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Das Arg130:Nw-Atom ist in der Lage, das H�m-Eisen in der
neuen L130R-Mutante des H�mproteins Nitrophorin 4 (NP4)
bei niedriger Temperatur zu koordinieren. NP4 ist ein Ferri-
h�mprotein, das im Speichel des blutsaugenden Insekts
Rhodnius prolixus vorkommt. Rçntgenstrukturaufkl�rung
zeigt, dass die Proteinfaltung des NP4 der der antiparallelen
8-str�ngigen b-Fass-Grundstruktur der Lipocaline ent-
spricht.[1] Der H�m-b-Cofaktor, der sich typischerweise im
Ferrih�m-Zustand befindet, ist im Fass eingebettet und dabei
�ber His59:Nt koordiniert, w�hrend die distale Koordinati-
onsstelle nicht durch eine Aminos�ure besetzt ist. Stattdessen
ist die distale Fe-Koordinationsstelle in der Lage, verschie-
dene niedermolekulare Liganden zu binden, unter anderem
Wasser, NO, NO2

� , CN� und Imidazol (ImH).[2] W�hrend
unserer Studien zum Reaktionsmechanismus von NP4 mit
NO2

� [3] haben wir eine Proteinmutante NP4(L130R) mit
�berraschenden Eigenschaften erzeugt, die wir hier vorstel-
len.

Das in der distalen Tasche liegende Leu130 wurde unter
anderem zur Mutation ausgew�hlt, da aufgrund bekannter
Rçntgenstrukturdaten anzunehmen ist, dass diese Seitenket-
te, die einen Teil der flexiblen G-H-Schleife bildet, gen�gend
Platz haben sollte, die Faltung auch nach der Mutagenese
nicht zu stçren.[4,5] Expression und Reinigung von NP4-
(L130R) ergeben Proteinmengen, die vergleichbar zum
Wildtyp(wt)-Protein sind. Absorptionsspektren (siehe Ab-
bildung S1 in den Hintergrundinformationen) und Resonanz-
Raman(RR)-Spektren (Abbildung S2) sind denen des wt-
Proteins sehr �hnlich. Es handelt sich also um einen sechsfach
koordinierten (6c) High-Spin(HS)-FeIII-Komplex (S = 5/2),

d.h. mit gebundenem Wasserliganden. Das ist in guter
�bereinstimmung mit den axialen Continuous-Wave(cw)-
EPR-Spektren in Abbildung 1, die typisch f�r HS-Ferrih�m-
proteine mit schwachem axialem Ligandenfeld sind, wie z. B.
NP4[3b] (Abbildung 1). Allerdings ist im Falle von NP4 ein
signifikanter Beitrag einer Low-Spin(LS)-Komponente zu
beobachten, die dem Komplex mit OH� aufgrund teilweiser
Deprotonierung des Wasserliganden zugeschrieben wird,[6]

was offenbar in NP4(L130R) nicht passiert.
Die große distale Tasche der NPs erlaubt die Aufnahme

relativ großer Liganden, z.B. ImH oder Histamin. Komplexe
mit ImH gehçren zu den am besten charakterisierten LS-
Spezies (S = 1/2) der NPs. Die Grçße von ImH gepaart mit der
Sensitivit�t des g-Tensors in Bezug auf die axiale Orientie-
rung relativ zur H�m-NPyrrol-Fe-NPyrrol-Achse[7] ermçglicht es,
den Einfluss der Mutation auf die H�m-Tasche mittels EPR-
Spektroskopie zu studieren. Das cw-EPR-Spektrum von
NP4(L130R)[ImH] ist in Abbildung 1 dargestellt. Die g-
Werte sind vergleichbar zu denen anderer NP[ImH]-Kom-
plexe, wie man aus Tabelle 1 ersieht. Der leicht verst�rkte g-
Strain der Mutante spiegelt eine etwas hçhere Inhomogenit�t
in der ImH-Orientierung wider.[7] NP4(L130R)[ImH] ent-
spricht jedoch weitgehend der Koordinationsgeometrie der
wt-Struktur.

