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Die Reinigung von Proteinkomplexen und die Untersuchung
von Protein-Protein-Wechselwirkungsnetzwerken im großen
Maßstab sind durch die Entwicklung einer Reihe von Affi-
nit�tsmarkern, wie dem cmyc-, FLAG- oder His6-Tag, maß-
geblich vereinfacht worden.[2] Die derzeit verf�gbaren Affi-
nit�tsreinigungssysteme weisen jedoch dynamische Bin-
dungsgleichgewichte und messbare Dissoziationsgeschwin-
digkeiten auf, wodurch eine kompetitive Verdr�ngung ge-
bundener Zielproteine durch einen geeigneten freien
Liganden im �berschuss erfolgen kann.[3] Dieser Umstand
erschwert die quantitative und kosteng�nstige Isolierung
gering konzentrierter Proteinkomplexe. Im Folgenden wird
ein neues, von Typ-1-Pili von E. coli abgeleitetes Affinit�ts-
reinigungssystem vorgestellt. Typ-1-Pili sind starre, filamen-
tçse, supramolekulare Proteinkomplexe, die in der �ußeren
Zellmembran verankert sind und in den Extrazellularraum
ragen.[4] Sie bestehen aus den vier strukturellen Proteinun-
tereinheiten FimH, FimG, FimF und FimA.[4a] Diese Unter-
einheiten wechselwirken im Pilus nichtkovalent �ber einen
als Donorstrangkomplementation bezeichneten Mechanis-
mus, wobei die unvollst�ndige, Immunglobulin-�hnliche Fal-
tung einer Untereinheit durch ein N-terminales, als „Donor-
strang“ bezeichnetes Segment der folgenden Untereinheit
vervollst�ndigt wird.[5] Es konnte gezeigt werden, dass es sich
bei dem Komplex zwischen FimGt, einer N-terminal ver-
k�rzten Variante der Untereinheit FimG, der der eigene
Donorstrang fehlt, und einem Peptid, das dem Donorstrang
der benachbarten Untereinheit FimF entspricht (DsF), um
den kinetisch stabilsten, bisher bekannten Protein-Liganden-
Komplex handelt (Abbildung 1).[5d]

Hier stellen wir die Anwendung des FimGt/DsF-Systems
f�r die Affinit�tsreinigung heterooligomerer Proteinkom-

plexe aus Zellextrakten vor. Indem der Donorstrang von
FimF als Affinit�tsmarker (DsF-Tag) und FimGt als immo-
bilisierter Bindungspartner genutzt werden, kçnnen wir die
Einschrittreinigung DsF-markierter Tryptophansynthase aus
E. coli demonstrieren, einem heterooligomeren abba-Kom-
plex, der in der Zelle nur in sehr geringen Konzentrationen
vorkommt. Wir vergleichen die Leistungsf�higkeit des DsF-
Tags mit derjenigen anderer, gebr�uchlicher Affinit�tsmarker
und zeigen, dass in �bereinstimmung mit der hohen kineti-
schen Stabilit�t des FimGt/DsF-Komplexes die Anreicherung
von Tryptophansynthase mit dem DsF-Tag am effizientesten
erfolgt. Dieser Befund l�sst darauf schließen, dass der DsF-
Tag nicht nur zur Isolierung gering konzentrierter Protein-
komplexe, sondern vermutlich auch f�r viele andere techni-
sche Anwendungen bestens geeignet ist, z.B. zur funktionel-
len und dauerhaften Immobilisierung DsF-markierter Pro-
teine auf Oberfl�chen oder deren Detektion in Zellen oder
auf Western-Blot-Membranen.

Als Voraussetzung f�r eine technische Anwendung des
FimGt/DsF-Systems haben wir zun�chst die Herstellung von
FimGt durch Produktion im Zytoplasma von E.-coli-BL21-
(DE3)-Zellen, in Form unlçslicher Einschlusskçrper, opti-
miert (Hintergrundinformationen, Abbildung S1). Nach So-
lubilisierung der Einschlusskçrper, oxidativer R�ckfaltung
und Reinigung von FimGt mithilfe konventioneller chroma-
tographischer Methoden war die Ausbeute an gereinigtem
FimGt mit 35 mg pro Liter Bakterienkultur f�r technische
Anwendungen gen�gend hoch. Die quantitative Bildung der
einzigen, strukturellen Disulfidbr�cke wurde mithilfe eines
Ellman-Tests verifiziert.[6] Die Identit�t von FimGt wurde
durch ESI-MS best�tigt (ber./gef. Masse: 13656.9/
13657.0 Da).

