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Fixierung von O, und CO an Metallporphyrin-Anionen in der

Gasphase**

Tatjana Karpuschkin, Manfred M. Kappes und Oliver Hampe*

Metallporphyrine und ihre Derivate sind die essenziellen
Kofaktoren in vielen Him-Enzymen, welche in nahezu allen
lebenden Organismen vorkommen. In solchen Ham-Prote-
inen (z.B. Cytochrom P450 oder Hamoglobin) dient ein Ei-
senporphyrin als prosthetische Gruppe und agiert als wir-
kungsvoller Katalysator bei Sauerstoffiibertragung und
-transport.!'! Es sind diese Enzyme, die es letztlich lebenden
Zellen erméglichen, molekularen — und ansonsten unreakti-
ven — Sauerstoff direkt aus der Umgebung zu nutzen. In den
meisten dieser biochemischen Reaktionen steht zu Beginn
des Katalysezyklus die Anlagerung von Disauerstoff an die
Eisen(I)-Ham-Gruppe, d.h. nach Reduktion des Eisenpor-
phyrin-Komplexes von dem unreaktiven Oxidationszustand
Eisen(III) in ein aktives Eisen(II).”! Es ist bereits seit langem
bekannt, dass die Bindung von Sauerstoff in Him-Enzymen
ein hochgradig kooperativer Vorgang ist®®! und in empfindli-
cher Weise von axial gebundene Liganden am Fe™ abhingt
sowie von deren Eigenschaft, als Elektronendonor oder -ak-
zeptor zu fungieren. Man weif3 aus spektroskopischen Expe-
rimenten, dass vierfach koordinierte Eisenporphyrine (4c-
FeP; ohne axialen Ligand) einen Triplett-Grundzustand
haben (§=1).1 In 5c-FeP liegt in der Regel ein Quintett-
Grundzustand vor (S=2), mit geringen aber relevanten Un-
terschieden hinsichtlich der Reaktivitdit mit Sauerstoff in
Abhingigkeit des axialen Liganden. So wurde kiirzlich be-
schrieben, dass die schwachen Donorliganden Imidazol und
Histidin (wie sie im Hamoglobin bzw. Myoglobin vorliegen)
zu einer reversiblen Fe-O,-Anlagerung fithren; starker elek-
tronenschiebende Liganden wie das anionische Imidazolat
werden fiir eine stirkere Sauerstofffixierung (wie im Zyto-
chrom P450) verantwortlich gemacht.

Mit dem Ziel eines vertieften Verstdndnisses dieser ele-
mentarchemischen Bindungsschritte, wie sie in Hidm-Kom-
plexen auftreten, haben Experimente in der Gasphase — ins-
besondere solche an massenselektierten Teilchen — den Vor-
teil, dass der Oxidationszustand des Metallzentrums eindeu-
tig kontrolliert werden kann' und gleichzeitig Matrixeffekte,
wie sie durch Gegenionen oder Losungsmittelmolekiile ent-
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stehen, rigoros ausgeschlossen werden konnen. In diesem
Zusammenhang haben Crestoni et al.”! umfangreiche Un-
tersuchungen zur lIonenchemie von Metallporphyrinen in
einer Ionenzyklotronresonanz(ICR)-Zelle bei Raumtempe-
ratur durchgefithrt. Im Rahmen der untersuchten Systeme
wurden keine Hinweise auf starke Ligandeneffekte auf die
Assoziationsgleichgewichte von Fe"- und Fe™-Him-Katio-
nen bei tiefen Driicken gefunden; es konnte jedoch eine
thermochemische Leiter (d.h. Unterschiede in AG) fiir die
Stdrke der Bindung verschiedener Neutralliganden wie Pyri-
din oder NO aufgestellt werden.’! In einer weiteren ICR-
Studie im hyperthermischen Temperaturbereich von 308-
342 K wurde von Ridge et al.”’! die Assoziationsreaktion von
einigen Eisen(II)-Porphyrin-Kationen (die sich in den peri-
pheren Substituenten unterscheiden) mit NO untersucht. Es
wurden Fe-NO Bindungsenergien in einem Bereich von
103.8-120.9 kJmol " ermittelt, d.h. geringe Variationen als
Funktion des peripheren Porphyrinliganden. Insbesondere
wurden dabei fiir das einfach und zweifach geladene Por-
phyrinkation nahezu identische Zahlenwerte gefunden.