Kristalle von NP4(L130R) wurden nach ungef�hr
2 Wochen in 3.2m Ammoniumphosphat (pH 7.4) erhalten,

Abbildung 1. X-Band-EPR-Spektren von NP4 (schwarz), NP4[NH3]
(blau), NP4(L130R) (rot) und NP4(L130R)[ImH] (gr�n), aufgenommen
bei 10 K. Die Proben waren in 100 mm HEPES/NaOH, 25% Glycerin
(pH 7.2) gelçst, mit Ausnahme von NP4[NH3], das in 2m NH4OAc,
100 mm MOPS/NaOH (pH 7.5) gelçst war. Einschub: Absorptions-
spektrum von NP4[NH3] in 2m NH4OAc, 100 mm MOPS/NaOH
(pH 7.5) bei Umgebungstemperatur. HEPES= 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)ethansulfons�ure; MOPS= 3-(N-Morpholino)propansulfon-
s�ure.
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was den Bedingungen f�r wt-NP4 entspricht.[1, 4,8] Kristalle
von NP4(L130R)[ImH] wurden durch Waschen in Stamm-
lçsung mit 10 mm ImH vor dem Einfrieren erhalten. Daten-
s�tze der Rçntgenbeugung wurden bei 100 K aufgenommen,
und die Strukturen von NP4(L130R) und NP4(L130R)[ImH]
wurden �ber molekularen Ersatz mit Auflçsungen von 1.3
bzw. 1.4 � erhalten. Die Parameter der kristallographischen
Analyse sind in Tabelle S1 zusammengefasst. Vergleiche der
Gesamtstrukturen von NP4(L130R) und NP4(L130R)[ImH]
mit denen des jeweiligen wt-Proteins sind in den Abbildun-
gen S3 und S4 dargestellt. Insgesamt ist der Einfluss der
Mutation auf die Gesamtstruktur vernachl�ssigbar, was durch
die hohe �bereinstimmung von NP4 und NP4(L130R)
(mittlerer quadratischer Fehler (RMSD) = 0.49 �) bzw. NP4-
[ImH] und NP4(L130R)[ImH] (RMSD = 0.69 �) deutlich
wird.

Eine detaillierte Ansicht der H�m-Taschen von NP4-
(L130R)[ImH] und NP4(L130R) ist in Abbildung 2 darge-
stellt. Im Fall von NP4(L130R)[ImH] wurde eine einzige
Kristallform, mit Charakteristika �hnlich zu wt-NP4[ImH]
beobachtet.[12] Die Seitenkette von Arg130 ist dabei wie
Leu130 im wt zur Front der distalen Tasche hin orientiert,
wobei der ImH-Ligand nicht gestçrt wird. Die �hnlichkeit

der H�m-Taschen spiegelt sich zudem in einer vergleichbaren
Deformation von der H�m-Planarit�t wider (Abbildung S5).

Arg130 nimmt in der H�m-Tasche von NP4(L130R) zwei
Konformationen ein (Abbildung S3). �berraschenderweise
ist in der Form mit dem hçheren Anteil (ca. 60%) Fe axial
von Arg130:Nw mit einem Atomabstand von 2.1 � koordi-
niert (Abbildung 2B). Nach unserem besten Wissen ist dies
das erste Beispiel eines Arg-koordinierten Metalloporphy-
rins. Die kristallographischen Resultate sind auch im Hinblick
auf die spektroskopischen Daten �berraschend, die keinen
Hinweis auf eine starke Interaktion von Arg130:Nw mit Fe
geben, so wie es die Bindungsl�nge vermuten l�sst.

Beispiele von Koordinationsverbindungen mit Guanidin-
liganden sind selten, in Biomolek�len fast unbekannt.[13] Der
hohe pKS-Wert der Guanidine stellt eine große pr�parative
Herausforderung dar (z.B. Arginin: ca. 12.5), da in w�ssrigem
Medium die Deprotonierung sehr erschwert ist.[13c] Metall-
komplexe von Guanidinen wurden von CrII, MnII, FeII, CoII,
NiII, CuI/II, ZnII, PdII, PtII und AuI beschrieben, wobei in allen
F�llen die Koordination �ber den Imin-Stickstoff erfolgt.[13,14]

