daleki od
pozadanej wartosci jeden (w przypadku zastosowania wag odwrotnie proporcjonal-
nych do odchylenia standardowego).

Postep technik pomiarowych i obliczeniowych w rentgenografii sprawil, ze
wiekszo$¢ rutynowych pomiardéw dyfrakcyjnych na monokrysztalach zwigzkow
matoczasteczkowych, tj. pomiaréw o rozdzielczosci d_. < 0,83 A rekomendowanej
przez Miedzynarodowa Unie Krystalograficzna, jest wystarczajaco dobrej jakosci
aby zaobserwowaé wszystkie wyzej wymienione bledy systematyczne IAM. Ist-
nieje konieczno$¢ wprowadzenia nowego, bardziej realistycznego modelu gestosci
elektronowej. Musialby to by¢ model uwzgledniajacy asferycznos¢ atomoéw w cza-
steczce/krysztale i posiadajacy parametry pozwalajace opisa¢ zmiany rozkladu
gestosci elektronowej atomu wywolane tworzeniem wigzan i innych oddziatywan
z sgsiednimi atomami.

Niestety, dopiero przy rozdzielczosci subatomowej liczba zebranych danych
pozwala na udokladnianie wigkszej liczby parametréw niz zaktada to IAM. Dyspo-
nujac wysokorozdzielczymi danymi, w miejsce sferycznego IAM, stosuje si¢ najcze-
$ciej model multipolowy gestosci elektronowej atomu. W modelu multipolowym
atomy reprezentowane s3 poprzez rozwinigcie gestosci elektronowej wokot kazdego
centrum atomowego na skonczony szereg harmonik sferycznych. Takie rozwinie-
cie nazywane jest pseudoatomem. W powszechnie stosowanym wariancie modelu
multipolowego, w tzw. modelu Hansena-Coppensa [1], gesto$¢ elektronowa pseu-
doatomu jest zdefiniowana jako:

JO:'(T') = Peors (T:] T 'F;?KEp:-‘E:EI?‘!GEI(KTJ

Ll Z K’ R! (KTT:I Z Z 'P!m'pd:m'p (EJ ¢']
=1 m=0 p
K6 = (0 S exp(x'6)
n, + 2]!

gdzie pierwsze dwa cztony zbudowane sg ze sferycznie usrednionych gestosci
elektronéw rdzenia, p (), iwalencyjnych,p  (r), wolnego atomu, wyznaczonych
metodami chemii kwantowej i znormalizowanych do jednego elektronu. Czlon trzeci
modelu opisuje deformacje gestoéci elektronowej atomu od sferycznego rozktadu
i zbudowany jest z funkcji radialnych typu Slatera, R (x'(r), z predefiniowanymi war-
to$ciami parametréw (i n, oraz z rzeczywistych harmonik sferycznych znormalizo-
wanymi do gestosci d,, (6, ¢) (p = +). Wsp6lrzedne r, 0, ¢ odnosza si¢ do lokalnego
kartezjanskiego ukladu odniesienia scentrowanego w pozycji atomu. Populacje P,
i P, ~oraz bezwymiarowe parametry ekspansji-kontrakeji « i «” s3 udokladniane
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wzgledem danych eksperymentalnych, obok wspominanych wyzej wspoélrzednych
X, ¥, z oraz ADPs. Tak zdefiniowany model po udokladnieniu dostarcza ilo$ciowej
informacji o rozkladzie gestoséci elektronowej krysztatu. W konsekwencji uzyskuje
sie dokladniej wyznaczone parametry pozycyjne atomow, a wiec tym samym np.
dokladniejsze dlugosci wigzan. Staje si¢ mozliwe przeprowadzenie analizy topolo-
gicznej rozkladu gestosci (i innych funkeji pochodnych) w $wietle teorii QTAIM
Badera [2] (kwantowa teoria atomdéw w czasteczkach, ang. Quantum Theory of
Atoms In Molecules). Mozna pokusi¢ si¢ o wyliczenie takich wlasciwosci atomo-
wych i czasteczkowych jak: tadunek, moment dipolowy oraz wyzsze momenty elek-
tryczne; potencjal elektrostatyczny czasteczek; energia elektrostatycznego oddzialy-
wania pomiedzy czgsteczkami budujgcymi krysztal, etc. Przy czym réwniez stosujac
i ten model powinno si¢ pamigtac o jego ograniczeniach [3, 4].

Nalezy w tym miejscu wspomniec, ze istniejg inne sposoby modelowania eks-
perymentalnej gestosci elektronowej niz model multipolowy, takie jak: wyznaczanie
funkcji falowej przy zastosowaniu wiezéw eksperymentalnych [5], udoktadnianie
obsadzen orbitali molekularnych [6] czy tez sposoby wykorzystujace metody mak-
symalnej entropii [7].

Idealnie by byto, aby wszystkie pomiary w rentgenografii strukturalnej byty
wysokorozdzielcze. W praktyce nie jest fatwo osiagna¢ rozdzielczo$¢ subatomowa.
Nie wszystkie krysztaly sg wystarczajaco dobrej jakosci, a takze nie wszystkie roz-
praszaja promieniowanie rentgenowskie z dostateczng intensywnoscig w zakresie
wysokokatowym. Nie kazdy dyfraktometr monokrystaliczny jest wystarczajgco pre-
cyzyjny. Nie mozna tez ignorowac faktu, ze wysokorozdzielcze pomiary s praco-
i czasochtonne, czyli po prostu znacznie drozsze od pomiaréw standardowych.

Bardzo szybko zauwazono jednak, ze warto$ci parametréw gestosci elektrono-
wej pseudoatomoéw sg niemalze identyczne dla atomdéw znajdujacych si¢ w podob-
nym otoczeniu chemicznym [8], tj. majacych podobng lokalng topologie wigzan
chemicznych. W zwigzku z tym powstata idea stworzenia banku gromadzgcego
réznego typu tzw. transferowalne atomy asferyczne (pseudoatomy) i zastosowania
tych danych do utworzenia modelu gestosci elektronowej o nazwie TAAM (ang.
Transferable Aspherical Atom Model) dla dowolnej czasteczki organicznej, w tym dla
bialek i kwasow nukleinowych. Uzycie TAAM zamiast IAM w procedurze udoklad-
niania modelu wzgledem standardowych danych dyfrakcyjnych winno prowadzi¢
do uzyskania bardziej doktadnej informacji geometrycznej oraz otworzy¢ dostep do
ilosciowego oszacowania rozktadu gestosci elektronowej i wlasciwosci pochodnych
(moment dipolowy, potencjal elektrostatyczny, etc.) czasteczek budujacych krysztat.