Um Einblick in den Mechanismus der Bindungsreaktion
von DsF und FimGt zu erhalten, wurden Assoziationskine-

Abbildung 1. Kristallstruktur des FimGt/DsF-Komplexes (3BFQ.pdb).[5d]

FimGt ist in grauer Oberfl�chendarstellung gezeigt, und das gebunde-
ne DsF-Peptid in Stabdarstellung. DsF-Reste, die in Richtung FimGt
zeigen, sind fett gedruckt, und die Pfeile deuten auf ihre Position in
der Struktur hin.
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tiken f�r DsF-Konzentrationen von 5, 10, 25 und 50 mm bei
konstanter FimGt-Konzentration von 5 mm gemessen (Ab-
bildung 2 a). Die Reaktionsgeschwindigkeiten waren von der
DsF-Konzentration abh�ngig, was darauf schließen l�sst, dass

die Bindung von DsF der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Komplexbildung ist. Eine globale Anpassung
gem�ß einer irreversiblen Reaktion zweiter Ordnung ergab
eine Geschwindigkeitskonstante f�r die Assoziation von
(330� 8.9)m�1 s�1. Obwohl vergleichsweise langsam, ist die
Bindung von DsF an FimGt doch schnell genug, um techni-
sche Anwendungen innerhalb angemessener Zeitskalen zu
ermçglichen. Wir bestimmten in einem n�chsten Schritt die
Geschwindigkeitskonstante der spontanen Dissoziation/Ent-
faltung des FimGt/DsF-Komplexes bei pH 8.0 und 25 8C zu
(5.0� 0.17) � 10�18 s�1 (extrapolierte Halbwertszeit der Ent-
faltung: ca. vier Milliarden Jahre; Hintergrundinformationen,
Abbildung S2). Dieser Wert ist im Rahmen des experimen-
tellen Fehlers mit dem zuvor bei pH 7.0 erhaltenen Wert
identisch.[5d] Somit ergibt sich eine Dissoziationskonstante
(KD) bei pH 8.0 von (1.5� 0.066) � 10�20

m und entsprechend
eine Bindungsenergie von (�113� 0.11) kJmol�1. Damit ist

der FimGt/DsF-Komplex nach bestem Wissen der nicht nur
kinetisch, sondern auch thermodynamisch stabilste Protein-
Liganden-Komplex, der bisher bekannt ist.

Als n�chstes wurde die kinetische Stabilit�t von FimGt
durch Messen von R�ckfaltungs- und Entfaltungskinetiken
bei verschiedenen Guanidiniumchlorid-Konzentrationen be-
stimmt. Da die �ber die intrinsische Tryptophanfluoreszenz
gemessene R�ckfaltung von FimGt einen spektroskopisch
stillen Schritt enth�lt,[7] wurden die R�ckfaltungskinetiken
durch unterbrochene R�ckfaltungsexperimente bestimmt,
die den Anteil nativer Molek�le direkt wiedergeben (Hin-
tergrundinformationen, Abbildung S3). Die halblogarithmi-
sche Auftragung der beobachteten Geschwindigkeitskon-
stanten der Ent- und R�ckfaltung weist bei hohen Denatu-
rierungsmittel-Konzentrationen eine deutliche Abweichung
von der Linearit�t auf (Abbildung 2 b). Eine Anpassung an
die Daten erfolgte daher gem�ß einem Dreizustandsmodell
mit metastabilem, produktiven Intermediat.[8] Dies ergab f�r
die Geschwindigkeitskonstanten der Faltung und Entfaltung
in Abwesenheit von Denaturierungsmittel Werte von
kf(H2O) = (0.16� 0.010) s�1 bzw. ku(H2O) = (9.1� 0.57) �
10�4 s�1 sowie die folgenden kinetischen m-Werte, die die
lineare Abh�ngigkeit des Logarithmus der Geschwin-
digkeitskonstanten von der Denaturierungsmittelkonzen-
tration angeben: mUI = dlnkUI/d[GdmCl] = (�4.7� 0.18)m�1,
mIN = dlnkIN/d[GdmCl] = (�2.2� 0.058)m�1, mNI = dlnkNI/
d[GdmCl] = (0.47� 0.016)m�1. Dabei steht U f�r entfaltetes
Protein, N f�r natives Protein und I f�r Intermediat.

