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Direkter Nachweis einer Wasserstoffbriicke zu gebundenem Disauer-
stoff in einem Modellkomplex fir Myoglobin/Hamoglobin und in
Cobalt-Myoglobin durch Puls-EPR**

Henry Dube, Besnik Kasumayj, Carlos Calle, Makoto Saito, Gunnar Jeschke und

Francois Diederich*
Im Gedenken an Arthur Schweiger

Die Diskriminierung zwischen Disauerstoff- und Kohlen-
monoxidbindung durch die Proteine Myoglobin (Mb) und
Himoglobin (Hb) ist von grundlegender Bedeutung fiir alle
aeroben Organismen, und noch immer gibt es Uneinigkeit
iiber den molekularen Mechanismus dieses Vorgangs.! Es
wird weithin angenommen, dass gebundener Disauerstoff
durch das distale Histidin durch eine Wasserstoffbriicke sta-
bilisiert wird, obwohl sich eine eindeutige und direkte Be-
obachtung dieser postulierten Wasserstoffbriicke als schwie-
rig herausgestellt hat.!"*! Funktionale Co"-Analoga der na-
tiirlichen Fe'-Proteine Mb und Hb koénnen verwendet
werden, um die Interaktionen von gebundenem Disauerstoff
mit seiner Umgebung mit EPR-Methoden zu untersuchen.?
Dabei wurde gezeigt, dass die Geometrien der Disauerstoff-
addukte von Co-Mb und natiirlichem Mb nahezu identisch
sind.P’! Hier prisentieren wir den neuartigen Co"-Komplex 1-
Co als Modell fiir die Bindungstasche von Mb und Hb, zu-
sammen mit einem direkten Puls-EPR-Beweis fiir das Auf-
treten einer distalen Wasserstoffbriicke im entsprechenden
Disauerstoffaddukt 1-Co-O,. Zudem haben wir unsere Un-
tersuchungen auf Co-Mb ausgedehnt und erbringen hier eine
umfassende Puls-EPR-Studie der distalen Wasserstoffbrii-
ckenbindung in Co-Mb-O,.

Komplex 1-Co besteht aus einem Co"-Porphyrinkern mit
einem an einer Alkylkette gebundenen Imidazol, welches das
proximale Histidin in Mb und Hb nachahmt, und einem mit
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einer Alkinylgruppe verbundenen Benzimidazol, welches das
distale Histidin nachahmt (Schema 1). Einzig das distale NH-
Proton, das die Wasserstoffbriicken bildet, ist durch D,O
austauschbar.

Die Modellverbindung 1-Co wurde tiber das entspre-
chende Zn"-Derivat 1-Zn synthetisiert, wobei eine klassische
Porphyrinkondensation als Schliisselschritt genutzt wurde
(Schema 1)." Die Dipyrromethane 2 und 3 und Aldehyd
4" wurden in einer Kondensationsreaktion zur freien Por-
phyrinbase 5-2H umgesetzt. Die nachfolgende Zn"-Insertion
ergab Verbindung 5-Zn, die durch Reaktion mit 1-(6-Brom-
hexyl)imidazol® mit der axialen Base versehen wurde, um 6-
Zn zu erhalten. Die Entfernung der SiiPr;-Schutzgruppe
ergab 7-Zn, und Sonogashira-Kreuzkupplung mit 5(6)-Iod-
benzimidazol™ fiihrte zu 1-Zn mit dem vollstindig funktio-
nalisierten Porphyrinkern. Nach Entfernung des Zn"-Ions mit
TFA wurde Co" unter Verwendung von CoCl, in die inter-
medidr erhaltene, freie Porphyrinbase 1-2H koordiniert.

Zunichst wurden Continuous-Wave(CW)-EPR-Spektren
im X-Band (etwa 9.6 GHz) von 1-Co-O, in gefrorener Losung
(120 K) aufgenommen, um die spektrale Reinheit der erhal-
tenen Proben zu priifen. Die Spektren sind typisch fiir Low-
Spin-Co"-Spezies mit dominierendem d_.-Charakter in einer
Porphyrinumgebung  (siche Hintergrundinformationen).
Proben von 1-Co wurden reinem Disauerstoff bei 20°C aus-
gesetzt, und das Disauerstoffaddukt 1-Co-O, wurde innerhalb
von Sekunden erhalten. Bei der Bildung des Disauerstoffad-
dukts wird die Spinpopulation vom zentralen Co"-Ion auf die
gebundenen Sauerstoffkerne iibertragen. Dies fiihrt zu einem
verdnderten CW-EPR-Spektrum der gefrorenen Losung
(120K) im X-Band, mit schmaleren Linien (siche
Hintergrundinformationen).

