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1. Uvod

Spektroskopie nukledrni magnetické rezonance (NMR)
patii jiz fadu let k hlavnim experimentdlnim néstrojim studia
struktury biomolekul a dynamiky procestt v nich probihaji-
trum obsahuje, jsou chemické posuny. Tuto informaci je vSak
mozné pro strukturni studie molekul vyuZit jen ve specidlnich
ptipadech. Uvedend skutecnost je diisledkem toho, Ze chemic-
ké posuny, jak uvidime v ndsledujici kapitole, pfimo souvis{
s elektronovou strukturou, a jsou tedy ovlivnény déji, jez
zpusobuji zménu distribuce elektront v molekule. Mezi nej-

tény posun je primérem pies hodnoty piislusné geometrickym
uspofdddnim nabytym béhem trvdni experimentu NMR) a in-
termolekuldrni interakce (blize v kapitolach 3.2. a 3.3.). V obou
pripadech nenfi zdvislost posunu na téchto procesech obecné
popséna.

Atraktivni mozZnosti, jak vyse uvedené vlivy studovat, je
provedeni vypoctu ab initio, tj. neempirického vypoctu, ktery
vyuziva pouze kvantovou mechaniku a zdkladni fyzikdln{
konstanty. V 90. letech doslo v oblasti vypoctu chemickych
posunt k prudkému nértstu poctu publikaci jak metodického
(piehledny &lanek"), tak aplikaéniho razu (viz napf. ro¢enky?).
Diky rozvoji kvantoveé chemické teorie jsou souc¢asné ptistupy
ab initio schopny poskytnout tidaje o chemickém stinéni v ma-
lych molekuldch s pomérné velkou presnosti. Rozvoj moder-
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nich pocitacovych technologii v 90. letech zpfistupnil Siroké-
mu okruhu zdjemct pracovni stanice a viceprocesorové super-
pocitace s vykonem fadu Gflop. Tato technologie se tak stala
béznou soucdsti vybaveni akademickych i primyslovych la-
boratofi. Tyto ptiznivé okolnosti vedou k rostoucimu zdjmu
o studium chemickych posunt, piipadné faktord, jez je ovliv-
nuji, nejen u malych organickych molekul, ale i systémi
o vétsi molekulové hmotnosti a fragmentd biomakromole-
kul jako jsou proteiny a nukleové kyseliny. Jako piiklad 1ze
uvést vyéisleni posunii "*C v molekule taxolu (C,;H5,NO,,,
pouzito 1037 bazovych funkci) se stiedni kvadratickou od-
chylkou3 6,4 ppm a popis vlivu sekunddrnf a tercidrni struktu-
ry na chemické posuny izotopii 'H, '*C, °N a 'F v bilkovi-
nach*>,

Tento referdt shrnuje zakladni metody vypocti ab ini-
tio chemickych posunti. Na vybranych piikladech jsou de-
monstrovdny moznosti aplikaci téchto vypoctt a diskutovdny
nékteré problémy spojené s jejich realizaci. Problematika zvo-
leného tématu je mezioborovd. Schopnost nejen presného
vycisleni absolutniho stinéni malych molekul, ale reprodukce
rozdild posund v biologicky zajimavych, komplikovanych
systémech je velkou vyzvou teoretickym chemikiim. Detailn{
znalost vztahu mezi strukturou a posunem ¢i vlivem mezimo-
lekuldrnich interakci na chemické stinéni mtize v mnoha pfi-
padech usnadnit interpretaci experimentdlnich NMR dat.

2. Teoreticka c¢ast

2.1. Chemicky posun

Jadra v molekule jsou obklopeny elektrony, jejichz tok
ve vnéjSim magnetickém poli B indukuje vznik lokdlniho
pole B"* . Toto pole zptisobuje, 7e dvé NMR aktivni jadra
s odliSnym chemickym okolim rezonuji pfi riznych frekven-
cich. Indukci na daném jadre Ize vyjadrit vztahem

By =(1-o0,y By (1)
kde BY* je slozka magnetického pole ve sméru o indukovana
tokem elektront, ktery je disledkem pisobeni vnéjsiho mag-
netického pole ve sméru . Chemické stinéni je vzhledem
k asymetrii rozloZen{ elektronli obecné tenzorovou veli¢inou
charakterizovanou tenzorem druhého fadu 6,55 deviti elemen-
ty. Vhodnou volbou soufadnicové soustavy je mozné tento

tenzor prevést do tvaru, v némz diagondlni ¢leny o, Gyy» Oy,
jsou jeho hlavnimi slozkami. Jejich pramér
izo _
6*=1/3 (0 +0,+0,) (2)

potom reprezentuje izotropni stinéni daného jadra. Zatimco
v pevné fazi je v pipadé¢ studia jednotlivych krystali mozné
anizotropni tenzor chemického stinéni plné charakterizovat,



Chem. Listy 94, 90 — 96 (2000)

v plynné a kapalné f4zi dochdzi nasledkem rychlého a neuspo-
fddaného pohybu k zprimeérnovani jeho jednotlivych slozek.
Za predpokladu, Ze vSechny orientace molekuly vzhledem ke
sméru vnéjsiho magnetického pole jsou stejné pravdépodob-
né, je méfitelnd pouze veli¢ina 6. Izotropni stinéni se cha-
rakterizuje nejbéZnéji parametrem §, nazyvanym chemicky
posun, ktery je vyjddfen rozdilem rezonancni frekvence mé-
feného jadra v = v.(1 — 6'). B a frekvence zvoleného stand-
arduv,=7.(1-0y°). Bynormalizovanym vzhledem k indukci
vnej$tho magnetického pole

d=(v-v)/v,=(c"r -c")/(1-c (3)

Pfi teoretickém vypoctu chemického posunu postupujeme
tak, Ze nejprve nékterou z metod popsanych ddle ur¢ime ¢'*°
vybraného jadra. Poté tuto hodnotu odecteme od izotropniho
stinéni standardu ziskaného bud teoreticky nebo experimen-
tdlné; napf. stinici konstanta uhliku Bey jednom z nejb&z-
néjsich standardi, tetramethylsilanu, (TMS) 6'° (**C) je 186,4
ppm (cit.%). Takto ziskany chemicky posun midZeme pak po-
rovndvat s naméfenou hodnotou.

