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Nitrilotriessigs�ure und Proteinen mit His6-Tag**
Seraphine V. Wegner und Joachim P. Spatz*

Die Ni2+-vermittelte Wechselwirkung zwischen der Hexahis-
tidingruppe (Hexahistidin-Tag) und Nitrilotriessigs�ure
(NTA) hat sich als verl�sslicher Ansatz erwiesen, um re-
kombinante Proteine selektiv an NTA-funktionalisierte Mo-
lek�le und Materialien zu binden. Wegen der geringen Grçße
des His-Tags, der ortsspezifischen Wechselwirkung und der
sehr einfachen Bedingungen f�r diese Wechselwirkung, die
keine Auswirkung auf die eigentliche Aktivit�t des Proteins
haben, ist das System vielseitig anwendbar. Daher ist eine
große Bibliothek von Proteinen mit His-Tag vorhanden.
Obwohl urspr�nglich f�r die Aufreinigung rekombinanter
Proteine entwickelt,[1–4] kommt diese Methode in zahlreichen
anderen Anwendungen zum Einsatz. Diese Technik ermçg-
lichte zum Beispiel die spezifische Immobilisierung von Pro-
teinen auf Proteinchips,[5,6] die Inkorporierung aktiver Pro-
teine in Nanomaterialien[7, 8] und Oberfl�chen,[9, 10] die Mar-
kierung von Proteinen mit Fluorophoren[11–14] und die spezi-
fische Konjugation von Biomolek�len mit Proteinen.[15–17]

Im Komplex [NiIINTA(His6-Tag)] befindet sich das Ni2+-
Ion in einer oktaedrischen Koordinationsumgebung mit vier
Liganden ausgehend von der NTA und zwei vom His6-Tag.
Andere zweiwertige Ionen, wie Co2+, Cu2+ und Zn2+, kçnnen
in �hnlicher Weise als Vermittlerionen zwischen His6-Tag und
NTA mit �hnlicher Affinit�t eingesetzt werden.[2] Ein Nach-
teil dieser Technik besteht allerdings darin, dass sich die durch
Ni2+ oder die oben genannten Ionen vermittelte Affinit�t

zwischen NTA und dem His6-Tag-Protein normalerweise im
mikromolaren Bereich bewegt und nicht hoch genug f�r be-
stimmte Anwendungen ist. Eine weitere Einschr�nkung ist,
dass diese Komplexe kinetisch labil sind und somit eine
rasche Ligandensubstitution eingehen. Als Folge wird der
Komplex schnell von Chelatoren wie Imidazol und EDTA
(Ethylendiamintetraessigs�ure) aufgelçst. So positiv diese
Reversibilit�t f�r Anwendungen wie die Proteinaufreinigung
ist, so problematisch ist sie f�r eine dauerhafte Wechselwir-
kung. Wegen ihrer besseren Bindung werden l�ngere His-
Tags, z.B. His10-Tags, f�r die Immobilisierung von Proteinen
bevorzugt. Um dauerhafte Wechselwirkungen zu erzielen,
wurde bislang auch die Anbindung von multiplen NTA-
Gruppen zur Erhçhung der Affinit�t[18–20] sowie die Bildung
kovalenter Bindungen durch photochemische[21, 22] (oder we-
niger spezifische)[23,24] Reaktionen diskutiert. Allerdings er-
fordern diese Ans�tze �blicherweise komplexe Synthesen
und sind h�ufig unspezifisch.