Hier berichten wir iiber die erste experimentelle Be-
stimmung der Bindungsenergie von molekularem Sauerstoff
und Kohlenmonoxid an Metallporphyrin-Komplexe im
Vakuum. Dazu wurden die Assoziationsreaktionen von de-
protonierten Tetraanionen des Eisen(II)-tetrakis(4-sulfona-
tophenyl)porphyrins [Fe"(tpps)]*~ (Abbildung 1) sowie des
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Abbildung 1. Der Sauerstoffkomplex von [Fe' (tpps)]*. tpps = Tetra-
kis (4-sulfonatophenyl) porphyrin.

analogen Mangan(II)-tetrakis(4-sulfonatophenyl)porphyrins
[Mn"(tpps)]*” mit O, und CO in einem Temperaturbereich
von 120-210 K mithilfe einer temperierbaren Penning-
Tonenfalle untersucht (Abbildung 2).[!%

Gespeicherte [Fe''(tpps)]*- und [Mn"(tpps)]* -Ionen
konnen bei tiefen Temperaturen mit O, oder CO zum Asso-
ziationsprodukt reagieren. Abbildung 3 zeigt die Reaktion
beispielhaft fiir das System [Fe"(tpps)]*/O, bei T=123K,
wobei keinerlei Nebenreaktionen in den dazugehorigen
Massenspektren beobachtet werden konnten. In vollkommen
analoger Weise reagiert [Fe"(tpps)]*~ mit CO bereits bei

SWILEY i

ONLINE LIBRARY

emie

10565


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201303200

Angewandte

10566 www.angewandte.de

Zuschriften
<
é\\\o*
5 5 0
& So &
Ca NN &
& & L& &
frm—— & F ST e
NG G
Penning-Fall ® F S &S
enning-Falle Q\A R q.x%\ S o
Q
| ——— ""'""!'“"
R RS
»“&o /"@ /“'&o ;~‘°
,s N
7T -Magnet
Gaselnlasse
co
0,
He
Abbildung 2. Darstellung des experimentellen Aufbaus.
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Abbildung 3. Anionen-Massenspektrum von [Fe' (tpps)]*~ a) vor und

b) nach Zugabe von Sauerstoff fiir 18 s bei einem Partialdruck von
4x107" mbar und bei einer Temperatur von 123 K.

Temperaturen im Bereich 180-210 K ebenso wie [Mn'-
(tpps)]* mit O,.11

Die kinetische Daten, die durch Bestimmung der Ionen-
konzentration als Funktion der Reaktionszeit bei konstantem
Reaktantendruck erhalten wurden, zeigen deutlich, dass die
Reaktion bei hinreichend tiefer Temperatur zu einem
Gleichgewicht fiir lange Reaktionszeiten fiihrt (siche Abbil-
dung 4 fiir das Eisen/O,-System) und die Reaktion lasst sich
summarisch als Gleichung (1) schreiben.

[Fe(tpps)]*~ + O, == [Fe! (tpps) - O]~ &)

Die Reversibilitdt der Reaktion konnte in Kontrollexpe-
rimenten eindeutig belegt werden: Nach Abschalten der O,-
oder CO-Zufuhr nach der Reaktion zerfillt der entstandene
Komplex wieder unter Abspaltung des zweiatomigen Mole-
kiils und Riickbildung des Metallporphyrin-Ions (siche
Abbildung S1/S2 in den Hintergrundinformationen). Abbil-
dung 4 prasentiert auch angepasste Kurven der entsprechen-
den Geschwindigkeitsgesetze fiir einen Zwei-Schritt-Mecha-
nismus bestehend aus einem strahlungsvermittelten Asso-
ziationsschritt und einem (aktivierten) Dissoziations-
schritt.!'®! Die daraus erhaltenen Werte fiir die Geschwin-
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Abbildung 4. Kinetiken der Assoziation von Sauerstoff an gespeicherte
[Fe"(tpps)]* (O,-Partialdruck 4x 107" mbar) als Funktion der Tempera-
tur. Die durchgingigen Linien zeigen Anpassungen an die experimen-
tellen Daten unter Verwendung der zugrundeliegenden Assoziations-
und Dissoziations-Geschwindigkeitsgesetze. Die Gleichgewichtskon-
stanten K, wurden durch Parametrisierung der Signale im stationaren
Zustand bei langen Reaktionszeiten gewonnen.

digkeitskoeffizienten sind in den Hintergrundinformationen
zusammengefasst.

Dies wiederum ermdglicht die Bestimmung der Gleich-
gewichtskonstanten K, aus dem Verhiltnis der Geschwin-
digkeitskoeffzienten k,/kq, bei bekanntem Reaktanten-
druck. Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse als Funktion der
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Abbildung 5. Van't-Hoff-Darstellung der experimentell bestimmten
Gleichgewichtskonstanten K|, fiir die beschriebenen Gasphasen-Asso-
ziationsreaktionen. Reaktionsenthalpien wurden aus der Steigung einer
an die Daten angepassten Geraden erhalten.

