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Rekonstitution des katalytischen (af3);y-Kernkomplexes der F-ATPase
aus Escherichia coli mithilfe der chemisch synthetisierten Unter-

einheit y**

Frank Wintermann* und Siegfried Engelbrecht*

Der grofite Teil an ATP, das von hoheren Organismen ver-
braucht wird, entsteht direkt aus ADP und P;. Diese ender-
gone Reaktion erfordert beides, Katalyse und die Zufuhr
freier Energie. Letztere wird durch die Ionen-motorische
Kraft tiber die die ATP-Synthase (FoF,) enthaltende Kopp-
lungsmembran bereit gestellt. Ein Ionenfluss durch den in die
Membran eingebetteten Fy-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 Ubersichten
dazu finden sich in Lit. [1-4]. Die ATP-Synthase arbeitet
vollstdndig reversibel: Sie nutzt die Ionen-motorische Kraft
fiir die ATP-Synthese, und erzeugt durch die ATP-Hydrolyse
eine Ionen-motorische Kraft. Diese beiden Betriebszustéinde
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 fiir die HIV-Protease gezeigt.”) Dagegen war eine rein
physikochemische Wechselwirkung, beispielsweise zwischen
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einem Frostschutzprotein und Wasser, von der Konfiguration
unabhingig.®! Wegen der mechanischen Zwischenstufe bei
der Katalyse stellt die ATP-Synthase einen interessanten
Sonderfall dar. Bei einem F F, ausschlieBlich aus b-Amino-
sduren sollte auch die Struktur-Funktions-Beziehung gespie-
gelt sein. Da der zentrale Rotorteil des Enzyms, die Unter-
einheit v, prinzipiell in beide Richtungen rotieren kann, wire
unter Umsténden sogar zu erwarten, dass das Spiegelbild von
y weiterhin mit der Enzymfunktion kompatibel ist, da sich die
molekularen Oberfldchen von L- and D-y sehr dhneln. Ob ein
F-ATPase-Kernkomplex aus den L-Untereinheiten oo und f§
und synthetischem D-y tatsdchlich seine katalytische Aktivi-
tiat behilt und, falls ja, auch die Beziehung zwischen Rotati-
onsrichtung und Funktion, kann nur experimentell entschie-
den werden.

Ein solches Unterfangen wiirde die chemische Totalsyn-
these des 286 Reste umfassenden D-Enantiomers von y und
die anschlieBende Rekonstitution des katalytisch aktiven
Enzym-Kernkomplexes erfordern. Die Synthesewerkzeuge
fiir dieses Ziel wurden in den letzten Jahrzehnten entwickelt
und verfeinert.®! Als ersten Schritt in diese Richtung haben
wir die F-ATPase-Untereinheit L-y von Escherichia coli (hier
als ,,Yynn bezeichnet) synthetisiert und erfolgreich mit den
nativen Untereinheiten o und f§ zum katalytischen Kern-
komplex der F-ATPase, (0f8);Ysynn, rekonstituiert. Abwei-
chungen in der Sequenz von Yy, von der nativen Sequenz
werden weiter unten beschrieben.

Wegen seiner Lange haben wir vy in sechs Peptide mit 38
bis 58 Resten aufgeteilt, in der Hoffnung auf eine problem-
lose Peptidsynthese und auf Kompatibilitit mit den Erfor-
dernissen der nativen chemischen Ligation!” bei zugleich
grofBtmoglicher Isosterie (Schema 1).

Kosten-, Ausbeute- und Reinheitserwdgungen sprachen
fiir die Boc- anstelle der Fmoc-Chemie fiir die Festphasen-
synthese. Angesichts der dokumentierten Beispiele zogen wir
die konsekutive chemische Ligation”! der konvergenten
Vorgehensweise!""'?! zur Synthese des Vollldngenproteins vor
(Schema 2). Der Eintopfansatz!”! wurde bei den ersten drei
Ligationen zwar probiert, ergab jedoch nur unbefriedigende
Ergebnisse.

