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Ladungstransfer und molekulare Umgebung
sind verantwortlich fiir Eigenschaften von
Wasserstoffbriicken in DNA-Basenpaaren**

Célia Fonseca Guerra und F. Matthias Bickelhaupt*

Obwohl Wasserstoffbriicken zu den schwéchsten chemi-
schen Wechselwirkungen zédhlen, nehmen sie in der Bio-
chemie eine Schliisselstellung ein, indem sie beispielsweise an
verschiedenen Prozessen der Selbstorganisation und der
molekularen Erkennung beteiligt sind. Als herausragendes
Beispiel sind die Wasserstoffbriicken in den Watson-Crick-
Basenpaaren Adenin-Thymin (AT) und Guanin-Cytosin
(GC) zu nennen, die die beiden helicalen Nucleotidstringe
der DNA zusammenhalten und die Grundlage des geneti-
schen Codes bilden. Diese Bindungen werden allgemein als
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iiberwiegend elektrostatische Wechselwirkungen angesehen,
die nach Gilli et al. erheblich durch Resonanz im n-Elektro-
nensystem verstdrkt werden, wobei die negative Ladung am
Protonenacceptoratom und die positive Ladung am Proto-
nendonoratom erhoht werden. Dieses Phinomen wird als
resonanzunterstiitzte Wasserstoffbriicke (resonance-assisted
hydrogen bonding, RAHB) bezeichnet.[!

Wir stellen hier quantenchemische Untersuchungen vor,
die diese Ansicht in Frage stellen und die Bedeutung des
Beitrags von Ladungstransfer zu den sowie den Einflu3 der
molekularen Umgebung auf die Wasserstoffbriicken in DNA-
Basenpaaren belegen. Wir kénnen nun einen signifikanten,
bisher nicht aufgelosten Widerspruch zwischen den experi-
mentellen®? und theoretischen WertenP! fiir die Abstinde
zwischen den Protonendonor- und den Protonenacceptorato-
men in den Basenpaaren AT und GC erkldren. Unsere
Beweise basieren auf einer eingehenden nichtlokalen Dichte-
funktionaltheorie(DFT)-Studie an verschiedenen AT- und
GC-Modellen unter Verwendung des Programms ADF (auf
dem BP86/TZ2P-Niveau).[* ]

Wihrend unsere berechneten Basenpaarungsenthalpien
(298 K, BSSE-Korrektur) von —11.8 und —23.8 kcalmol~!
fir AT bzw. GC sehr gut mit den experimentellen Werten
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(—12.1 bzw. —21.0 kcalmol ') aus Gasphasenuntersuchungen
iibereinstimmen,[®! erhalten wir im Vergleich mit Daten aus
Rontgenstrukturanalysen® eine erhebliche Diskrepanz, wie
sie auch zuvor bei konventionellen ab-initio- (HF) und
Hybrid-DFT-Studien (B3LYP) aufgetreten war.’l Wie in
Abbildung 1 zu sehen ist, betragen die Langen der Wasser-
stoffbriicken zwischen N6 und O4 sowie zwischen N1 und N3
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Abbildung 1. Durch BP86/TZ2P-Rechnungen ermittelte N6-O4- und N1-
N3-Abstinde [A] in Adenin-Thymin 1a, Adenin-Uracil 1b und den AT-
Modellen 1¢-e, die Wassermolekiile und/oder ein Natriumion enthalten,
sowie die entsprechenden, durch Rontgenstrukturanalyse bestimmten
Abstiande im Kristall des Natriumsalzes von Adenylyl-3',5"-uridin-hexa-
hydrat 1£12°