Mit diesen kinetischen Werten kçnnen die thermodyna-
mische Stabilit�t von FimGt zu (�12.8� 0.2) kJmol�1 und die
Kooperativit�t des Gleichgewichts�bergangs (meq-Wert) zu
(18� 0.47) kJ mol�1

m
�1 berechnet werden (eq steht f�r

Gleichgewicht). Diese Werte stimmen sehr gut mit den zuvor
aus Gleichgewichtsmessungen erhaltenen Daten �berein.[7]

Die lineare Abh�ngigkeit der Anfangsgeschwindigkeit der
DsF-Bindung an FimGt von der DsF-Konzentration (Abbil-
dung 2a), zusammen mit der niedrigen Geschwindigkeit der
spontanen Entfaltung von FimGt (Halbwertszeit ca. 13 min,
ku(H2O) = (9.1� 0.57) � 10�4 s�1), zeigen, dass das DsF-
Peptid direkt an natives FimGt bindet. Dies schließt einen
Mechanismus aus, der eine Entfaltung von FimGt vor der
Bindung an DsF erfordern w�rde. Abbildung 2 c fasst den
resultierenden Bindungsmechanismus zusammen, bei dem
nur die Dissoziation von DsF von der Entfaltung von FimGt
abh�ngt. In diesem Zusammenhang weisen wir darauf hin,
dass der oben berechnete KD-Wert des FimGt/DsF-Komple-
xes nur f�r DsF-Konzentrationen unter 500 mm gilt, da sonst
die Faltung von FimGt geschwindigkeitsbestimmend w�rde.
Schließlich zeigt der Vergleich von ku(H2O) des freien FimGt
mit der Geschwindigkeitskonstanten der spontanen Disso-
ziation/Entfaltung des FimGt/DsF-Komplexes, dass die Do-
norstrangkomplementation die Halbwertszeit der spontanen
Entfaltung von FimGt um 14 Grçßenordnungen erhçht.

Durch Messung von NaCl-, Temperatur- und pH-Ab-
h�ngigkeit wurde die Bindungsreaktion von DsF an FimGt
weiter charakterisiert (Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S4). Die Erhçhung der NaCl-Konzentration auf 1.0 oder
3.0m f�hrte zu einer 2- bzw. 6-fach hçheren Geschwindig-
keitskonstanten der Assoziation und zeigt, dass die Kom-

Abbildung 2. Bindung des DsF-Peptids an FimGt. a) Bindungskineti-
ken von DsF an FimGt (5 mm) bei pH 8.0, 25 8C. Die durchgezogene
Linie entspricht einer globalen Anpassung gem�ß einer Reaktion zwei-
ter Ordnung. b) Kinetische Stabilit�t von FimGt bei pH 8.0, 25 8C. Die
durchgezogene Linie zeigt die Anpassung gem�ß einem Dreizustands-
modell mit metastabilem, produktivem Intermediat. c) Minimaler Re-
aktionsmechanismus f�r die Bindung von DsF an FimGt. Das DsF-
Peptid bindet ausschließlich an natives FimGt.
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plexbildung zwischen FimGt und DsF nicht wesentlich durch
elektrostatische Wechselwirkungen getrieben wird. Bei 5 8C
war die Bindung dreimal langsamer als bei 25 8C, die Messung
der Temperaturabh�ngigkeit ergab eine Aktivierungsenergie
von (34� 1.6) kJmol�1. Bei pH 4.5 war die Geschwindig-
keitskonstante der Assoziation zehnmal hçher als bei neu-
tralen und basischen pH-Werten. Eine Anpassung an die
Daten gem�ß einem einfachen Ionisierungsgleichgewicht
ergab einen effektiven pKa-Wert von 5.6� 0.1, was darauf
schließen l�sst, dass die Protonierung eines sauren Amino-
s�ure- oder eines Histidinrests f�r die schnellere Bindung bei
niedrigem pH-Wert verantwortlich ist.