Pionierskie prace w kierunku budowy banku pseudoatomdw na podstawie eks-
perymentalnie wyznaczonych gestosci elektronowych opublikowata w roku 1995
grupa C. Lecomtea [9]. W 2002 roku T. Koritsanszky, A. Volkov i P. Coppens [10]
zaproponowali stworzenie banku pseudoatomoéw asferycznych w oparciu o teore-
tycznie wyliczone czynniki struktury. Dwa lata pozniej ukazala si¢ pierwsza ofi-
cjalna wersja banku pseudoatomoéw teoretycznych stworzona w grupie P. Coppensa
[11]. W tym samym czasie B. Dittrich z grupy P. Lugera zaproponowat alternatywny
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bank pseudoatomdw teoretycznych [12]. Do dnia dzisiejszego rozwijane sg wszyst-
kie trzy banki:

o ELMAM (eksperymentalna biblioteka modeli atoméw multipolowych,
ang. Experimental Library of Multipolar Atoms Model) [9, 13] w postaci
uogdlnionej i ulepszonej wersji o nazwie ELMAM?2 [14];

+ baza Invarioméw (invariom - atom niezmienniczy, ang. invariom: INVA-
Rlant atOM) [12, 15, 16] w postaci uogélnionej wersji o nazwie GID (uogdl-
niona baza danych inwarioméw, ang. Generalized Invariom Database) [17];

o UBDB (bank danych Uniwersytetu w Buffalo, ang. University at Buffalo
DataBank) [10, 11, 18] w jego najnowszej wersji UBDB2011 [19].

Pojawily si¢ tez propozycje skonstruowania bardziej wyspecjalizowanych ban-
kow fragmentéw molekularnych (zbudowanych z wielu pseudoatoméw), np. banku
dedykowanego modelowaniu materialéw metaloorganicznych [20] lub banku syn-
tonoéw supramolekularnych [21].

2. PROCEDURY TWORZENIA BANKOW PSEUDOATOMOW
ASFERYCZNYCH

Wszystkie wymienione wyzej banki pseudoatomdéw sa tworzone w oparciu
o model Hansena-Coppensa [1]. Wartosci parametréw tego modelu otrzymywane
sg wyniku specyficznej dla danego banku procedury. Kazdy bank zawiera réwniez
zestaw specyficznych dla siebie typow atomow.

W UBDB i ELMAM2 kazdy typ atomu powstaje w wyniku usrednienia para-
metrow gestosci elektronowej (P, P, , ki «’) dla calej rodziny pseudoatoméw posia-
dajacych podobne otoczenie chemiczne, obecnych w wielu réznych modelowych
czasteczkach. W bazie GID parametry gestoéci elektronowej danego typu atomu
wywodzg sie od jednej modelowej czgsteczki. Geometria czgsteczek modelowych
pochodzi albo z danych eksperymentalnych dla monokrysztaléw (ELMAM?2,
UBDB) albo z optymalizacji geometrii czasteczki w prézni wykonanej metodami
chemii kwantowej (GID). Wartosci parametrow gestosci elektronowej uzyskiwane
s poprzez dopasowanie w przestrzeni odwrotnej modelu multipolowego do mode-
lowych gestosci molekularnych wyznaczonych eksperymentalnie (ELMAM2) lub
metodami kwantowo-mechanicznymi (UBDB, GID). W przypadku kazdego banku
uzywany jest nieco inny protokoét udokladniania parametréw modelowych gestosci.

Typy atomowe definiowane sg na podstawie rodzaju pierwiastka chemicznego,
do ktérego nalezy analizowany atom, oraz liczby i typow sasiadéw kowalencyjnie
zwigzanych z analizowanym atomem (tzw. pierwsi sasiedzi). W przypadku poszcze-
golnych bankéw rézne dodatkowe informacje, takie jak lokalna symetria, przyna-
leznos¢ do plaskiej grupy atomow lub plaskiego pierécienia, lub rzedowo$¢ wigzan
chemicznych, brane sa pod uwage. W zaleznosci od tego jak dokladnie scharakte-
ryzowany jest typ pierwszych sasiadow (bardziej ogdlnie lub réwnie precyzyjnie co
analizowany atom), w definicje poszczegdlnych typdéw atomdéw zaangazowani moga
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zosta¢ rowniez drudzy i trzeci sasiedzi. ELMAM?2, na przyklad, zawiera typy ato-
mowe budowane w wigkszo$ci przypadkéw jedynie w oparciu o pierwszych sgsia-
doéw ze wzgledu na ograniczony dostep do modelowych gesto$ci eksperymentalnych
oraz na wielko$¢ bledow, ktérymi obarczone s3 parametry gestosci elektronowej.
W bazie GID z kolei decyzja czy brane sa pod uwage drudzy (i dalsi) sasiedzi opiera
sie na rzedowosci wigzan, jakie tworzy analizowany atom z najblizszymi sgsiadami.

Dobrze zaprojektowany algorytm definiujacy i rozpoznajacy typy atomowe
w danej czasteczce umozliwia zachowanie najwyzszej mozliwej transferowalno-
$ci parametrow gestoéci elektronowej pseudoatomoéw. To z kolei jest podstawa do
poprawnego oszacowania rozkladu gestosci elektronowej analizowanej czasteczki.
Przykladowe gestosci deformacyjne (gestos$¢ elektronowa pseudoatomu/czasteczki
minus gestos¢ elektronowa sferycznie usrednionego izolowanego atomu/-ow)
wybranych typéw atoméw z UBDB i zrekonstruowana z nich gestos¢ deformacyjna
fragmentu czasteczki przedstawiona jest na Rysunku 2.

Rysunek 2. Gestos¢ deformacyjna przykladowych typéw atomowych w UBDB (dolna czes¢ rysunku) i zrekon-
struowana z niej gestos¢ deformacyjna fragmentu czasteczki (wigzanie peptydowe; gorna czes¢
rysunku). Linie niebieskie ciggle przedstawiaja izolinie gestosci deformacyjnej o wartoéciach do-
datnich, linie czerwone przerywane — o wartoéciach ujemnych; interwat izolinii wynosi 0,05 e/A’

Figure 2. Deformation densities of the sample atom types in UBDB (bottom part of the figure) and defor-
mation density of the reconstructed fragment of the molecule (peptide bond; upper part of the
figure). The continuous blue lines represents isolines of deformation density having a positive
value, the dashed red lines - having a negative value; the contour interval is 0.05 e/A’

3. OBSZARY ZASTOSOWAN BANKOW

Banki pseudoatoméw powstaly gléwnie z mysla o zastgpieniu uproszczo-
nego IAM stosowanego w analizie rentgenowskich danych dyfrakcyjnych bardziej
zaawansowanym TAAM. Autorzy kazdego z wymienionych wyzej bankéw przepro-
wadzili szereg testow weryfikujacych czy i do jakiego stopnia TAAM zbudowany
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w oparciu o ich banki opisuje lepiej dane eksperymentalne o standardowej rozdziel-
czosci 1 czy informacja strukturalna uzyskana przy jego uzyciu jest istotnie lepsza
od tej z udoktadnienia IAM. Testowano takze przydatnos¢ bankéw w procesie udo-
ktadnienia modelu multipolowego wzgledem wysokorozdzielczych danych rentge-
nowskich. Poréwnane tez zostaty same banki miedzy sobg, a doktadniej poréwnano
wyniki ich zastosowan w udokladnianiu TAAM wzgledem danych rentgenowskich
oraz w szacowaniu wlasciwosci elektrostatycznych czasteczek [22-24] Podsumowa-
nie wnioskow z przeprowadzonych testow przedstawiajg podrozdzialy ponizej.