in AT 1a2.85 bzw. 2.81 A und #hneln denen in Adenin-Uracil
(AU) 1b. Demgegeniiber stehen die experimentell bestimm-
ten Abstinde von 2.95 bzw. 2.82 A in 1f. Noch gravierender
ist der Unterschied bei den drei Wasserstoffbriicken in GC
(Abbildung 2): Nach unseren Rechnungen sind die O6-N4-,
N1-N3- und N2-O2-Abstdnde mit der Reihenfolge kurz-lang-
lang (2.73,2.88 bzw. 2.87 A, 2a) zu beschreiben, wihrend nach
den experimentellen Daten die Reihenfolge lang-lang-kurz
(2.91,2.95 bzw. 2.86 A, 2 f) vorliegt. Wir haben iiberpriift, da
diese Unterschiede nicht darauf zuriickzufiihren sind, da3 wir
die glycosidische N-C-Bindung nicht beriicksichtigt haben.
Denn die Methylierung der Basen an N9 (A oder G) oder N1
(Toder C) — eine Methode, die glycosidische N-C-Bindung zu
imitieren, — hat im Grunde keinen Einfluf auf die Wasser-
stoffbriicken der AT- und GC-Basenpaare: Die Bindungs-
energien (0K, keine BSSE-Korrektur) unterscheiden sich
nicht bzw. nur durch 0.3 kcalmol™!, und die Lingen der
Wasserstoffbriicken weichen um hochstens 0.01 A (BP86/
TZ2P) ab (nicht in Abbildung 1 und 2 dargestellt). Auch die
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Abbildung 2. Durch BP86/TZ2P- (2a, 2¢—e) und BP86/DZP-Rechnun-
gen (2b) ermittelte O6-N4-, N1-N3- und N2-O2-Abstinde [A] in Guanin-
Cytosin 2a, im Nucleotidpaar dGMP-dCMP 2b unter Beriicksichtigung
des Riickgrats und in den GC-Modellen 2¢-e, die Wassermolekiile und/
oder ein Natriumion enthalten, sowie die entsprechenden, durch Rontgen-
strukturanalyse bestimmten Abstdnde im Kristall des Natriumsalzes von
Guanylyl-3',5"-cytidin-nonahydrat 2 £.12<]

Langen der H-Briicken im Nucleotidpaar 2b unterscheiden
sich nur um maximal 0.02 A (BP86/DZP) von denen im
Basenpaar 2a.

Um den Grund fiir diese Diskrepanz zwischen Theorie und
Experiment zu finden, haben wir die Wechselwirkungen in C-
symmetrischen AT- und GC-Basenpaaren, deren H-Briicken-
Lingen und -Energien um weniger als 0.005 A bzw.
0.1 kcalmol~! von denen der C,-symmetrischen Paare 1a
und 2a abweichen, auf der Grundlage des Kohn-Sham-
Molekiilorbital(KS-MO)-Modells untersucht. Hierzu haben
wir die eigentliche Wechselwirkungsenergie (AE;,) in die
klassische elektrostatische Wechselwirkung (AV,), bindende
Orbitalwechselwirkungen (AE,) — die Ladungstransfer und
Polarisation einschlieBen — und in die Pauli-AbstoBung
zwischen abgeschlossenen Schalen (AEp,,) zerlegt.’] Wie
sich herausstellt, tragen die bindenden Orbitalwechselwir-
kungen sowohl in AT als auch in GC in der gleichen
GroBenordnung wie die elektrostatische Anziehung zu den
Wasserstoffbriicken bei (AE, und AV, betragen fiir AT
—224 bzw. —321kcalmol”!, fir GC —34.1 bzw.
—48.6 kcalmol™'). Eine genauere Untersuchung von AE
und den damit verbundenen Anderungen der Wellenfunktion
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(Orbitalmischung) zeigt, daB3 die Orbitalwechselwirkungen
iiberwiegend auf den Ladungstransfer im o-Elektronensystem
zwischen einem freien Elektronenpaar eines Stickstoff- oder
Sauerstoffatoms der einen Base und den N-H-o*-Acceptor-
orbitalen der anderen Base zuriickgehen. In Abbildung 3 sind
die nach der KS-MO-Methode ermittelten Wechselwirkun-
gen der Grenzorbitale in AT wiedergegeben. Die Analyse von
GC ergibt ein dhnliches Diagramm. In der Tat kénnen wir
Orbitalwechselwirkungen im mn-Elektronensystem (nicht in
Abbildung 3 dargestellt) identifizieren, die an das RAHB-
Modell erinnern: Durch Polarisierung der m-Ladungsvertei-
lung innerhalb einer Base kompensieren diese Wechselwir-

