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Rekonstitution des katalytischen (ab)3g-Kernkomplexes der F-ATPase
aus Escherichia coli mithilfe der chemisch synthetisierten Unter-
einheit g**
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Der grçßte Teil an ATP, das von hçheren Organismen ver-
braucht wird, entsteht direkt aus ADP und Pi. Diese ender-
gone Reaktion erfordert beides, Katalyse und die Zufuhr
freier Energie. Letztere wird durch die Ionen-motorische
Kraft �ber die die ATP-Synthase (FOF1) enthaltende Kopp-
lungsmembran bereit gestellt. Ein Ionenfluss durch den in die
Membran eingebetteten FO-Teil resultiert in der gerichteten
mechanischen Rotation des Rotorteils des Enzyms, die durch
elastische Kopplung spontan gebildetes, aber fest gebundenes
ATP aus den reaktiven Zentren freisetzt. Das elektrochemi-
sche Potential des „Kopplungsions“ wird also mechanisch an
die chemische Reaktion angekoppelt. Neuere �bersichten
dazu finden sich in Lit. [1–4]. Die ATP-Synthase arbeitet
vollst�ndig reversibel: Sie nutzt die Ionen-motorische Kraft
f�r die ATP-Synthese, und erzeugt durch die ATP-Hydrolyse
eine Ionen-motorische Kraft. Diese beiden Betriebszust�nde
sind strikt an eine Rotation im oder gegen den Uhrzeigersinn
gekoppelt. Es steht zu vermuten, dass die jeweilige Rotati-
onsrichtung durch die stereochemische Konfiguration des
Enzyms vorgegeben ist.

Eine Kopplung der Konfiguration mit der Funktion wurde
bereits f�r die HIV-Protease gezeigt.[5] Dagegen war eine rein
physikochemische Wechselwirkung, beispielsweise zwischen

einem Frostschutzprotein und Wasser, von der Konfiguration
unabh�ngig.[6] Wegen der mechanischen Zwischenstufe bei
der Katalyse stellt die ATP-Synthase einen interessanten
Sonderfall dar. Bei einem FoF1 ausschließlich aus d-Amino-
s�uren sollte auch die Struktur-Funktions-Beziehung gespie-
gelt sein. Da der zentrale Rotorteil des Enzyms, die Unter-
einheit g, prinzipiell in beide Richtungen rotieren kann, w�re
unter Umst�nden sogar zu erwarten, dass das Spiegelbild von
g weiterhin mit der Enzymfunktion kompatibel ist, da sich die
molekularen Oberfl�chen von l- and d-g sehr �hneln. Ob ein
F-ATPase-Kernkomplex aus den l-Untereinheiten a und b

und synthetischem d-g tats�chlich seine katalytische Aktivi-
t�t beh�lt und, falls ja, auch die Beziehung zwischen Rotati-
onsrichtung und Funktion, kann nur experimentell entschie-
den werden.

Ein solches Unterfangen w�rde die chemische Totalsyn-
these des 286 Reste umfassenden d-Enantiomers von g und
die anschließende Rekonstitution des katalytisch aktiven
Enzym-Kernkomplexes erfordern. Die Synthesewerkzeuge
f�r dieses Ziel wurden in den letzten Jahrzehnten entwickelt
und verfeinert.[7, 8] Als ersten Schritt in diese Richtung haben
wir die F-ATPase-Untereinheit l-g von Escherichia coli (hier
als „gsynth“ bezeichnet) synthetisiert und erfolgreich mit den
nativen Untereinheiten a und b zum katalytischen Kern-
komplex der F-ATPase, (ab)3gsynth, rekonstituiert. Abwei-
chungen in der Sequenz von gsynth von der nativen Sequenz
werden weiter unten beschrieben.

Wegen seiner L�nge haben wir g in sechs Peptide mit 38
bis 58 Resten aufgeteilt, in der Hoffnung auf eine problem-
lose Peptidsynthese und auf Kompatibilit�t mit den Erfor-
dernissen der nativen chemischen Ligation[7] bei zugleich
grçßtmçglicher Isosterie (Schema 1).

