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Abstract: Wir pr�sentieren eine neue Methode zur Protein-
markierung, die auf der kovalenten enzymatischen Phospho-
cholinierung einer spezifischen Octapeptidsequenz intakter
Proteine beruht. Das Enzym AnkX aus Legionellen wurde
etabliert, um funktionalisierte Phosphocholingruppen aus
synthetischen CDP-Cholin-Derivaten auf N- und C-Termini,
sowie interne Schleifenregionen zu îbertragen. Zudem kann
die kovalente Modifikation durch das Legionellen-Enzym
Lem3 hydrolytisch entfernt werden. Lediglich eine 8 Amino-
s�uren kurze Peptidsequenz und eine kleine Verbindungs-
gruppe (PEG-Phosphocholin) sind fîr die effiziente Protein-
markierung erforderlich.

Ortspezifische Markierungsmethoden sind essenziell fîr
die Modifizierung von Proteinen mit Funktionalit�ten jen-
seits des genetischen Codes. Wînschenswert sind Modifika-
tionen mittels regioselektiver Reaktionen mit geringer
Kreuzreaktivit�t, welche die Proteinaktivit�t und -integrit�t
gew�hrleisten.[1] Ein alternativer Ansatz ist die Verwendung
von Enzymen, die kurze Peptidsequenzen in Zielproteinen
erkennen.[2] Ein Beispiel ist die Phosphopantetheinyl(Ppant)-

Transferase (PPTase), die eine Ppant-Gruppe aus Coenzym A
auf ein Serin der Undecapeptidsequenz DSLEFIASKLA
îbertr�gt.[3] Chemisch modifiziertes Ppant konnte mit der
PPTase auf ein rekombinantes Protein mit der Erkennungs-
sequenz îbertragen werden.[3b,c,4] Wird diese Sequenz durch
das 8-kDa-Acyl-Carrier-Protein (ACP) ersetzt, kann sowohl
die Modifizierung als auch die nachfolgende Abspaltung
durch ACP-Hydrolase (AcpH) realisiert werden.[4b] Kîrzlich
wurde außerdem die Demodifizierung einer Sequenz aus 11
Aminos�uren (AS) durch verschiedene AcpHs berichtet.[5]

Unser Ziel war die Entwicklung einer alternativen enzyma-
tischen Proteinmarkierungsstrategie, bei der ein synthetisches
Nukleotid die Anbringung und Ablçsung einer Markierung
an eine kurze Peptidsequenz ermçglicht. Wir pr�sentieren
Daten zur allgemeinen Anwendbarkeit der regioselektiven
kovalenten enzymatischen Phosphocholinierung von Protei-
nen unter Verwendung von synthetischen CDP-Cholin-De-
rivaten.

Die kîrzlich entdeckte Phosphocholinierung von Wirts-
zellproteinen durch Legionella pneumophila ist eine post-
translationale Modifikation, bei der das Legionellen-Effek-
torprotein AnkX eine Phosphocholineinheit von einem Cy-
tidindiphosphatcholin (CDP-Cholin) auf einen Serinrest in
der Switch II-Schleife der wirtszelleigenen kleinen GTPase
Rab1 îbertr�gt (Schema 1A).[6] Interessanterweise wird diese
Modifikation zu einem sp�teren Zeitpunkt der Infektion
durch die Legionellen-Phosphodiesterase Lem3 hydrolytisch
entfernt (Schema 1A).[7] AnkX bençtigt nicht die gesamte
GTPase-Struktur zur Erkennung, sondern lediglich die
TITSSYYR-Peptidsequenz aus der Switch-II-Schleife.[7a]

Auf der Grundlage dieser Beobachtung pr�sentieren wir
die Synthese von funktionalisierten CDP-Cholin-Derivaten
zur �bertragung auf Fusionsproteine mit der Erkennungs-
sequenz in N- oder C-terminalen Bereichen oder internen
Schleifenregionen (Schema 1B,C).

