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Introduction
• I n  m a n y  l o w - s p i n  (S= 1 / 2 )  i r o n  p o r p h y r i n s ,  e l e c t r o n  s p i n  r e s o n a n c e
(E S R )  s p e c t r a  i n d i c a t e  t h a t  o n e  o f  t h e  dπ - o r b i t a l s  o f  i r o n  i s  a s  g o o da s  s i n g l y  o c c u p i e d ;  the unpaired electron is almost completely
located at the metal.

• I n  c o n t r a s t ,  n u c l e a r  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  (N M R )  a n d  e l e c t r o n
n u c l e a r  d o u b l e  r e s o n a n c e  (E N D O R )  s p e c t r o s c o p y  c o n v i n c i n g l y
s h o w  a sig nif icant share of  the unpaired electron to b e
delocalised.

• H e r e  w e  e x p l a i n  t h i s  a p p a r e n t  c o n t r a d i c t i o n  b y  d e n s i t y - f u n c t i o n a l -
t h e o r y  (D F T )  c a l c u l a t i o n s  p e r f o r m e d  o n  a  h a e m  a  m o d e l .

• T h e  c a l c u l a t i o n s  s h o w  t h a t  t h e  i n t e g r a t e d  s p i n  d e n s i t y  a t  t h e  i r o n
a t o m  i s  n e a r l y  o n e ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  E S R  m e a s u r e m e n t s .

• H o w e v e r ,  s i g n i f i c a n t  a r e a s  w i t h  o p p o s i t e  (β)  s p i n  a r e  f o u n d  a l o n g
t h e  F e – N  b o n d  a x e s ,  t h u s  e v o k i n g  a  n e e d  f o r  a d d i t i o n a l  α - s p i n
d e n s i t y  t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  p o r p h y r i n  r i n g ,  r i n g  s u b s t i t u e n t s  a n d
t h e  a x i a l  l i g a n d s  i n  o r d e r  t o  k e e p  t h e  n e t  a m o u n t  o f  u n p a i r e d  s p i n
e x a c t l y  o n e .

•The g ross spin density,  i. e .  t h e  s u m  o f  u n p a i r e d  α a n d  β s p i n s ,
a m o u n t s  t o  a b o u t  1 . 3  electrons.

C om p uta tiona l  m e th ods
Level
• T h e  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  a n d  t h e  s p i n  d e n s i t y  o f  t h e  l o w - s p i n ,  b i s -
i m i d a z o l e - l i g a t e d  p o r p h y r i n s  h a v e  b e e n  c a l c u l a t e d  a t  t h e  s p i n -
u n r e s t r i c t e d  d e n s i t y  f u n c t i o n a l  t h e o r y  ( D F T )  l e v e l .

• B o t h  a  g r a d i e n t - c o r r e c t e d  l o c a l - d e n s i t y  a p p r o x i m a t i o n  (B P )  a n d  a
h y b r i d  f u n c t i o n a l  (B 3 L Y P )  h a v e  b e e n  e m p l o y e d .

• A s  t h e  B e c k e - P e r d e w  (B P )  f u n c t i o n a l  d o e s  n o t  c o n t a i n  a n y  e x p l i c i t
H a r t r e e - F o c k  e x c h a n g e  i n t e r a c t i o n  t e r m s ,  t h e  r e s o l u t i o n  o f  t h e
i d e n t i t y  (R I )  a p p r o x i m a t i o n  o f  t h e  Co u l o m b  i n t e r a c t i o n  w a s  u s e d .
R I - D F T  c a l c u l a t i o n s  a r e  m u c h  f a s t e r  t h a n  o r d i n a r y  D F T
c a l c u l a t i o n s  w i t h o u t  a n y  s i g n i f i c a n t  l o s s  o f  a c c u r a c y .