Kosten-, Ausbeute- und Reinheitserw�gungen sprachen
f�r die Boc- anstelle der Fmoc-Chemie f�r die Festphasen-
synthese. Angesichts der dokumentierten Beispiele zogen wir
die konsekutive chemische Ligation[7] der konvergenten
Vorgehensweise[10–12] zur Synthese des Volll�ngenproteins vor
(Schema 2). Der Eintopfansatz[9] wurde bei den ersten drei
Ligationen zwar probiert, ergab jedoch nur unbefriedigende
Ergebnisse.

Bei der nativen chemischen Ligation (NCL) werden na-
t�rliche Peptidbindungen gebildet, doch dazu ist ein Thioes-
ter am C-Terminus von Peptid i und ein Cysteinrest am N-
Terminus von Peptid i + 1 notwendig.[7] Der Rest mit der
Thioestereinheit anstelle der �blichen Carboxygruppe darf
weder an Cb verzweigt noch ein Aspartat- oder Glutamatrest
sein.[13] Daher waren f�nf Sequenz�nderungen unvermeidlich
(N59C, K108C, S146C, S193C und S237C). Der Ersatz von
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Cysteinresten in der nativen Sequenz durch Alaninreste
(C87A und C112A) und die Einf�hrung eines neuen Cy-
steinrests anstelle von Lysin 108 (K108C) waren bereits zuvor
durchgef�hrt worden, um EF1 auf die mikrovideographischen
Erfordernisse von Rotationsexperimenten vorzubereiten.[14]

Da C108 weiterhin f�r die
Mikrovideographie bençtigt
wurde und angesichts der
denkbaren Nebenreaktionen
bei einer weiteren chemi-
schen Modifikation, wurde
die Entschwefelung der ein-
gef�hrten Cysteinreste nicht
erwogen. Stattdessen wurde g

mit diesen sieben Punktmu-
tationen mittels PCR erzeugt
und in einem Kontrollexpe-
riment gepr�ft. Es verhielt
sich bez�glich Biosynthese,
Zellwachstum, Reinigung,
ATPase-Aktivit�t und Rota-
tion innerhalb des immobili-
sierten F-ATPase-Kernkom-

plexes genauso wie die Wildtyp-Untereinheit (Daten nicht
gezeigt).[14, 15]

Abgesehen von den oben genannten Sequenz�nderungen
ergaben sich vier weitere im Verlauf der Synthese, die so nicht
vorhersehbar waren, und zwar folgende: 1) E5D in Peptid 1,

Schema 1. Sequenzen der synthetischen Peptide der F-ATPase-Untereinheit g aus E. coli. Der N-terminale
Methioninrest, der in UniProt (http://www.uniprot.org, Datenbankeintrag P0ABA6) angegeben wird, ist in
der reifen Kette nicht vorhanden und daher hier nicht ber�cksichtigt. Die g-Sequenz wurde entsprechend
umnummeriert. �nderungen im Vergleich zur nativen Sequenz von g sind fettgedruckt. Nach dem Abspalten
von der Matrix ergibt bei Peptid 1–5 der Rest X das Thioesterderivat (S-Trityl-b-mercaptopropions�ure) des
vorangehenden Rests. Z in Peptid 2–5 steht f�r gesch�tztes Cystein, das �ber Thz[9] eingef�hrt wurde und
nach der Ligation zweier Peptide und dem Entsch�tzen in Cystein umgewandelt wird. Peptid 6 enth�lt daher
von Anfang an einen N-terminalen ungesch�tzten Cysteinrest. Die C-terminalen Alaninreste in den Pepti-
den 1, 2, 4 und 5 und die f�r die Peptidreinigung erforderliche RRRRA-Sequenz am C-Terminus von Peptid 3
werden durch die native chemische Ligation entfernt.

