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Чи можуть бiлки таутомеризувати основи ДНК:

фiзична вiдповiдь на бiологiчно важливе запитання

На простих модельних системах сучасними квантово-механiчними методами доведено,
що бiологiчно приваблива iдея про таутомеризацiю основ ДНК бiлками, зокрема реплiка-
тивного комплексу, є неадекватною з фiзичної точки зору. Висловлено припущення про
те, що цi бiлки, швидше за все, виконують дiаметрально протилежнi функцiї, а саме —
контролюють таутомерний статус основ ДНК.

Прототропна таутомерiя нуклеотидних основ є одним iз фiзичних джерел спонтанних точко-
вих мутацiй ДНК. Вперше це було постульовано Вотсоном i Криком та якiсно обгрунтовано
Топалом i Фреско у роботах [1, 2], якi вважаються класичними. Логiчним продовженням
цих дослiджень стало їхнє експериментальне пiдтвердження [3–5] та квантово-механiчне об-
грунтування [6]. У попереднiх наших роботах [7, 8] запропоновано простi фiзичнi механiзми
iнгiбування синтезу пар нуклеотидiв за участi рiдкiсних таутомерiв бiлками реплiкативно-
го комплексу.

Разом з тим у лiтературi тривалий час дискутується питання про елементарнi фiзичнi
механiзми власне таутомеризацiї (тобто переходу iз основної, канонiчної таутомерної форми
у рiдкiсну, мутагенну [9]) основ ДНК (див., наприклад, [10] та наведену там бiблiографiю).
Виокремилися два пiдходи: таутомеризацiя водою, а саме — макро-, мiкрооточенням або
поодинокими молекулами, i таутомеризацiя основ у комплементарних парах за рахунок
перенесення протонiв — так званий механiзм Льовдiна [10]. Перший iз них є унiверсаль-
ним i, в принципi, пояснює як таутомеризацiю основ ДНК у процесi реплiкацiї останньої,
так i основ нуклеотидiв, що включаються в ДНК пiд час її бiосинтезу. Другий стосується
виключно основ ДНК, що реплiкується.

Враховуючи певнi труднощi, з якими пов’язанi вищезгаданi пiдходи, у роботi [11] ви-
словлену оригiнальну думку про можливiсть таутомеризацiї основ ДНК бiлками, якi разом
iз нею функцiонують, або, iншими словами, — про можливий “мутагенний” тиск бiлкiв на
ДНК.
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Метою даної роботи є фiзична перевiрка цiєї бiологiчно важливої гiпотези. Використову-
ючи простi молекулярнi моделi таутомеризацiї основ ДНК бiчними радикалами деяких амi-
нокислот та сучаснi квантово-механiчнi методи, нам вдалося показати, що вона не має пiд
собою фiзичного пiдгрунтя. Це, швидше за все, означає, що бiлки реплiкативного комплексу
вiдiграють роль, протилежну тiй, що постулювалася у роботi [11], а саме — пригнiчують,
iнгiбують спонтанну таутомеризацiю основ ДНК.

Об’єкти i методи дослiдження. Об’єктами дослiдження слугували воднево-зв’язанi
(за мiсцем Вотсон–Крикiвського спарювання) комплекси, утворенi усiма чотирма канонi-
чними основами ДНК з мурашиною кислотою — найпростiшою молекулярною моделлю
бiчних залишкiв аспарагiнової та глутамiнової кислот. Саме цi амiнокислоти вибранi нами
з огляду на те, що їхнi бiчнi залишки, маючи нульову енергiю таутомеризацiї, практично
не змiнюють свого просторового розмiщення вiдносно основи при такому процесi i не ство-
рюють тим самим стеричних ускладнень.

Квантово-механiчнi розрахунки геометричної та електронної будови дослiджуваних об’-
єктiв проведено на рiвнi теорiї DFT B3LYP/6-311 + +G(d,p) у вакуумному наближеннi.

Усi зоптимiзованi структури перевiрено на стiйкiсть за вiдсутнiстю уявних частот у їхнiх
коливальних спектрах, якi розраховували у гармонiйному наближеннi.

Електронну енергiю взаємодiї у комплексах визначали на рiвнi теорiї MP2/6-
311 ++G(2df, pd)//B3LYP/6-311 + +G(d,p) з урахуванням так званої BSSE-поправки на
базисний набiр функцiй [12].

Квантово-механiчнi розрахунки проведено iз використанням програмного пакету
“GAUSSIAN03” для платформи Win32 [13].

Мiжмолекулярнi Н-зв’язки iдентифiкували та дослiджували методом аналiзу топологiї
електронної густини [14] (так звана квантово-механiчна теорiя Бейдера атомiв у молекулах),
використовуючи хвильовi функцiї, отриманi на рiвнi теорiї B3LYP/6-311 ++G(d,p).

