Elektronendichtestudien

Ein einfacher Zugang zu asphirischen
Elektronendichten mithilfe von Invariomen**
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Die fundamentale Bedeutung der Elektronendichte p(r)
einer chemischen Struktur ergibt sich aus dem Hohenberg-
Kohn-Theorem,!! wonach die Grundzustandsenergie eines
nichtentarteten quantenchemischen Systems ein eindeutiges
Funktional der Elektronendichte ist. Diese ist eine Obser-
vable und durch ein hochauflosendes Rontgenbeugungsex-
periment bestimmbar. Obwohl sich die experimentellen
Moglichkeiten durch breitere Verfiigbarkeit von Flidchen-
detektoren, Synchrotronstrahlung und tiefen Messtempera-
turen deutlich verbessert haben, bleibt die experimentelle
Durchfithrung solcher Studien schwierig, weil Daten bis zu
hoher Auflésung (d < 0.5 A oder sin61 ' >1.0 A™!) gemessen
werden miissen. Essenziell dabei ist, gute Kristalle mit hoher
Streukraft zu untersuchen, was héufig, und vor allem bei
Makromolekiilen, nicht erfiillt ist. Nur in Ausnahmefillen
wird bei Proteinen atomare Aufldsung (sin6i '~0.5 A~

[*] Dr. B. Dittrich, Prof. Dr. P. Luger
Institut fiir Chemie/Kristallographie
Freie Universitit Berlin
TakustraRe 6, 14195 Berlin (Deutschland)
Fax: (+49)30-838-53464
E-mail: birger@chemie.fu-berlin.de
Prof. Dr. T. Koritsanszky
Department of Chemistry
Middle Tennessee State University
P.O. Box 68, Murfreesboro, TN 37132 (USA)

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Férde-
rung dieser Arbeit (AZ Lu222/27-1).

[7‘: *

Angew. Chem. 2004, 116, 2773 -2776

DOI: 10.1002/ange.200353596

Angewandte

oder d~1.0 A) erreicht, sodass diese biologisch wichtige
Substanzklasse weitgehend von Elektronendichtestudien aus-
geschlossen ist. Auch fiir Ab-initio-Rechnungen sind diese
Molekiile zu groB3, sodass ihre genauen Elektronendichten
bisher nicht erhéltlich sind.

Bei einer konventionellen Rontgenstrukturanalyse
bedient man sich zur Interpretation von Daten atomarer
Auflosung des Modells unabhingiger Atome (Promolekiil-
modell), bei dem isolierte kugelsymmetrische atomare Dich-
ten angenommen werden. Die damit zu erreichende Genau-
igkeit der Rekonstruktion des Beugungsmusters bleibt auf
das Hauptmerkmal der Topologie der kristallinen Elektro-
nendichteverteilung, ndmlich das Auftreten von Maxima an
den Kernorten, beschrinkt.

Der Pseudoatom-Ansatz (Multipolexpansion)? ermog-
licht eine atomzentrierte Abbildung der Deformation der
Elektronendichte. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass
Pseudoatome chemische Transferierbarkeit ermdoglichen,
sofern die Dichteradialfunktionen lokalisiert sind.”! Dies
impliziert aus kristallographischer Sicht, dass die in den
Strukturfaktoren versteckte experimentelle Information
reproduziert und durch eine Modellierung der Elektronen-
dichte sichtbar gemacht werden kann.

Wir stellen hier ein Verfahren zur Modellierung der
Elektronendichte beliebiger, auch groSer molekularer
Systeme vor, das auf der Ndherung der nichsten Nachbarn
(NNN)F! basiert. Die NNN wurde bereits als Arbeitshypo-
these bei der Modellierung groBer molekularer Systeme
genutzt.!

Bei unserem Ansatz werden den einzelnen Atomen einer
chemischen Struktur Invariome (=invariante Atome) zuge-
ordnet. Fiir ein gegebenes Atom ist das zugehorige Invariom
dadurch definiert, dass die ndchsten Nachbaratome beziiglich
Elementtyp und Bindungsordnung {iibereinstimmen. Nach
dieser Definition sind, abhidngig von der chemischen Umge-
bung eines Atoms, einem Element mehrere, aber endlich
viele Invariome zugeordnet. Um die atomare Elektronen-
dichte eines Invarioms zu bestimmen, werden Modellverbin-
dungen, die die Invariome enthalten, zunichst mit quanten-
chemischen Niherungsverfahren geometrieoptimiert!”! (hier:
B3LYP6-311 4+ + G(3df,3pd)). Bei einer solchen Modellver-
bindung werden dann iibernichste Nachbarn durch Wasser-
stoffatome ersetzt. Fiir diese optimierten Geometrien werden
theoretische Strukturfaktoren berechnet.”! Die Elektronen-
dichten werden dann nach Verfeinerung mit der Methode der
kleinsten Quadrate durch Multipolpopulationen® abgebildet.
In Abbildung 1 sind fiir die Atome eines Tri(L-valin)-Mole-
kiils die zugehorigen Invariome und ihre Modellverbindun-
gen dargestellt, zudem ist eine Benennung der Invariome
aufgefiihrt."”) Durch Addition der Elektronendichten aller
Invariome wird die Gesamtelektronendichte eines Molekiils
generiert. In einigen Fillen von Mesomerie und bei deloka-
lisierten Systemen werden fiir das betroffene Invariom
Modellverbindungen mit iiberndchsten Nachbarn betrachtet.