• S p l i t - v a l e n c e  S V ( P )  a n d  t r i p l e - z e t a  v a l e n c e  TZ V P  b a s i s  s e t s  w e r e
u s e d . T h e  T Z V P  b a s i s  s e t  h a s  p o l a r i z a t i o n  f u n c t i o n s  o n  a l l  a t o m s ,
w h i l e  t h e  S V (P )  b a s i s  s e t  l a c k s  p o l a r i z a t i o n  f u n c t i o n s  o n  t h e
h y d r o g e n s .

• N o symmetry r e s t r i c t i o n s  w e r e  u s e d .
• A l l  q u a n t u m  c h e m i c a l  c a l c u l a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  t h e
TURBOMOLE  [ 1 ]  p r o g r a m  p a c k a g e .

S p i n  d en s i t y  c a lc u la t i o n s
• T h e  s p i n  d e n s i t y  i s  o b t a i n e d  a s  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  α a n d  β
s p i n  c o n t r i b u t i o n s  t o  t h e  t o t a l  e l e c t r o n  d e n s i t y .

• T h e  s p i n  d e n s i t y  w a s  s t u d i e d  b y  e v a l u a t i n g  i t  i n  a n  e q u i d i s t a n t
Ca r t e s i a n  g r i d .

• T h e  r a d i a l  d i s t r i b u t i o n  w a s  e x p l i c i t l y  o b t a i n e d  b y  p e r f o r m i n g
n u m e r i c a l  i n t e g r a t i o n  o f  t h e  a n g u l a r  d e p e n d e n c e  o f  t h e  s p i n
d e n s i t y  i n  t h e  d i s c r e t e  r e p r e s e n t a t i o n .

• T h e  a c c u m u l a t e d  n e t  s p i n  d e n s i t y  i n s i d e  a  s p h e r e  o f  r a d i u s  r c a n
t h e n  b e  o b t a i n e d  a s :

• N  i s  t h e  n u m b e r  o f  i n t e g r a t i o n  p o i n t s ,  ρspin,i  i s  t h e  s p i n  d e n s i t y  a tp o i n t  i ,  a n d  i  r u n s  o v e r  a l l  t h r e e  Ca r t e s i a n  c o o r d i n a t e s .
• T h e  core orb itals w ere lef t out o f  t h e  i n t e g r a t i o n ;  1 s  o f  C,  N ,  a n d
O ,  a s  w e l l  a s  1 s ,  2 s ,  a n d  2 p  o f  F e  w e r e  i g n o r e d .

• T h o u g h  i n  p r i n c i p l e  a n  a p p r o x i m a t i o n ,  t h i s  a c t u a l l y  i m p r o v e s  t h e
n u m e r i c a l  a c c u r a c y  o f  t h e  i n t e g r a t i o n . T h e  i n t e g r a t i o n  w i l l  a l s o  b e
s o m e w h a t  f a s t e r .

•Co r e  o r b i t a l s  a r e  c r u c i a l  f o r  e . g .  h y p e r f i n e  c o u p l i n g  c o n s t a n t s
w h i c h  d e p e n d  o n  t h e  p o i n t  s p i n  d e n s i t y  a t  t h e  n u c l e i .

• T h e  c o n t r i b u t i o n  f r o m  t h e  v e r y  t i g h t ,  c o n c e n t r a t e d  c o r e  h a s
h o w e v e r  n o  b e a r i n g  o n  t h e  o v e r a l l  s p i n  d i s t r i b u t i o n  i n  t h e  s y s t e m .

• S pin contamination  w a s  c h e c k e d  u s i n g  t h e  e x p e c t a t i o n  v a l u e  < S2> ,
a s  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  i t  d o e s ,  a f t e r  a l l ,  h a v e  a t  l e a s t  d i a g n o s t i c
v a l u e  w i t h i n  D F T .

• T h e  i d e a l  v a l u e  o f  < S2 > ,  a s s u m e d  m e a n i n g f u l ,  w o u l d  t h e n  b e
S(S+ 1 ) = 0 .7 5 . I t  w a s  n e v e r  l a r g e r  t h a n  0 .7 8 ,  B 3 L Y P  c o n s i s t e n t l y
g i v i n g  a  s o m e w h a t  h i g h e r  v a l u e .
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Results
• T h e  s p a t i a l  s p i n  d e n s i t y  d i s t r i b u t i o n  i s  s e e n  b e l o w . B l u e  c o l o u r
r e p r e s e n t s  e x c e s s  α- s p i n  d e n s i t y ,  r e d  c o l o u r  e x c e s s  β- s p i n .