Temperatur fiir die drei untersuchten Reaktionssysteme. Aus
einer solchen Van’t-Hoff-Darstellung der Gleichgewichts-
konstanten (—In K|, gegen die inverse Temperatur) und einer
linearen Anpassung an die Daten erhilt man direkt die Re-
aktionsenthalpie und -entropie fiir die Reaktionen zwischen
O, oder CO und den Metallporphyrinen (Tabelle 1). Man
beachte, dass das Negative der Reaktionsenthalpie mit der
Bindungsenergie des jeweiligen zweiatomigen Molekiils
gleichgesetzt werden kann. Unsere Ergebnisse zeigen, dass
molekularer Sauerstoff mit 40.8 kimol™' an [Fe"(tpps)]*
gebunden ist. Die entsprechende Bindungsenergie des Koh-
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Tabelle 1: Gemessene Reaktionsenthalpien AH, und -entropien AS, fiir
die Assoziationsreaktion unter Bildung des entsprechenden O,/CO-
Komplexes.

[Fe"(tpps)-COJ*

—66.3£2.6
—153+13

[Mn"(tpps)-O,]*

—67.4+£2.2
—168+11

[Fe'(tpps)-O,]*"

—40.8+£1.4
—134£10

AH, [k) mol~'#
AS, [JK " mol™]

[a] Fehlerabschitzung aus méglichen systematischen Fehlern von Druck
(Faktor 2) und Temperatur (£5 K) sowie aus dem statistischen Fehler
aus der Anpassung.

lenmonoxid ist mit 66.3 kimol™ erheblich groBer. Mit
67.4 kJmol ™' bindet Sauerstoff deutlich stirker an ein Mn'-
Zentrum als im Falle des Eisenporphyrin an das Fe"-Zen-
trum.

Es ist interessant, unsere Ergebnisse mit Literaturwerten
aus quantenchemischen Rechnungen an Modell-Komplexen
des Eisen- und Manganporphyrins wie auch mit relevanten
Studien an Hidm-Proteinen in kondensierter Phase zu ver-
gleichen (Tabelle 2). So wurde in einer Reihe von theoreti-
schen Studien festgestellt, dass die relativen Bindungsenergie
von O,, CO und NO an Eisen(IT)-Ham" in der Reihenfolge
E.(0,) < E,(CO) < Ey(NO) ansteigt,® eine quantitative
theoretische Beschreibung stellt jedoch noch immer eine
Herausforderung dar. In einer kiirzlich erschienenen Arbeit
haben Radon und Pierloot!"¥ geschlossen, dass Dichtefunk-
tionalmethoden die Bindungsenergien tendenziell unter-
schétzen — mit einer Ausnahme: dem BP86-Funktional. Sie

Tabelle 2: Bindungsenergien von O, und CO an Modellkomplexe aus
Rechnungen an Fe'- und Mn"-Porphyrine und aus Studien an Ham-
Proteinen in Lésung.

Modellsystem E, [k) mol™] Referenz

Eisenporphyrin + O,
[Fe(tpps)]* 40.8+£1.3 diese Arbeit
FeP 37.7 DFT, Rovira et al.(1997)M"!
FeP 54.0 DFT, Estrin et al. (2008)"®
FeP/Fe(tpp) 56.0/75.3 DFT, Zhang et al. (2007)""
FeP/[FePPIX]* 55.2/60.2 DFT, Witko et al. (2006)""®
[Fe(ham) (his)]*~ 89.9 DFT, Witko et al. (2007)[")
FeP 32.8 DFT, Sun et al. (2009)"
FeP —5.4-67.4 DFT/Radon et al. (2008)"
FeP 44.8 CASPT2, Radon et al. (2008)!"
Humanes HbA 55.2+1.7 Gaud et al. (1974)2"
Myoglobin 75.74+1.7 Keyes et al. (1971)%
Hb 431446 Johnson et al. (1992)%*
Fe{Piv,(5ClimP)Por} 68.2+4.6 Collman et al. (1978)24

Eisenporphyrin + CO

[Fe(tpps)]* 66.3+2.6 diese Arbeit

FeP 108.8 DFT, Rovira et al. (1997)"!

FeP 139.3 DFT, Estrin et al. (2008)"®l

FeP —4.2-110.9  DFT, Radon et al. (2008)""

FeP 66.9 CASPT2, Radon et al. (2008)"

[Fe (hdm) (his)]* 156.9 DFT, Witko et al. (2007)"

Humanes HbA 741417 Gaud et al. (1974)2"

Myoglobin 89.5+1.3 Keyes et al. (1971)%
Manganporphyrin + O,

[Mn(tpps)]* 67.4+2.2 diese Arbeit

MnP 48.9 DFT, Witko et al. (2006)"®
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erhielten beispielsweise fiir die Bindungsenergie von O, an
4c-FeP Werte in einem Bereich zwischen —5.4 kJmol™
(B3LYP), d.h. nichtgebunden, und 67.4 kImol ™! fiir BP86. In
der gleichen Arbeit wurde auch festgestellt, dass wellen-
funktionbasierte Methoden unter Verwendung von Sto-
rungstheorie (CASPT2) die Bindungsenergien, wie sie an
Myoglobin in der Wildform (ein 5c-FeP-Komplex innerhalb
des natiirlichen Proteins) in Losung gemessen wurden, ver-
hiltnismiBig gut wiedergegeben werden ™)

Unser Wert fiir die Bindungsenergie von O, und CO an
Eisen(II)-Porphyrin-Ionen in der Gasphase stimmt sehr gut
mit der CASPT2-Beschreibung iiberein (Tabelle 2).