Das methodische Vorgehen eines Transfers von experi-
mentell bestimmten Multipolparametern, wie 1995 von
Pichon-Pesme et al.l'"? mit Beschrinkung auf Proteine
vorgestellt, unterscheidet sich in wichtigen Punkten von
unserem Vorgehen. Eine allgemeine Definition eines trans-
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Abbildung 1. Schematische Darstellung des positiv geladenen Tri(L-valin)-Mole-
kiils mit farbig markierten Invariomen, ihren Benennungen und den zugehéri-
gen Modellverbindungen.
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ferierbaren Atoms bestand dort nicht. Zur Berechnung der
Invariome finden zudem bei unserem Ansatz keine experi-
mentellen Daten Verwendung. Dadurch kénnen experimen-
telle Fehler und Effekte der Faltung von Elektronendichte
und Temperaturbewegung ausgeschlossen werden. Die
Berechnung der Invariomdichten ermoglicht die Darstellung
aller denkbaren Bindungssituationen auf beliebig hohem
theoretischem Niveau.

Am Beispiel der kiirzlich von uns aufgekldrten Struktur
von Tri(L-valin) soll die Leistungsfihigkeit des Ansatzes
demonstriert werden. Aus einem relativ gering aufgelosten
Datensatz (sinfA'=0.72 A" oder d=0.69 A) ergab sich,
dass das Tripeptid mit zwei Molekiilen in der asymmetrischen
Einheit (einer zwitterionischen und einer positiv geladenen
Form) zusammen mit einem Molekiil Propanol und einem
Molekiil Trifluoracetat als Gegenion kristallisiert (Abbil-
dung2). Nach der Strukturlosung!® wurde das Molekiil
sphirisch (Parameter x, y, z, Uy) verfeinert.'¥! Es wurde
eine Fehlordnung des Propanol-Losungsmittelmolekiils auf-
gelost, wobei fiir die statistisch hiufigere Position eine
Population von ca. ’/; erhalten wurde. Die sphirische
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Abbildung 2. ORTEP-Darstellung® der asymmetrischen Einheit des
untersuchten Tripeptids (Ellipsoide mit 50% Aufenthaltswahrschein-
lichkeit) mit Atombenennung; Wasserstoffatome wurden der Ubersicht
halber weggelassen.

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Verfeinerung wurde dann mit dem Programm XDLSM!
mit einem Gewichtungsschema von 1/0> wiederholt. Nach
dem Transfer der invariomalen Multipolparameter wurde die
Elektroneutralitdt der Elementarzelle wiederhergestellt, die
aber anfangs nur um 0.07 Elektronen davon abwich. Darauf-
hin wurden allein Skalierungsfaktor, Orts- und Auslenkungs-
parameter bis zur Konvergenz verfeinert.™™ Um die Qualitit
der transferierten Multipolparameter deutlich zu machen,
haben wir eine topologische Analyse durchgefiihrt (Tabelle 1)
und die Deskriptoren mit mehreren hochaufgelosten experi-
mentellen Elektronendichtestudien von Oligopeptiden!™®
verglichen. Sie stimmen meist im Rahmen des dreifachen
statistischen Fehlers tiberein.

Tabelle 1: Topologische Analyse der kovalenten Bindungen an den
bindungskritischen Punkten von Tri(L-valin).!