Eine spezifische, stabilere und kinetisch inerte Wechsel-
wirkung zwischen His6-Tag und der NTA-Gruppe w�re
w�nschenswert, um diese Einschr�nkungen zu �berwinden.
Daher schlagen wir vor, Co3+ als Vermittlerion f�r diese
Wechselwirkung einzusetzen. Als d6-Ion bildet es oktaedri-
sche paramagnetische Komplexe (eg

6t2g
0) mit niedrigem Spin,

die zwei Vorteile bieten: 1) Co3+-Komplexe verf�gen �ber
wesentlich hçhere Bildungskonstanten als Co2+ und Ni2+ in
�hnlichen Koordinationsumgebungen. Besonders die Bil-
dungskonstanten von Co3+-Komplexen mit den �blichen
Aminopolycarbons�uren sind 20 Grçßenordnungen hçher als
bei Co2+-Komplexen.[25, 26] 2) Co3+-Komplexe sind substitu-
tionsinert, da sie nur eine sehr langsame Ligandensubstitution
in ihrer prim�ren Koordinationssph�re eingehen. So hat bei-
spielsweise der Wasserkomplex von Co2+ eine Substitutions-
rate von 3 � 106 s�1, der Co3+-Komplex dagegen eine von
< 10�6 s�1 (Schema 1).[27] Die Idee, Co3+ als Vermittlerion
zwischen NTA und His6-Tag einzusetzen, geht zur�ck auf
Untersuchungen mit Metalloenzymen, wo es mithilfe der
Substitution des nativen Metallzentrums durch substitu-
tionsinerte Metallionen wie Co3+ und Cr3+ gelang, enzyma-
tische Mechanismen zu erkl�ren, multiple Metallbindungs-
stellen in einem Enzym zu unterscheiden und Erkenntnisse
bez�glich der lokalen Umgebung von Metallbindungstaschen
sowie der Gesamtstruktur zu gewinnen.[28, 29] Außerdem
werden Komplexe von bioaktiven Liganden mit substitu-
tionsinerten Metallen als Prodrug eingesetzt, die erst nach
dem Eindringen in die Zelle aktiviert werden.[30,31] Wegen der
sehr langsamen Bildung der Co3+-Komplexe wird eine indi-
rekte Pr�paration bevorzugt, wobei erst der Komplex mit
dem substitutionslabilen zweiwertigen Ion gebildet und an-
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schließend das Metallzentrum in situ oxidiert wird
(Schema 1).

Entsprechend �bernahmen wir diese indirekte Pr�para-
tionsmethode, um den Co3+-Komplex mit NTA und dem
His6-Protein [CoIIINTA(His6-GFP)] herzustellen. Um diesen
Ansatz zu testen, wurde His6-GFP (gr�n fluoreszierendes
Protein mit N-terminalem His6-Tag) auf mit Co2+ beladenen
Agarosekugeln immobilisiert, und Aliquote dieser Kugeln
wurden mit verschiedenen Mengen von H2O2 jeweils eine
Stunde lang inkubiert. Anschließend wurde jede Probe mit
250 mm Imidazol versetzt und die GFP-Fluoreszenz im
�berstand gemessen (Abbildung 1). �hnlich wie die Proteine
mit His6-Tag auf den Ni2+-NTA-Kugeln eluiert das an das
Co2+-Zentrum gebundene His6-GFP schnell bei Zugabe von
250 mm Imidazol,[2] im Gegensatz zu dem an das substitu-
tionsinerte Co3+-Zentrum gebundenen Protein. Bei zuneh-

menden H2O2-Konzentrationen eluiert immer weniger Pro-
tein, und bei mehr als 10 mm H2O2 wird fast kein Protein
mehr eluiert. Die Oxidation von Co2+ zu Co3+ an den Kugeln
durch H2O2 l�sst sich auch an der Farbver�nderung der
Kugeln von Pink nach Violett ablesen (Hintergrundinforma-
tionen, Abbildung S1). Bei Oxidation des Modellkomplexes
[CoIINTA(His6-Peptid)] mit H2O2 in Lçsung l�sst sich auch
ein charakteristisches d-d-�bergangssignal im UV/Vis-Spek-
trum bei 542 nm beobachten (Hintergrundinformationen,
Abbildung S2). Wie erwartet ist das Signal wegen der er-
hçhten Zahl von Stickstoffdonorliganden gegen�ber dem von
[CoIIINTA] (lmax = 554 nm) blauverschoben. Eine �hnliche
Verschiebung l�sst sich f�r [CoIIINTA(Imidazol)2] (lmax =

543 nm) beobachten. Die Bildung des [CoIIINTA(His6-
Peptid)]-Komplexes wurde außerdem mithilfe von ESI-MS
best�tigt. Ebenso konnten vier andere Proteine mit His6-Tag
auf den Co3+-NTA-Agarosekugeln mit 20 mm H2O2 immo-
bilisiert werden, was die Allgemeing�ltigkeit dieses Ansatzes
zeigt (Hintergrundinformationen, Abbildung S3).