Zéklady kvantové mechanické teorie chemického stinéni
pochdzi ze zacatku 50. let (cit.”®). Stru¢né a srozumiteln& jsou
popsény ve sborniku’. Jelikoz podstata stinéni je elektronickd,
vychdzi se pfi vypoctu pro atomové jidro s_magnetickym
momentem [i ve vn&j§im magnetickém poli B z celkového
hamiltonidnu H ( ﬁ,B?(. Energie jadra E (]ﬁ,B) zdvisi na induk-
ci vn&jsiho magnetického pole B a velikosti [L. S pouzitim
Rayleighovy-Schrodingerovy poruchové teorie 1ze obdrzet
rozvoj energie £ (ﬁB podle [i a B aposléze sefazenim ¢lend
umérnych soucasné [L i B separovat dva piispévky ke stinéni,
a to diamagnetickou a paramagnetickou slozku:

dia

Oop= (Gaﬁ +0§'§“‘) 4)

Diamagnetickd ¢ast tenzoru chemického stinéni popisuje
schopnost vnéjsiho magnetického pole zptisobovat proudéni
ndboje v zdkladnim elektronickém stavu systému. Jeji smér je
obecné opacny nez smér vnéjsiho magnetického pole, proto
zvySuje stinéni daného jadra a tim zpdsobuje posun jeho
rezonan¢niho signdlu k mens$im hodnotdm 8. Hodnotu dia-
magnetické slozky lze vypocitat na zdkladé znalosti vinové
funkce zédkladniho stavu molekuly 10):

o o <0|@|0>
r

]

(5)

kder; uddva polohu elektroni vzhledem ke studovanému jadru
ar_vzhledem k poc¢atku vektorového potencidlu vnéjstho mag-
netického pole (viz ddle). Jelikoz vysledek je mdlo citlivy ke
kvalité pouzité baze vypoctu ab initio a rychle konverguje pfi
jejim rozsirovani, je jeho ziskdni pro kvantovou chemii rela-
paramagnetické slozky. Paramagnetické stinéni lze interpre-
tovat jako schopnost vnéjsiho magnetického pole vyvoldvat
tok elektronti molekulou, a to vyuzitim orbitald, jeZ nejsou
obsazeny v zdkladnim stavu. ¢ plisobi ve sméru blizkém
k orientaci B a je zodpovédné za zvySovani chemického po-

sunu. Hodnota 6" je ddna sou¢tem
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ohara oc_z (6)

qEq

L)

i

pfes excitované stavy ¢ systému; E, a lg) jsou vlastni energie
resp. vlnové funkce jednotlivych stavi al je operator tihlového
momentu. Pfi vypoctu se obvykle postupuje tak, Ze excitované
stavy jsou popsdny virtudlnimi orbitaly pfiblizné vinové funk-
ce. Tato povétSinou drastickd aproximace (pfesnou hodnotu
6" je mozné obdrzet pouze pouzitim kompletni baze'®) vede
k podstatnym chybdm. Je uZitecné si v§imnout, Ze velikost
paramagnetického Clenu je nepiimo umérnd rozdilu energif
zdkladniho a pfisluSného excitovaného stavu. V orbitalové
formulaci je tento jev vyjadien energetickymi rozdily mezi
obsazenymi a neobsazenymi orbitaly. Obecné, pokud mole-
kula md nizko lezici excitovany stav (resp. maly rozdil nejvys-
Siho obsazeného a nejnizsiho neobsazeného orbitalu), para-
magnetické stinéni pifslusnych atomt bude velké.

Vnéjsi magnetické pole B vstupuje do vypoctu ab initio
chemického stinéni prostfednictvim vektorového potencidlu
A tohoto pole. Ve vztazich (5) a (6) se objevuji Cleny zavislé
na pocatku vektorového potencidlu. Polohu tohoto pocatku lze
umistit do libovolného bodu. Ackoliv v pfipadé piesného
vypoctu by provedend volba vliv na vysledek mit neméla,
hodnotu ptiblizného kvantové chemického feseni vyrazné ov-
liviiuje. P¥i posunu by soucet 6** a 6P**mél ziistat konstantni.
V praxi viak je chyba vznikld pii vypoctu ™™ vétsi nez
v piipadé 6" a pro riizné zvolené pocitky A tak dostavime
rozdilné hodnoty chemického stinéni vybraného atomu studo-
vané molekuly. Tento artefakt se anglicky oznacuje jako gau-
ge [geidz] problem. Podle zpisobu, jak se k tomuto problému
pristupuje, 1ze kvantové chemické metodiky vypoctu chemic-
kého stinéni rozdélit do nékolika skupin.

