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Abstract: Eine neue Methode zur chemischen Proteinmar-
kierung liuft mit hoher Zielspezifitit innerhalb weniger Mi-
nuten ab und ermdoglicht eine freie Wahl des Reportermolekiils.
Sie beruht auf Peptidtemplaten, die einen Thioester und ein N-
terminales Cystein so ausrichten, dass eine Acyltransferreak-
tion bei nanomolarer Konzentration moglich wird. Das Ziel-
protein wird N-terminal mit einem 22 Aminosdure langen Cys-
E3-Peptid (Akzeptor) ausgestattet, das mit einem Reporter-
tragenden K3-Peptid (Donor) ein Coiled-Coil bilden kann.
Dadurch wird die Ubertragung des Reportermolekiils auf den
Akzeptor am Zielprotein ausgelost. Weil die Ligierung der
wechselwirkenden Peptide vermieden wird, ist der Massenzu-
wachs am Zielprotein minimal. Zur Veranschaulichung der
Methode werden die rasche Fluoreszenzmarkierung und die
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des humanen Y2-
Rezeptors an lebenden Zellen gezeigt.

M ethoden, durch die funktionelle Einheiten wie spektro-
skopische Marker oder Spinsonden invivo kovalent an
Membranproteinen angebracht werden konnen, sind Schliis-
seltechniken der zellbiologischen Forschung.!! Die ideale
Markierungsstrategie bote a) hohe Selektivitit fiir das Ziel-
protein, b) hohe Markierungsgeschwindigkeiten fiir die Un-
tersuchung schneller Prozesse und c) ein Baukastenprinzip
zur Anbringung unterschiedlichster Marker. Allerdings sind
diese Anforderungen bei Verwendung natiirlich vorkom-
mender funktioneller Gruppen nur schwer zu erfiillen.
Techniken wie Amber (STOP) oder erweitertes Codon-
auslesen, Pyrrolysinmethoden oder die metabolische Mar-
kierung werden verwendet, um artifizielle Aminosduren
einzufiihren, die durch biokompatible Konjugationsreaktio-
nen adressiert werden konnen.” In einem hiufigen For-
schungsansatz werden genetisch kodierte Erkennungs-
sequenzen genutzt. Diese werden mit dem Zielprotein fu-
sioniert und schaffen eine einzigartige Mikroumgebung, die
von Markierungssonden selektiv angesprochen werden kann.
Dabei ist die GroBie der Erkennungssequenz von Bedeutung.

[*] U. Reinhardt, Prof. Dr. O. Seitz

Institut fiir Chemie, Humboldt-Universitit zu Berlin
Brook-Taylor-StraRe 2, 12489 Berlin (Deutschland)
E-Mail: oliver.seitz@chemie.hu-berlin.de
J. Lotze, S. Zernia, Dr. K. Mérl, Prof. Dr. A. G. Beck-Sickinger
Institut fir Biochemie, Universitit Leipzig
Briiderstrafle 34, 04103 Leipzig (Deutschland)

[**] Dieses Projekt wurde vom Schwerpunktprogramm der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (SPP 1623) finanziell unterstiitzt.

(M) Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201403214 zu finden.

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Kurze Sequenzen sind wiinschenswert, um eine Beeintrich-
tigung der Proteinfunktion zu vermeiden. Hohe Spezifitidten
werden durch selbstmodifizierende Proteine wie das Snap—,m
Clip-' und Halo-Tag" erreicht. Diese Erkennungssequenzen
sind jedoch ldnger als 180 Aminoséduren. Ein anderer Ansatz
nutzt Enzyme, die eine Reaktion zwischen einer reaktiven
Sonde und einer kurzen Peptidsequenz vermitteln. Erfor-
derlich sind relativ hohe Substratkonzentrationen (> 100 pm
fiir FGE und Sortase)® oder lange Inkubationszeiten (1 h
fiir Lactamase).””) Nur wenige Peptid-Tags sind in der Lage,
ohne die Hilfe zusitzlicher Enzyme oder Reagentien kova-
lente Bindungen zu bilden. Beispiele dafiir sind Organo-
bisarsonsiurethioester oder Bisboronsduren,'” die mit Te-
tracystein- bzw. Tetraserinmotiven reagieren. Durch Reakti-
onszeiten von 30 min oder mehr und um Sondenkonzentra-
tionen konnten auch andere cystein- oder serinreiche Pro-
teine markiert werden.