Entsprechend wird die Koordination C=Nw(H)�Fe �ber das
freie Elektronenpaar an Nw erfolgen. Der Abstand C�
NwH(Fe) (1.32 �) ist tats�chlich etwas kleiner im Vergleich
zum Abstand C�NwH2 (1.33 �), obwohl die Auflçsung eine
genaue Bestimmung nicht zul�sst. Von den rund 150 Guani-
din-Metall-Verbindungen in der Cambridge Structural Da-
tabase (CSD) sind die meisten Diguanidine, und nur vier
Beispiele von Monoguanidin-Metall-Verbindungen wurden
beschrieben.[13d] Die wenigen Beispiele von Proteinstrukturen
mit Arg:Nw-Metall-Bindungen sind die Arginase von Bacillus
caldovelox (Mn)[15] und eine Variante einer menschlichen
Carboanhydrase (Zn).[16] Noch interessanter ist hier die Arg-
Koordination eines der Fe im [2Fe-2S]-Cluster der Biotin-
synthase BioB,[13e, 17] nicht zuletzt weil nur sehr wenige Fe-
Guanidin-Komplexe �berhaupt beschrieben wurden.[13b, 14a,e,f]

Die sehr geringe Auflçsung dieser Struktur (3.4 �, PDB-
Eintrag 1R30) gibt jedoch keine genauen Bindungsparameter
her. K�rzlich verçffentlichte QM/MM-Rechnungen an vier
Modellkomplexen best�tigen die Anordnung C=Nw(H)�
Fe.[13e] Insgesamt ist der Abstand Nw�Fe etwas grçßer als der
durchschnittliche Abstand NGuanidin�Mn+ von 1.91� 0.06 �
der synthetischen Guanidin-Komplexe,[13d] ist jedoch sehr
�hnlich zum Abstand Nw�Fe im Komplex [Fe-
(TMG3tren)NCCH3]

2+ (2.07–2.25 �; TMG3tren = tris(tetra-
methylguanidino)tren; tren = tris(2-aminoethyl))[13b] und zu
dem f�r die BioB-[2Fe-2S]-Clustermodelle berechneten
(2.05–2.18 �).[13e] Der Winkel ](C=Nw-Fe) = 1418 ist grçßer
als der durchschnittliche Winkel ](C=N-Mn+) = 129� 28, was
wohl der Starrheit der Proteinstruktur geschuldet ist. Der
Diederwinkel ](Nd-C=Nw-Fe) = 08 ist sehr �hnlich zum
durchschnittlichen Winkel in Guanidin-Metall-Verbindungen
](RNH-C=N-Mn+) =�1� 98.[13d]

Ein Argument f�r die Schwachheit der Guanidin-Metall-
ionen-Komplexes ist die geringe Lewis-Basizit�t.[13c] Unter
den wenigen Metallkomplexen findet sich eine FeII-Verbin-
dung, aber keine mit FeIII.[13b] Um zu �berpr�fen, ob FeII das
koordinierende Ion im NP4(L130R)-Kristall ist, wurden
Kristalle unter Beobachtung durch UV/Vis-Spektroskopie
Rçntgenstrahlung ausgesetzt. Dabei kam ein Mikrospektro-

Abbildung 2. Elektronendichteverteilung 2Fo�Fc (Konturebene: 1s) der
H�m-Tasche von a) NP4(L130R)[ImH] (PDB-Eintrag 3TGB) und
b) NP4(L130R) (PDB-Eintrag 3TGA). Die Elektronendichteverteilung
beinhaltet das H�m und die Aminos�uren His59 und Arg130.

Tabelle 1: Vergleich der g-Werte des ImH-Komplexes von NP4(L130R) zu
denen von wt-NP4, -2 und -7.

g1 g2 g3 Lit.

NP4(L130R) 3.01 2.26 1.45 diese Arbeit
wt-NP4 3.02 2.25 1.46 [9]
wt-NP2 3.02 2.26 1.37 [10]
wt-NP7 3.07 2.19 1.36 [11]
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photometer an der Beamline zum Einsatz.[18] Das anf�ngliche
Absorptionsspektrum eines Kristalls ist in Abbildung 3 wie-
dergegeben. Es ist zu beachten, dass infolge des Kristall-
wachstums in Ammoniumphosphat NH3 als distaler Fe-
Ligand vorliegt. Obwohl dies vorher schon angenommen
wurde,[1, 4,8, 19] ist es bislang experimentell nicht gezeigt
worden. Das Spektrum des Kristalls entspricht dem eines LS-
Komplexes, was durch die zwei intensiven Q-Banden ange-
zeigt wird. Zum Vergleich wurde das Spektrum von NP4-
[NH3] in Lçsung aufgenommen (Abbildung 1 oben rechts).
Das cw-EPR-Spektrum hiervon zeigt ebenfalls eine LS-Spe-
zies an, was an dem hoch anisotropen LS(HALS)-Signal mit
gmax = 3.3 deutlich wird (Abbildung 1).