2.2. Pfehled vypocetnich metod

_ Prvni pristupy'"'? vychdzejici z celkového hamiltonidnu
H|(Li,B) aoznatované jako Common Origin Approach (COA)
netesily gauge problem. Slozky tenzoru studovaného jddra se
pocitaly vzhledem k pocdtku na tomto jadie. Tento piistup
vyZzaduje pro dosazeni shody s experimentem pouZiti obrovské
baze. Je mozné dokdzat, Ze s kompletni bazi poskytuje COA
presné vysledky'>!'*. Prakticky je tato metoda viak pouzitelna
pouze pro dvouatomové molekuly. Pro studium vétsich sys-
tému bylo vypracovano nékolik metod, které nejsou zavislé na
volbé poc¢dtku soutradnic vektorového potencidlu. V souvislos-
ti s vypocCty biomolekul je tfeba zminit GIAOQ™1¢ (Gauge
Including Atomic Orbitals) a IGLO'"'® (Independent Gauge
for Molecular Orbitals) (na nasazeni v této oblasti zatim cekaji
LORG"?°aCSGT?"?). ] ejich podstatou je explicitni zahrnuti
vektorového potencidlu do atomovych (v ptipadé GIAO) resp.
lokalizovanych molekulovych (IGLO) orbitald. Z praktického
hlediska je dilezité, Ze metoda GIAO, jez byla pro vypocty
molekul s biologickou relevanci pouzita ve vét§iné piipadd,
pfi rozSifovdni bdze konverguje k pfesnému feSeni rychleji.
Ziskané vysledky jsou tedy s vyuzitim srovnatelné baze vét-
Sinou lepsi nez pfi aplikaci piistupu IGLO.

Metodiky pro vypocet chemického stinéni 1ze rovnéz roz-
délit podle zptsobu, kterym pocitaji jednotlivé slozky tenzoru
G,p VEtSinou jsou zaloZeny na konecné poruchové teorii. Ta
pfi popisu chemického stinéni vychazi z defini¢niho vztahu
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92 E(ﬁ,fi’)
Opp === (8)
79,0 B, )
i=0.B=0
Prakticky lze 6,5 vypocitat ze vztahu
Oop =y P + hojs P! (9)

Tvary operdtorii hy a ' jsou uvedeny v jiZ citovaném
sborniku”. P° je matice hustoty neporuieného systému, P'
matice hustoty prvniho fddu popisujici michdni obsazenych
aneobsazenych orbitaltl v pfitomnosti vnéjstho magnetického
pole. Vypocet P° je rutinni zdlezitosti, P' se ziskdvé feSenim
sprazenych Hartreeho-Fockovych (HF) rovnic s magnetickym
polem jako poruchou (Coupled Perturbed Hartree-Fock Equ-
ations). Zakladnim kvantové chemickym pfistupem pro nale-
zeni vlnové funkce systému a jeho energetickych hladin je
Hartreeho-Fockova metoda selfkonzistentniho pole (SCF), j.
pouziti jednodeterminantového piibliZeni a hleddn{ efektivni-
ho pole pro odpuzovdni elektroni. Konecnd poruchova teorie
chemického stinéni ve spojeni s takto nalezenou vlnovou
funkci a nékterou z metod nezdvislych na volbé pocétku
vektorového potencidlu (napi. GIAO) tvoii pfislusny pristup
CHF (napt. CHF-GIAOQ). Jim ziskané hodnoty jsou v literatufe
Casto oznacovany jen jako data HF resp. SCF.

Elektronovd korelace, tj. rozdil repulse elektrond vyjddie-
né pomoci efektivniho pole a vypocitané presné, md v nékte-
rych piipadech zdsadni vliv na popis stinéni. Pro nékteré
molekuly (v€etné malych, napf. dusik) ani pouZiti rozsahlé
bdze v rdamci Zddného z piistupti CHF neposkytne posuny
blizké experimentdlnim hodnotdm. Pro vypocty chemického
stinéni fragmentd biomolekul byly pouZzity dvé metodiky za-
hrnujici elektronovou korelaci (korelované). K piresnému po-
pisu mensich systému je mozno vyuzit M@llerovu-Plessetovu
(MP) poruchovou teorii. Jeji podstatou je, Ze rozdil mezi
vypoctem se zahrnutim piesné elektronové repulse a s vyuzi-
tim efektivniho pole v rovnicich HF se vyjadfuje formou
hého fadu (MP2), kterd je dilezitd napt. pii vypoctu presnych
molekuldrnich geometrii. Vypocet stinéni metodou MP pouzi-
va matic hustoty a postupu naznaceného rovnici (9). Vypocetni
vyjadfeni odpovfdaqjl’cfch matic hustoty bylo vSak nalezeno
teprve v 90. letech®>

Dalsi korelované metody jsou zaloZeny na teorii funkcio-
nélu hustoty® (Density Functional Theory, DFT). Tato teorie
popisuje piimo elektronovou hustotou, jeZ automaticky urcuje
pocet elektronil a ostatni elektronické charakteristiky — tedy
i chemické stinéni. Formdlné je podobna teorii SCF. Orbitaly
a jim odpovidajici energie hledd pomoci rovnic Kohnovych-
-Shamovych (KS), jeZ jsou obdobou rovnic HF; pro systém
s poruchou pouzivd rovnice CPKS (Coupled Perturbed Kohn
Sham Equations). Z né€kolika implementaci DFT pro vypocet
stinéni se jevi jako nejatraktivngjsi SOS-DFPT?*?7 (Sum-
-Over-States Density Functional Perturbation Theory) ve spo-
jeni s metodikou IGLO. Po nalezeni orbitali KS nefesi rovnice
s poruchou jako alternativni piiblizeni UDFT® (Uncoupled
DFT, nesprazena teorie funckiondlu hustoty pro popis chemic-
kého stinéni). Tim je metodika SOS-DFPT-IGLO tzv. proces
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N°. Toto oznaceni zjednodusSené znamend, Ze vypocetni Cas

roste s tfetf mocninou poctu bazovych funkci. UDFT a CHF
PO 4 . . .

maji zdvislost N™ a poruchovd teorie MP2 je dokonce proces

N°. Tato skute¢nost ve spojeni s pfesnosti danou zahrnutim

elektronové korelace ¢ini pouziti SOS-DFPT-IGLO pro bio-

molekuly velmi pfitazlivym (viz napt.”%%).