Bei der nativen chemischen Ligation (NCL) werden na-
tiirliche 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.”! Der Rest mit der
Thioestereinheit anstelle der iiblichen Carboxygruppe darf
weder an Cp verzweigt noch ein Aspartat- oder Glutamatrest
sein.® Daher waren fiinf Sequenziinderungen unvermeidlich
(N59C, K108C, S146C, S193C und S237C). Der Ersatz von
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Peptid Zahlder Sequenz Masse [Da] Da C108 weiterhin fiir die
Reste Mikrovideographie bendotigt
1 (1-58) 58 AGAKDIRSKIASVQNTQKITKAMEMVAASKMRKSQDRMAASRPYAETMRKVIGHLAHGXA 6516.6 wurde und angesichts der
2 (59-107) 49 ZLEYKHPYLEDRDVKRVGYLVVSTDRGLAGGLNINLFKKLLAEMKTHTAXA 5825.8 ]
3 (108-145) 38 ZGVQADLAMIGSKGVSFFNSVGGNVVAQVTGMGDNPSLXRRRRA 45242 denkbaren Nebenreaktionen
4 (146-192) 47 ZELIGPVKVMLQAYDEGRLDKLYIVSNKFINTMSQVPTISQLLPLPAXA 5419.5 bei einer weiteren chemi-
5 (193-236) 44 ZDDDDLKHKSWDYLYEPDPKALLDTLLRRYVESQVYQGVVENLAXA 5386.0 schen Modifikation, wurde
6 (237-286) 50 CEQAARMVAMKAATDNGGSLIKELQLVYNKARQASTTQELTETVSGARAR 52229 die Entschwefelung der ein-
Schema 1. Sequenzen der synthetischen Peptide der F-ATPase-Untereinheit vy aus E. coli. Der N-terminale gefiihrten Cysteinreste nicht
Methioninrest, der in UniProt (http://www.uniprot.org, Datenbankeintrag POABA6) angegeben wird, ist in erwogen. Stattdessen wurde vy
der reifen Kette nicht vorhanden und daher hier nicht berticksichtigt. Die y-Sequenz wurde entsprechend mit diesen sieben Punktmu-
umnummeriert. Anderungen im Vergleich zur nativen Sequenz von y sind fettgedruckt. Nach dem Abspalten  tationen mittels PCR erzeugt
von der Matrix ergibt bei Peptid 1-5 der Rest X das Thioesterderivat (S-Trityl-3-mercaptopropionsaure) des und in einem Kontrollexpe-

vorangehenden Rests. Z in Peptid 2-5 steht fiir geschiitztes Cystein, das tiber Thz® eingefiihrt wurde und
nach der Ligation zweier Peptide und dem Entschiitzen in Cystein umgewandelt wird. Peptid 6 enthilt daher sich beziiolich Biosvnthese
von Anfang an einen N-terminalen ungeschiitzten Cysteinrest. Die C-terminalen Alaninreste in den Pepti- £ y . ’
den 1, 2, 4 und 5 und die fiir die Peptidreinigung erforderliche RRRRA-Sequenz am C-Terminus von Peptid 3 Zellwachstur'n,. Reinigung,
werden durch die native chemische Ligation entfernt. ATPase-Aktivitdt und Rota-
tion innerhalb des immobili-

sierten F-ATPase-Kernkom-
Cysteinresten in der nativen Sequenz durch Alaninreste  plexes genauso wie die Wildtyp-Untereinheit (Daten nicht
(C87A und C112A) und die Einfiihrung eines neuen Cy-  gezeigt).'*!!
steinrests anstelle von Lysin 108 (K108C) waren bereits zuvor Abgesehen von den oben genannten Sequenzénderungen
durchgefiihrt worden, um EF, auf die mikrovideographischen  ergaben sich vier weitere im Verlauf der Synthese, die so nicht
Erfordernisse von Rotationsexperimenten vorzubereiten."¥!  vorhersehbar waren, und zwar folgende: 1) ESD in Peptid 1,

riment gepriift. Es verhielt
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Schema 2. Syntheseplan zur chemischen Totalsynthese der Untereinheit y 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 auBBerordentlich aufwendigen Korrektur, die der
Fehler zu diesem Zeitpunkt erfordert hitte, entschieden wir
uns, ihn hinzunehmen. 2) W203 in Peptid 5 ist auf eine anders
geschiitzte Aminosdure als fiir W105 in Peptid 2 zuriickzu-
fiilhren (fert-Butyloxycarbonyltryptophan, Boc-Trp-CHO,
statt Boc-Trp-OH). Erstere Gruppe lieB sich durch das
Standardverfahren nicht entschiitzen, sondern behielt die
Formaldehydeinheit (siehe die Hintergrundinformationen)
und représentiert damit die deutlichste Abweichung vom
ribosomal synthetisierten Protein. Gliicklicherweise liegt
W203 am duBersten Rand der Untereinheit vy, aulerhalb der
Oberfliachen, iiber die der Kontakt mit dem (af3);-Hexagon
hergestellt wird (pdb: 30aa),!'® sodass es mit der Rotation und
daher auch mit der ATPase-Aktivitdt nicht interferiert.
3) Des Weiteren zeigte sich, dass D107 durch einen Alanin-
rest ersetzt werden musste. Die geladene Seitenkette des
Aspartatrests fiihrte bei der chemischen Ligation zu einem
Nebenprodukt, was die Gesamtausbeute signifikant ver-
schlechterte.'” 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
zwolf C-terminale Reste von der E.-coli-F;-y-Untereinheit
entfernt werden konnen, ohne dass dies die Aktivitiit restlos
aufheben wiirde,!'”! wurde diese letzte Anderung als ver-
gleichsweise unerheblich angesehen.