Der Kristall wurde anschließend mit einem Rçntgenstrahl
niedriger Intensit�t bestrahlt (12.4 keV, 3.5 � 1010 Photo-
nens�1), w�hrend Spektren kontinuierlich �ber eine Zeit-
dauer von 5 min bis zu einer Dosis von 0.45 MGy aufge-
nommen wurden (Abbildung S6 A). Die Kinetik in Abbil-
dung S6B zeigt, dass die Photoreduktion des Kristalls zu 50%
mit den ersten 0.2 MGy abgeschlossen ist, wobei augen-
scheinlich eine neue LS-Spezies erzeugt wird, wie man wie-
derum an den zwei scharfen Q-Banden in Abbildung 3 er-
kennt. Die Aufspaltung der Absorptionsbanden spiegelt die
gleichzeitige Anwesenheit von NP4(L130R)[FeII�Nw

R130]
(526, 552 nm) und NP4(L130R)[FeI�NH3] (532, 560 nm)
wider, was durch Vergleich mit den Spektren von NP4-
(L130R)[FeII/III�NH3] in Lçsung zugeordnet werden kann
(Abbildung S7). Die Gesamtdosis, die w�hrend der Aufnah-
me des Datensatzes zur Strukturaufkl�rung von NP4(L130R)
angewendet wurde (Abbildung 2), war ca. 15-fach hçher als
die Gesamtdosis w�hrend der kinetischen Messungen. Das
bedeutet, dass die Struktur den Ferroh�m-Zustand von NP4-
(L130R)[FeII�Nw

R130] repr�sentiert.
Allerdings erscheint das Absorptionsspektrum von NP4-

(L130R)[FeII] in Lçsung, das durch sorgf�ltige Reduktion mit
Na2S2O4 hergestellt wurde (Abbildung 4, oben rechts), nicht
verschieden von NP4[FeII].[1,20] Der Hochfrequenzbereich
(1200–1700 cm�1) des in der Soret-Bande angeregten RR-
Spektrums hat ein hohes diagnostisches Potential f�r die

Koordination und den Spin-Zustand von H�mproteinen.[21]

Das RR-Spektrum von NP4(L130R)[FeII] bei Raumtempe-
ratur ist identisch mit dem von NP4[FeII] (Abbildung 4). So
liegt die Markerbande des Oxidationszustands, n4, sehr gut im
Bereich der Ferroh�me (1350–1375 cm�1).[21, 22] Die Marker-
bande des Koordinationszustands, n3, ist empfindlich f�r
Grçßen�nderungen des H�m-Zentrums, das sich mit dem
Spinzustand des Fe in Abh�ngigkeit vom Oxidationszustand
�ndert, d.h. 1460–1470 cm�1 bei 5cHS-FeII und 1490–
1510 cm�1 bei 5cLS- oder 6cLS-FeII.[22a,b, 23] Entsprechend
kann NP4[FeII] ebenso wie NP4(L130R)[FeII] dem zu erwar-
tenden 5cHS zugeordnet werden. Demgegen�ber f�hrte die
Wiederholung der RR-Spektroskopie bei 77 K zu einer si-
gnifikanten �nderung von n4 und n3 im Falle von NP4-
(L130R)[FeII] zu LS, was in �bereinstimmung mit dem Ab-
sorptionsspektrum des gefrorenen Kristalls ist (Abbildung 4).
Zur Kontrolle wurde nach diesen Messungen die Probe auf-
getaut, um sie mittels Absorptionsspektroskopie bei Raum-
temperatur in Lçsung zu vermessen. Dabei wurde wieder die
HS-Spezies erhalten. Der temperaturabh�ngige HSQLS-
�bergang von NP4(L130R)[FeII] ist also vollst�ndig reversi-
bel. Koordinations- und Spinzustand von NP4[FeII] sind er-
wartungsgem�ß temperaturunabh�ngig (Abbildung 4).

Schema 1 fasst die Resultate dieser Arbeit zusammen.
Die Koordination von Arg130:Nw zum H�m h�ngt stark von
der Oxidationsstufe des Eisens (FeII) und von der Temperatur
ab. FeII ist eine weichere Lewis-S�ure als FeIII und sollte

Abbildung 3. Absorptionsspektrum eines in 3.2m Ammoniumphos-
phat (pH 7.4) gebildeten Kristalls von NP4(L130R) vor (gestrichelte
Linie) und nach Rçntgenbestrahlung (durchgezogene Linie). Einschub:
Einkristall von NP4(L13oR).