Bindung Jel(gI™™ VZ,D(’)bkp d 3

Coept-Noept 2.32 —28 0.8146 0.08
2.39(8) ~23(2)

Cu-Npen 2.07 _13 0.7598 0.13
1.84(6) ~13(2)

CoCrept 1.75 —-13 0.7567 0.17
1.77(4) —14(1)

CoeptOpept 2.92 -31 0.7358 0.13
2.94(10) —36(6)

CoCp 1.79 -15 0.7416 0.09
1.67(5) -112)

CoNamino 1.91 -8 0.7560 0.10
1.80(6) ~13(2)

C,C 1.65 —-12 0.7679 0.17
1.73(8) ~13(2)

C'-Oreso 2.71 —-29 0.7519 0.12
2.72(9) —32(5)

[a] Mittelwert von beiden Tri(L-valin)-Molekiilen. p(f)y, und 7%0(F) i
sind die Elektronendichte bzw. die Laplace-Funktion am bindungskriti-
schen Punkt (bkp), d ist der Abstand des bkp vom erstgenannten Atom
der Bindung, ¢ die Elliptizitat. Einheiten sind e und A. Vergleichswerte in
den jeweils zweiten Zeilen sind aus Lit. [16] entnommen; dort wurden
die Werte aus sechs experimentellen Ladungsdichtestudien an Oligo-
peptiden erhalten.

Durch den Transfer der invariomalen Multipolparameter
konnte bei dieser Struktur trotz der verhiltnisméBig geringen
Auflosung eine detaillierte asphérische Elektronendichte
erhalten werden (Abbildung3a). Dies wird besonders an
der verringerten Restelektronendichte in Abbildung 3bund c
deutlich. Von der asphérischen Elektronendichte konnten
molekulare Eigenschaften abgeleitet werden, wie das Dipol-
moment oder das elektrostatische Potential, wie es in
Abbildung 4 (oben) fiir die zwitterionische Form von Tri-
(L-valin) gezeigt wird. Das Dipolmoment des positiv gelade-
nen Molekiils 1 ist mit 6.5 D wie erwartet kleiner als das des
zwitterionischen Molekiils 2 mit 17.9 D.

Noch deutlicher wird die Vereinfachung durch den hier
vorgestellten Invariomtransfer bei der Anwendung auf den
mehr als 50 Atome enthaltenden antithrombotischen Wirk-
stoff Terbogrel, dessen Elektronendichte wir vor einiger Zeit
experimentell auf der Basis eines 100-K-Datensatzes von fast
220000 Reflexen und durch eine 85 Tage dauernde Ab-initio-
Rechnung bestimmt hatten.'”! Jetzt haben ein in wenigen
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Abbildung 3. a) Deformationsdichte der Peptidbindung nach Transfer der Multipolpopulationen. Konturlinien mit 0.1 eA~. b) Restelektronen-
dichte in dieser Ebene fiir das Modell unabhangiger Atome und c) fiir das Multipolmodell; Konturlinien mit 0.05 e A%, Man erkennt eine deutliche

Reduzierung der Restelektronendichte beim Multipolmodell.

Abbildung 4. Elektrostatische Potentiale: oben das zwitterionische
Tri(L-valin)-Molekil aus der Struktur von (VVV), TFE-PrOH, unten Ter-
bogrel; tiirkisfarbene Isooberflichen mit +1 (Terbogrel) und 0.5
(VVV), orangefarbene mit —0.1 eA™".

Stunden gemessener Raumtemperaturdatensatz von weniger
als 3000 Reflexen niedriger Auflosung (d=1.1 A) und ein
Invariomtransfer von einigen Minuten Rechenzeit ausge-
reicht, um Elektronendichten vergleichbarer Qualitdt zu
reproduzieren, wie z.B. das elektrostatische Potential in
Abbildung 4 (unten) belegt.

Wir présentieren in dieser Arbeit ein neues Schema zur
Ubertragbarkeit von individuellen“ asphirischen Atomen.
Es hat gegeniiber der in Lit. [11] vorgestellten Methode den
Vorteil, dass keine experimentellen Fehler in den Invariom-
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parametern enthalten sind und diese schnell fiir prinzipiell
alle Elemente des Periodensystems berechnet und in eine
Datenbank eingebracht werden konnen. Mit diesem Ansatz
konnen bei Kenntnis von x, y, z und U; genaue asphérische
Elektronendichten und abgeleitete Eigenschaften von prinzi-
piell allen Strukturen, also auch von Biomakromolekiilen,
erhalten werden. Eine weitere Anwendung, die wir vor-
bereiten, ist die Verwendung der asphérischen Elektronen-
dichte zur Berechnung von Hirshfeld-Oberflichen.'3! Da
die experimentelle ,,low order“-Datensammlung nur wenige
Stunden dauert und die Anwendung des hier vorgestellten
Invariomverfahrens weitgehend automatisierbar ist, sind
Reihenuntersuchungen mit hohem Durchsatz mdoglich,
sodass sie in das derzeit in der Wirkstoff-Forschung wichtige
Hochdurchsatz-Screening einbezogen werden kénnen.
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