Wir suchten nach einer Methode, die eine rasche
(<5 min) und hochspezifische Markierung von Membran-
proteinen ermoglicht und dabei dem Zielprotein nur eine
minimale Last zufiigt. Hierfiir zogen wir Templat-vermittelte
Reaktionen in Betracht. Diese verlaufen bei einer hohen ef-
fektiven Molaritédt der reaktiven Gruppen und ermdoglichen
so Konjugationsreaktionen unter den Bedingungen starker
Verdiinnung, wenn herkommliche bimolekulare Reaktionen
nicht mehr ablaufen. Unser Reaktionsdesign nutzt den Cys-
tein-vermittelten Transfer einer beliebigen Reportergruppe
(Schema 1). Das Reaktionssystem beruht auf zwei Peptiden
mit hoher gegenseitiger Affinitit, wie der zwischen der Tag-
Sequenz im Akzeptorpeptid 1 und der Tag-Erkennungs-
sequenz (TagRec) in 2. Das mit dem Zielprotein fusionierte
Akzeptorpeptid trigt ein N-terminales Cystein, das an einer
Reaktion nach Art der nativen chemischen Ligation teilneh-
men kann."! Das TagRec-Peptid in 2 erkennt diese Tag-Se-
quenz und fungiert als Donor einer Thioester-gebundenen
Reportergruppe. Die gegenseitige Erkennung der beiden
Peptide 16st eine Thiolaustauschreaktion aus und bildet so
3-4. Die anschlieBende S-N-Acylwanderung fithrt zur irre-
versiblen Ubertragung der Acylgruppe vom Donor 2 auf das
Akzeptorpeptid (1—5). Zu beachten ist, dass die Templat-
gesteuerte Reaktion iiber bindre Komplexe verlduft. Dies
sowie die Verwendung des Acyltransferprinzips minimieren
den Massenzuwachs am Zielprotein, der bei einer konven-
tionellen Verkniipfungsreaktion hoher wire.!?

Templat-gesteuerte Acyltransferreaktionen wurden be-
reits in der Nucleinsiurechemie verwendet.!”! Es ist jedoch
ungleich anspruchsvoller, ein kurzes Peptid mit hoher Affi-
nitdt zu einer reaktiven Sonde zu entwerfen. Ghadiri und
Chmielewski zeigten mit ihren Arbeiten zu Templat-gesteu-
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Schema 1. Prinzip der Peptidtemplat-vermittelten Acyltransferreaktion
(F =Reportergruppe, Tag = genetisch-kodierte Erkennungssequenz,
TagRec=reaktive Sonde).

erten Peptidverkniipfungen in Studien zum molekularen Ur-
sprung des Lebens, dass die beiden Strange eines Coiled-Coils
eine hohe wechselseitige Affinitidt aufweisen, die chemische
Reaktionen bei submikromolaren Konzentrationen ermog-
licht.'?dl Zudem bestitigten fluoreszenzmikroskopische
Studien von Matsuzaki et al., dass artifizielle Coiled-Coils an
der Oberfliche lebender Zellen gebildet werden kénnen.!'
Die de novo entworfenen Coiled-Coil-Sequenzen K3 (KIA-
ALKE); und E3 (EIAALEK); bilden sehr stabile, parallele
Heterodimere (Kp =70 nm)!" und schienen deshalb geeignet
zu sein, die Umsetzbarkeit eines Peptidtemplat-vermittelten
Acyltransfers zu untersuchen.'*