3.1. DANE RENTGENOWSKIE O ROZDZIELCZOSCI STANDARDOWE]

Przeprowadzone testy wykazaly, ze model TAAM zbudowany w oparciu o bank
pseudoatomoéw pozwala na uzyskanie znacznie lepszego dopasowania do danych
eksperymentalnych i uzyskanie istotnie lepszej geometrii w poréwnaniu z IAM. Nie
ma praktycznego znaczenia, ktéry z bankow zostal uzyty jako zrédlo asferycznych
czynnikow rozpraszania. Wszystkie trzy banki prowadza do uzyskania podobne;j
jakosci danych strukturalnych i majg takg samg przewage nad IAM.

Uzycie TAAM w udokfadnianiu opartym na danych rentgenowskich o stan-
dardowej rozdzielczo$ci, zarejestrowanych dla krysztatéw zwigzkéw matoczastecz-
kowych (okoto 100 testowych struktur), w poréwnaniu z IAM przynosi efekty jak
ponizej:

1. Poprawiajg si¢ warto$ci wskaznikow statystycznych wyrazajacych dopa-
sowanie modelu do danych eksperymentalnych. Wartosci wskaznikéw
rozbieznosci (RF, wRF, wR’F, wR’F) obnizaja si¢ przecietnie o okoto 1%,
a wartosci GooF zblizajg si¢ znaczgco do jednosci [9, 13-17, 24-28, 30-32]
(Rys. 3). Uzyskuje si¢ rowniez mniejszg réznice pomiedzy wskaznikami
wR’F, i wR’F, , [13, 14]. Efekt jest nieco mniej spektakularny dla struk-
tur zawierajacych ciezkie atomy, w ktérych udziat elektrondéw walencyjnych
w dyfrakcji jest niewielki oraz w przypadku pomiaréw wykonanych w tem-
peraturze pokojowej lub wyzszej [15]. Brak wyraznej poprawy statystyki
dopasowania bywa czesto sygnalem wskazujacym na obecnos¢ nieporzadku
w strukturze lub niska jako$¢ pomiaru [15].

2. Odchylenia standardowe uzyskanych parametréw geometrycznych (np.
dlugos$ci wigzan) zmniejszajg si¢ proporcjonalnie do zmian obserwowanych
dla wskaznikow statystycznych dopasowania [15, 17].
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Rysunek 3. Poréwnanie krystalograficznego wskaznika rozbieznoéci RF [%] i maksymalnej gestosci resztko-
wej [e/A’] dla przykladowych udokladnie IAM i TAAM. TAAM zbudowany przy zastosowaniu
GID. Opracowano na podstawie danych z [15] i [17]. Rozdzielczos¢ pomiaréw: 0,6 A < d,. <
0,9 A. Kolejno$¢ zwigzkéw, inna dla kazdego z wykresow, zgodna z rosngcg wartoscig ilustrowa-
nego parametru uzyskang dla udoktadniania IAM

Figure 3. A comparison of the crystallographic RF factor [%] and maximal residual density [e/A’] between
exemplary JAM and TAAM refinements. TAAM built from GID. Prepared on the basis of the
data from [15] and [17], resolution 0,6 A < d,<09 A. Compounds order, different for each plot,
according to the rising value of plotted parameter obtained for the IAM refinement

3. Obnizajg si¢ wartosci maksiméw i miniméw gestosci elektronowej oraz
zwieksza sie losowos¢ ich polozenia na fourierowskich mapach réznico-
wych (Rys. 4). Przestaja by¢ widoczne maksima gestosci w pozycjach wia-
zan i par elektronowych [9, 13-17, 24-28, 30, 32]. W przypadku krysztaléw
zawierajacych atomy ciezkie powyzszy efekt moze by¢ niewidoczny lub
wrecz odwrotny jezeli zaistniejg problemy z przeprowadzeniem wlasciwe;j
poprawki na absorpcje promieniowania rentgenowskiego [17, 33].

4. Znaczgco poprawiajg sie pozycje atomoéw wodoru (gdy udokladniane). Na
przyklad, otrzymane wigzania X-H s3 przecietnie dluzsze o okoto 0,1 A
i roznia si¢ jedynie $rednio o 0,02 A od struktur referencyjnych [13, 16,
24-28,31, 32] (Rys. 5). Struktury referencyjne stanowity struktury uzyskane
w wyniku pomiaréw dyfrakeji neutronéw na monokrysztatach lub optyma-
lizacji geometrii krysztatu (ukfad periodyczny) przy uzyciu metod chemii
kwantowe;j.
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Rysunek 4.

Figure 4.

Rysunek 5.

Figure 5.

Przykladowa mapa réznicowa F -F_dla TAAM udokladnionego wzgledem danych rentgenow-
skich o rozdzielczosci d,, = 0,84 A (F, - eksperymentalnie obserwowane czynniki struktury,
F - czynniki struktury wyliczone z modelu). Udokladnianie przeprowadzono przy uzyciu tych
samych danych co dla przypadku prezentowanego na Rysunku 2. Linie niebieskie ciagte przedsta-
wiajg izolinie gestoéci resztkowej o wartoéciach dodatnich, linie czerwone przerywane — o war-
toéciach ujemnych; interwat izolinii wynosi 0,025 e/A’

An example of the Fourier difference map F -F for the TAAM refined against X-ray diffraction
data of resolution d,, = 0.84 A (F, - experimentally observed structure factors, F. — structure
factor computed from the model). Refinement was carried out with the same data as for the case
presented in Figure 2. The continuous blue lines represents isolines of residual density having
a positive value, the dashed red lines - having a negative value; the contour interval is 0.025 /A’
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Przykladowe dlugoéci wigzan X-H [A] (X - atom niewodorowy) dla IAM (czerwony) lub TAAM
(261ty) udokladnianych wzgledem danych rentgenowskich o rozdzielczoscid,,, = 0,84 A w poréw-
naniu do dlugosci referencyjnych (niebieski) otrzymanych z optymalizacji w ukladzie periodycz-
nym (CRYSTALO6/B3LYP/DZP). Przygotowane na podstawie danych z [24]

Sample X-H bond lengths [A] (X is non-H atom) from the IAM (red) or TAAM (yellow) refined
against X-ray data of resolution d,, = 0.84 A compared to the reference lengths (blue) obtained
from optimization of the geometry of the periodic system (CRYSTAL06/B3LYP/DZP). Prepared
on the basis of the data from [24]
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5. Moze poprawi¢ sie rdwniez polozenie ciezkich atomoéw, szczegélnie tych
posiadajacych wolne pary elektronowe (zmiany rzedu 0,004 A) [28].