3. Studované problémy

3.1. Vypocty pro peptidy
a bdze nukleovych kyselin

Nasledujici ¢dst je vénovdna vyuziti vySe uvedené teorie
pfi studiu vybranych stavebnich jednotek biopolymerd, a to baz{
nukleovych kyselin, aminokyselin a modelt peptidi a bilko-
vin. Misto detailniho citovani konkrétnich vysledki (podrob-
nosti viz uvedena literatura) hledd text spiSe odpovédi na na-
sledujici otazky: Jaké jsou velikosti zmén chemickych posunti
rtznych atomt v zdvislosti na zménéch struktury, geometrie
a okoli studovanych molekul; které metody je tfeba pouZit pro
postihnuti téchto zmén (jsou pristupy SCF dostate¢né nebo
zahrnut{ korela¢ni energie poskytne jiny obraz?) a konecné,
jakou geometrii je vhodné pouZit pro dany vypocet ab initio?

Systematické studium stinéni atomi bdzi nukleovych ky-
selin bylo cilem pouze jediné studie®’. Jedna se o vypocty
piistupem IGLO bez zahrnuti korelacni energie a s pouZitim
relativné malych (kvality priblizné€ triple zeta) bdzi. Obé tyto
okolnosti prispély k odchylkdm od experimentu velikosti az
13 ppm pro uhlikové a 30 ppm pro dusikové posuny. V sou-
casné dobé 1ze metodami DFT ve vétsich bazich dosdhnout
podstatné piesnéjsich vysledki®'. Detailng byly prostudovany
dusiky uracilu®’; o této praci se zminime pfi diskusi vlivu
vodikovych vazeb na posun v dals{ kapitole.

Odlisna situace panuje v oblasti slozek bilkovin — amino-
kyselin resp. peptidii. Dvé vyznamné empirické studie se
zabyvaly statistickymi korelacemi mezi posungf uhliki pétefe
bilkoviny (obr. 1) a jeji sekundarni strukturou 334 Je ziejmé,
Ze pochopeni a schopnost predpovédi téchto zavislosti by
usnadnila feSeni struktur bilkovin. Proto se také né€kolik nezd-
visle pracujicich skupin autorti snazilo o rozieseni otdzek
uvedenych na zagdtku této kapitoly6-3347

Zdkladnim ddajem, jenz do vypoctu ab initio vstupuje,
jsou vnitini soufadnice dané molekuly. Experimentdlni tidaje,
pro vétSi molekuly ziskdvané zpravidla z dat rentgenové struk-
turni nebo NMR analyzy, jsou ovlivnény konkrétnim uspofa-
danim v krystalu nebo interakcemi v roztoku (vice v kapitole
3.3.). Jejich presnost neni mnohdy dostate¢nd a pro modelové
systémy jsou tato data povétsinou nedostupnd. Proto se obvyk-

R |\|1 Ta | R
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Obr. 1. Schématické znazornéni vazebné struktury peptidického
retézce. Dihedralni dhly patefe ¢, resp. y jsou definovany jako
C°-N-C O(—CO resp. N-C a—CO—N, % oznacuje dihedrdlni thel bo¢ntho
fetézce Hi-Cy—C -H,
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le provddi optimalizace geometrie. Tento vypocet pfedstavuje
samostatny problém se specifickymi pozadavky na volbu me-
tody a pouziti vhodné baze. Kvalita geometrie je velmi dtile-
zitd pro ziskdni spravnych hodnot absolutniho stinéni atomut
aminokyselin. Pristupem CHF-GIAO s kvalitni bdzi byly vy-
pocteny? zdvislosti stinéni na vazebnych délkdch r a vazeb-
nych thlech ©. Nalezené hodnoty jsou fadu 10! ppm.A™ pro
do/dr a 10" ppm.(1°)! pro do/dd. Je zndmo, Ze smérnice
zdvislosti ds/dr je zdpornd, protoZe s rostouci vazebnou délkou
klesaji prislusné excita¢ni energie. Vysledkem je zvétSen{
paramagnetického ¢lenu, ktery je zdporny. Z tohoto diivodu
zpusobuje podhodnoceni vazebné délky nadhodnoceni sting-
ni. Porovndme-li vysledky ziskané metodami HF a MP2 s vy-
uzitim stfedni baze pro optimalizaci geometrie, jsou vazebné
délky z HF vypocti kratsi nez pii pouziti metody MP2. Uka-
zuje se vsak, Ze nadhodnocent stinéni v diisledku pouziti méné
spravné HF geometrie je systematické, tzn. Ze rozdily posunti
mezi jednotlivymi atomy zistdvaji zachovz’my”‘“. Pii sledo-
vani vlivu dihedrdlniho dhlu na stinéni lze piispévek zmén
vazebnych délek a tihld jako vysledek geometrické optimali-
zace zanedbat, ponévadz pro aminokyseliny a modely peptidi
jsou zmeény stinéni z vice nez 90 % urovany piislusnym
dihedralnim Ghlem™.