Als n�chstes wurde die kinetische Inertheit der Co3+-
vermittelten Wechselwirkung zwischen NTA und His6-Tag
ermittelt. Dazu wurde die Menge von His6-GFP, die von den
Kugeln eluiert, wie oben beschrieben durch die Liganden-
substitutionsreaktion mit Imidazol 16 Tage lang gemessen
(Hintergrundinformationen, Abbildung S4). Die anf�ngliche
Dissoziationsgeschwindigkeit wurde anhand der Reaktions-
kinetik erster Ordnung approximiert, und die beobachtete
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation wurde bei 25 8C
zu (1.12� 0.14) � 10�6 s�1 berechnet. Zum Vergleich wurde
die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante f�r [NiIINTA-
(His6-Peptid)] als 1.8 s�1 bestimmt.[20] Somit hat [CoIIINTA-
(His6-Peptid)] bei Versetzen mit 250 mm Imidazol eine
Halbwertszeit von 7.1 Tagen bei Raumtemperatur, wohinge-
gen die homologen Co2+- und Ni2+-Komplexe kurzlebig sind.

Die Co3+-vermittelte Wechselwirkung zwischen NTA und
His6-Tag verh�lt sich auch �ußerst inert hinsichtlich der
Ligandensubstitution mit starken Chelatoren und Reaktio-
nen mit Reduktionsmitteln. Um dies zu demonstrieren, in-
kubierten wir Aliquote von Agarosekugeln mit immobili-
siertem [CoIINTA(His6-GFP)] und [CoIIINTA(His6-GFP)]
entweder mit starken Chelatoren wie EDTA und NTA
(25 mm) oder mit Standardreduktionsmitteln der Protein-
chemie wie DTT (Dithiothreitol), TCEP (Tris(2-carboxy-
ethyl)phosphin), Cysteamin und Ascorbat (1 mm) in Kombi-
nation mit 250 mm Imidazol. Nach einer Inkubationszeit von
1 und 24 Stunden wurde jeweils die Menge an von den Kugeln
eluiertem His6-GFP gemessen (Abbildung 2, Hintergrund-
informationen, Abbildung S5). Wenn His6-GFP an Co3+-
Zentren gebunden ist, l�sst sich kein wesentlicher Anstieg des
eluierten His6-GFP nach der Inkubation mit den getesteten
Chelatoren oder Reduktionsmitteln beobachten. Dagegen
wird, �hnlich wie in der Literatur zur Ni2+-NTA-Wechsel-
wirkung mit Proteinen mit His6-Tag berichtet,[2] s�mtliches an
die Co2+-Kugeln gebundene His6-GFP bei gleichen Bedin-
gungen eluiert, und die starken Chelatoren entfernen das
Co2+ von den Kugeln, wie an der Farbver�nderung der Kugeln
von Pink nach Weiß erkennbar ist. Die Co3+-vermittelte
Wechselwirkung zwischen His6-GFP und den NTA-Kugeln
wurde auch bei sauren Bedingungen (pH 3.5) nicht zerstçrt,

Abbildung 1. Co2+-NTA-Agarosekugeln mit immobilisiertem His6-GFP
wurden mit verschiedenen Wasserstoffperoxidkonzentrationen eine
Stunde lang inkubiert. Dann wurden die Kugeln mit 250 mm Imidazol
behandelt, und das eluierte His6-GFP wurde quantifiziert. An ein Co2+-
Zentrum gebundenes His6-GFP wurde eluiert, an ein Co3+-Zentrum
gebundenes His6-GFP hingegen nicht.