Um das FimGt/DsF-System f�r praktische Anwendungen
wie die Affinit�tschromatographie nutzbar zu machen, wurde
FimGt �ber seine prim�ren Aminogruppen kovalent an Su-
ccinimidylester-aktivierte Sepharose gekuppelt. Mit der ge-
reinigten, DsF-markierten Dithioloxidase DsbA aus E. coli
(22.9 kDa) wurde die dynamische Bindungskapazit�t der
FimGt-Sepharose zu 220 nmol oder 5 mg DsbA pro Milliliter
FimGt-Sepharose bestimmt. Um zu ermitteln, ob das FimGt/
DsF-System zur Reinigung DsF-markierter Proteine und
ihrer nat�rlichen Bindungspartner verwendet werden kann,
wurde der Tryptophansynthasekomplex aus E. coli gew�hlt.

Dieser besteht aus zwei a- und b-Untereinheiten (TrpA und
TrpB; abba-Tetramer) und katalysiert die letzten beiden
Schritte der Tryptophanbiosynthese. Da der Komplex in E.-
coli-Zellen nur in sehr geringer Konzentration vorliegt,[9] er-
warteten wir hohe Anreicherungsfaktoren f�r den Fall, dass
das FimGt/DsF-System effizient funktionierte. Nach Fusion
von DsF mit dem N-Terminus von TrpA wurde DsF-mar-
kiertes TrpA unter Verwendung des tetA-Promotors in Zellen
des E.-coli-Stammes BW25113 DtrpA768:kan nahe am en-
dogenen TrpA-Level produziert (Hintergrundinformationen,
Abbildung S5 a). Um eine spezifische Freisetzung von DsF-
markiertem TrpA von FimGt-Sepharose unter nativen Be-
dingungen zu ermçglichen, wurde eine TEV-Protease-
Schnittstelle (TEV = tobacco etch virus) zwischen DsF und
dem N-Terminus von TrpA eingef�gt, die von flexiblen He-
xapeptidlinkern flankiert war (Abbildung 3). Abbildung 3b
zeigt ein allgemeines Schema zur Anwendung des FimGt/
DsF-Systems in der Affinit�tschromatographie. Nach Inku-
bation der FimGt-Sepharose mit lçslichem Zellextrakt, der
DsF-markiertes TrpA enthielt, wurden die K�gelchen zur
Entfernung von Verunreinigungen gewaschen, und gebun-
denes TrpA wurde durch Inkubation des S�ulenmaterials mit
His6-markierter TEV-Protease freigesetzt. Die TEV-Protease

Abbildung 3. a) Nucleotid- und Aminos�uresequenzen des in dieser Arbeit genutzten DsF-Tags. Der DsF-Tag kann mit dem N- oder dem C-Termi-
nus eines Zielproteins fusioniert werden. Die DsF-Sequenz ist fett gedruckt, die Erkennungssequenz der TEV-Protease ist fett und kursiv, und die
spaltbare Peptidbindung ist durch eine Schere angedeutet. Um den Zugang der TEV-Protease zu ihrer Schnittstelle zu gew�hrleisten, wurden
zwischen DsF-Tag und der TEV-Erkennungssequenz sowie zwischen TEV-Erkennungssequenz und dem N- oder C-Terminus des Zielproteins zwei
SGGSGG-Linkersequenzen eingef�gt. Das Zielprotein ist als gr�ne Ellipse angedeutet. b) Allgemeine Arbeitsschritte bei der Anwendung des
FimGt/DsF-Systems in der Affinit�tschromatographie. c) Schematische Darstellung der hier verwendeten Proteinkonstrukte zur Einschritt-Affini-
t�tsreinigung von Tryptophansynthase (TrpA-Fusionen) oder Ribosomen (L23-Fusion) aus E.-coli-Zellextrakten.
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wurde durch Zugabe von Ni2+-NTA-Agarose (NTA = Ni-
trilotriacetat) entfernt, wonach der �quimolare Tryptophan-
synthasekomplex im �berstand gewonnen werden konnte.
Die SDS-PAGE-Analyse (SDS = Natriumdodecylsulfat,
PAGE = Polyacrylamid-Gelelektrophorese) zeigte zwei
deutliche Banden f�r TrpA und TrpB bei ca. 28 bzw. 40 kDa
(Abbildung 4). Als Negativkontrolle wurde das Experiment

mit unmarkiertem TrpA wiederholt, wobei keine Trypto-
phansynthase detektiert werden konnte (Hintergrundinfor-
mationen, Abbildung S6). Mit DsF-markiertem TrpA konnte
also der aktive Tryptophansynthasekomplex in einem einzi-
gen Schritt aus E.-coli-Lysat gereinigt werden.