Protonenhyperfeinaufspaltungen lassen sich durch ge-
pulste EPR-Experimente spektral auflosen.'”! Allerdings
waren die gidngigen ESEEM- (Elektronenspinecho-Enve-
loppenmodulation) und ENDOR-Techniken (Elektron-
Kern-Doppelresonanz) aufgrund eines Kreuzunterdrii-
ckungseffekts''!! nicht in der Lage, die Protonenhyperfein-
struktur von 1-Co-O, vollstindig zu erfassen (siche
Hintergrundinformationen).  Davies-ENDOR-Experimen-
te'%¢l im Q-Band (etwa 35 GHz) in Kombination mit kurzen
Préparationspulsen, die die relative Signalstdrke der groferen
Hyperfeinaufspaltungen erhohen,!'® ermoglichten es jedoch,
die Hyperfeinwechselwirkungen derjenigen Protonen zu
analysieren, die sich in der Nédhe des Disauerstoffs befinden.
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Schema 1. Synthese von 1-Co. a) TFA, CH,Cl,, 20°C, 16 h, dann Chloranil, 40°C, 2 h,
15%; b) Zn(OAc),-2H,0, MeOH/CHCl;, 65°C, 1 h, 96 %; c) 1-(6-Bromhexyl)imidazol,
Cs,COs, DMF, 20°C, 14 h, 79%; d) nBu,NF, THF, 20°C, 40 min, 93%,; e) 5(6)-lod-
benzimidazol, [Pd(PPh;),], Cul, NEt;, DMF, 100°C, 4 h, 51%; f) TFA, CHCl;, 20°C,
12 min, quant.; g) CoCl,, 2,6-Lutidin, THF, 20°C, 12 h. TFA=Trifluoressigsiure.

Diese Experimente wurden bei Tieftemperatur (10 K) an
einer gefrorenen Losung von 1-Co-O, durchgefiihrt. Um die
Magnetfeldpositionen (Beobachterpositionen) fiir diese Ex-
perimente festzulegen, wurden iiber den gesamten Magnet-
feldbereich zunidchst EPR-Spektren durch Messung der in-
tegralen Signalstdrke des FIDs gemessen. Zur vollstdndigen
Aufzeichnung der Protonenhyperfeinaufspaltungen wurden
dann Protonen-ENDOR-Spektren an zwolf Magnetfeldposi-
tionen aufgenommen. Nach D,0-Austausch verschwand das
stiarkste Protonensignal, das im Komplex 1-Co-O, gemessen
wurde (Abbildung 1a). Dieses Signal reicht von 6.0 MHz an
den Einkristallpositionen g, und g, (bzw. Tief- und Hoch-
feldrand des Spektrums) bis zu 14.0 MHz entlang g,. Vergli-
chen mit den in der Literatur angefithrten Hyperfeinauf-
spaltungen,” die fiir dhnliche Co"-Disauerstoffaddukte ge-
messen wurden, ist die Stdrke dieser Hyperfeinaufspaltung
eines austauschbaren Protons duflerst bemerkenswert. Sie
belegt unmittelbar das Auftreten einer Wasserstoffbriicken-
wechselwirkung zwischen dem gebundenen Disauerstoff im
Komplex 1-Co-O, und einem nahen und geometrisch wenig
flexiblen Proton. Um mogliche Losungsmitteleffekte zu un-
tersuchen, wurden zusétzlich Davies-ENDOR-Spektren von
1-Co-O, in CD,Cl, aufgenommen (siche Hintergrund-
informationen). Allerdings lassen sich nur fiir schwichere
Protonenhyperfeinaufspaltungen (<6 MHz, siehe Hinter-
grundinformationenen) bedeutende Unterschiede zu den in
CH,Cl, aufgenommenen Spektren feststellen. Proben von 1-
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Co-O, wurden sowohl mit wasserhaltigen als
auch wasserfreien Losungsmitteln hergestellt,
ohne dass ein Unterschied fiir die starken Hy-

perfeinaufspaltungen messbar war. Somit kann

eine starke Wechselwirkung von Losungsmittel-
molekiilen oder Restwasser mit dem gebundenen

Disauerstoff in 1-Co-O, ausgeschlossen werden.