Schema 1. Der Einsatz von Co3+ als Vermittlerion zwischen NTA und
Proteinen mit His6-Tag statt des �blichen Co2+ und Ni2+ f�hrt zur Bil-
dung eines Komplexes, der in einer solchen Koordinationsumgebung
wesentlich stabiler und inert gegen Ligandensubstitutionsreaktionen
ist. Der Komplex l�sst sich �ber die Oxidation des Co2+-Komplexes
durch H2O2 herstellen.

.Angewandte
Zuschriften

7744 www.angewandte.de � 2013 Die Autoren. Verçffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 7743 –7746

http://www.angewandte.de


konnte aber mit 100 mm Ascorbat nach einem Tag durch die
Reduktion zu Co2+ grçßtenteils aufgehoben werden (Hin-
tergrundinformationen, Abbildung S6). Dar�ber hinaus
blieben die Agarosekugeln mit dem an Co3+-Zentren ge-
bundenen His6-GFP auch in der Zellkultur 24 Stunden stabil
(Hintergrundinformationen, Abbildung S7). Dies belegt, dass
der [CoIIINTA(His6-GFP)]-Komplex sehr inert hinsichtlich
der Auflçsung durch starke Chelatoren und Reduktion
zur�ck zu Co2+ ist.

Die [CoIIINTA(His6-GFP)]-Komplexe sind so inert gegen
Ligandensubstitution, dass sie sogar �ber eine Ni-NTA-S�ule
gef�hrt werden kçnnen, ohne die Komplexe zu zersetzen. Wir
konnten beobachten, dass diese Komplexe eine geringere
Affinit�t f�r diese S�ule aufweisen als das Protein mit His6-
Tag allein. Das l�sst sich damit erkl�ren, dass einige der
Histidinreste im His6-Tag dauerhaft an das Co3+-Zentrum
koordiniert sind und f�r eine Wechselwirkung mit dem Ni-
NTA in der S�ule nicht mehr zur Verf�gung stehen. Diese
Stabilit�t lçst ein verbreitetes Problem bei der Proteinmar-
kierung. Da die Markierungsreaktion meistens nicht hun-
dertprozentig ist, ist es entscheidend, umgesetzte und nicht
umgesetzte Spezies trennen zu kçnnen. W�hrend es leicht ist,
das nicht umgesetzte kleine Markierungsmolek�l mithilfe von
Grçßenausschluss-Chromatographie oder Dialyse vom Pro-
tein zu trennen, ist die Trennung des markierten Proteins vom
unmarkierten wesentlich schwieriger und oft gar unmçglich.
Um dies zu demonstrieren, wurden Proben mit 20 mm His6-
GFP und verschiedenen Mengen von [CoIINTA] eine Stunde
lang mit 10 mm H2O2 behandelt und nachfolgend auf eine Ni-
NTA-S�ule aufgebracht, worauf das Protein mit einem li-
nearen Imidazolgradienten eluiert wurde. Wir beobachteten
drei gut voneinander getrennte Proteinsignale mit unter-
schiedlichen Affinit�ten zur S�ule (Abbildung 3); Signal (a)
und (b) mit multiplen bzw. einer an das His6-Tag gebundenen
CoIIINTA-Einheit hatten jeweils eine geringere Affinit�t zur