Abbildung 3. Grenzorbitalwechselwirkungen zwischen Adenin und Thy-
min in 1a nach BP86/TZ2P-Kohn-Sham-DFT-Analysen. (Die HOMO- und
LUMO-Energien der o-Elektronen der Basen sind in eV angegeben, die
Gruppe der beteiligten niedrigsten unbesetzten Orbitale ist als Block
gekennzeichnet.)

kungen die durch den Ladungstransfer im o-Elektronen-
system aufgebaute Ladung. Der entsprechende Beitrag der -
Wechselwirkungen zu den Wasserstoffbriicken in AT und GC
betrdgt — 1.7 bzw. —4.8 kcalmol~!; das entspricht nur 3 bzw.
6 % der gesamten bindenden Wechselwirkungen AE +AV.
Somit kommt dem mn-Beitrag eine geringe Bedeutung zu.
Aber andererseits machen die m-Wechselwirkungen 14 -20 %
der Nettobindungsenthalpien aus, und auf der sehr flachen
Potentialenergiefliche konnen sie eine Verkiirzung der Was-
serstoffbriicken um ungefihr 0.1 A bewirken. Unter diesem
Gesichtspunkt kann man von einer gewissen nt-Unterstiitzung
sprechen, obwohl dieser Term im Vergleich zum Ladungs-
transfer und der elektrostatischen Anziehung ziemlich gering
ist.

Einen weiteren Beweis fiir Ladungstransfer liefert die
Analyse der Deformationsdichte Opy,.(r) — Opase1(F) — Prase2(F),
d.h. der Umverteilung der Ladungsdichte nach der Bildung
des Basenpaars aus den entsprechenden Einzelbasen. Diese
kann mit Hilfe der erweiterten Voronoi-Deformationsdichte-
Methode (VDD) quantifiziert werden.[? Mit dieser Methode
konnen die mit der Basenpaarung verbundenen Anderungen
der Atomladungen AQ, bestimmt und nach Gleichung (1)
zur Deformationsdichte in Beziehung gesetzt werden
(VVA = Volumen der Voronoi-Zelle von Atom A im Basen-

paar).

A0 =~ [ [Prulr) ~ Paser (1) ~ sl i )
VVA
Die Interpretation der mit VDD berechneten Atomladun-

gen ist ziemlich einfach. Anstelle der Berechnung der Ladung
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eines einzelnen Atoms A wird der aus den Wechselwirkungen
zwischen den DNA-Basen resultierende Ladungsflu3 aus
(AQ4 >0) oder in die Voronoi-Zelle des Atoms A (AQ, <0)
bestimmt. Die Voronoi-Zelle des Atoms A entspricht dem
Raumsegment, das dem Kern A niher ist als jedem anderen
Kern. Wir haben sichergestellt, da3 alle VDD-Werte stabil
gegeniiber Variationen in den verwendeten Basissédtzen sind,
indem wir die VDD-Ladungen nach BP86 mit drei verschie-
denen Basissitzen vom Slater-Typ, DZ (nichtpolarisiert,
doppel-), DZP (einfach polarisiert, doppel-§) und TZ2P
(zweifach polarisiert, tripel-¢), berechneten: Die maximale
Abweichung betrigt 0.01 Elektronen. Dies beeinfluB3t weder
das physikalische Bild noch unsere Schlufolgerungen. Ein-
zelheiten unserer Analysen werden an anderer Stelle ver-
offentlicht werden.

Die Donor-Acceptor-Wechselwirkung in der Wasserstoff-
briicke N1 --- H-N3 in AT, an der zwei Adenin-Donororbitale
mit dem Charakter eines freien Elektronenpaars an N1
beteiligt sind, bewirkt einen Nettotransfer von 0.05 Elektro-
nen von A auf T (berechnet nur mit virtuellen o-Orbitalen an
T, alle anderen virtuellen Orbitale wurden entfernt). An-
dererseits erfolgt eine Ubertragung von 0.04 Elektronen von
T zuriick auf A infolge der Wechselwirkungen in der N6-H ---
O4-Wasserstoffbriicke unter Beteiligung eines Thymin-Do-
nororbitals mit dem Charakter eines freien Elektronenpaars
an O4. Daraus resultiert insgesamt eine geringe negative
Ladung im Thymin. Im Basenpaar GC werden 0.05 Elek-
tronen von G (freies Elektronenpaar an O6) in der O6--- H-
N4-Wasserstoffbriicke auf C tibertragen, wéhrend 0.07 Elek-
tronen von C (zwei Donoratome, N3 und O2) zuriick auf G in
den beiden Wasserstoffbriicken N1-H---N3 und N2-H--- O2
transferiert werden. Dies fiihrt zu einer negativen Ladung im
Guanin.