Um herauszuarbeiten, ob der Hyperfeintensor

des austauschbaren Protons sowohl positive als

auch negative Hauptachsenwerte tragt, wurde im

X-Band an der Magnetfeldposition, die einer

maximalen Protonenwechselwirkung entspricht,

ein 6-Puls-HYSCORE-Spektrum™? von 1-Co-O,
aufgenommen. Leider konnte mit diesem Expe-
riment nicht die vollstindige Aufspaltung des
austauschbaren Protons erfasst werden. Nichts-
destotrotz ist der wellenformige Verlauf ober-
halb der Antidiagonalen klar erkennbar (siche

Hintergrundinformationen). Somit steht fest,

dass sowohl positive als auch negative Haupt-

achsenwerte existieren. Daraus folgt, dass die
von der Wasserstoffbriicke hervorgerufene Hy-
perfeinkopplung sehr stark von einer raumlichen

Komponente geprdgt wird und der isotrope

Beitrag nur sehr klein ist. Folglich liegt ein

hauptséchlich dipolarer Charakter der Wasser-

stoffbriicke vor."*

Die CW-EPR- und Davies-ENDOR-Spek-
tren von 1-Co-O, wurden simuliert, um Einblicke
in die geometrischen Gegebenheiten und in
Bindungseigenschaften zu gewinnen. Zunéchst
wurden die CW-EPR-Spektren von 1-Co-O, si-
muliert, um Informationen iiber die Co-O,-Anordnung zu
erhalten. Folgende g-Werte wurden gefunden: g = [2.0027 +
0.0005, 1.989+0.001, 2.0723 4 0.0005]. Die Hauptachsen-
werte des Hyperfeintensors des Zentralions sind A“ = [—54,
—28, —28] MHz (jeweils &2 MHz), wobei die relative Ori-
entierung dieses Tensors mit dem durch g aufgespannten
Koordinatensystem durch die Euler-Winkel (a, 3, y) = (0°+
10°, 70° +10°, 0° +20°) ausgedriickt werden kann. So findet
sich fiir Komplex 1-Co-O, ein Winkel von 70° zwischen der O-
O-Achse und der Normalen auf die Him-Ebene (Abbil-
dung 2).

Anschlieend wurden die durch die Davies-ENDOR-
Experimente erhaltenen Differenzspektren sowohl fiir das
austauschbare Proton (Abbildung 1b) als auch fir die Lo-
sungsmittelprotonen (siehe Hintergrundinformationen) an
allen gemessenen Magnetfeldpositionen simuliert. Fiir das
austauschbare Proton ergaben sich die Hauptachsenwerte des
Hyperfeintensors zu A™ = [-6.8, —6.0, 13.5] MHz (jeweils
+0.5 MHz) mit den zugehorigen Euler-Winkeln (a, S, y) =
(0°, 105°, 0°)+£10° (Abbildung?2). Dieses Ergebnis ldsst
deutlich den hauptsdchlich dipolaren Charakter dieser Was-
serstoffbriicke erkennen, wobei der gro3te Hauptachsenwert
der Protonenhyperfeinwechselwirkung (4.%) in Richtung des
Disauerstoffs zeigt. Das austauschbare Proton befindet sich
direkt oberhalb des Disauerstoffs. Hierbei betriagt der Winkel
zwischen diesem distalen Proton und der O-O-Achse +105°.
Obwohl der Hyperfeintensor nicht streng axial ist und obwohl
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Abbildung 1. a) Davies-ENDOR-Spektren bei Q-Band-Frequenz einer
gefrorenen Lésung (CH,Cl,, 10 K) von 1-Co-O, vor (schwarz) und nach
D,0 Austausch (rot); Pfeile markieren die gréfte und austauschbare
Hyperfeinaufspaltung. Im Einschub sind die jeweiligen Beobachterpo-
sitionen auf den integral gemessenen FID-EPR-Spektren angegeben.
Die Praparationspulsldnge an den Beobachterpositionen 1 (nahe g,)
und 3 (g,) ist 160 ns, und an der Beobachterposition 2 (g,) 80 ns.

b) Differenzspektren von 1-Co-O, vor und nach D,0-Austausch an den
drei im Einschub markierten Beobachterpositionen 1-3 (schwarz) und
simulierte Spektren (rot) des mit D,O austauschbaren Protons. Die zu
den experimentellen Spektren beitragenden Orientierungen sind auf
Einheitskugeln projiziert.