Топологiю електронної густини аналiзували за допомогою програмного пакету AIM2000.
Перехiднi стани таутомеризацiї локалiзували на рiвнi теорiї MP2/6-311 ++G(2df, pd)//

B3LYP/6-311 + +G(d,p). Енергiю класичних мiжмолекулярних водневих (Н) зв’язкiв ви-
значали за методом Йогансена [15], що грунтується на зсувi частоти валентних коливань
атомних груп — донорiв Н-зв’язку, використовуючи при цьому вибiркове дейтерування,
зокрема одного iз амiнних атомiв водню, не задiяних у Вотсон–Крикiвському спарюваннi,
для усунення механiчних резонансiв тестових нормальних коливань iз сусiднiми.

Результати та їх обговорення. Пiдхiд, використаний у нашiй роботi, грунтується,
по сутi, на вiдомiй моделi Льовдiна, з тiєю лише рiзницею, що роль комплементарної осно-
ви вiдiграє модельний залишок амiнокислоти, а саме — мурашина кислота, що взаємо-
дiє з основою парою Н-зв’язкiв за мiсцем Вотсон–Крикiвського спарювання. При цьому,
як i за Льовдiним, таутомеризацiя основ має вiдбуватися у три етапи: 1) залишок амi-
нокислоти зв’язується двома Н-зв’язками з основою; 2) у процесi теплових флуктуацiй
вiдбувається таутомеризацiя основи у комплексi за рахунок перенесення протонiв вздовж
мiжмолекулярних Н-зв’язкiв; 3) комплекс, що утворився, дисоцiює у процесi теплових
флуктуацiй на складовi — в результатi отримуємо основу ДНК у рiдкiснiй, мутагеннiй
формi.

Зрозумiло, що ефективнiсть таутомеризацiї буде визначатися, з одного боку, її енергети-
чним бар’єром, а з iншого — вiдносною енергiєю комплекса за участi рiдкiсного таутомера
порiвняно зi стартовим комплексом за участi канонiчного таутомера. Необхiдною ж умо-
вою цього процесу є динамiчна стiйкiсть комплекса за участi мутагенного таутомера, тобто
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Рис. 1. Геометрична структура дослiджених комплексiв: мiжмолекулярнi водневi зв’язки АН. . . В зображено
пунктиром, їхнi довжини подано в Å; TS — перехiдний стан таутомеризацiї

енергетичний бар’єр переходу iз цього стану у стартовий повинен бути високим порiвня-
но з енергiєю нульових коливань, термiчне збудження яких провокує згаданий зворотний
перехiд.

Отриманi нами результати наведено на рис. 1 та у табл. 1 i 2. Аналiзуючи їх та узагаль-
нюючи, доходимо таких висновкiв.

Кожен iз зображених на рис. 1 стартових та таутомеризованих комплексiв стабiлiзується
двома нееквiвалентними Н-зв’язками: згiдно з iснуючою класифiкацiєю, їх можна вiднести
до середнiх та сильних, оскiльки їхня енергiя лежить у межах 4,69–12,28 ккал/моль. Та-
кий же самий висновок можна зробити, спираючись на їхнi електронно-топологiчнi та гео-
метричнi характеристики. Характерно, що у таутомеризованих комплексах сумарна енергiя
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мiжмолекулярних Н-зв’язкiв, що їх стабiлiзують, помiтно посилюється порiвняно зi старто-
вими комплексами. При цьому найбiльший ефект спостерiгається у комплексi за участi Ade:
якщо енергiя Н-зв’язку N4H. . .O у стартовому комплексi становить лише 4,69 ккал/моль
(це найменше значення серед усiх дослiджуваних комплексiв), то при його таутомеризацiї
вона посилюється до 12,28 ккал/моль, тобто бiльше, нiж удвiчi. Характерно, що енергетичнi
параметри чiтко корелюють з електронно-топологiчними та геометричними, якi змiнюються
при цьому вiд мiнiмальних (ρ = 0,027 ат. од., ∆ρ = 0,084 ат. од., ∆dAH = 0,015 Å) до макси-
мальних (ρ = 0,075 ат. од., ∆ρ = 0,144 ат. од., ∆dAH = 0,080 Å). Цiкаво, що у всiх шiстьох

Таблиця 1. Електронно-топологiчнi, геометричнi, спектрально-коливальнi та енергетичнi характеристики
мiжмолекулярних Н-зв’язкiв у дослiджуваних структурах

Комплекси
Н-зв’язок
AH. . . B

ρ,
ат. од.