Die Untereinheit vy ist relativ unempfindlich gegen Se-
quenzinderungen,” was schon der geringe Sequenzerhalt in
unterschiedlichen Spezies zeigt und angesichts der vorwie-
gend mechanischen Rolle von y wenig iiberrascht. Im vor-
liegenden Kontext mit insgesamt elf Sequenzénderungen
erwies sich diese Eigenschaft von vy allerdings als recht giins-
tig.

Nach dem Abspalten von der Synthesematrix und dem
Entschiitzen mit Flusssdure wurden die Rohpeptide hoch-
druckfliissigkeitschromatographisch mit einem Trifluoressig-
sdaure/Acetonitril/Wasser-Puffersystem an C4-Umkehrpha-
sen-Matrices gereinigt. Die Eluierung wurde fiir jedes Peptid
in analytischen Chromatographieldufen mit 1-mg-Proben
optimiert; daran schlossen sich die priparativen Trennungen
an.'¥ Die Identitit der eluierten Peptide wurde durch Elek-
trospray-lonisations-Massenspektrometrie bestétigt (siehe
die Hintergrundinformationen).

Die fiinf zum Aufbau des vollstindigen Proteins erfor-
derlichen Ligationen wurden gemif Standardprotokoll
durchgefiihrt, mit eingeschobenen massenspektrometrischen
Analysen der Ligationsprodukte und Kontrollen der zeitli-
chen  Ligationsverldufe  sowie  fliissigkeitschromato-
graphischen Reinigungen der Ligationsprodukte. Die Pro-
dukte der beiden ersten Ligationen (PeptideS5+6=>
Peptid 56 und Peptide 4 + 56 => Peptid 456) wurden nach
23 h Reaktionszeit direkt im Ligationsansatz entschiitzt. Bei
den folgenden drei Ligationen wurde der Ligationsansatz
zuerst chromatographisch gereinigt und danach mit Meth-
oxyaminhydrochlorid (MAH) zum Entschiitzen versetzt,
ohne das MAH anschlieBend zu entfernen. Andernfalls
gingen die Peptide 3 und 3456 bei der Chromatographie
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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 wiirde die
allgemeine  Verwendbarkeit der 1,3-Thiazolidin(Thz)-
Schutzgruppe insbesondere bei Eintopf-Ligationen! ein-
schrinken und alternative Vorgehensweisen erfordern.
Kiinftige Syntheseansitze sollten daher diese beiden uner-
wiinschten Nebeneffekte berticksichtigen: den Verlust ent-
schiitzter 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. Fiir die Rekonstitution wurden die Un-

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

Eduktpeptid Eduktpeptid Ligationsprodukt Ausbeute
mg| %

6 5 56 6930

56 4 456 243|235

456 3 3456 2.6/8.5

3456 2 23456 0.33]10

23456 1 YVepnth 0.03|8

tereinheiten o, § und y in Gegenwart von ATP gemischt, 1 h
bei Raumtemperatur inkubiert und danach gelfiltriert."” Der
Peak, der das vollstdndige 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 gepriift. Abbildung?2 zeigt die Chromatogra-
phien fiir (aff);y-Komplexe, die mit dem ribosomal oder dem
chemisch synthetisierten y rekonstituiert wurden.

Die ATPase-Aktivitdten der verschiedenen rekonstitu-
ierten Enzym-Kernkomplexe sind in Tabelle 2 zusammenge-
fasst (Yyynn 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 2: ATPase-Aktivititen von EF, (frisch aus einem EDTA-Extrakt
gereinigt) und rekonstituiertem, gereinigtem EF,-Kernkomplex (a.f8);Y.
Gelistet sind die Mittelwerte der Messungen. Die ATPase-Aktivitit ist als
hydrolytisch erzeugte Menge an Phosphat in uMol pro min und mg
Enzym angegeben.