Das K3-Peptid wurde am N-Terminus mit einer Mer-
captophenylacetyl-Einheit (MPAA) ausgestattet, und Fluo-
reszenzmarker wie Tetramethylrhodamin (TAMRA) oder
Alexa Fluor 350 (AF350) wurden als Thioester daran ge-
bunden (Abbildung 1a)."” Das E3-Peptid fungierte als Ak-
zeptor und trug zu diesem Zweck einen N-terminalen Cys-
teinrest. Um die Realisierbarkeit des Peptidtemplat-gesteu-
erten Acyltransfers einzuschitzen, wurde die TAMRA-tra-
gende Donorsonde 6a mit dem Akzeptor 7 bei 5 pm Kon-
zentration zur Reaktion gebracht. Die Analyse mithilfe von
HPLC unter Fluoreszenzdetektion zeigte das fast vollstindi-
ge Verschwinden des Donorpeptids 6a und die Entstehung
von zwei neuen Peaks nach 30 min Reaktionszeit (Abbil-
dung 1b). Basierend auf der massenspektrometrischen Un-
tersuchung dieser Peaks wurden diese als das Transferpro-
dukt 8a und das Hydrolyseprodukt 10a identifiziert. Nach
30 min Reaktionszeit wurden 57 % markiertes Produkt er-
halten. Zur Untersuchung der Spezifitit der Coiled-Coil-ge-
steuerten Transferreaktion wurde das Thioesterpeptid auch
mit dem Cysteinylpeptid CRAESYK (11; Abbildung 1b,
Hintergrund) umgesetzt. Die Abwesenheit eines Reaktions-
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Abbildung 1. a) Peptidtemplat-vermittelte Acyltransferreaktionen der
Donor-Thioesterpeptide 6a,b mit dem Akzeptorpeptid-Tag 7 oder dem
Cysteinylpeptid 11 (= Spezifititskontrolle). Analyse mithilfe Fluores-
zenz-detektierter HPLC nach 30 min Reaktion zwischen b) Thioester
6a und den Cysteinylpeptiden 7 (oben) oder 11 (unten) (5 um Peptid,
100 mm NaH,PO,, 1 mm TCEP, pH 7.0; 4,,=555 nm, 4.,,=584 nm)
oder c) Thioester 6b und den Cysteinylpeptiden 7 (oben) oder 11
(unten) (0.5 um Peptid, 100 mm NaH,PO,, 1 mm TCEP, pH 7.0;
Aex=1346 nm, A, =442 nm). Transferprodukt 8b tritt durch gleichzeiti-
ge N- und S-Acylierung als Doppelpeak auf. TCEP = Tris (2-carboxy-
ethyl) phosphin.

produkts zeigt, dass die Reaktion der Proximitdtserhohung
durch die Coiled-Coil-Bildung bedarf.

Als nichstes evaluierten wir die Vielseitigkeit der Mar-
kierungsreaktion. Das Cys-E3-Akzeptorpeptid 6 wurde mit
dem Donorkonjugat 6b, das einen sulfonierten Alexa-Fluor-
Farbstoff (AF350, 6b) trigt, umgesetzt. Bei einer Konzen-
tration beider Peptide von 0.5 pm wurde das Transferprodukt
8b in einer Ausbeute von 68% gebildet (Abbildung 1c¢). In
diesem Fall konnte die Bildung eines doppelt acylierten
Produkts (N- und S-gebunden) beobachtet werden. Dies ist
kein Nachteil, da der S-gebundene Fluorophor durch Hy-
drolyse das einfach acylierte Transferprodukt 8b bildet (Ab-
bildung S1; S: Hintergrundinformationen). Nachfolgend un-
terzogen wir die Chemoselektivitdt der Peptidtemplat-ver-
mittelten Acyltransferreaktion einem stringenteren Test und
fiilhrten die Reaktion in Zellkulturmedium durch (Abbil-
dung S2). In Abwesenheit eines externen Reduktionsmittels
lieferte die Reaktion des AF350-K3-Donorkonjugats 6b mit
dem Cysteinylpeptid 7 trotz der Gegenwart von fetalem
Kilberserum und Cystin (200 uM) eine Markierungsausbeute
von 43%.