• T h e  d e n s e s t  r e g i o n  o f  α- s p i n  i s  f o u n d  a t  F e .
• A  s t r i k i n g  presence of  β- spin  i s  s e e n  a l o n g  t h e  F e – N  b o n d s
• A l s o  t h e  p y r r o l e  c a r b o n s  h a v e  n o t a b l e  a m o u n t s  o f  α- s p i n .
• T h e  l a r g e  e x c e s s  o f  α- s p i n  a t  F e  l e a d s  t o  spin polarisation  o f  t h e
e l e c t r o n  d e n s i t y  o u t s i d e  t h e  i r o n .

• L a r g e  s c a l e ,  m o l e c u l a r  v e r s i o n  o f  t h e  s p i n  p o l a r i s a t i o n  o b s e r v e d  f o r
a t o m s .

• I n t e g r a t i o n  o f  t h e  accumulated spin density i n  a  s p h e r e  a r o u n d  F e
y i e l d s  t h e  f o l l o w i n g  c u r v e :

• A  max imum at 1 . 2  Å  i s  s e e n ,  t h e  c o v a l e n t  r a d i u s  o f  F e .
• T h e  r e g i o n  o f  e x c e s s  β- s p i n  decreases  t h e  n e t  a m o u n t  o f  α- s p i n  b y
a b o u t  0 .1 0  e l e c t r o n s .

• F r o m  2 .0 – 2 .3  Å  o u t w a r d s  t h e  a c c u m u l a t e d  s p i n  d e n s i t y  s t e a d i l y
i n c r e a s e s . A  s m a l l  d e c r e a s e  i s  s e e n  a r o u n d  3 .5  Å  a n d  5 .7  Å .

• D i f f e r e n t i a t i o n  o f  α-  a n d  β- s p i n  c o n t r i b u t i o n s  (B 3 L Y P / T Z V P ) :

• A l l  t h e  m a j o r  f e a t u r e s  o f  t h e  l a r g e r  m o d e l  a r e  r e p r o d u c e d .

F i n a l r em a r k s
• A x ial lig and orientation i s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  s t r u c t u r a l
p a r a m e t e r  a f f e c t i n g  t h e  s p i n  d i s t r i b u t i o n . T h e y  d i c t a t e  t h e
o r i e n t a t i o n  o f  t h e  d- h o l e ,  w h i c h  i n  t u r n  d i c t a t e s  t h e  s p i n  o c c u p a t i o n
i n  t h e  m a c r o c y c l e .

• R ing  sub stituents  p e r t u r b  t h e  d i s t r i b u t i o n  s i g n i f i c a n t l y .
• S olv ent ef f ects w e r e  s t u d i e d  w i t h  b o t h  t h e  c o n t i n u u m  m o d e l
COSMO  a n d  w i t h  e x p l i c i t  w a t e r  a r o u n d  h a e m  a.  V e r y  s i m i l a r
d i s t r i b u t i o n s  c o m p a r e d  w i t h  g a s  p h a s e  a r e  o b t a i n e d .

• S V ( P )  and TZ V P  g i v e  a l m o s t  q u a n t i t a t i v e l y  t h e  s a m e  r e s u l t s .
• O f  t h e  c o m p u t a t i o n a l  p a r a m e t e r s ,  t h e  choice of  f unctional a f f e c t s
t h e  r e s u l t s  t h e  m o s t . B 3 L Y P  p o l a r i s e s  s l i g h t l y  m o r e .