6. Znaczgco poprawiajg sie wartoéci anizotropowych parametréw przemiesz-
czen (ADPs) dla atoméw niewodorowych. Na przyktad, nastepuje przeciet-
nie od 5% do 15% redukcja w wielko$ci ADPs w stosunku do IAM, a uzy-
skane wartosci parametréw réznig o okoto 3% od tych udokladnionych przy
uzyciu pelnego modelu multipolowego wzgledem wysokorozdzielczych

danych (d < 0,45 A) [9, 17, 24-26, 28]. Ksztalt elipsoid przemieszczenia

staje sie bardziej fizyczny, na co wskazujg znacznie lepsze wyniki testu Hir-
shfeld’a [34] na sztywno$¢ wigzania [9, 13, 16, 17, 26-28, 30-33].

7. Wartosci faz czynnikéw struktury oraz ogélnego czynnika skali zblizajg sie
do tych z pelnego udoktadnienia multipolowego wzgledem danych wysoko-
rozdzielczych [25].

8. Zwigksza si¢ precyzja wyznaczenia struktury absolutnej co manifestuje sie
przez obnizenie (maksymalnie o jeden rzad wielko$ci) warto$ci bfedu stan-
dardowego parametru Flacka [17, 27, 29, 33, 35, 36].

Podobne efekty, cho¢ czesto na mniejszg skale, zostaly zaobserwowane w przy-
padku kilku zestawow danych rentgenowskich dla krysztaléw makromolekut [13,
37, 38, 84, 88]. W strukturach makromolekul, oprécz zbyt niskiej rozdzielczosci,
powaznym problemem jest obecnos$¢ trudnego do wymodelowania nieporzadku,
w szczegdlnosci dotyczacego atomoéw rozpuszczalnika. Obecnie trwajg prace nad
przeprowadzeniem testow na znacznie wigkszej puli danych, aby jednoznacznie
odpowiedzie¢ na pytanie, czy udokladnienie TAAM bedzie mialo przewage nad
udoktadnieniem IAM w przypadku makromolekul.

O waznosci zwiekszenia dokladno$ci wyznaczenia parametréow geometrycz-
nych krysztalow, a w szczegdlnosci pozycji atomdéw wodoru, $wiadczg nastepujace
przykladowe badania. Dla serii krysztaléw pochodnych uracylu [39] zarejestrowano
rentgenowskie dane dyfrakcyjne o standardowej rozdzielczosci. Intencja badan bylo
scharakteryzowanie wlasciwosci czgsteczek, przeanalizowanie natury oddziatywan
miedzyczasteczkowych i znalezienie powigzania pomiedzy czasteczka a architekturg
krysztalu - zagadnienia wazne z punktu widzenia m.in. inzynierii krystalicznej.
W tym celu wykonano obliczenia kwantowo-mechaniczne (periodyczne oraz dla
izolowanych dimeréw) bazujac na eksperymentalnie otrzymanej geometrii czgste-
czek. Dla celéw poréwnawczych wykonano réwniez optymalizacje geometrii krysz-
talu. Okazalo sig, ze energia kohezji krysztalu wyliczona dla geometrii uzyskanej
z udokladnienn TAAM roznita sie $rednio jedynie o 0,5 kcal/mol od wynikéw dla
geometrii zoptymalizowanej. W przypadku udokladniania IAM ta réznica wynosita
3,6 kcal/mol, co stanowi okolo 15% wartosci bezwzglednej analizowanych energii
i nie pozwala na przeprowadzenie rzetelnej ilo$ciowej analizy energii oddzialy-
wan. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowanie udokladniania TAAM do analizy
polimorféw, w przypadku ktorych réznice w energii kohezji sa wlasnie rzedu kilku
kcal/mol, jest niezwykle cenne.
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Efekty zastosowania TAAM okazaly sie tak zachecajace, Ze zaproponowano
nawet procedure udokladniania multipolowego w oparciu o dane doswiadczalne
o rozdzielczoéci standardowej, ktére miatoby doprowadzi¢ do uzyskania ekspery-
mentalnej gestoéci elektronowej [40, 41]. Wiarygodnos¢ tak uzyskanej gestosci jest
jednak dyskusyjna [24].

3.2. DANE RENTGENOWSKIE O ROZDZIELCZOSCI SUBATOMOWE]

Rozdzielczo$¢ subatomowa umozliwia przeprowadzenie petnego udoktadnia-
nia multipolowego. Powstaje pytanie, jak dobrze TAAM udokiadniony wzgledem
danych subatomowych przybliza model multipolowy i czy w ogdle TAAM jest uzy-
teczny w procesie analizy takich danych. Wyniki przeprowadzonych testow wska-
zuja, ze dopasowanie TAAM do subatomowych danych dyfrakcyjnych jest tylko
w niewielkim stopniu gorsze od dopasowania, jakie mozna uzyska¢ z pelnym mode-
lem multipolowym. Wskazniki rozbieznoéci dla udoktadniania TAAM sa wigksze
$rednio o jedynie 0,2 % [14, 24, 25, 30, 42, 43, 85] w poréwnaniu z udokladnianiem
multipolowym. Elektronowa gesto$¢ resztkowa w przypadku czesci udokladnien
TAAM jest tylko nieznacznie wigksza (o ok. 0,03 e/A”) od tej z udokladniania mul-
tipolowego [24, 43, 85]. W pozostatych przypadkach obserwuje si¢ wigksze réznice
(do ok. 0,2 e/A%) [14, 30, 42], ktére gtéwnie dotycza rejondw obejmujacych atomy
bezposrednio zaangazowane w silne oddzialywania miedzyczasteczkowe, lub oko-
lic w bezposrednim sgsiedztwie potozen jader atomowych. Wyniki dotyczace ani-
zotropowych przemieszczenn atoméw (ADPs) uzyskane w udokladnianiu TAAM
bardzo niewiele rdznig sie, lub wrecz sa nierozréznialne (w granicach btedéw), od
wynikéw uzyskanych z udokladniania multipolowego [24, 44]. Wielko$¢ elipsoid
przemieszczen przecigtnie rézni si¢ o 3% [24]. Rowniez i tu, w przypadku danych
subatomowych, nie ma praktycznej réznicy w jakosci dopasowania modelu TAAM
w zaleznosci od rodzaju banku uzytego do jego zbudowania [24].

W udokladnianiu multipolowym jednym z kluczowych problemdw jest prawi-
diowa dekompozycja opisu drgan termicznych atomu (modelowanego przez ADPs)
od statycznej gestosci elektronowej (modelowanej przez parametry modelu multi-
polowego). Testy [24] wskazuja, Ze udoktadnianie TAAM dostarcza bardzo dobrego
startowego modelu drgan atomdw jak i modelu gestosci statycznej, ulatwiajacych
przeprowadzenie udoktadniania modelu multipolowego. Prawidtowy model star-
towy jest wazny dla osiagniecia szybkiej zbieznos$ci udoktadniania oraz otrzymania
prawidlowego finalnego modelu gestosci, szczegélnie w przypadku krysztatéw bia-
tek [13, 45, 46]. Dodatkowo, parametry pseudoatomoéw przeniesione z banku moga
by¢ podstawa do zbudowania wigzéw w udoktadnianiu multipolowym, co jest przy-
datne szczegdlnie w przypadku makromolekul. Dane dyfrakcyjne dla makromole-
kul bywajg zazwyczaj niewystarczajaco dobre, aby przeprowadzi¢ w petni swobodne
udokladnianie multipolowe.