Schema 2. Syntheseplan zur chemischen Totalsynthese der Untereinheit g der F-ATPase aus E. coli.
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bedingt durch einen Fehler in unserer Datenbank, den wir
erst kurz vor dem Abschluss der Ligationen bemerkten. An-
gesichts der außerordentlich aufwendigen Korrektur, die der
Fehler zu diesem Zeitpunkt erfordert h�tte, entschieden wir
uns, ihn hinzunehmen. 2) W203 in Peptid 5 ist auf eine anders
gesch�tzte Aminos�ure als f�r W105 in Peptid 2 zur�ckzu-
f�hren (tert-Butyloxycarbonyltryptophan, Boc-Trp-CHO,
statt Boc-Trp-OH). Erstere Gruppe ließ sich durch das
Standardverfahren nicht entsch�tzen, sondern behielt die
Formaldehydeinheit (siehe die Hintergrundinformationen)
und repr�sentiert damit die deutlichste Abweichung vom
ribosomal synthetisierten Protein. Gl�cklicherweise liegt
W203 am �ußersten Rand der Untereinheit g, außerhalb der
Oberfl�chen, �ber die der Kontakt mit dem (ab)3-Hexagon
hergestellt wird (pdb: 3oaa),[16] sodass es mit der Rotation und
daher auch mit der ATPase-Aktivit�t nicht interferiert.
3) Des Weiteren zeigte sich, dass D107 durch einen Alanin-
rest ersetzt werden musste. Die geladene Seitenkette des
Aspartatrests f�hrte bei der chemischen Ligation zu einem
Nebenprodukt, was die Gesamtausbeute signifikant ver-
schlechterte.[13] 4) Die Substitution V286A war notwendig, da
der Valin-PAM-Linker nicht quantitativ mit der Synthese-
matrix reagierte, sodass Teile der wachsenden Kette direkt
und irreversibel an die Matrix gebunden wurden. Da bis zu
zwçlf C-terminale Reste von der E.-coli-F1-g-Untereinheit
entfernt werden kçnnen, ohne dass dies die Aktivit�t restlos
aufheben w�rde,[17] wurde diese letzte �nderung als ver-
gleichsweise unerheblich angesehen.

Die Untereinheit g ist relativ unempfindlich gegen Se-
quenz�nderungen,[2] was schon der geringe Sequenzerhalt in
unterschiedlichen Spezies zeigt und angesichts der vorwie-
gend mechanischen Rolle von g wenig �berrascht. Im vor-
liegenden Kontext mit insgesamt elf Sequenz�nderungen
erwies sich diese Eigenschaft von g allerdings als recht g�ns-
tig.

Nach dem Abspalten von der Synthesematrix und dem
Entsch�tzen mit Flusss�ure wurden die Rohpeptide hoch-
druckfl�ssigkeitschromatographisch mit einem Trifluoressig-
s�ure/Acetonitril/Wasser-Puffersystem an C4-Umkehrpha-
sen-Matrices gereinigt. Die Eluierung wurde f�r jedes Peptid
in analytischen Chromatographiel�ufen mit 1-mg-Proben
optimiert; daran schlossen sich die pr�parativen Trennungen
an.[18] Die Identit�t der eluierten Peptide wurde durch Elek-
trospray-Ionisations-Massenspektrometrie best�tigt (siehe
die Hintergrundinformationen).

Die f�nf zum Aufbau des vollst�ndigen Proteins erfor-
derlichen Ligationen wurden gem�ß Standardprotokoll
durchgef�hrt, mit eingeschobenen massenspektrometrischen
Analysen der Ligationsprodukte und Kontrollen der zeitli-
chen Ligationsverl�ufe sowie fl�ssigkeitschromato-
graphischen Reinigungen der Ligationsprodukte. Die Pro-
dukte der beiden ersten Ligationen (Peptide 5 + 6 =>

Peptid 56 und Peptide 4 + 56 =>Peptid 456) wurden nach
23 h Reaktionszeit direkt im Ligationsansatz entsch�tzt. Bei
den folgenden drei Ligationen wurde der Ligationsansatz
zuerst chromatographisch gereinigt und danach mit Meth-
oxyaminhydrochlorid (MAH) zum Entsch�tzen versetzt,
ohne das MAH anschließend zu entfernen. Andernfalls
gingen die Peptide 3 und 3456 bei der Chromatographie

verloren. Diese Vorgehensweise war jedoch nicht auf die
letzte Ligation anwendbar (Peptide 1 + 23456), da Peptid 1
unerwarteterweise quantitativ mit MAH reagierte (Signal bei
m/z [(erwartete Peptidmasse) + 29] Da, Daten nicht gezeigt)
und danach nicht mehr ligierte. Daher musste in diesem Fall
der gesamte Ligationsansatz rechromatographiert werden,
was leider in weiteren Verlusten an Ligationsprodukt resul-
tierte.