Um das FimGt/DsF-System mit anderen gebr�uchlichen
Affinit�tsreinigungssystemen bez�glich seiner Effizienz zu
vergleichen, wurde die Reinigung der Tryptophansynthase
ebenfalls mit cmyc-, FLAG- und His6-markiertem TrpA
(Abbildung 3c) und den zugehçrigen Affinit�tss�ulen
durchgef�hrt. F�r den DsF- und cmyc-Tag wurden hochreine
Enzympr�parationen erhalten, wogegen die mit FLAG- und
His6-Tag erhaltenen Proben einen signifikanten Anteil an
Verunreinigungen enthielten (Abbildung 4). F�r einen
quantitativen Vergleich der Leistungsf�higkeit der Affini-
t�tsmarker berechneten wir f�r jedes der Affinit�tsreini-
gungssysteme die Ausbeute und spezifische Aktivit�t der
gereinigten Tryptophansynthase, den Anreicherungsfaktor
und die Reinigungseffizienz (Abbildung 5 sowie Hinter-
grundinformationen, Tabelle S1). Es zeigt sich, dass der DsF-
Tag 1) die hçchste Ausbeute und hçchste spezifische Aktivi-
t�t gereinigter Tryptophansynthase erzielt und 2) eine 300-, 5-
bzw. 15-fach hçhere Reinigungseffizienz aufweist als der
cmyc-, FLAG- bzw. His6-Tag. Somit ist der DsF-Tag eta-
blierten Affinit�tsreinigungssystemen bez�glich Reinheit und
insbesondere Ausbeute �berlegen.

Um zu zeigen, dass das FimGt/DsF-System auch f�r eine
Fusion des DsF-Tags an den C-Terminus eines Zielproteins

und auch f�r die Reinigung sehr komplizierter, makromole-
kularer Komplexe sowie f�r die Identifizierung ihrer mole-
kularen Bestandteile geeignet ist, wurde der DsF-Tag mit
dem C-Terminus des Proteins L23 der großen ribosomalen
Untereinheit von E. coli, analog zum Vorgehen bei den TrpA-
Fusionen, fusioniert (Abbildung 3c). DsF-markiertes L23
wurde nachfolgend wiederum mithilfe des tetA-Promotors in
Zellen des E.-coli-Stammes MC4100DrplW:kan [pL23][10] und
unter Bedingungen, bei denen die Produktion von Wildtyp-
L23 (kodiert auf pL23) auf ein Minimum reduziert war, bei
der endogen vorliegenden L23-Konzentration produziert
(Hintergrundinformationen, Abbildung S5b). Ribosomen,
die DsF-markiertes L23 enthielten, wurden gereinigt, wie
oben f�r Tryptophansynthase beschrieben, d.h. �ber Immo-
bilisierung an FimGt-Sepharose und Abspaltung durch TEV-
Protease. Die Ribosomen waren gem�ß SDS-PAGE, dena-
turierender Agarosegelelektrophorese und Elektronenmi-
kroskopie von 70S-Ribosomen, die �ber Standard-Dichte-
gradientenzentrifugation erhalten wurden, bez�glich ihrer
Protein- und rRNA-Zusammensetzung und ihrer Morpholo-
gie nicht zu unterscheiden (Abbildung 6a–c). Mit DsF-mar-
kiertem L23 der großen ribosomalen Untereinheit konnten
somit in einem einzigen Schritt reine 70S-Ribosomen aus dem
unbehandelten Zellextrakt isoliert werden.