Obecné plati, ze HF metody nadhodnocuji energetické
rozdily mezi obsazenymi a virtudlnimi orbitaly, coz vede
(vztah (6)) k podhodnoceni paramagnetického ¢lenu a ve svém
diasledku ke zvySeni chemického stinéni ve srovndni s vysled-
ky korelovanych metod. Orbitaly m peptidické skupiny maji
tendenci lezet vysoko v souboru obsazenych orbitalt. Soucas-
né jak nevazebné orbitaly typu n volnych elektronovych pdrid
karbonylového kysliku a amidického dusiku, tak orbitaly 1"
patfi mezi nejniZe lezici neobsazené orbitaly. Proto se pouZiti
pristupu SCF na absolutnim stinén{ tohoto fragmentu drama-
ticky projevi (napi. CHF-GIAO nadhodnocuje stinéni karbo-
nylového uhliku o cca 20 ppm, ale C, pouze do 1 ppm, ve
srovndni s MP2-GIAO za pouziti stejné baze pro tutéZ geo-
metrii modelového peptidu®’). Pro vyzkum biomolekul je
zasadni, zda teoretické metody jsou s to reprodukovat trendy
v chemickych posunech pii strukturnich zméndch. V tomto
ohledu je situace pfiznivd — rozdily stinéni mezi jednotlivymi
konformacemi Ize adekvétné popsat jiz na drovni SCF; pro
spravnéjsi ureni absolutnich hodnot posunii pii rdznych hod-
notdch dihedrdlniho tihlu byl navrzen zajimavy postup*: Pro
jeden konformer se vypocitd stinéni pristupem MP2 a rozdil
8(MP2)-8(HF) pro tento thel je pfi¢ten k hodnotdm ziskanym
pro vsechny studované dihedrdlni dhly metodou HF.

3.2. Konformacni zdvislost
chemickych posunt

Experimentdlné stanoveny chemicky posun je primérem
pres vSechna prostorovd uspordddani molekul béhem doby
snimdni NMR signdlu. Z teorie vyplyva, Ze Cas, po ktery je
molekula v urcité konfiguraci, 1ze urcit na zdkladé znalosti
energetické hyperplochy. Hodnota posunu v kazdé nabyté
konfiguraci je dina bodem na hyperplose stinéni, kterd vyjad-
fuje zdvislost chemického posunu na uvazovanych vnitinich
soufadnicich daného systému. Jak jiZ bylo uvedeno, v piipadé
bilkovin jsou zndmy empirické korelace mezi posuny a sekun-
dérni resp. tercidrni strukturou. Mezi nejdileZitéjsi patfi vyssi
posuny °C na C,a CBV o-Sroubovici nez v B-hiebenu a naopak
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zvyseni posunit 'H o-vodiki pfi prechodu z o-§roubovice do
B-hiebenu. Je proto na misté pokusit se o sestrojeni hyperploch
stinéni bilkovin na zdkladé vypoctl ab initio. Ukazuje se, Ze
pro reprodukci hlavnich experimentdlnich trendi sta¢i uvazo-
vat zdvislost posunu na nékolika mélo dihedrédlnich dhlech
modelovych sloucenin. Konkrétné jde o uhly ¢ a y pii popisu
pétefe biomolekuly a tihel y pro uréovéani piispévkid bo¢nich
fetézcl. Jako modely byly pouzity systémy od glycinu az po
heptapeptid HCO — (Gly), — Ala—(Gly); —-NH, (cit.’®). Postu
byl ovétovan tak, Ze pro vybranou bilkovinu (v kli€ové préci-
byla zkoumdna nukleasa Staphyloccoca), jejiz krystalovd
struktura (a tedy i dhly ¢, y, % jednotlivych rezidui) i NMR
spektrum jsou zndmy, se odecitaly 8 z vypoctené hyperplochy
stinéni a porovndvaly s experimentdlnimi idaji pro odpovida-
jici hodnoty torzi. Shoda posunt Be vypoctenych s namére-
nymi je dobrd (napf. pro C, dvandcti alaninovych rezidui byla
smérnice zavislosti experimentdlnich hodnot na vypoctenych
0,85 s regresnim koeficientem 0,94). Shodu teorie s experi-
mentem je mozné jesté zlepsit zahrnutim elektrostatickych
interakci a vodikovych mastkd (viz ddle). Diskusi dosud pub-
likovanych dat pro 5jednotlivé atomy nékolika aminokyselin
Ize nalézt v ¢lanku®.

Pro spravny popis posunt tézSich atomi prvni periody
hyperplocha stinéni modelového peptidu nestaci. N, 170
a F jsou (kromé ovlivnéni mezimolekuldrnimi interakcemi
popsanému v kapitole 3.3.) mnohem citlivéjsi k silim daleké-
ho dosahu. V piipadé bilkovin je proto stinéni téchto jader
silné ovlivnéno pfitomnosti poldrnich skupin. V principu sa-
moziejmé lze tento efekt popsat ab initio, prakticky vSak by
vypocet hyperplochy stinéni velkého fragmentu biomolekuly
byl ne-li neproveditelny, tak pfinejmensim velmi ndkladny.
Proto se hledaly strategie, jeZz by umoznily zahrnuti vliva
interakci dalekého dosahu bez zvySovani poctu atomu s bdzo-
vymi funkcemi. P¥i nejroziifendjiim piiblizném popisu’® se
celkové stinéni 6 daného atomu pfedpokldda ve tvaru souctu

6

6=0,.+0,+0, (10)
kde o, je stinéni vypoctené nékterou z dosud uvedenych metod
(elektronicky piispévek, nazyvany také prispévek sil kratkého
dosahu, protoze se urcuje pouze pro malou okolni ¢dst kolem
daného atomu biomolekuly), c, vyjadiuje elektrostatickou
polarizaci v okoli jadra (piispévek sil dalekého dosahu), a 6
zahrnuje ostatni vlivy na stinéni (magnetické — susceptibilitu
vzorku, vliv kruhovych proudii a pod.). Clen O, je pro atomy
jiné nez vodik maly; miva hodnoty fadu chyb urceni ostatnich
¢lenti z (10) a proto se zanedbdv.