444 P.M. DOMINIAK

Uzyteczno$¢ TAAM w udokladnianiu multipolowym zostala réwniez przete-
stowana w przypadku obecnosci nieporzadku w krysztale [48]. Wymodelowanie
gestosci elektronowej nieuporzgdkowanego fragmentu z zastosowaniem pseudo-
atomow z banku i przeprowadzenie udokladniania multipolowogeo dla reszty cza-
steczki pozwolilo na uzyskanie wiarygodnego modelu rozkladu gestosci elektrono-
wej w krysztale.

3.3. REKONSTRUKCJA ROZKEADU GESTOSCI ELEKTRONOWE]

Na podstawie przedstawionych powyzej analiz jakosci udokladniania TAAM
mozna wnioskowad, ze statyczna gestos¢ elektronowa krysztatu zrekonstruowana
na podstawie pseudoatomdw z banku jest tylko nieco mniej doktadna od tej ekspe-
rymentalnie wyznaczonej, tj. zbudowanej z modelu multipolowego udoktadnionego
wzgledem danych wysokorozdzielczych.

Nie nalezy jednak zaklada¢, ze gestos¢ elektronowa zbudowana na podstawie
bankéw w pelni odzwierciedla gesto$¢ elektronowg krysztalu. Dane zawarte w teo-
retycznych bankach pseudoatoméw (UBDB, GID) z zalozenia moga poprawnie
odzwierciedla¢ jedynie rozklad gestosci izolowanej nieoddzialujgcej czasteczki.
Réwniez w przypadku ELMAM?2, sposdb jego konstrukeji, tj. usrednienie po wielu
czasteczkach i pominiecie oddzialywan migdzyczasteczkowych w definicji typow
atomow, nie pozwala na precyzyjne wymodelowanie wplywu tych oddzialywan na
rozklad gestosci elektronowej. Dodatkowo, TAAM jest obarczony btedami zwigza-
nymi z przyblizeniem zakladajgcym transferowalno$¢ parametréow pseudoatomow
[17, 19, 48, 60].

Fakt, Ze pomimo powyzszych ograniczen, TAAM zbudowany na podstawie
danych zawartych w bankach tylko nieco gorzej opisuje dane eksperymentalne niz
udokladniony model multipolowy ma kilka przyczyn. Po pierwsze, w wielu przy-
padkach zmiany w rozkladzie gestosci elektronowej czasteczek wywolane oddzia-
tywaniami miedzyczasteczkowymi pojawiajacymi sie w krysztale ograniczajg sie
do malych fragmentéw czasteczki, bezposrednio zaangazowanych w te oddzialy-
wania [89, 90]. Po drugie, sam model Hansena-Coppensa ma swoje ograniczenia
[3, 4]. Wielokrotnie pokazano, Ze jest on zbyt uproszczony i za malo gietki, aby
wymodelowaé w sposob ilosciowy szczegoly wszystkich rejonow rozkladu gestosci
elektronowej w krysztale, aczkolwiek zmiany gestosci elektronowej w obszarze
wigzan chemicznych sg zazwyczaj poprawnie wymodelowane. Po trzecie, mimo
ogromnego postepu w technikach eksperymentalnych, nadal jako$¢ i rozdzielczos¢
danych eksperymentalnych sg na granicy warto$ci akceptowalnych i niezbednych
dla uzyskania oczekiwanej precyzji wyznaczenia statycznej gestosci elektronowe;j
w krysztalach. I po czwarte, powszechnie stosowany sposéb modelowania drgan
atomow (reprezentowany przez ADPs) jest najprawdopodobniej zbyt uproszczony,
aby uzyskac statyczny model gestosci o pozadanej doktadnosci.
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Reasumujac, gestos¢ elektronowa zrekonstruowana przy uzyciu bankow jest
wystarczajaco doktadna, aby opisa¢ wiekszos¢ informacji zawartej w dostepnych
obecnie danych eksperymentalnych. Czy dokladnos¢ tej rekonstrukcji jest wystar-
czajaco dobra, aby w sposéb ilosciowy mdc szacowad na podstawie gestosci elektro-
nowej roznorodne wlasnosci czasteczek, takie jak np. parametry topologiczne ges-
tosci, momenty elektryczne czasteczki, potencjat elektrostatyczny czasteczki, energie
elektrostatycznego oddzialywania pomiedzy czasteczkami? Aby odpowiedzie¢ na to
pytanie przeprowadzono szereg testow poréwnawczych, szczegolnie w przypadku
banku UBDB, wzgledem wynikéw uzyskanych metodami chemii kwantowej. Wobec
wczesniej wymienionych zatozenn budowy bankéw oraz ograniczen modelu Han-
sena-Coppensa, najbardziej niezalezne wyniki, zdaniem autorki, uzyskano gdy jako
punkt odniesienia przyjeto wartosci uzyskane bezposrednio z gestosci elektronowej
izolowanych czasteczek (z pomini¢ciem dopasowania modelu multipolowego do
teoretycznej gestosci w przestrzeni odwrotnej). Dodatkowo, poréwnano powyzsze
wyniki z rezultatami uzyskanymi przy uzyciu metod stosowanych w polach sito-
wych mechaniki molekularnej, aby w pelni pozna¢ wszystkie wady i zalety bankow
pseudoatomow.

Gesto$¢ deformacyjna molekul wydaje sie by¢ stosunkowo dobrze odzwiercie-
dlona przez banki pseudoatoméw. Lokalizacja i wysoko$¢ pikow gestosci jest repro-
dukowana z doktadnoscia rzedu 0,05-0,2 e/A’ w okolicach wigzan kowalencyjnych
oraz rzedu 0,2-0,3 /A’ (lub nieco mniejsza w przypadku ELMAM2) w okolicach
wolnych par elektronowych [9, 10, 26, 49]. Znacznie wigksze réznice widoczne sg
w okolicach polozen jader atomowych, co najprawdopodobniej jest konsekwencja
przyblizenia zamrozonego rdzenia (ang. frozen core) stosowanego w modelu Han-
sena-Coppensa oraz skoficzonosci syntezy Fouriera (rozdzielczosci).

Topologiczne wlasnosci gestosci elektronowej czasteczek réwniez sg zadowa-
lajaco dobrze szacowane przy uzyciu bankéw pseudoatoméw. Wartosci gestosci
elektronowej w punktach krytycznych wigzan kowalencyjnych (p(BCP), BCP - ang.
Bond Critical Point) s3 oddane $rednio z dokladnoscia 0,1 e/A’ [10, 26, 50]. Acz-
kolwiek niepokojace jest to, ze roznica systematycznie obserwowana w wartosciach
p(BCP) dla TAAM i IAM jest réwniez rzedu 0,1 e/A’ [30]. Mniejsza dokladnos¢
uzyskuje sie w przypadku wartosci laplasjanu, co wynika gléwnie z ograniczen
samego modelu Hansena-Coppensa. Zintegrowany tadunek basenéw atomowych
reprodukowany jest z dokladnoscia zazwyczaj wigkszg niz 0,1 e [10, 26, 50].