• T h e  s p i n  d i s t r i b u t i o n  i s  v e r y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  c h a n g e  i n  c h a r g e
d i s t r i b u t i o n  u p o n  r e d u c t i o n  o f  h a e m  [ 2 ] . A  s i m i l a r  p o l a r i s a t i o n
e f f e c t  a t  t h e  n i t r o g e n s  c a n  h o w e v e r  b e  n o t e d .

A c k n o w led g em en ts
• D r . H . K o n s c h i n  c o n t r i b u t e d  w i t h  e n l i g h t e n i n g  c o m m e n t s .
• T h e  p l o t s  w e r e  m a d e  w i t h  g O penM ol [ 3 ] .
• T h e  g r a p h s  w i t h  g nuplot.
•CS C —  S c i e n t i f i c  Co m p u t i n g  L t d . p r o v i d e d  a m p l e  c o m p u t e r  t i m e .
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• T h e  m a i n  r e g i o n  o f  e x c e s s  β- s p i n  i s  c l e a r l y  s e e n ,  b u t  a l s o  s m a l l
c o n t r i b u t i o n s  p e a k i n g  a t  3 .9  Å  a n d  5 .4  Å  a r e  s e e n .

• E x c l u d i n g  t h e  α- s p i n  a t  i r o n  (n o t  i n  t h e  p l o t ) ,  t h e  l a r g e s t  p e a k s  a r e
f o u n d  a t  3 .0  Å  a n d  4 .3  Å .

• T h i s  c a n  b e  r e l a t e d  t o  t h e  m o l e c u l a r  f r a m e :
•p y r r o l e  Cα: 3 .0  –  3 .1  Å C m e s o : 3 .4  Å•p y r r o l e  Cβ: 4 .3  Å

• I nteg ration of  all unpaired spin ,  i. e .  t h e  s u m  o f  α-  a n d  β- s p i n ,
amounts to 1 . 2 8 – 1 . 3 4  unpaired electrons ,  a t  B P  a n d  B 3 L Y P  l e v e l s ,
r e s p e c t i v e l y .

Effect of axial ligand orientation
• I n a model s y s t e m ,  t h e  a x i a l  i m i d a z o l e s  r e l a x  t o  a l m o s t  p a r a l l e l
m u t u a l  o r i e n t a t i o n

• I n the enz yme,  t h e  o r i e n t a t i o n  i s  e f f e c t i v e l y  f i x e d .
• T h e  o r i e n t a t i o n  h o w e v e r  a f f e c t s  t h e  s p i n  d i s t r i b u t i o n  r e m a r k a b l y .
• T h e  s p i n  d i s t r i b u t i o n  f o r  a  f u l l y  r e l a x e d  s t r u c t u r e  (l e f t )  a n d  w i t h
e x p e r i m e n t a l  i m i d a z o l e  t o r s i o n  a n g l e s  (r i g h t ) ,  B P / T Z V P - l e v e l :

• e v e n  l a r g e r  d i f f e r e n c e s  a r e  s e e n  w h e n  t h e  o p t i m i s e d  a n d
e x p e r i m e n t a l  s t r u c t u r e s  d i f f e r  m o r e ,  l i k e  i n  h a e m  b.

• T h e  l a r g e s t  ef f ects of  the protein b ack b one  c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r
b y  r e - t u r n i n g  t h e  a x i a l  l i g a n d s .

•The energ y req uired f or rotation is v ery low ,  s o  n o  c o m p u t a t i o n a l
c a v e a t s  a r e  e x p e c t e d  t o  a r i s e .

• I f  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  F e – L a x i a l  b o n d  l e n g t h s  a r e  s e e n  e x p e r i m e n t a l l y ,
a n  a d j u s t m e n t  o f  t h e  o p t i m i s e d  s t r u c t u r e  t o  r e f l e c t  t h i s  m i g h t  b e  i n
p l a c e .

Effect of th e m odel s iz e
• T o  c h e c k  t h e  g e n e r a l i t y  o f  t h e  s p i n  p o l a r i s a t i o n  a n d  d i s t r i b u t i o n ,  a
v e r y  s m a l l  m o d e l  s y s t e m  w a s  s t u d i e d :