Probe ATPase-Aktivitat (Zahl der Messungen)
EF, 100£10 (n=8)

(aB)3Ynativ 9846 (n=3)

(aﬁ)3Ysynth 98+6 (I’l = 3)
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Zuschriften
A) Ligationsprodukt 56 B) Ligationsprodukt 456
10419.1 = Myegp, 15650.7 = Mpoo, 15+ 144
10419.7 = My, 15649.9 = My, 1044511190
- |
91‘}5-2 13359 ‘
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Abbildung 1. Chromatographieliufe und Massenspektrogramme der Liga-
tionsprodukte. Anders als bei allen anderen Chromatographien wurde
beim Ligationsprodukt 123456 ein linearer Gradient von 30-70% Puffer B
wihrend 80 min bei 40°C eingesetzt. Puffer A: 0.1% TFA in 10% Acetoni-
tril/H,O; Puffer B: 0.08 % TFA in 100% Acetonitril (Teilbild E). Das Peptid
»123456“ (Pool 3=",,,4) ging in der LC-ESI-Massenspektrometrie verloren
und wurde daher mittels MALDI-Massenspektrometrie analysiert (Teilbild
F).
Enzym); sie sind im Rahmen der Messgenauigkeit ununter-
scheidbar. Weitere Details der Rekonstitutionen und zusétz-
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 bestétigt
(Abbildung 3).

Das hier vorgestellte biologisch aktive Protein mit 286
Resten représentiert die derzeit langste 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
maéafligen Ausbeuten der fiinf aufeinanderfolgenden Ligatio-
nen, vor allem der drei letzten Ligationen, die die Gesamt-
ausbeute auf nur 0.005% driickten. Vor-Ort-Griinde veran-
lassten uns, auf diese geringen Ligationsausbeuten lediglich
durch Erhohung der Eduktmengen zu reagieren. Anders als
bei der kiirzlich publizierten Totalsynthese von Tetraubiqui-
tin® konnte in unserem Fall der Abfall der Ligationsaus-
beuten auf eine Abhéngigkeit von der Peptidlinge und

a+P+y

Pool 4

20 30 40 50 60 70 min

Abbildung 2. Gelfiltration des rekonstituierten Kernkomplexes der
ATPase (af});y. UV-Spuren (280 nm) préparativer Liufe mit kleinen
Probenmengen. GE Superdex 200, 16 x 600 mm, 0.5 mLmin~'. Haupt-
bild, obere Spur: Rekonstitution mit der biosynthetischen Untereinheit
Yrativ; folgende drei Spuren: Rekonstitutionen mit chemisch syntheti-
siertem Y., aus den in Abbildung 1E als Pool 4, 3 bw. 2 bezeichneten
Fraktionen der Chromatographie des finalen Ligationsprodukts. Der
mit ,,EF,“ bezeichnete Peak enthielt etwa 6 ug Protein aus einer Rekon-
stitution mit je 90 pg der Untereinheiten a und f§ und 20 pg v, der
Peak aus Pool 3 enthielt etwa 1.5 ug Protein aus o+ + Yy =
23423 +5 pg. Einschub: Gelfiltrationslaufe mit rekonstituiertem Kern-
komplex der F-ATPase mit und ohne die Untereinheit v, Der hier als
+EF,“ bezeichnete Peak enthielt 68 pg Protein (Rekonstitution von je

1 mg der Untereinheiten a und 3 und 222 pg v).

moglicherweise der Zahl der enthaltenen Cysteinreste hin-
deuten. Eine Optimierung des Verhéltnisses ,,Zahl der Liga-
tionen“ zu ,,Peptidlinge” wéire einen Versuch wert, denn
weniger Ligationen konnten die Ausbeuteverluste bei ldnge-
ren Peptiden wettmachen. Daneben sind kinetisch kontrol-
lierte Ligationen eine mogliche experimentelle Alternative.
Ungeachtet der genannten Probleme und der extrem gerin-
gen Gesamtausbeute haben sich die enormen priparativen
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 fiir kiinftige Ansétze zur
Proteinsynthese.

Experimentelles

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

www.angewandte.de © 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 1347 1351
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Abbildung 3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (12.5% Laemmli-
Gel) von EF,, den Untereinheiten a, 3 und y sowie rekonstituierten
Enzym-Kernkomplexen mit biosynthetisch ((0tf3)3Yna) oder chemisch
hergestellter Untereinheit y ((c)sYs,nn mit ¥ aus Pool 3). Die Probe
,O0fp“ entstammte einem Rekonstitutionsansatz ohne y. Die Spuren
wurden mit je 10 ug Protein beladen, aufer bei (af)3Ysynn (rekonstitu-
iert), von dem nur 3 ug aufgegeben wurden. Fiir Details siehe Experi-
mentelles.

Ni-NTA- und anschlieBende Hydroxylapatit-Chromatographie er-
halten, die Untereinheit 3 aus dissoziiertem EF; durch Ni-NTA-
Chromatographie. Die Untereinheity wurde in E. coli iiberexpri-
miert und durch Kationenaustausch-Chromatographie in Gegenwart
von 8M Harnstoff gereinigt. Zur Rekonstitution wurden die Unter-
einheiten etwa im stochiometrischen Verhiltnis 3:3:1 gemischt und
dann weiter prozessiert, wie in den Hintergrundinformationen aus-
gefiihrt ist.
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