Nieco gorzej sytuacja przedstawia si¢ w przypadku elektrycznych momentéw
dipolowych czasteczek oszacowanych przy uzyciu bankéw. W przypadku UBDB
warto$ci momentéw dipolowych réznia sie od wartosci referencyjnych przecigtnie
00,6 D. Zostalo to wykazane dla zestawu 37 czasteczek r6znorodnych pod wzgledem
polarnosci, a wartosci referencyjne uzyskano metodg B3LYP/aug-cc-pVTZ [51].
Momenty dipolowe oszacowane przy uzyciu pozostalych dwoch bankéw zostaly
réwniez poddane weryfikacji, ale dla znacznie mniejszej puli czasteczek [24, 27, 33,
52-54]. Studia poréwnujace wszystkie trzy banki [24] wykazaly, ze réznice pomig-
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dzy momentami dipolowymi oszacowanymi przy uzyciu réznych bankéw sa rzedu
0,5-2 D. Nie udalo si¢ jednak jednoznacznie stwierdzi¢ w tym badaniu, czy ktorys$
z bankow szacuje momenty dipolowe czasteczek z wigkszg doktadnoscig. W kolej-
nych badaniach poréwnawczych zestawiono wyniki uzyskane przy uzyciu UBDB
z tymi uzyskanymi przy uzyciu metod mechaniki molekularnej. W mechanice
molekularnej gestos¢ elektronowy czasteczek przybliza si¢ najczesciej poprzez przy-
pisanie kazdemu atomowi punktowego fadunku elektrycznego. Dla celow poréw-
nawczych wybrano najpowszechniej stosowane metody otrzymywania tadunkow
atomowych, m.in.: metode AM1-BCC (austinowski model 1 - korekta fadunku
zwigzana z wigzaniem, ang. Austin Model 1 - Bond Charge Correction) oraz metode
RESP (ograniczony [wiezami migkkimi] potencjal elektrostatyczny, ang. Restrained,
Electrostatic Potential). Analiza wykazala, ze warto$ci momentéw dipolowych sza-
cowane przy uzyciu UBDB nie s3 znaczaco doktadniejsze od tych uzyskanych przy
uzyciu testowanych metod mechaniki molekularnej. Dla przykladu, btad oszacowa-
nia warto$ci momentu dipolowego wynosi 0,7 D dla metody AM1-BCCi 0,5 D dla
RESP w odniesieniu do wartosci referencyjnych uzyskanych metoda B3LYP/aug-
-cc-pVTZ [51]. Przy czym nalezy dodac¢, ze z zalozenia pola sitowe nie byly opty-
malizowane w kierunku dokladnego oszacowania wlasciwosci elektrostatycznych
izolowanych czgsteczek.

W’i

Rysunek 6. Przykladowy potencjal elektrostatyczny [kcal/mol-e] L-alaniny zmapowany na izopowierzch-
ni¢ gestosci elektronowej (p = 0,0135 e/A%), od lewej: G03/MP2/aug-cc-pVDZ, ELMAM2, GID,
UBDB

Figure 6. Sample electrostatic potential [kcal/mol-e] of L-alanine mapped on isodensity surface
(p = 0,0135 ¢/A’), from the left: G03/MP2/aug-cc-pVDZ, ELMAM2, GID, UBDB

Kolejng, bardzo uzyteczng wlasnoscia czasteczki jest jej potencjal elektrosta-
tyczny zmapowany na izopowierzchnie gestosci elektronowej lub, w uproszczonym
podejsciu, na izopowierzchnie van der Waalsa (ang. Molecular Electrostatic Potential
Surface, MEPS). Wiszystkie trzy banki prawidlowo odwzorowuja znak potencjatu we
wszystkich rejonach czasteczki (Rys. 6). Systematyczne studia badajace ilosciowo
dokladno$¢ MEPS oszacowanego przy uzyciu bankéw w poréwnaniu z MEPS
wyznaczonego bezposrednio z teoretycznej gestosci elektronowej izolowanej cza-
steczki (z pominigciem projekeji na model Hansena-Coppensa) dostepne sa jedynie
dla UBDB [51]. Dla 37 czasteczek, tych samych wspomnianych wyzej, §rednia war-
to$¢ dodatniego potencjatu na powierzchni van der Waalsa, dla przykladu, odbiega
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przecigtnie o 1,5 kcal/mol-e od wartosci referencyjnych. W przypadku $redniej war-
tosci potencjatu ujemnego jest to juz btad réwny 3,8 kcal/mol-e, aczkolwiek $rednia
warto$¢ potencjatu catkowitego (bez rozréznienia na dodatni i ujemny) wyznaczana
jest z bledem 1,1 kcal/mol-e.

Finalnie, banki pseudoatoméw moga zosta¢ uzyte do szacowania energii
oddziatywania elektrostatycznego pomiedzy czasteczkami, E,. Rekonstruujac
gestos¢ elektronowa czasteczek przy uzyciu banku pseudoatoméw oraz stosujac
metode EPMM (dokladny potencjal, momenty multipolowe, ang.: Exact Potential,
Multipole Moments) [55] do wyliczenia energii E,, mozna w szybki sposéb otrzy-
mac warto$ci energii, ktéra powinna odpowiadac energii E pul(“ w pierwszym rzedzie
rachunku zaburzen o adaptowanej symetrii (ang. Symmetry-Adapted Perturbation
Theory, SAPT) [56]. E, odpowiada wigc coulombowskiemu oddzialywaniu nieza-
burzonych rozkladéw ladunkéw czasteczki A i czasteczki B tworzacych kompleks
A:B. Warto podkredli¢, ze tak policzona Ees z definicji zawiera juz w sobie wklad
penetracyjny pomijany przy zastosowaniu uproszczonego sposobu wyliczania E, na
podstawie tylko punktowych momentdéw elektrycznych, jak to sie czyni w tradycyj-
nych polach sitowych [57].

E,, (UBDB+EPMM) [kcal /mol] E,, (UBDB+EPMM) [kcal/mol]
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Rysunek 7. Wartosci energii E  [kcal/mol] dla dimeréw réznego typu czasteczek wyliczone przy uzyciu
metody UBDB+EPMM w odniesieniu do wynikéw z obliczen metodami chemii kwantowej.
Wykresy przygotowano na podstawie danych w [19, 24, 51]

Figure 7. Values of E,_[kcal/mol] for dimer of molecules of different types calculated using the method
UBDB+EPMM with reference to the results from the quantum chemistry methods. Plots prepared
on the basis of the data from [19, 24, 51]

W przypadku UBDB testy dla dimeréw czasteczek typu aminokwasy, krotkie
peptydy, zasady kwasdw nukleinowych oraz male czasteczki organiczne (w sumie
okoto 400 kompleksow) wykazaly, ze energia E, wyznaczona jest ze srednim bledem
w granicach od 2,7 do 3,6 kcal/mol w zaleznosci od podzbioru czasteczek i funkcji
bazy zastosowanej w metodzie referencyjnej (B3LYP/aug-cc-pVTZ lub B3LYP/6-
-31G*) [11, 19, 21, 22, 24, 51, 59] (Rys. 7). Odstepstwa od metody referencyjne;j
w przypadku oszacowan metodami opartymi o tadunki punktowe, takimi jak AM1-
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-BCCiRESP [51] sa zdecydowanie wyzsze, (odpowiednio 6,5 kcal/mol i 5,9 kcal/mol).
Poréwnanie wszystkich trzech bankéw wykonane w oparciu o znacznie mniejszg
liczbe dimeréw sugeruje, ze UBDB jest nieco lepszy w szacowaniu E  od pozosta-
tych bankéw. Bledy w przypadku badanych ukltadéw dla UBDB mieszcza si¢ w prze-
dziale 2-3,5 kcal/mol, a dla pozostatych bankéw w przedziale 5-8 kcal/mol [24].