S�ule; Signal (c) stammte von unmodifiziertem His6-GFP.
Die Verteilung der Signale �nderte sich in Abh�ngigkeit von
der anfangs verwendeten [CoIINTA]-Konzentration; je hçher
die Konzentration, desto intensiver war das Signal (a) mit
multipler NTA (Hintergrundinformationen, Abbildung S8).
In Kontrollexperimenten konnten wir zeigen, dass die allei-
nige Zugabe von 10 mm H2O2 oder 800 mm [CoIINTA] zu
His6-GFP keine Auswirkung auf das Elutionsprofil hat
(Hintergrundinformationen, Abbildung S9). Mit �hnlichen
Resultaten wurde His6-GFP mithilfe von Co3+-Wechselwir-
kung auch mit dem NTA-konjugierten Fluorophor Cumarin
markiert (Hintergrundinformationen, Abbildung S10). Eine
Analyse von Signal(b) mit UV/Vis-Spektroskopie ergab, dass
bei diesem Signal der 1:1-Komplex zwischen Cumarin-NTA
und His6-GFP vorliegt. Die Analyse von Signal (b) ergab bei
Grçßenausschluss-Chromatographie ein einzelnes Signal
(Hintergrundinformationen, Abbildung S11). Somit lassen
sich markierte und unmarkierte Proteine mit His6-Tag dank
der langsamen Ligandensubstitution des Co3+-Zentrums
voneinander trennen. Die Verwendung von Metallionen in
H2O2 kann Fenton-Reaktionen auslçsen, die zur Bildung von
Radikalen f�hren und das Proteinr�ckgrat spalten
kçnnen.[32, 33] Unter unseren Reaktionsbedingungen konnte
jedoch keine Spaltung des R�ckgrats durch MALDI-TOF
beobachtet werden (Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S12).

Wir konnten hier demonstrieren, dass Co3+ die Wechsel-
wirkung zwischen His6-Tag und NTA vermitteln kann und
einen Komplex bildet, der gegen Ligandensubstitution inert
ist, thermodynamisch stabil ist und nicht mit Chelatoren oder
Reduktionsmitteln reagiert. Außerdem haben die
[CoIIINTA(His6-Protein)]-Komplexe eine geringere Affinit�t
f�r Ni-NTA-S�ulen, was eine Trennung der Komplexe vom
unmodifizierten Protein ermçglicht. Wegen der Beliebtheit
der His6-Tag-Aufreinigung und der Verf�gbarkeit von zahl-
reichen NTA-modifizierten Materialien und Molek�len ist
die hier vorgestellte Methode sehr vielseitig anwendbar.
Daraus ergeben sich viele mçgliche Anwendungen dieses

Abbildung 2. Chemische Reaktivit�t von [CoIIINTA(His6-GFP)]. NTA-
Kugeln mit immobilisiertem His6-GFP an Co2+- und Co3+-Zentren
wurden jeweils mit Imidazol (250 mm), den Chelatoren NTA und EDTA
(25 mm) sowie den Reduktionsmitteln Cysteamin, DTT, TCEP und
Ascorbat (1 mm), kombiniert mit 250 mm Imidazol, eine Stunde lang
inkubiert, und die eluierte Menge an His6-GFP wurde gemessen.
Wegen der kinetischen Inertheit der Co3+-Zentren eluiert His6-GFP
nicht, wenn es als [CoIIINTA(His6-GFP)] an die Kugeln gebunden ist.

Abbildung 3. His6-GFP (20 mm), eine Stunde lang behandelt mit ver-
schiedenen Mengen [CoIINTA] und 10 mm H2O2, wurde �ber eine Ni-
NTA-S�ule gef�hrt und mit einem linearen Imidazolgradienten eluiert.
Anschließend wurde die GFP-Fluoreszenz in jedem Abschnitt gemes-
sen. His6-GFP-Konjugate mit einer (b) oder multiplen (a) CoIIINTA-Ein-
heiten konnten von His6-GFP (c) getrennt werden.
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Systems, wie die stabile Immobilisierung von Proteinen auf
Nanomaterialien und Oberfl�chen sowie die Markierung von
Proteinen mit fluoreszierenden oder anderen spektroskopisch
aktiven Molek�len. Dadurch, dass zur Bildung des Co3+-
Zentrums ein Oxidationsmittel bençtigt wird, ist die An-
wendbarkeit auf Proteine beschr�nkt, die oxidationsunemp-
findlich sind, z. B. extrazellul�re Proteine. Ziel zuk�nftiger
Studien w�re es, die Liganden rund um das Cobaltzentrum so
zu optimieren, dass die Oxidation erleichtert wird.

Eingegangen am 27. Dezember 2012,
ver�nderte Fassung am 7. M�rz 2013
Online verçffentlicht am 6. Juni 2013
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