Pro vypocet G, se ujaly dvé metody podrobné popsané
v praci*®. Prvni z nich atomy zkoumaného fragmentu, které
nepopisuje Clen G, aproximuje bodovymi ndboji. Tyto jsou
formou multip6lti nizsich fada zahrnuty do hamiltonidnu pro
vypocet sloZek tenzoru stinéni. Vysledkem je hodnota, kterd
je souctem o, a 6. Tento postup je oznacovan jako metoda
Charge Field Perturbation (CFP). Druhy pfistup, tzv. Multipo-
le Shielding Polarizability (MSP), vyuziva polarizabilit stiné-
ni, tj. derivaci stinéni podle slozek vnéjsiho elektrostatického
pole. Pii pfedpokladaném tvaru zdvislosti stinéni na elektric-
kém poli lze 6, stanovit na zdkladé klasicky ur¢ené hodnoty
elektrostatickéﬁo pole (a jeho gradientti) v misté studovaného
jadra. V praici36byly studovdny obé zminéné metodiky. Pfistup
MSP tsp&sné reprodukoval "N stinéni amidickych dusikt
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valinovych reziduf a metoda CFP spravné urcila 3 posuny
5-F-tryptofani zkoumanych proteind.

Vypocet trojrozmérné struktury biomakromolekul z NMR
dat je mozné schematicky popsat takto: Nejprve jsou z vice-
dimenziondlnich NMR spekter pfifazeny jednotlivé signdly
konkrétnim atomd@m ve studované molekule. S vyuzitim nu-
klearniho Overhauserova efektu (NOE) jsou urceny vzdéle-
nosti vodikovych atoml mensi nezZ 5SA. Ze zméfenych spin-
spinovych interak¢énich konstant jsou stanoveny hodnoty né-
kterych dihedrélnich dhlt pomoci Karplusovych rovnic. Tyto
udaje spolecné se zakladnimi molekuldrnimi parametry slouZz{
ndsledné jako vstup pro geometrickou optimalizaci pomoci
metod distan¢ni geometrie a molekulové dynamiky. Uvedené
metody s vyuZzitim pomérné jednoduchych silovych poli hle-
daji vysledné struktury nejlépe spliujici vstupni vazebné pod-
minky. V optimdlnim pfipadé€ lze naznacenym postupem na-
1ézt globdlni energetické minimum studovaného systému.

Ponévadz chemicky posun je jednozna¢né diktovan struk-
turnim uspordddnim, nabizi se myslenka vyuzit hyperploch
stinéni k vymezeni dalSich vazebnych podminek pro optima-
lizaci geometrie. Byly navrZzeny dva mozné postupy40:

Prvni z nich vyuzivd naméfenych posunti jader pro ziskan{
hodnot dihedrdlnich Ghld. Napi. z dat °C a 'H je mozné
v pifpadé aminokyselin zjistit dhly @, y a . Pro zahrnuti takto
ziskanych torzi do molekulové dynamiky byla vyvinuta me-
todika tzv. plochy Z (Z-surface)*'. V obecném piipadé plocha
Z uddva pravdépodobnost, s jakou soubor spektroskopickych
parametr( {P,} (napf. B¢ chemickych posunil) zdvisi na kon-
krétnim prostorovém uspoidddni atoml (napt. dihedrdlnich
thlech @, y bilkoviny). Zndme-li funkéni zavislost P = P (f(o.,
B, ...)), je pravdépodobnost, Ze experimentdlni hodnota Py
odpovidd geometrickym parametrim o, P, ..., definovdna
plochou Z

Py —f(0t,B,...)

Z=exp|— W

(11)

W je ,.Sitka prohleddvani* vyjadiujici vypocetni resp. experi-
mentdlni nepfesnosti. Pfi feSenf struktury s vyuzitim plochy Z
jsou kromé experimentdlnich dat do vypoctu zahrnuty i dihed-
ralni dhly @, y,  ziskané z naméfenych chemickych posunti.
Tyto tdaje slouzi jako vstupni data pro vypocet molekulové
dynamiky programem®® X-PLOR, ktery hledd energetickd
minima konzistentni s uvedenymi daty. Vysledkem tedy jsou
mj. nové dihedrdlni thly ¢@’, y’, ¢, pro néz je mozno zpétné
vypocitat chemické posuny metodami ab initio za dicelem
ovéfeni nalezené geometrie.

Druhou moznosti je vypocitat pro experimentdlni thly
hodnoty posunti ab initio a tyto posuny zahrnout jako vazebné
podminky minimalizace. Pro tyto ticely byla vyvinuta modi-
fikovand verze X-PLORu oznalovand jako DPLOR (cit.**).
Vyslednou strukturu 1ze opét podrobit kontrole ur¢enim teo-
retickych posund.