Abbildung 4. RR-Spektren von NP4 (schwarz) und NP4(L130R) (rot) in
100 mm HEPES/NaOH (pH 7.2) bei Umgebungstemperatur und 77 K
(lex = 413.1 nm). Einschub: Absorptionsspektren von NP4[FeII] und
NP4(L130R)[FeII] bei Umgebungstemperatur.

Schema 1. Reaktionsschema zur Verdeutlichung der Bindung des inter-
nen Arg130-Guanidins an FeII in NP4(L130R) (w = Sauerstoffatom des
Wassers).
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deswegen einen Imin-Stickstoff besser binden. Allerdings ist
der Grund f�r die Temperaturabh�ngigkeit weniger klar. Das
Vorkommen der Arg130:Nw-Koordination sowohl im Kristall
als auch in gefrorener Lçsung schließt Kristallisationsarte-
fakte aus. Eine andere Mçglichkeit kçnnte eine �nderung des
pKS-Wertes von Arg130 und/oder des pH-Wertes der Lçsung
sein, die beide temperaturabh�ngige Grçßen sind, wobei
andererseits der pH in gefrorener Lçsung im Prinzip nicht
definiert ist. Eine Beeinflussung des Koordinations- bzw.
Spinzustands durch die Temperatur wird auch zuweilen be-
obachtet. Zum Beispiel wurde im Falle von NP1[{FeNO}7]
(S = 1/2) eine Mischung aus 5c und 6c im EPR-Spektrum bei
4.2 K erhalten, w�hrend bei Raumtemperatur nur 6c im Ab-
sorptionsspektrum vorkommt;[24] RR-Spektroskopie von
NP1[FeIII] bei 298 K zeigt 6cHS (Wasser-gebunden) an,
w�hrend bei 77 K 6cLS dominiert.[25]

Bei einer Reihe von H�mproteinen ist eine Arg-Seiten-
kette in der distalen H�m-Tasche vorhanden. Eine Auswahl
mit bekannter Rçntgenstruktur und relevantem Arg:N-Fe-
Abstand ist in Tabelle S2 aufgef�hrt. Allerdings ist NP4-
(L130R) der einzige Fall, bei dem eine Arg:Nw-Fe-Bindung
vorkommt. Abbildung 2b zeigt, dass ein Wassermolek�l eine
Wasserstoffbr�cke zu Arg130:Nd(H) und drei weiteren
R�ckgratatomen bildet. Wie man in Abbildung 2a sieht, ist
dieses Wasser auch in NP4(L130R)[ImH] vorhanden, koor-
diniert mit N1(H) von ImH. Man findet es ferner in der
Struktur von NP4[ImH] (PDB-Eintrag 1IKJ) und von NP4-
[Histamin] (PDB-Eintrag 1IKE).[12] Die Orientierung der
Guanidin-Ebene zur H�m-NPyrrol-Fe-NPyrrol-Achse ist �hnlich
zur Orientierung von ImH und Histamin in NP4, und auch die
Bindungsabst�nde und -winkel sind vergleichbar (Tabel-
le S3). Die �hnlichkeit zur Imin-N3-Koordination des Imid-
azols st�tzt die angenommene Imin-Nw-Koordination von
Arg130.

Insgesamt zeigt diese Studie der nichtnat�rlichen Pro-
teinvariante NP4(L130R), dass eine Porphyrineisen-Guani-
din-Bindung prinzipiell mçglich ist. Es ist bemerkenswert,
dass dies zuerst in einem Protein erreicht wurde. Der Vorteil
der Proteinmatrix liegt zweifelsfrei darin, dass die Gesamt-
struktur die Liganden zusammenh�lt, sodass Bindungsener-
gie aus dem Chelateffekt gewonnen wird. Außerdem muss
Guanidin-Deprotonierung erreicht werden, was �ußerst
schwierig in Wasser ist, aber durch die ver�nderte Umgebung
in einer Proteintasche mçglich wird. Die schwache Koordi-
nation wird zus�tzlich durch ein Wassermolek�l stabilisiert.
Schließlich wurde Stabilisierung durch niedrige Temperatur
und Fe-
Reduktion erreicht.
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