W przypadku GID wykazano réwniez, ze pomimo wielu ograniczen stosowa-
nych metod, gestos¢ elektronowa zrekonstruowana przy uzyciu tego banku moze
postuzy¢ do jako$ciowego oszacowania rozkiadu gestosci interakcji w krysztale.
Gesto$¢ interakcji zdefiniowana zostata jako réznica pomiedzy rozkladem gestosci
elektronowej krysztalu a suma rozkladéw gestosci elektronowych wyznaczonych
dla izolowanych czasteczek i rozmieszczonych w przestrzeni zgodnie z polozeniem
tych czasteczek w krysztale. [53].

Podsumowujgc, banki pseudoatoméw umozliwiaja rekonstrukeje rozkladu
gestosci elektronowej izolowanych czasteczek. Przy czym mogg to by¢ dowolne czas-
teczki, nie tylko te, dla ktérych dostepne sa rentgenowskie dane dyfrakcyjne. Nie-
zbedne s3 jedynie wspolrzedne polozen atomoéw, ktére moga pochodzi¢ z réznych
zrodet (dyfrakcja neutronéw, NMR, mechanika molekularna, etc.). Tym samym,
obszar zastosowan bankéw pseudoatoméw wykracza daleko poza rentgenografie.

4. PRZYKEADY ZASTOSOWAN

Cho¢ metodologia zwigzana z bankami pseudoatomdéw powstata stosunkowo
niedawno i stale si¢ rozwija, liczba badan z praktycznym zastosowaniem bankéow
pseudoatomow systematycznie sie powigksza.

Bank pseudoatomdw zostal wykorzystane jako zrédlo asferycznych czynnikow
rozpraszania w udoktadnianiu TAAM wzgledem danych rentgenowskich o standar-
dowej rozdzielczosci, na przyklad do wyznaczenia struktury trichlorosilanu L'SiCl,
(L'= PhC(N‘Bu)Z) [61], chinolonowego $rodka przeciwbakteryjnego [62], pochod-
nej 1,4-benzoksazyny [63], pochodnej 1,3,5-triazepan-2,6-dionu [64] oraz (2S,3S)-
-2-(N,N-dibenzylamino)-butano-1,3-diolu [65].

Badania taczace wykorzystanie udoktadniania TAAM i analize elektrostatycz-
nych wlasciwosci czasteczek w kontekscie ich aktywnos$ci biologicznej przepro-
wadzono, na przyklad, dla beksarotenu i disila-beksarotenu, agonistow receptora
retinoidowego typu X [66]; (Z)-4-[5-(2,6-difluorobenzylo)-1-(2-fluorobenzylo)-
2-okso-1,2-dihydropirydyn-3-ylo]-4-hydroksy-2-okso-N-(2-oksopirolidyn-1-ylo)
but-3-enamidu, inhibitora integrazy HIV [67]; bioaktywnych indoli i oksoindoli
[68], donepezilu, leku przeciw chorobie Alzheimera [69] oraz bakteryjnego biatka
PAluDING [91].

Udokladnianie TAAM zostalo réwniez wykorzystane do analizy wielotempe-
raturowych danych dyfrakcyjnych o rozdzielczosci subatomowej dla a-glicyny [70].
Celem byto zbadanie ruchéw czasteczek w krysztale i zwigzanych z nim funkcji
termodynamicznych. W innych badaniach pos$wigconych nowej metodzie obli-
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czeniowej pozwalajacej na wyznaczenie wartosci ADPs dla czasteczek w krysztale,
udokladnianie TAAM zostalo wykorzystane dla uzyskania startowej geometrii oraz
czynnika skali dla oszacowanych ADPs.

Model startowy do udokladniania multipolowego zbudowany w oparciu o udo-
ktadnianie TAAM zostal wykorzystany, oprocz cytowanych powyzej badan testo-
wych, miedzy innymi w przypadku holoenzymu reduktazy aldozy w kompleksie
z NADP+ i inhibitorem [71], trypsyny [72], dimeru 9-metyloadeniny z 1-metyloty-
ming [73] oraz 9-difenylotiofosfinoyloantracenu [86].

W przypadku reduktazy aldozy, gesto$¢ elektronowa homologu NADP', NAD",
zostala wyznaczona eksperymentalnie i przeniesiona na wspotrzedne NADP®,
natomiast gestos¢ elektronowa biatka zostata zrekonstruowana przy uzyciu bazy
ELMAM. Dodatkowo podjeto probe udokladniania multipolowego atoméw z fan-
cucha gléwnego polipeptydu. Pozwolito to na zademonstrowanie, po raz pierwszy
na podstawie eksperymentalnej gestoéci elektronowej, elektrostatycznej komple-
mentarnosci pomiedzy srodowiskiem stworzonym przez biatko i jego ligand [71]
(Rys. 8).

Rysunek 8.  Potencjat elektrostatyczny jaki jest generowany przez reduktaze aldozy w miejscu aktywnym wy-
liczony z TAAM w plaszczyznie pierécienia kationu nikotynoamidowego NADP™. Z lewej: biatko
bez NADP, z prawej: samo NADP". Linie niebieskie ciggle przedstawiaja izolinie potencjatu elek-
trostatycznego o wartoéciach dodatnich, linie czerwone przerywane — o warto$ciach ujemnych
oraz linie czarne kropkowane — warto$¢ zero; interwat izolinii wynosi 0,05 e/A. Przedruk z Muzet
N et al. PNAS 2003;100:8742-8747, Chem. Phys. Lett., Vol. 391, Pages 170-175, Copyright (2003)
by National Academy of Sciences