3.3. VIiv vodikovych vazeb

Vsechny bézné sekunddrni struktury nalezené v bilkovi-
ndch lezi v povolenych oblastech konformacni mapy torznich
uhld @, y (Ramachandrantv diagram). Pokud konformace
spadajici do nékteré z téchto oblasti md byt sice stericky
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povolenym, ale nestdlym uspofddanim, musi byt stabilizova-
nd. Na této stabilizaci se vyznamné podileji vodikové mustky.
Nyni se zminime o nejdtlezitéjsich pracfch32’37’46, které si-
mulovaly ovlivnéni chemického stinéni intermolekuldrnimi
vodikovymi vazbami mezi strukturnimi prvky molekul s bio-
logickou relevanci. Autofi nereprodukovali pouze hodnotu
izotropniho stinéni studovanych atomd, ale snazili se ziskat
kompletn{ informaci, kterou 1ze analyzou tenzoru chemického
stinéni obdrZet, tj. tfi hlavni slozky o,,, 6., G,, a jejich
orientaci uréenou tfemi smérovymi kosiny vz?ﬂedem ke zvo-
lené soustave souradnic molekuly. Experimentdlné 1ze uvede-
nd data ziskat z NMR méreni v pevné fazi. Z teoretického
hlediska je pfi vypoctu podstatné, Ze k faktortim jako netpl-
nost baze, chyba metody (napf. nezahrnuti korelacni energie),
kvalita geometrie a vliv mezimolekuldrnich interakci je téchto
Sest hodnot obecné mnohem citlivéjsich nez izotropni stinéni ¢'*°.

Pro studium vlivu mezimolekuldrnich interakci existuji
dva zdkladni pfistupy. Prvni z nich do vypoctu ab initio
explicitné zahrnuje okolni molekuly. V jiz zminéné studii*
byly piistupem CHE-GIAQ v malé bazi (D95") reprodukova-
ny hlavni slozky tenzoru "N stin&ni dusikd uracilu se stiedni
kvadratickou odchylkou 25,1 ppm a smérnici linedrni zavis-
losti naméfenych hodnot proti vypoctenym —0,94. Krystal
uracilu je uspotadan tak, ze dusikové atomy sousedi s kysliky
okolnich molekul mfizky. Vliv tohoto uspotfddani na stinéni
byl simulovén pridanim formaldehydu k obéma dusiktim, a to
do vzddlenosti stejné jako v krystalové struktufe uracilu. Sho-
da teorie s experimentem je v piipadé tohoto postupu jesté
lepsi (pro uvedenou bazi klesla stfedni kvadratickd odchylka
na 16,9 ppm a smérnice byla 1,01).

C posuny karbonylovych uhlikii podobné jako posuny
atomi C,a Cﬁ silné koreluji se sekundarn{ strukturou bilkovin
— napf. alaninovd rezidua -hiebenti gsou v praméru o 4,6 ppm
vice stinéna oproti o-§roubovicim®. Cilem prace®’ bylo re-
produkovat tento experimentdln{ trend. JelikoZ pfedchoz{ vy-
pocCty ab initio, které vliv vodikovych vazeb neuvazovaly,
neuspély*** autofi vytvofili jednoduchy model — N-methyl-
acetamid s vodikovou vazbou na formamid — a pro jeho rtizné
geometrie zkoumali metodou CHF-GIAO s dostate¢né velkou
(6-311++G(2d,2p)) bdzi stinén{ karbonylového uhliku. Expe-
rimentdlni tendence byla reprodukovana. Vyborné shody s vy-
Se uvedenym empirickym faktem bylo dosaZeno pro N-formyl-
pentaalaninamid jako model alaninovych rezidui bilkovin. Pfi
pouziti optimalizované geometrie jeho o-Sroubovice a B-hiebe-
nu CHF-GIAO pfistup s bdzi 6-31G piedpovédél rozdil 4,9 ppm.

Aminokyseliny jsou v krystalu pfitomny ve formée obojet-
ného iontu, tj. s —CO; a -NHj skupinou, u néhoz se dd
predpoklddat silné ovlivnéni stinéni karbonylovych uhlikd
mezimolekuldrnimi interakcemi. Prace* zabyvajici se o-gly-
cinem v pevné fazi toto potvrdila: Vypocet SOS-DFPT-IGLO
s adekvatni bazi pro izolovany obojetny ion poskytl '*C posun
karbonylového uhliku zatiZeny zna¢nou chybou (8,,,= —29,1 ppm,
8.y, = —48.6 ppm) a dokonce zaménil poradi hlavnich slozek
tenzoru chemického stinéni. Zahrnuti dvou NH; molekul
v sousedstvi —COy; skupiny do vypoctu zlepsilo vysledky jen
¢dsteéné: 9, = —35,6 ppm pii sprdvném poiadi hlavnich
slozek. Teprve rozsiteni tohoto klastru o dva HCO; fragmenty
v okoli -N'Hj skupiny glycinu poskytlo pro toto obtizné jadro
vysledky v dobré shodé s experimentem (3, .= —43,8 ppm,
8., = —48,6 ppm).