Wir untersuchten die Reaktivitdt der Thioestersonde 6a
bei der Markierung einer kleinen Proteindoméne, der
5.8kDa schweren Cys-E3-markierten WW2-Doméne 12
(Abbildung 2a). SDS-PAGE und Fluoreszenzdetektion zeig-
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a) Donorpeptide:
o (KIAALKE)3G-NH,
o) 6a X = TAMRA-Gly
S 6c X = Biotin
Kontrollen:
(KIAALKE)3G-NH,

o) 13a X = TAMRA-Gly
13b X = Biotin

15a X = TAMRA-Gly
15b X = Biotin

Akzeptorpeptide und -proteine:

H-Cl{= VRS 9F-GG-WVEGLSEDGFTYYYNTETGESRWEKPDD-NH, 12

H-ClEYIERE-HA-hY ,R(1-46)-e YFP-Hisg 14

6a+12 13a +12
kDa M - kDa M -
6.3—
29—

8 9 10 11 12 13 14

Zeit (min) 0 05 1 2 5 10 Zeit (min) 0 05 1 2 5 10
c) 14
kDa —_—
14
kDa ——
55 —
40—
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Abbildung 2. a) Strukturen verwendeter Verbindungen. b) Analyse mit-
hilfe von SDS-PAGE unter Fluoreszenzdetektion der Reaktion zwischen
der Cys-E3-tragenden WW2-Domine 12 und dem Thioester-verkniipf-
ten TAMRA-K3-Konjugat 6a oder der Amid-verkniipften Kontrollverbin-
dung 13a. Bedingungen: 0.5 pm Cys-E3-WW?2 (11), 1.0 um K3-Peptid
(6a oder 13a), 137 mm NacCl, 2.7 mm KCI, 10 mm Na,HPO,, 1.8 mm
KH,PO,, 1 mm TCEP, pH 7.2; Reaktion durch Zugabe von 2% TFA ge-
stoppt. c) Western-Blot-Analyse der Reaktion zwischen Cys-E3-tragen-
dem hY,R(1-46)-eYFP-His, mit 37.5 kDa (14) und TAMRA-verkniipften
(6a, 13a, 15a) oder Biotin-verkniipften Verbindungen (6¢, 13b, 15b).
TAMRA-Markierungsbedingungen: 20 um 14, 20 um TAMRA-Verbin-
dungen (6a, 13a, 15a), 25 mm Tris, 500 mm NaCl, pH 7.4. Biotin-Mar-
kierungsbedingungen: 10 um 14, 20 um Biotinverbindungen (6¢, 13b,
15b), 25 mm Tris, 500 mm NaCl, pH 7.4; Reaktion durch Zugabe von
5 uL Tm NaOH gestoppt. Tris =Tris (hydroxymethyl)aminomethan.

ten nach nur 1-2 min Reaktionszeit das Auftreten einer
TAMRA-Bande in der zu erwartenden Massenregion (Ab-
bildung 2b, Taschen 4 und 5). Eine solch hohe Reaktionsge-
schwindigkeit wurde ebenfalls bei kinetischen Untersuchun-
gen zur Reaktion 6a +7 beobachtet (Abbildung S3). Die
TAMRA-markierte WW2-Doméne wurde nach 10 min in
einer Ausbeute von 58 % erhalten. In einem Kontrollexperi-
ment wurde das Akzeptorpeptid 12 mit einer unreaktiven K3-
Sonde (13a) umgesetzt, in der TAMRA nicht als Thioester,
sondern als Amid gebunden ist. Dies fiihrte zu keiner fluo-
reszierenden Proteinbande im Gel (Abbildung2b, Ta-
schen 10-14).