Das gleichzeitige Vorkommen von Wasserstoffbriicken, die
Ladungen in entgegengesetzte Richtungen iibertragen, ver-
hindert den Aufbau hoher Gesamtladungen in den DNA-
Basen, und man sollte deshalb erwarten, dal3 diese Wasser-
stoffbriicken sich gegenseitig verstarken. Aber die Analyse
der Bindungsenergie weist auf keinen Synergieeffekt hin.
Anhand von (hier nicht gezeigten) Untersuchungen der
Deformationsdichte ist dies darauf zuriickzufiihren, daB jede
Wasserstoffbriicke eine separate lokale Ladungstrennung
hervorruft, die durch eine andere Wasserstoffbriicke nicht
beeinfluflt wird.

Eine Zerlegung der VDD-Ladungen in die Beitrdge des o-
und m-Elektronensystems (AQ,=AQ4%+ AQ7%) ergibt, da
nahezu der gesamte Ladungstransfer auf o-Elektronentrans-
fer beruht. Die AQ%-Werte zeigen, dafl das m-Elektronen-
system jeder einzelnen DNA-Base so polarisiert wird, daf3
dem Aufbau positiver oder negativer Ladungen an den
Donor- und Acceptoratomen, hervorgerufen durch Ladungs-
transfer im o-Elektronensystem, entgegengewirkt wird und
diese Ladungen teilweise abgeschwicht werden. Wir konnten
jedoch keinen Synergieeffekt zwischen AE, und AE, fest-
stellen, d.h., AE, wird durch die Polarisierung der -
Elektronen nicht erhoht.

Die duBerst flachen Potentialenergieflichen, die wir fiir die
Wasserstoffbriicken in den Basenpaaren finden, lassen es
plausibel erscheinen, daf3 die Strukturen von AT und GC im
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Kristall und unter physiologischen Bedingungen deutlich von
Wechselwirkungen mit der molekularen Umgebung, wie
Hydratation, Koordination von Alkalimetallionen (Na*)
und Wasserstoffbriicken zu Hydroxygruppen des Zuckerrests,
beeinfluBt werden. Um dies nachzuweisen, haben wir ver-
sucht, die wichtigsten Umgebungseffekte, die in den rontgeno-
graphisch untersuchten Kristallen der Natriumsalze von
Adenylyl-3',5-uridin-hexahydrat (ApU-Hexahydrat) 1£2!
und Guanylyl-3',5'-cytidin-nonahydrat (GpC-Nonahydrat)
2 £ yorkommen, zu simulieren. Tatsidchlich machen die
Strukturen der Verbindungen la-e und 2a-e in den
Abbildungen 1 bzw. 2 deutlich, wie sich die mit DFT-
Rechnungen bestimmten Geometrien von AT und GC durch
den Einbau von Wassermolekiilen, die teilweise den Hydrata-
tionseffekt und die Wasserstoffbriicken zu den Ribose-
Hydroxygruppen simulieren, und durch die Einfiihrung eines
Natriumions den experimentell ermittelten angleichen (Ab-
stiande [A]: le: N6-O4=2093, N1-N3=2.79; 2e: O6-N4=
2.88, N1-N3 =2.95, N2-0O2 =2.85). Unsere Ergebnisse zeigen,
daB moderne DFT-Verfahren bereits heute in der Lage sind,
die Wasserstoffbriicken in DNA-Basenpaaren nicht nur sehr
effizient, sondern — sofern hierfiir geeignete Modelle ver-
wendet werden — auch genau zu beschreiben und zu ver-
stehen.
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