Das hier beschriebene, neue System zur Einschritt-Affi-
nit�tsreinigung von Proteinkomplexen erwies sich anderen
gebr�uchlichen Systemen gegen�ber als �berlegen, vor allem
im Hinblick auf die Isolierung von nur gering konzentriert
vorliegenden Zielkomplexen wie der Tryptophansynthase.
Zudem sollte das System �ber einen großen Bereich ver-

Abbildung 4. Mit Coomassie gef�rbtes, 15-proz. Polyacrylamid-SDS-
Gel, das die Koanreicherung der b-Untereinheit der Tryptophansyntha-
se (TrpB) aus Zellextrakten zeigt. Zur Anreicherung wurden TrpA-Vari-
anten mit verschiedenen Affinit�tsmarkern und die zugehçrigen Affini-
t�ts-S�ulenmaterialien verwendet, gefolgt von Spaltung durch His6-
markierte TEV-Protease und ihrer Entfernung mit Ni2+-NTA-Agarose.
Von jeder Probe wurden identische Mengen enzymatischer Aktivit�t
(6 mU) geladen. Die hçchste Reinheit wurde mit DsF- und cmyc-mar-
kiertem TrpA erzielt. Spur M: Molek�lmassenstandard.

Abbildung 5. Vergleich verschiedener Affinit�tsmarker bez�glich der
Einschrittreinigung von E.-coli-Tryptophansynthase. a) Die Ausbeuten
gereinigter Tryptophansynthase wurden durch Teilung der Gesamtakti-
vit�t der gereinigten Probe durch diejenige im Zellextrakt berechnet.
b) Die spezifischen Aktivit�ten gereinigter Tryptophansynthase wurden
�ber das Verh�ltnis zwischen der enzymatischen Aktivit�t und der Pro-
teinkonzentration berechnet. c) Anreicherungsfaktoren wurden durch
Teilung der spezifischen Aktivit�t gereinigter Tryptophansynthase durch
die spezifische Aktivit�t im Zellextrakt berechnet. d) Die Reinigungsef-
fizienzen wurden durch Multiplikation von Ausbeute und Anreiche-
rungsfaktor erhalten und normiert. Alle Daten sind als Mittelwerte mit
Standardfehlern gezeigt (n = 3).
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schiedener pH-Werte, Temperaturen und NaCl-Konzentra-
tionen einsetzbar sein und funktioniert auch f�r sehr kom-
plizierte supramolekulare Komplexe wie Ribosomen. Auch
kann reines FimGt einfach und in hoher Ausbeute rekombi-
nant aus E. coli gewonnen werden, was eine effiziente und
unkomplizierte Herstellung von FimGt-Sepharose ermçg-
licht. Damit ist das FimGt/DsF-System allgemein f�r die
Isolierung von reinen, hoch aktiven Multiproteinkomplexen
und deren Strukturbestimmung mithilfe von Kristallstruk-
turanalyse geeignet. Wegen der unter nativen Bedingungen
praktisch unendlich hohen kinetischen Stabilit�t des FimGt/
DsF-Komplexes gegen Dissoziation wird das DsF-markierte
Zielmolek�l nach seiner Immobilisierung an FimGt-Sepha-
rose auch nahezu jeden Waschschritt �berstehen. Dadurch
wird das System f�r die permanente und funktionelle Im-
mobilisierung von Zielproteinen unter Flussbedingungen, bei

denen andere Systeme wegen ihrer begrenzten kinetischen
Stabilit�t gegen Dissoziation nicht bestehen, besonders in-
teressant.
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Abbildung 6. Reinigung von E.-coli-Ribosomen. a) Mit Coomassie ge-
f�rbtes, 15-proz. Polyacrylamid-SDS-Gel, das die Einschrittreinigung
von E.-coli-Ribosomen aus dem Zellextrakt mit DsF-markiertem L23
zeigt. Ribosomen, die �ber Standard-Dichtegradientenzentrifugation
oder �ber DsF-markiertes L23 gereinigt wurden, zeigen identische Ban-
denmuster. Spur M: Molek�lmassenstandard. b) Denaturierendes 1%-
Agarose/Formaldehyd-Gel, das rRNAs von Ribosomen zeigt, die per
Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation oder mithilfe von L23-DsF
gereinigt wurden. Beide Proben zeigen identische Bandenmuster mit
23S-, 16S- und 5S-rRNA (M: Einzelstrang-RNA-Massenstandard).
c) Elektronenmikroskopiebilder negativ gef�rbter, �ber Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation oder mithilfe von L23-DsF gereinigter
Ribosomen.
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