Der néchste Schritt umfasste die Markierung eines
Membranproteinmodells. Wir wihlten die N-terminale Mar-
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kierung des humanen Neuropeptid-Y2-Rezeptors (hY,R).
Dieser Rezeptor gehort zur Familie der G-Protein-gekop-
pelten 7-Transmembranproteine und spielt eine wichtige
Rolle bei Epilepsie und der Regulation der Nahrungsauf-
nahme.® Der extrazellulire N-Terminus des hY,R (1-46)
wurde mit einem fluoreszierenden Protein (e YFP) fusioniert
und mit einer N-terminalen Cys-E3-Sequenz sowie einem
Himagglutinin-Epitop (HA) ausgestattet. Das resultierende
Konstrukt Cys-E3-HA-hY,R(1-46)-eYFP-His; (14) wurde
mit dem Donorkonjugat 6a umgesetzt (Abbildung 2¢). Als
Negativkontrollen wurden das amidgebunde 13a und ein
TAMRA-Thioester ohne Peptid (15a) getestet. Die Donor-
oder Kontrollpeptide wurden 2 min mit dem hY,R-Konstrukt
14 inkubiert. SDS-PAGE mit anschliefender Western-Blot-
Analyse zeigte bei der Reaktion mit dem reaktiven Donor 6a
eine starke Bande des Molekulargewichts an (37.5 kDa), das
fiir das Markierungsprodukt erwartet wurde (Abbildung 2c,
Tasche 4). Im Kontrollexperiment, bei dem der Akzeptor 14
ohne weitere Reagentien inkubiert wurde, zeigte sich eine
unspezifische Bindung des TAMRA-Antikorpers (Abbil-
dung 2¢, Tasche 1). Deshalb untersuchten wir auch die
Ubertragung eines Biotins, das durch die hochspezifische
Wechselwirkung mit Streptavidin selektiv nachgewiesen
werden kann. Ein biotinyliertes Produkt wurde bei der Re-
aktion des E3-tragenden Akzeptors 14 mit dem reaktiven K3-
Konjugat 6 ¢ innerhalb von nur 2 min gebildet (Abbildung 2c,
Tasche 8). Die Biotinylierung trat nicht auf, wenn wie bei den
Kontrollverbindungen 13b und 15b die Thioesterverkniip-
fung bzw. das K3-Erkennungsmodul fehlen (Abbildung2c,
Taschen 6 und 7). Dies zeigt, dass die Thioesterstruktur allein
(14+15b) nicht ausreicht, um eine schnelle und effiziente
Markierung von Cys-E3-HA-hY,R(1-46)-eYFP-His, (14)
herbeizufithren. Vielmehr ist das Zusammenspiel zwischen
Thioesterstruktur und dem K3-Erkennungsmodul wie in den
reaktiven Sonden 6a und 6¢ erforderlich, um die Reaktion
anzutreiben.

Der Coiled-Coil-vermittelte Acyltransfer wurde an-
schlieBend an lebenden Zellen getestet. Das Ziel war es, den
vollstdndigen hY,R selektiv zu markieren. Das Membran-
protein wurde N-terminal mit zwei Varianten des E3-Tags
fusioniert. Wiahrend 17 das E3-Tag mit einem N-terminalen
Cystein trug, enthielt Konstrukt 18 ein E3-Tag, bei dem das
Cystein durch ein Alanin ersetzt wurde. Dieses Konstrukt ist
zwar in der Lage, das Coiled-Coil zu bilden, aber das Fehlen
des Cysteins verhindert die Kniipfung einer kovalenten Bin-
dung. Um die Lokalisierung des Rezeptors zu iiberpriifen,
wurde ein autofluoreszierendes eYFP an den C-Terminus
fusioniert. Das hY,R-eYFP-Konstrukt (16) ohne E3-Tag
fungierte als Kontrolle. Die hY,R-Konstrukte wurden tran-
sient in HEK293-Zellen exprimiert. Aufnahmen der eYFP-
Emission zeigten, dass das Anhéngen des E3-Tags die Mem-
branlokalisierung nicht beeinflusste (Abbildung 3). AuBer-
dem blieben die N-terminal modifizierten hY,R-Rezeptoren
biologisch aktiv, wie durch einen IP;-Aktivierungsassay nach
Behandlung mit dem nativen Neuropeptid-Y-Liganden ge-
zeigt werden konnte (Tabelle S1). Die Zellen, die 16, 17 oder
18 exprimierten, wurden lediglich 2 min mit einer Losung aus
100 nm TAMRA-geladenem Peptid 6a in Hank’s Balanced
Salt Solution (HBSS, pH 7.8) und 1% Rinderserumalbumin
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6a (100 nM, 2 min) 13a (100 nM, 2 min)