∇
2ρ,

ат. од.
100 · ε dA...B,

Å
dH...B,

Å
∠AH. . .B,

град.
∆dAH,

Å
−∆ν,
см−1

EHB,
ккал/моль

Ade · HCOOH OH. . . N1 0,057 0,097 5,13 2,704 1,683 174,60 0,051 940,1 9,90
N6H. . .O 0,027 0,096 3,78 2,932 1,910 168,60 0,015 242,0 4,69

Ade* · HCOOH N1H. . .O 0,038 0,119 3,24 2,813 1,778 172,49 0,023 392,9 6,20
OH. . . N6 0,075 0,084 4,68 2,614 1,564 178,02 0,080 1425,6 12,28

Thy · HCOOH OH. . . O4 0,046 0,138 2,14 2,674 1,675 178,80 0,029 545,4 7,42
N3H. . .O 0,028 0,098 2,77 2,920 1,891 166,20 0,017 275,2 5,06

Thy* · HCOOH O4H. . .O 0,050 0,139 2,09 2,650 1,648 176,80 0,032 610,4 7,88
OH. . . N3 0,051 0,097 5,16 2,735 1,720 176,00 0,044 821,4 9,22

Gua · HCOOH N1H. . .O 0,036 0,116 3,34 2,834 1,804 173,58 0,018 319,1 5,51
OH. . . O6 0,056 0,144 2,09 2,620 1,605 177,18 0,043 801,0 9,10

Gua* · HCOOН OH. . . N1 0,065 0,094 4,96 2,659 1,628 175,67 0,061 1118,2 10,84
O6H. . .O 0,041 0,125 2,25 2,719 1,728 177,58 0,023 457,6 6,74

Cyt · HCOOH OH. . . N3 0,049 0,096 5,59 2,749 1,735 179,00 0,043 808,0 9,14
N4H. . .O 0,032 0,108 3,76 2,868 1,844 172,00 0,017 293,5 5,25

Cyt* · HCOOH N3H. . .O 0,030 0,103 3,17 2,890 1,859 169,30 0,019 319,8 5,52
OH. . . N4 0,061 0,099 4,98 2,669 1,643 177,80 0,055 1025,4 10,36

Пр и м i т ка . ρ i ∆ρ — значення електронної густини i лапласiану електронної густини у критичнiй точцi
вiдповiдно; ε — елiптичнiсть; dBCP−RCP — вiдстань вiд критичної точки зв’язку (BCP) до кругової критичної
точки (RCP) [14]; EHB — енергiя Н-зв’язку [15]. Зiрочкою позначено мутагеннi таутомери основ.

Таблиця 2. Енергетичнi характеристики дослiджуваних комплексiв: результати квантово-механiчних роз-
рахункiв на рiвнi теорiї MP2/6-311 ++G(2df,pd)//B3LYP/6-311 ++G(d,p)

Комплекси Eint,
ккал/моль

ΣEHB,
ккал/моль

ΣEHB/Eint,
%

∆∆GTS ,
ккал/моль

∆∆G ∆G,
ккал/мольккал/моль см−1

Ade · HCOOH 17,90 14,59 81,53 6,42 −1,10 −355,3 7,53
Ade* · HCOOH 25,54 18,48 72,37
Thy · HCOOH 14,88 12,48 83,86 7,34 0,20 64,4 7,14
Thy* · HCOOH 21,76 17,11 78,62
Gua · HCOOH 21,61 14,62 67,62 1,92 −0,60 −194,6 2,52
Gua* · HCOOH 19,45 17,58 90,39
Cyt · HCOOH 19,54 14,40 73,69 4,05 1,36 440,1 2,69
Cyt* · HCOOH 18,92 15,88 83,94
Ade · Thy 14,92 13,02 87,25 11,05 −1,01 −326,8 12,07
Ade* · Thy* 33,80 22,49 66,55
Gua · Cyt 29,28 17,04 58,20 9,70 1,49 479,9 8,22
Gua* · Cyt* 22,94 19,72 85,99

Пр и м i т ка . Eint — електронна енергiя мiжмолекулярної взаємодiї; ΣEHB— сумарна енергiя мiжмолеку-
лярних внутрiшньопарних Н-зв’язкiв; ∆∆GTS— енергетичний бар’єр таутомеризацiї; ∆∆G — зворотний
енергетичний бар’єр; ∆G— вiдносна енергiя таутомеризованого комплексу.
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випадках, про якi щойно йшлося, сумарна енергiя мiжмолекулярних Н-зв’язкiв становить
лише 67,6–90,4% вiд електронної енергiї мiжмолекулярної взаємодiї. Це вкотре говорить
про те, що не можна ототожнювати енергiю мiжмолекулярної взаємодiї у Н-зв’язаних ком-
плексах з енергiєю останнiх.