Eine weitere theoretische Studie hat sich mit dem Einfluss
der Ladung auf die Bindungsverhiltnisse von Eisen(II)-Por-
phyrinen beschiftigt." Beim Vergleich des neutralen Ei-
senporphyrins (FeP) mit dem dianionischen Eisenprotopor-
phyrin IX (FePPIX), das noch zwei deprotonierte Propion-
sdurereste auflen am Porphyringeriist tragt, wurde ein An-
stieg in der Sauerstoff-Bindungsenergie von ca. 10% gefun-
den. In den mafBgeblichen Rechnungen von Rovira et al.l*®
wurde ebenfalls festgestellt, dass randstidndige Liganden
einen nur geringen Einfluss auf das chemische Verhalten des
Eisenzentrums ausiiben.

Zusammenfassend liefern die hier beschriebenen experi-
mentellen Arbeiten thermochemische Bezugswerte fiir eine
der wichtigsten biochemischen Reaktionen tiberhaupt. Diese
Daten zur Bindungsenergie von molekularem Sauerstoff und
Kohlenmonoxid an Eisen- und Manganporphyrine sollten
sich als hilfreich erweisen im Hinblick auf quantitative
quantenchemische Beschreibungen der zum Teil spinverbo-
tenen Reaktionsschritte, welche in den entsprechenden en-
zymatischen ~Reaktionen vorkommen.™ Insbesondere
konnen sie aber auch helfen um klar unterscheiden zu konnen
zwischen den intrinsischen FEigenschaften des aktiven me-
tallorganischen Zentrums und den Einfliissen der Umgebung,
welche in der Literatur héufig als ,Proteineffekt zusam-
mengefasst werden.

Experimentelles

Die Experimente wurden an einem 7T-FT-ICR-Massenspektrome-
ter® (APEX II, Bruker Daltonik) mit Elektrospray-lonenquelle
(ESI, Analytica of Branford) und einem selbstgebauten Ionentrichter
mit Strahlunterbrecher?”! durchgefiihrt. Losungen von Mn(I1I)-me-
sotetra(4-sulfonatophenyl)porphinchlorid und Fe(III)-mesotetra(4-
sulfonatophenyl)porphinchloride (# MnT1239 und # FeT1239 von
Frontier Scientific, Logan, UT, USA) in reinem Wasser mit Kon-
zentrationen von ca. 10~ molL~! wurden verwendet. Fiir einige Ex-
perimente wurde auch eine selbstkonstruierte Nanosprayquelle ver-
wendet. Die erzeugten Anionen wurden nach der Desolvatationska-
pillare effizient in einem Ionentrichter gesammelt, in einer Hexapol-
Ionenfalle gespeichert und in die ICR-Zelle gepulst. Die gespei-
cherten Ionen wurden mit Standard-ICR-Techniken angeregt und
nachgewiesen. Um temperaturabhédngige Kinetikmessungen an
Ionen-Molekiilreaktionen zu ermdglichen, wurde die Infinity-ICR-
Zelle in unserer Gruppe so modifiziert,'%! dass sie innerhalb eines
Temperaturbereichs von 7=90-420 K geheizt und gekiihlt werden
kann.”® Zur Aufnahme der kinetischen Daten wurde ein massen-
spektrometrisches Messprotokoll verwendet, das kiirzlich bereits
detailliert beschrieben worden ist."" Kurz zusammengefasst wurden
die ionischen Reaktanten in der ICR-Zelle isoliert und mit Helium
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oder Argon bei einem Druck von 10~° mbar fiir 5s thermalisiert.
Nach einer Auspumpzeit wurden die jeweiligen Reaktionsgase (O,
oder CO) fiir die Dauer der Reaktionszeit mithilfe eines Solenoid-
Ventils bis zu einem konstanten Druck von ca. 4 x 1077 mbar in die
UHV-Kammer der ICR-Zelle eingepulst. Die Reinheit der verwen-
deten Gase wurde online mit einem Restgasanalysator mitgemessen
und betrug >99.5%.
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Online veroffentlicht am 19. Juli 2013
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