YFP-Kanal TMR-Kanal

HA-hY,R-eYFP, 16

YFP-Kanal TMR-Kanal

Waschen: pH 9

Waschen: pH 9

Abbildung 3. Fluoreszenzmikroskopiebilder von HEK293-Zellen, die
transient mit HA-hY,R-eYFP (A, A, F, F), Cys-E3-HA-hY,R-eYFP (B, B/,
C,C, G, G, H, H') oder Ala-E3-HA-hY,R-eYFP (D, D, E, E, I, I', |, J))
transfiziert wurden, nach Inkubation mit Markierungssonde 6a (beide
Spalten links) oder mit unreaktivem Konjugat 13a (beide Spalten
rechts). Bilder C, C', E. E/, H, H', ] und J wurden nach einem zusitzli-
chen basischen Waschschritt aufgenommen. Markierung: 100 nm
Peptid 6a oder 13a in HBSS mit 1% BSA, nach 2 min Reaktionszeit
wurde die Lésung durch HBSS ausgetauscht. Basisches Waschen:
200 mm NaHCO;, pH 9 fiir 3 min, Fluoreszenzmikroskopie: 0.4-1.3 s
Verschlusszeit fiir den eYFP-Filter, 4 s Verschlusszeit fir den TAMRA-
Filter, der Mafstabsbalken misst 10 um.

(BSA) behandelt. Nach Inkubation bei Raumtemperatur
wurde diese Losung durch HBSS ausgetauscht. Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen zeigten, dass Zellen, die E3-tra-
gende Rezeptoren exprimierten, mit TAMRA markiert
wurden, wihrend Zellen, denen das E3-Tag fehlte, kein
TAMRA-Signal emittierten (Abbildung 3, vergleiche B’, D',
G’ und I’ mit A’ und F’). Zur Uberpriifung der kovalenten
Markierung wurden die Zellen mit einem pH-9-Puffer ge-
waschen (Abbildung 3; C', E’, H', J'), was zu einer Dissozia-
tion des Coiled-Coils sowie zur Hydrolyse des Thioesters
fithrte. Die TAMRA-Emission blieb hoch, wenn die Zellen
den Cys-E3-markierten hY,R (17) exprimierten (Abbil-
dung 3, vergleiche C' mit B"). Im Unterschied dazu zeigten die
Zellen, die den Ala-E3-markierten hY,R (18) exprimierten,
einen deutlichen Verlust des TAMRA-Signals (Abbildung 3,
vergleiche E’ mit D’). Ein zusitzliches Kontrollexperiment
umfasste die Verwendung unreaktiver TAMRA-K3-Konju-
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gate, in denen der TAMRA-Fluorophor als Amid gebunden
war. Folglich konnten zwar Coiled-Coils gebildet, das
TAMRA jedoch nicht auf den E3-tragenden hY,R iibertra-
gen werden. Tatsdchlich zeigten die Zellen, die mit Cys-E3-
hY,R (17) und Ala-Cys-hY,R (18) transfiziert wurden, eine
TAMRA-Emission nach der Behandlung mit unreaktivem
13a (Abbildung 3, G’ und I'), jedoch verschwand das
TAMRA-Signal nach dem Waschen der Zellen mit pH-9-
Puffer (Abbildung 3, vergleiche H' mit G’ und J' mit I'), was
die Dissoziation des Coiled-Coils bezeugt. Die Experimente
belegen, dass eine robuste TAMRA-Markierung nur erreicht
werden kann, wenn eine reaktive Sonde (6a) mit einem re-
aktiven Akzeptor (17) interagiert. Dies ist ein deutlicher
Hinweis auf die Bildung kovalenter Bindungen.