Do vypoctu ab initio je taktéZ mozno explicitné zahrnout

teor
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molekuly rozpoustédla a studovat tak vliv solvatace, kterd
miZe mit podstatny vliv na chemické stinéni nékterych jader.
(Je dobré si uvédomit, Ze napi. hyperplochy stinéni zminéné
v kapitole 3.2. byly ziskdny vypocty ab initio izolovanych
molekul. Pouzitelnost hyperploch pro popis dvourozmérné
struktury je umoznéna pfiznivym faktem, Ze zmény posunti
uhlikl C, a Cy zdvisi prakticky pouze na lokdln{ struktufe, tj.
na hodnotéch ¢ a y pri zanedbatelném vlivu soucasnych zmén
ostatnich vnitinich soufadnic, a nejsou ovlivnény prostredim,
v némz se konkrétni reziduum v biomolekule nachdzi.) Pro
peptidy byl vliv solvatace vypocetné studovdn na tirovni CHF-
GIAO (cit.*®). K modelovému dipeptidu byly postupné pridd-
ny dvé molekuly vody, jedna do okoli karbonylového kysliku,
druhd k amidickému protonu, a zkoumdny zmény tenzoru
chemického stinén{ atomi peptidické vazby. Byla pozorovina
aditivita vlivu hydratace na slozky tenzoru a jeho orientaci (1)
(prislusny ddaj pro strukturu s dvéma molekulami vody byl
priblizné dvojndsobkem hodnoty v monohydrdtu) a vyraznd
zmeéna orientace tenzoru amidického protonu pfi hydrataci (2).
Pokud by uvedené zdvislost byly prokazany i pro vétsi mode-
lové peptidy a vySsi rozsah solvatace, mohly by najit pouZiti
pfi urCovdni stupné solvatace z méfeni zmén posund (/) ¢i
urcovani geometrie solvatovaného fragmentu na zakladé zna-
losti orientace tenzort chemického stinéni (2).

Druhou principidlni moznosti postihnuti vlivua mezimole-
kuldrnich interakci na chemické stinéni je nasazeni vyse po-
psaného piistupu CFP (cit.*®), coz tomto piipadé znamend
zahrnuti bodovych ndbojt atomu tvoficich vodikové vazby se
studovanym fragmentem. V publikaci®® jsou vysledky vypo&-
t pro threonin a tyrosin v pevné fazi, kde, jak jiz bylo uvedeno,
se aminokyseliny nachdzeji ve formé obojetnych iontt a jsou
proto silné ovlivnény intermolekuldrnimi vodikovymi mast-
ky. Pro slozky tenzort stinéni Bc izolovanych obojetnych
iontl autofi obdrzeli stfedni kvadratickou odchylku mezi teo-
reticky vypoctenymi a experimentdlnimi hodnotami 12,3 ppm.
Pro zlepseni vysledku vypoctu byly intermolekuldrn{ interak-
ce simulovany tak, Ze zdkladni burika obsahujici ¢tyfi amino-
kyseliny byla obklopena dal$imi 28 molekulami v geometric-
ké konfiguraci odpovidajici uspofdddni v krystalové mfizi. Na
atomy jedné z aminokyselin zdkladni bunky poté umistili
funkce baze 6-31G™ a viechny ostatni aminokyseliny repre-
zentovali bodovymi ndboji. Stfedni kvadratickd odchylka
klesla o polovinu (na 6,4 ppm).

Jiz dfive zmin&n4 prace®® vyuzila pro modelovéni vodiko-
vé vazby také piistupu CFP. Ke kysliku peptidické skupiny
modelového dipeptidu byly umistény bodové naboje repre-
zentujici amoniak. Byla zkoumdna zavislost rozdilu mezi °N
stinénim peptidického dusiku v tomto uspofdddni a v izolova-
ném dipeptidu na délce vodikové vazby. Pro typickou délku
vodikovych mustkd v bilkovindch 3,0 A byla hodnota tohoto
rozdilu priblizné —1 ppm. Kontrolni vypocet, jenz cely klastr
pocital ab initio, poskytl hodnotu blizkou -2 ppm. Tento
model vlivu vodikovych vazeb na dusikové stinéni je maxi-
mdlné zjednoduseny a reprodukuje pouze znaménko zmén
(experimentdlni rozdily jsou vétsi nez —30 ppm).

4. Vyhled do budoucna

Z vyse prezentovaného piehledu vyplyvd, Ze v soucasnosti
existuje jiz nékolik dobte zvladnutych metod vypoctu chemic-

95

Referaty

kého stinéni pouzitelnych pro rozmérné systémy. Diskutované
metodiky dokdzi nejenom spravné predpovédét hodnotu che-
mického posunu, ale i teoreticky zkoumat konstituéni, geo-
metrické, rozpoustédlové a jiné vlivy ovliviiujici chemicky
posun. Tim umoziuji porozuméni jeho podstaté a faktoriim,
na nichz tato dilezitd experimentdlni veli¢ina zdvisi.

Jelikoz se moduly pro vypocet chemického stinéni stavaji
soucdsti bézné dostupnych kvantové chemickych programi,
neni daleko doba, kdy pro fragmenty biomolekul bude mozné
pocitat chemické posuny piimo na pracovnich stanicich NMR
laboratofi. Velky ndrtist aplikaci 1ze o¢ekdvat hlavné v pripadé
nukleovych kyselin. Jisté se nezastavi ani vyvoj teorie. Ptiz-
nivé dasledky pro vypocty ab initio posunti biomolekul bude
mit dal$i rozvoj teorie funkciondlu hustoty. V této souvislosti
je ocekdvana hlavné vypocetné efektivni metodika s vyménné
korela¢nim funkciondlem piifmo zdvisejicim na magnetickém
poli®". V budoucnu bude snad mozné i pro vétsi molekuly
presnéji predpovidat a lépe pochopit hodnoty chemickych
posunti, podobné jak lze jiz dnes urovat jejich geometrie a
energie.
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