Diese Nebenreaktion muss mit dem Thioester erfolgt
sein; sie wurde vermutlich durch die Sequenz von Peptid 1
hervorgerufen (..AHGXA, vgl. Schema 1). Dies w�rde die
allgemeine Verwendbarkeit der 1,3-Thiazolidin(Thz)-
Schutzgruppe insbesondere bei Eintopf-Ligationen[9] ein-
schr�nken und alternative Vorgehensweisen erfordern.
K�nftige Syntheseans�tze sollten daher diese beiden uner-
w�nschten Nebeneffekte ber�cksichtigen: den Verlust ent-
sch�tzter Peptidreste bei der Chromatographie und die
MAH-Nebenreaktion.

In Tabelle 1 sind die Ausbeuten und in Abbildung 1 die
Chromatographien mit den gereinigten Ligationsprodukten
zusammengefasst. F�r die Rekonstitution wurden die Un-

tereinheiten a, b und g in Gegenwart von ATP gemischt, 1 h
bei Raumtemperatur inkubiert und danach gelfiltriert.[19] Der
Peak, der das vollst�ndige Enzym enthielt, war von denen der
Untereinheiten klar zu unterscheiden. Das Material wurde
mittels Ni-NTA-Chromatographie weiter konzentriert und
durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und mit einem
ATPase-Test gepr�ft. Abbildung 2 zeigt die Chromatogra-
phien f�r (ab)3g-Komplexe, die mit dem ribosomal oder dem
chemisch synthetisierten g rekonstituiert wurden.

Die ATPase-Aktivit�ten der verschiedenen rekonstitu-
ierten Enzym-Kernkomplexe sind in Tabelle 2 zusammenge-
fasst (gsynth stammt dabei aus Pool 3 der Chromatographie des
letzten Ligationsprodukts (vgl. Abbildung 1E); die Pools 2
und 4 eluierten in dieser Chromatographie vor bzw. nach
Pool 3 und ergaben in der Rekonstitution kein aktives

Tabelle 1: Ausbeuten der Peptidligationen. Die Gesamtsynthese wurde
mit 115 mg Peptid 6 und 142 mg Peptid 5 begonnen.

Eduktpeptid Eduktpeptid Ligationsprodukt Ausbeute
mg j%

6 5 56 69 j30
56 4 456 24.3 j23.5
456 3 3456 2.6 j8.5
3456 2 23456 0.33 j10
23456 1 gsynth 0.03 j8

Tabelle 2: ATPase-Aktivit�ten von EF1 (frisch aus einem EDTA-Extrakt
gereinigt) und rekonstituiertem, gereinigtem EF1-Kernkomplex (ab)3g.
Gelistet sind die Mittelwerte der Messungen. Die ATPase-Aktivit�t ist als
hydrolytisch erzeugte Menge an Phosphat in mMol pro min und mg
Enzym angegeben.

Probe ATPase-Aktivit�t (Zahl der Messungen)

EF1 100�10 (n = 8)
(ab)3gnativ 98�6 (n = 3)
(ab)3gsynth 98�6 (n = 3)
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Enzym); sie sind im Rahmen der Messgenauigkeit ununter-
scheidbar. Weitere Details der Rekonstitutionen und zus�tz-
liche Daten zur Ausbeute an rekonstituiertem Enzym finden
sich in den Hintergrundinformationen. Die Reinheit der iso-
lierten Untereinheiten und der (rekonstituierten) Enzym-
(Kern)komplexe wurde in SDS-Elektrophoresen best�tigt
(Abbildung 3).