die Elektronenspinpopulation nicht an einem Atom lokali-
siert ist, sondern sich zwischen den beiden Sauerstoffkernen
verteilt, haben wir zur Abstandsberechnung angenommen,
dass die Spindichte an einem Punkt im Raum zentriert
liegt."™ So lisst sich der Abstand zwischen diesem virtuellen
Spindichtezentrum und dem NH-Proton des distalen Benz-
imidazols zu 2.340.2 A berechnen. Hierzu wurde der dipo-
lare Anteil der Hyperfeinwechselwirkung 7=6.5 MHz
anhand der Punkt-Dipol-Niherung interpretiert.'”! Eine
grobe Modellierung auf semiempirischem PM5-Niveau ergab
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Abbildung 2. Im Komplex 1-Co-O, wird eine distale Wasserstoffbriicke
zu gebundenem Disauerstoff gebildet. Der angegebene Winkel und der
Abstand wurden durch EPR-Messungen an einer gefrorenen Losung
von 1-Co-O, erhalten, #=105°.

fiir den aus Konvergenzgriinden Fe"-substituierten Komplex
1-Fe-O, einen sehr dhnlichen Abstand zwischen dem distalen
Benzimidazol-NH-Proton und dem Disauerstoff von ca.
2.40 A (siehe Hintergrundinformationen). Nimmt man nun
dieses Ergebnis zusammen mit der Tatsache, dass das NH-
Proton des distalen Benzimidazols das einzige durch D,O
austauschbare Proton ist, kann die beobachtete Wasserstoff-
briicke nur auf Wechselwirkungen zwischen diesem Proton
und dem gebundenen Disauerstoff basieren.

Nachdem nun eine geeignete Puls-EPR-Methode zur
Messung der vollstindigen Protonenhyperfeinaufspaltungen
in porphyrinoiden Co"-Disauerstoff-Addukten gefunden
war, vervollstandigten wir diese Studie mit der Untersuchung
der Hyperfeinaufspaltungen in Co-Mb-0O,. Co-Mb-O, wurde
entweder in wissriger oder deuterierter Pufferlosung ge-
wonnen, wobei als Ausgangsmaterial Apo-Mb aus der Ske-
lettmuskulatur eines Pferdes verwendet und den Standard-
protokollen gefolgt wurde." In den Tieftemperatur-Davies-
ENDOR-Spektren einer gefrorenen Losung von Co-Mb-O,,
die bei 13 K und Q-Band-Frequenzen aufgenommen wurden,
fand sich eine noch groere Hyperfeinaufspaltung. Sie reicht
von 10.0 MHz (g, und g, bzw. Tief- und Hochfeld) bis zu
19.0 MHz (nahe g,). Diese groBe Hyperfeinaufspaltung war
nach D,O-Austausch der Pufferlosung nicht mehr zu beob-
achten (Abbildung 3).

Wie zuvor in unserem Modellkomplex wurde auch in Co-
Mb-0O, eine geometrisch wenig flexible distale Wasserstoff-
briicke beobachtet. Die Abhingigkeit der grofiten und aus-
tauschbaren Protonenhyperfeinwechselwirkung von der Ma-
gnetfeldposition in Co-Mb-O, entspricht genau derjenigen in
unserem Modellkomplex 1-Co-O,. Einzig die Ausdehnung
der Hyperfeinaufspaltung ist im Protein groBer, was auf einen
geringeren Abstand (2.0+0.2 A) des wechselwirkenden
Protons schlieen ldsst. Ganz analog zu unserem Modell-
komplex 1-Co-O, ist auch der hauptsichlich dipolare Cha-
rakter der Wasserstoffbriicke in Co-Mb-0O,, was wiederum
durch das 6-Puls-HYSCORE-Spektrum im X-Band nachge-
wiesen werden konnte, das an der Magnetfeldposition ge-
messen wurde, bei der diese Wechselwirkung maximal ist
(siehe Hintergrundinformationen).

Angew. Chem. 2008, 120, 2638 —2642
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Abbildung 3. Q-Band-Davies-ENDOR-Spektren einer gefrorenen
Lésung (13 K) von Co-Mb-O, in H,0-Puffer (schwarz) und in D,O-
Puffer (blau); Priparationspulslange 80 ns. Pfeile markieren die grofite
und austauschbare Hyperfeinaufspaltung. Im Einschub sind die jewei-
ligen Beobachterpositionen auf den integral gemessenen FID-EPR-
Spektren angegeben.