Zun�chst untersuchten wir AnkX[6a, 8]- und Lem3[7]-Kon-
strukte (949 AS bzw. 570 AS) hinsichtlich ihrer Expression
und enzymatischen Aktivit�t (Abbildung S1). Die Konstrukte
AnkX1–800 und Lem31–570 wiesen bezîglich Expression, Rei-
nigung und Aktivit�t die besten Ergebnisse auf und wurden
daher fîr die Etablierung unserer Markierungsstrategie bei-
behalten. Ein Alanin-Scan der AnkX-Erkennungssequenz
zeigte, dass Modifikationen außerhalb des Octapeptids
TITSSYYR vollst�ndig akzeptiert werden, Modifikationen
innerhalb von TITSSYYR (fett gedruckt) hingegen die Ak-
zeptanz abschw�chen. Ver�nderungen innerhalb von TSSYY
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verhinderten die Phosphocholinierung vollst�ndig. Die Oc-
tapeptidsequenz TITSSYYR stellt daher das minimale kon-
servierte Erkennungsmotiv fîr eine effiziente Phosphocholi-
nierung durch AnkX dar (Abbildung S2). Um zu untersu-
chen, ob das Erkennungsmotiv in Proteinen durch AnkX1–800

phosphocholiniert werden kann, haben wir die TITSSYYR-
Octapeptidsequenz rekombinant an N- und C-Termini des
Maltose bindenden Proteins (MBP) sowie an den kleinen
Ubiquitin-�hnlichen Modifizierer (SUMO) angebracht und
heterolog in E. coli exprimiert (Abbildung S3 und Hinter-
grundinformationen). Die Phosphocholinierung der Modell-
proteine (50 mm) mit einer katalytischen Menge AnkX (1 mm)
in Gegenwart von 1 mm CDP-Cholin nach 24 h Inkubation
wurde mittels ESI-MS analysiert (Abbildung S4). SUMO-
Konstrukte (TITSSYYR-SUMO und SUMO-TITSSYYR)
wurden gleichermaßen am N- und C-Terminus (Abbil-
dung S4) phosphocholiniert, w�hrend das C-terminale MBP-
Konstrukt eine schw�chere Modifikation als das N-Terminale
aufwies. Die Modifikation der AnkX-Substrate wurde zu-
s�tzlich in einem unabh�ngigen Experiment durch Western-
Blotting mithilfe eines Anti-Phosphocholin-Antikçrpers be-
st�tigt (Abbildung 1A–C). Auch die Phosphocholinierung
von MBP an seinem C-Terminus wurde detektiert. Die
Phosphocholinierung kann daher in Modellproteine ortsspe-
zifisch eingefîhrt werden. Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dass die �bertragung von Phosphocholin von der korrekten
Peptidsequenz und der Akzeptoraminos�ure abh�ngt (Ab-
bildung 1 A), da das SUMO-TITSAYYR-Konstrukt (dem das
AnkX-adressierte Serin fehlt) nicht phosphocholiniert

werden konnte (Abbildung 1B). Der Einbau von AnkX-
Erkennungsmotiven in interne Schleifen von Zielproteinen
kçnnte die Anwendung der Proteinmarkierung durch Phos-
phocholinierung maßgeblich erweitern. Daher haben wir die
TITSSYYR-Octapeptidsequenz in die folgenden Positionen
der GEF-Dom�ne des Enzyms DrrA (AS 340–533,
DrrA340–533)

[9] eingefîgt (Abbildung S3): 1) E425-TITSSYYR-
S426 (DrrA-A), 2) T455-TITSSYYR-P456 (DrrA-B), 3) N509-
TITSSYYR-V520 (DrrA-C).

Als n�chstes haben wir die Phosphocholinierung dieser
Proteine durch AnkX1–800 mittels Western-Blotting unter
Verwendung des Anti-Phosphocholin-Antikçrpers (Abbil-
dung 1C) und ESI-MS (Abbildung S4) untersucht. Die er-
folgreiche Phosphocholinierung von DrrA best�tigte die
Anwendbarkeit oder Funktionalit�t des AnkX-Erkennungs-
motives TITSSYYR zur Phosphocholinierung von internen
Schleifenregionen. Die Enzymreaktion h�lt nicht auf einer
Zwischenstufe, da durch verl�ngerte Reaktionszeiten eine
vollst�ndige Phosphocholinierung der SUMO-, MBP- und
DrrA-Konstrukte erzielt werden konnte (Abbildung S4). Des
Weiteren haben wir zeitabh�ngige Daten der Phosphocholi-
nierungsreaktion durch quantitative Densitometrie der Wes-
tern-Blots gewonnen und zum Vergleich der verschiedenen
AnkX-Substrate (Abbildung 1D und Abbildung S5 und S6)
die apparenten katalytischen Effizienzen (kcat/KM) berechnet.
Erwartungsgem�ß wurden die kînstlichen Substrate (z. B. die
peptidmodifizierten SUMO, MBP und DrrA) weniger schnell
modifiziert als das native Rab1b-Proteinsubstrat, was der er-