Das hier vorgestellte biologisch aktive Protein mit 286
Resten repr�sentiert die derzeit l�ngste nichtredundante to-
talsynthetische Polypeptidkette. Das Hauptmanko unserer
Synthese ist die sehr geringe Ausbeute. Sie war nicht durch
den Mangel an einzelnen Peptiden bedingt, sondern durch die
m�ßigen Ausbeuten der f�nf aufeinanderfolgenden Ligatio-
nen, vor allem der drei letzten Ligationen, die die Gesamt-
ausbeute auf nur 0.005% dr�ckten. Vor-Ort-Gr�nde veran-
lassten uns, auf diese geringen Ligationsausbeuten lediglich
durch Erhçhung der Eduktmengen zu reagieren. Anders als
bei der k�rzlich publizierten Totalsynthese von Tetraubiqui-
tin[20] kçnnte in unserem Fall der Abfall der Ligationsaus-
beuten auf eine Abh�ngigkeit von der Peptidl�nge und

mçglicherweise der Zahl der enthaltenen Cysteinreste hin-
deuten. Eine Optimierung des Verh�ltnisses „Zahl der Liga-
tionen“ zu „Peptidl�nge“ w�re einen Versuch wert, denn
weniger Ligationen kçnnten die Ausbeuteverluste bei l�nge-
ren Peptiden wettmachen. Daneben sind kinetisch kontrol-
lierte Ligationen eine mçgliche experimentelle Alternative.
Ungeachtet der genannten Probleme und der extrem gerin-
gen Gesamtausbeute haben sich die enormen pr�parativen
und analytischen Anstrengungen, die zur Erlangung der
vorgelegten Ergebnisse erforderlich waren, insofern gelohnt,
als letztlich ein biologisch aktives Protein synthetisiert wurde.
Wir betrachten dies als Ermutigung f�r k�nftige Ans�tze zur
Proteinsynthese.

Experimentelles
EF1 wurde mit EDTA aus Membranen extrahiert und mittels Anio-
nenaustausch-Chromatographie und Ni-NTA-Chromatographie wei-
ter gereinigt. Die Untereinheit a wurde aus dissoziiertem EF1 durch

Abbildung 1. Chromatographiel�ufe und Massenspektrogramme der Liga-
tionsprodukte. Anders als bei allen anderen Chromatographien wurde
beim Ligationsprodukt 123456 ein linearer Gradient von 30–70% Puffer B
w�hrend 80 min bei 40 8C eingesetzt. Puffer A: 0.1% TFA in 10 % Acetoni-
tril/H2O; Puffer B: 0.08% TFA in 100% Acetonitril (Teilbild E). Das Peptid
„123456“ (Pool 3 = gsynth) ging in der LC-ESI-Massenspektrometrie verloren
und wurde daher mittels MALDI-Massenspektrometrie analysiert (Teilbild
F).

Abbildung 2. Gelfiltration des rekonstituierten Kernkomplexes der
ATPase (ab)3g. UV-Spuren (280 nm) pr�parativer L�ufe mit kleinen
Probenmengen. GE Superdex 200, 16 � 600 mm, 0.5 mLmin�1. Haupt-
bild, obere Spur: Rekonstitution mit der biosynthetischen Untereinheit
gnativ ; folgende drei Spuren: Rekonstitutionen mit chemisch syntheti-
siertem gsynth aus den in Abbildung 1E als Pool 4, 3 bw. 2 bezeichneten
Fraktionen der Chromatographie des finalen Ligationsprodukts. Der
mit „EF1“ bezeichnete Peak enthielt etwa 6 mg Protein aus einer Rekon-
stitution mit je 90 mg der Untereinheiten a und b und 20 mg gnativ, der
Peak aus Pool 3 enthielt etwa 1.5 mg Protein aus a + b + gsynth =

23 + 23 + 5 mg. Einschub: Gelfiltrationsl�ufe mit rekonstituiertem Kern-
komplex der F-ATPase mit und ohne die Untereinheit gnativ. Der hier als
„EF1“ bezeichnete Peak enthielt 68 mg Protein (Rekonstitution von je
1 mg der Untereinheiten a und b und 222 mg g).

.Angewandte
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Ni-NTA- und anschließende Hydroxylapatit-Chromatographie er-
halten, die Untereinheit b aus dissoziiertem EF1 durch Ni-NTA-
Chromatographie. Die Untereinheit g wurde in E. coli �berexpri-
miert und durch Kationenaustausch-Chromatographie in Gegenwart
von 8m Harnstoff gereinigt. Zur Rekonstitution wurden die Unter-
einheiten etwa im stçchiometrischen Verh�ltnis 3:3:1 gemischt und
dann weiter prozessiert, wie in den Hintergrundinformationen aus-
gef�hrt ist.
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