Obwohl die Protonenhyperfeinwechselwirkungen in Co-
Mb-O, schon untersucht wurden, ist nur an einer einzigen
Magnetfeldposition (entsprechend g,) gemessen worden, und
die beobachtete Hyperfeinaufspaltung des D,0O-austausch-
baren Protons war bedeutend kleiner (9.0 MHz).”"! Aufgrund
unserer Resultate vermuten wir, dass die damals beobachtete
Protonenhyperfeinaufspaltung von 9.0 MHz lediglich ein Teil
der tatsdchlichen Hyperfeinaufspaltung an dieser Magnet-
feldposition ist.

Da das Protein im Losungsmittel H,O untersucht wurde,
ist es schwierig, D,O-austauschbare Protonenhyperfeinauf-
spaltungen bestimmten Proteinresten oder umgebendem
H,O zuzuordnen. Allerdings wurde in unserem Modellkom-
plex gezeigt, dass das wasserstoffbriickengebundene NH-
Proton des distalen Benzimidazols direkt oberhalb des ge-
bundenen Disauerstoffs positioniert ist. Da die Geometrie
der distalen Wasserstoffbriicke in Co-Mb-O, dhnlich wie in
unserem Modell ist, muss sich das wechselwirkende Proton im
Protein ebenfalls oberhalb des gebundenen Disauerstoffs
befinden. Solch eine Position in 2.00 A Entfernung kann nur
durch das NH-Proton des distalen Histidins eingenommen
werden. H,O in der distalen Tasche ist an einer vollkommen
anderen Position zu finden,™ daher ist es sehr unwahr-
scheinlich, dass H,O die grofite Protonenhyperfeinwechsel-
wirkung in den Davies-ENDOR-Spektren verursacht, die
beim Austausch mit D,O verschwindet.

In vorangegangen EPR-Kristallstudien an Co-Mb-
0,31 wurde gezeigt, dass bei tiefen Temperaturen (7T <
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—50°C) zwei Disauerstoffspezies existieren, die sich in ihrer
relativen Orientierung, bezogen auf die Cobalt-Hamgruppe,
um etwa 90° unterscheiden. Dieser Befund wurde von unse-
ren Messungen bestétigt. Durch den Einsatz eines longitudi-
nalen Relaxationszeitfilters im Q-Band konnten die integral
gemessenen FID-EPR-Spektren der beiden Disauerstoffspe-
zies getrennt werden (siche Hintergrundinformationen).
Durch die Anwendung des gleichen Filters in Kombination
mit der Davies-ENDOR-Pulssequenz waren wir aulerdem in
der Lage, die groffite und D,O-austauschbare Hyperfein-
wechselwirkung ausschlieBlich Spezies 2 (longitudinale Re-
laxationszeit ca. 450 ps) zuzuordnen. Offenbar gibt es keine
starke Wechselwirkung zwischen einem D,0O-austauschbaren
Proton und Disauerstoff von Spezies 1 (longitudinale Rela-
xationszeit ca. 80 ps) innerhalb von 2.70 A Abstand, sonst
wire dies in den gemessenen DaviessENDOR-Spektren
sichtbar geworden. Da die absoluten Geometrien der beiden
Disauerstoffspezies bis dato nicht bekannt sind, konnen wir
iiber die Griinde dieser Ergebnisse nur spekulieren. Weitere
Untersuchungen werden von uns unternommen, um die of-
fenen Fragen zu beantworten.

Zusammenfassend haben wir auf direkte Weise eine dis-
tale Wasserstoffbriicke zu gebundenem Disauerstoff im Mo-
dellkomplex 1-Co-O, durch DaviessENDOR bei Q-Band-
Frequenz nachgewiesen und teilen die vollstindigen EPR-
Parameter dieser Wechselwirkung mit, welche durch Simu-
lationen erhalten wurden. Es wurde gezeigt, dass der dipolare
Charakter ebenso wie die Orientierung der Wasserstoffbrii-
cke im Modellkomplex 1-Co-O, analog zum natiirlichen Co-
Mb-O, ist. Daher kann der Komplex 1-Co-O, als vorziigliches,
funktionelles Modell fiir die disauerstoffbindende Tasche von
Mb und Hb betrachtet werden, welches in der Lage ist, ent-
scheidende FEigenschaften der natiirlichen Proteine zu re-
produzieren.

Eingegangen am 9. November 2007
Online veroffentlicht am 25. Januar 2008

Stichworter: ENDOR-Spektroskopie - Himoglobin - Myoglobin -
Porphyrinoide - Wasserstoffbriicken
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