Привертає до себе увагу той факт, що електронна енергiя взаємодiї у комплексi
Ade · HCOOH (17,90 ккал/моль) помiтно перевищує аналогiчну величину для Вотсон–
Крикiвської пари Ade·Thy (14,92 ккал/моль). Це свiдчить про те, що карбоксильнi залишки
амiнокислот можуть конкурувати iз Thy/Ade за зв’язування з Ade/Thy, тобто маємо елемен-
тарний фiзичний механiзм розкриття пари Ade ·Thy (або у бiльш узагальненому виглядi —
розплiтання дiлянок подвiйної спiралi ДНК, збагаченої на пари Ade ·Thy) спецiалiзованими
бiлками.

Не можна оминути увагою також i те, що утворення комплексу Ade · HCOOH поля-
ризує сусiдню групу C2H таким чином, що її довжина порiвняно з вiльним станом ско-
рочується на 2 · 10

−5 Å, а частота валентного коливання ν(C2H) зростає на 3,6 см−1. Це
частково пояснює, чому утворення третього Н-зв’язку С2Н. . .О2 у Вотсон–Крикiвськiй па-
рi Ade · Thy [9, 10] не супроводжується низькочастотним зсувом нормального коливан-
ня ν(C2H).

Для комплексiв Cyt ·HCOOH та Cyt∗ ·HCOOH перехiдний стан таутомеризацiї TS являє
собою Н-зв’язану йонну пару “депротонована мурашина кислота · протонована основа”, що
стабiлiзується двома Н-зв’язками. Це означає, що механiзм перенесення протонiв уздовж
мiжмолекулярних Н-зв’зкiв, що стабiлiзують комплекси, є естафетним: спочатку вздовж
одного iз мiжмолекулярних Н-зв’язкiв переноситься протон вiд амiнокислотного залишку
до основи, протонуючи її; потiм сусiднiй протон основи, що задiяний у iншому Н-зв’язку,
переноситься вiд основи на атом кисню депротонованої мурашиної кислоти, що несе на собi
значний негативний заряд. Для трьох iнших комплексiв фiзичний механiзм таутомеризацiї
теж естафетний — вiн починається з перенесення гiдроксильного протону карбоксильної
групи на атом кисню основи у комплексах Thy · HCOOH, Gua · HCOOH та на атом азоту
основи у комплексi Ade ·HCOOH вздовж мiжмолекулярного Н-зв’язку. При цьому сусiднiй
зв’язок NH основи (N3H в Thy, N1H в Gua та N6H в Ade) подовжується настiльки, що
утворюються два розрихленi хiмiчнi зв’язки N−H−O (позначенi рисками).

Порiвнюючи енергетичнi бар’єри таутомеризацiї та вiдносну енергiю таутомеризованих
комплексiв з аналогiчними величинами для Вотсон–Крикiвських пар Ade · Thy i Gua · Cyt
(див. табл. 2), неважко переконатися у тому, що першi мають незаперечнi переваги над
останнiми. Проте цi переваги зводяться нанiвець доведеним фактом динамiчної нестабiль-
ностi таутомеризованих комплексiв: для комплексу Gua ·HCOOH зворотний бар’єр взагалi
вiдсутнiй. Дiйсно, енергетичнi бар’єри зворотного переходу комплексiв iз таутомеризованої
форми у основну (див. табл. 2) значно меншi, нiж нульова енергiя вiдповiдних коливань,
термiчне збудження яких спричиняє вищезгаданий зворотний перехiд. Для прикладу, у ком-
плексi Cyt∗ · HCOOH, який має найбiльшу енергiю зворотного переходу (440,1 см−1), його
величина помiтно менша за енергiю вiдповiдних нульових коливань (1334,5 см−1). Для двох
iнших комплексiв ця умова виконується й поготiв.

Для порiвняння вiдзначимо, що аналогiчнi величини зворотнiх переходiв Ade* ·Thy* →

→ Ade · Thy i Gua* · Cyt* → Gua · Cyt (зiрочками позначено мутагеннi таутомери) ста-
новлять −1,01 ккал/моль i 1,49 ккал/моль, вiдповiдно, що свiдчить про динамiчну неста-
бiльнiсть їхнiх таутомеризованих станiв, яка може долатися за рахунок стекiнгових взає-
модiй.
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Таким чином, приваблива з бiологiчної точки зору iдея про таутомеризацiю основ ДНК
бiлками з мутагенним механiзмом дiї [11] не знайшла свого фiзичного пiдтвердження. На
наше переконання, бiлки, що “обслуговують” ДНК пiд час збереження та вiдтворення гене-
тичної iнформацiї, виконують протилежну функцiю — контролю за таутомерним статусом
основ.
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Can the proteins tautomerize the DNA base pairs: the physical answer

to the biologically important question

Using simple modeling systems and modern quantum-mechanical methods, it is shown that the
biologically alluring concept of the tautomerization of base pairs of DNA by proteins is inadequate
from the physical point of view. The assumption that these proteins probably execute antipodal
functions, namely they control the tautomeric status of the base pairs of DNA, is made.
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