Die vorgestellten Daten demonstrieren die Vielseitigkeit
der Peptidtemplat-vermittelten Acyltransferreaktion. Die
Reaktion lduft in verschiedenen Puffern (pH 7.0-7.8) wie
auch an der Oberflidche lebender Zellen ab. Die thioarylba-
sierten Thioester der Markierungsagentien 6a—c haben eine
hohe Reaktivitét (6a: #;,(HBSS) =10 min; Abbildung S4). In
Anbetracht der hohen Reaktionsgeschwindigkeit am Templat
tragt dies zur hohen Reaktionsspezifitit bei, da unerwiinschte
Markierungsreaktionen, die durch iiberschiissigen Thioester
herbeigefiihrt wiirden, wegen der konkurrierenden Hydroly-
se unterbleiben. Fiir den Fall, dass die Hydrolyse zu rasch
verlduft, kann die Reaktivitdt durch Verdnderungen an der
Thioesterstruktur angepasst werden, wie frithere Arbeiten zu
Oligonukleotidtemplat-vermittelten =~ Reaktionen gezeigt
haben (siche auch Abbildung S5).[%19]

Die vorgestellte Markierungsmethode bendtigt einen N-
terminalen Cysteinrest. Dies konnte unter Umsténden die
Faltung der Extrazellulirdomdne des gewiinschten GPCR
storen. Um die allgemeine Anwendbarkeit zu beurteilen,
wendeten wir den E3/K3-vermittelten Acyltransfer auch auf
den humanen Ys-Rezeptor (hYsR) an. Beide Rezeptoren,
hY,R wie auch hY;R, enthalten extrazellulire Disulfidbrii-
cken. Das Cys-E3-Tag beeintriachtigte die GPCR-Funktion
nicht, und die Markierung an lebenden Zellen lief auch am
hY;R mit hoher Geschwindigkeit ab (Abbildung S5).

Wir testeten den Transfer von TAMRA, AF350 und
Biotin, und wir erwarten, dass diese Reaktion auch auf eine
Reihe anderer Reportergruppen anwendbar ist. Die Ver-
wendung des E3K3-Coiled-Coil-Motivs verlieh der Markie-
rungsreaktion eine bemerkenswerte Chemoselektivitit. Die
K3-Konjugate werden wahrscheinlich nicht in der Lage sein,
die Plasmamembran zu durchqueren. Wéhrend dies gegen-
wirtig die Anwendung auf extrazelluldre Targets beschriankt,
sehen wir Vorteile fiir die geplanten GPCR-Internalisie-
rungsstudien, die eine sehr schnelle und hochspezifische
Markierungsmethode bendtigen. Wir mochten zudem her-
ausstellen, dass die Konjugation mit zellpenetrierenden Pep-
tiden den Anwendungsbereich auf intrazellulire Proteine
erweitern konnte. Ferner sollte die Markierung tiber Templat-
kontrollierten Acyltransfer nicht auf Coiled-Coils beschréankt
bleiben, sondern sich vielmehr auch auf Wechselwirkungen
zwischen anderen membranpermeablen Proteinen/Peptiden
iibertragen lassen.

Wir stellen fest: Kurze Markierungszeiten (2 min), nied-
rige Sondenkonzentrationen (100 nm) und geringer Massen-
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zuwachs (22 Aminosduren + Reporter) sind die besonderen
Kennzeichen des von uns entwickelten Coiled-Coil-vermit-
telten Transfers einer Reportergruppe. Die Reaktion gehort
nach unserem Kenntnisstand zu den schnellsten bekannten
Markierungsmethoden. Wir erwarten, dass sich dies fiir Pulse-
Chase-Markierungsexperimente als niitzlich erweisen wird.

Eingegangen am 11. Marz 2014,
verdnderte Fassung am 4. Juni 2014
Online veroffentlicht am 31. Juli 2014
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