Figure 8. Electrostatic potential as generated by the aldose reductase in the active site computed from
TAAM in the plane of the NADP" nicotinamide ring. Left: protein without NADP", right: NADP*
alone. The continuous blue lines represents isolines of electrostatic potential having a positive
value, the dashed red lines - having a negative value and the dotted black lines - the zero value;
the contour interval is 0.05 e/A. Reprinted from Muzet N et al. PNAS 2003;100:8742-8747, Chem.
Phys. Lett., Vol. 391, Pages 170-175, Copyright (2003) by National Academy of Sciences
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W badaniach dotyczacych ko-krysztalu 9-metyloadeniny z 1-metylotymina
przeprowadzono dodatkowo udokladnianie TAAM dla krysztaléw monomeréw
tego dimeru, dla ktérych udalo sie zebra¢ jedynie dane o standardowej rozdzielczo-
$ci [73]. Uzyskanie dla monomerdw geometrii o jako$ci poréwnywalnej z geometrig
z udoktadniania multipolowego umozliwilo rzetelne poréwnanie geometrycznych
i energetycznych aspektéw oddziatywan miedzyczasteczkowych obecnych w oma-
wianych strukturach krystalicznych. Z kolei badania 9-difenylotiofostinoyloan-
tracenu dotyczyly drgan anharmonicznch i oparte byly na pomiarach w réznych
temperaturach [86]. Oprdcz zbudowania modelu startowego do udokfadniania
multipolowego wzgledem niskotemperaturowych wysokorozdzielczych danych
rentgenowskich, udoktadnianie TAAM pozwolito réwniez wiaczy¢ do analizy dane
z wysokotemperaturowego pomiaru o standardowej rozdzielczosci, dla ktérego nie-
mozliwe bylo przeprowadzenie udokladniania multipolowego.

Udokladnianie TAAM postuzylo réwniez do zbudowania startowego modelu
w procesie udokladniania a-glicyny, D,L-seryny, L-alaniny i peptydu Ala-Tyr-Ala
przy uzyciu metody maksymalnej entropii [74]. W przypadku barwnika kumaryno-
wego 314 wykorzystano TAAM jako punkt odniesienia dla w pelni udokladnionego
modelu multipolowego [75].

TAAM okazal sie by¢ bardzo uzyteczny w analizie struktur, dla ktérych swo-
bodne udoktadnianie modelu multipolowego wzgledem wysokorozdzielczych
danych nie doprowadzito do fizycznie poprawnego modelu gestosci elektronowej,
gléwnie z powodu obecnosci nieporzadku. Wykryto, na przyklad, nieporzadek ato-
mow wodoru w strukturze roksytromycyny, antybiotyku makrolidowego [76]. Prze-
badano réwniez temperaturowg zaleznos¢ nieporzadku rotacyjnego grupy metylo-
wej w krysztale chlorowodorku 2-aminoizomaslanu [78]. W przypadku krysztalu
6-metylo-2-tiouracylu [79] zastosowano bank do wymodelowania gestosci defor-
macyjnej atomu siarki, aby przetestowa¢ wiele réznych hipotez majgcych ttumaczy¢
wystepowanie dodatkowych pikow gestosci elektronowej wokot tego atomu.

Z mozliwosci zastosowania bankéw do analizy oddziatywan miedzyczasteczko-
wych na poziomie gestosci elektronowej, nawet w sytuacji gdy struktur nie poddano
udokladnianiu TAAM, skorzystano w przypadku badan m.in. nad: N-koncowg
domena PriB z Thermoanaerobacter tengcongensis [80], ludzka reduktaza aldozy
w kompleksie z fiderestatem [81], wigzaniami wodorowymi w «-helisie na przy-
ktadzie bialek reduktazy aldozy, -glukozydazy, CTS-M-9-f-laktamazy, ksylanazy,
endopoligalakturonazy i konkawaliny A [82], kompleksami drugiej domeny PDZ
synteniny [18] oraz neuraminidaza wirusa grypy [83].
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Rysunek 9.  Korelacja pomiedzy energig E,_[kcal/mol] oddziatywania konserwowanych reszt aminokwaso-
wych z inhibitorami wyliczonymi przy uzyciu metody UBDB+EPMM a eksperymentalnie wyzna-
czonymi wartosciami stalych inhibicji, pK; lub pIC50. Wykres przygotowany na podstawie danych
z [83]

Figure 9. The correlation between the Ees [kcal/mol] energy for conserved amino acid residues interacting
with the inhibitors calculated using the UBDB+EPMM method and experimental values of the
inhibition constant, pK; or pIC50. Plot repared on the basis of the data from [83]

Analiza energetycznych aspektow oddzialywania elektrostatycznego neurami-
nidazy ze znanymi inhibitorami (ponad 70 komplekséw) [83] pokazala m.in., ze
istnieje pewna korelacja pomiedzy E, oddziatywania siedemnastu konserwowanych
reszt aminokwasowych budujacych miejsce aktywne a eksperymentalnie wyzna-
czong sily inhibicji badanych czasteczek (wartosci pK, lub pIC50, Rys. 9). Wska-
zuje to na potencjalng mozliwos¢ zastosowania metody UBDB+EPMM do budowy
funkcji oceniajacej (ang. scoring function) w procedurze dokowania.

UWAGI KONCOWE

Obecnie na $wiecie publikuje si¢ rocznie okoto 40 000 nowych struktur krysz-
talow organicznych wyznaczonych w oparciu o dane dyfrakcyjne o standardowej
rozdzielczosci. W przypadku biatek i kwaséw nukleinowych, z roku na rok roénie
liczba danych dyfrakcyjnych o rozdzielczosci atomowej, obecnie przekracza ona
50 struktur na rok. Jakos¢ danych geometrycznych wigkszosci tych struktur mogtaby
by¢ znaczaco poprawiona dzieki zastosowaniu udoktadniania TAAM.

Banki pseudoatomdw pozwalaja na szybka oraz ilosciowo zadowalajaca rekon-
strukcje rozktadow gestosci elektronowej. W przypadku makromolekut jest to
trudne do osiggniecia przy uzyciu metod kwantowo-mechanicznych ze wzgledu
na rozmiar ukladu oraz niemozliwe do osiagniecia dla obecnie stosowanych pol
sifowych ze wzgledu na zbytnie ich uproszczenie. Réwniez w przypadku matych
czasteczek organicznych, szybko$¢ uzyskiwania informacji na temat wlasciwosci



452 P.M. DOMINIAK

elektronowych czasteczek moze by¢ atrakcyjna w wielkoskalowych badaniach prze-
siewowych czgsteczek o potencjalnej aktywnosci biologiczne;j.

Bardziej realistyczne atomowe czynniki rozpraszania i szybki dostep do jedno-
elektronowych wla$ciwosci czasteczek moga przenie$¢ standardowy analize struk-
turalng krysztaléw na wyzszy poziom pod wzgledem jakosci i rodzaju informacji
mozliwej do uzyskania z rentgenografii.

W ogélnosci banki pseudoatoméw moga postuzy¢ szerokiemu gronu oséb
badajacych krysztaly zwigzkow maloczasteczkowych (projektowanie nowych mate-
rialow, charakterystyka polimorféw w farmakologii) czy biatka, kwasy nukleinowe
oraz ich kompleksy (zrozumienie mechanizméw rozpoznawania ligandéw, racjo-
nalne projektowanie lekéw, etc.).

PODZIEKOWANIE

Duza cze$¢ niniejszego opracowania pochodzi z autoreferatu przedstawionego
w postepowaniu o nadanie autorce stopnia doktora habilitowanego.
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