Schema 1. A) Protein-Phosphocholinierung und -Dephosphocholinie-
rung durch die Legionellen-Enzyme AnkX und Lem3. B) Konzept von
CDP-Cholin-Derivaten, die Markierungen an einer der Methylpositio-
nen des quart�ren Amins tragen. C) Konzept von Proteinsubstraten
(POI), die mit der Octapeptiderkennungssequenz am N- und C-Termi-
nus und an internen Schleifenregionen ausgestattet sind.

Abbildung 1. Phosphocholinierung von AnkX-Modellsubstraten.
A) Rab1b3–174 und verschiedene Protein-Modellsubstrate (SUMO,
MBP), die mit der Octapeptiderkennungssequenz an N- und C-Termini
ausgestattet sind, werden mittels Western Blotting gegen Phosphocho-
lin íberpríft (fír die Analyse, siehe Abbildung S6). B) Negativkontrolle
entsprechend Abbildung 1A mit SUMO-TITSAYYR. Anti-His6-Blotting
diente als Beladungskontrolle. C) Enzymatische Phosphocholinierung
von DrrA340–533 an internen Schleifenregionen, die mit dem AnkX-Octa-
peptiderkennungsmotiv erweitert wurden, wurden mittels Western
Blotting gegen Phosphocholin analysiert. D) Katalytische Effizienzen
(kcat/KM) der Phosphocholinierungsreaktion an verschiedenen Protein-
substraten als Prozentsatz der entsprechenden Reaktion des nativen
Substrats Rab1b3–174. (Ctrl: Beladungskontrolle der individuellen Experi-
mente mit His6-MBP-PC-Rab1b3–174 ; C: Intensit�t des quantitativ phos-
phocholinierten Proteins)
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hçhten konformativen Flexibilit�t (z.B. SUMO, MBP) und/
oder strukturellen Einschr�nkungen (z.B. in internen
Schleifenregionen von DrrA) geschuldet sein kçnnte.

Die Entwicklung einer auf Phosphocholinierung basierten
Proteinmarkierungsstrategie ist von der Synthese und An-
wendbarkeit von CDP-Cholinderivaten abh�ngig, welche den
Transfer einer Markierung zusammen mit der Phosphocho-
lingruppe ermçglichen. Die Kristallstruktur von AnkX1–484 im
Komplex mit CDP-Cholin offenbart, dass die quart�re Am-
moniumgruppe in einer tiefen, lçsungsmittelexponierten
Tasche positioniert ist.[8] Dies legt nahe, dass Markierungen
îber ein flexibles hydrophiles Verbindungsmolekîl an dieser
Position verknîpft sein sollten (Abbildung S7). Daher haben
wir synthetische CDP-Cholinderivate entwickelt, die îber
Polyethylenglykol (PEG) unterschiedlicher L�nge mit Fluo-
rescein verbunden sind (1–5, Abbildung 2A; Details zur
Synthese zeigt Abbildung S7).[10]

Als n�chstes untersuchten wir qualitativ, ob die CDP-
Cholinderivate 1–5 Substrate fîr AnkX sind (Abbildung 2B).
Rab1b wurde als Akzeptor (50 mm) genutzt und die Phos-
phocholinierung nach der Zugabe der CDP-Cholinderivate
(1 mm) mit katalytischen Mengen AnkX1–800 (0.5 mm) mittels
ESI-MS (Abbildung S8) und In-Gel-Fluoreszenz nach SDS-
PAGE (Abbildung 2B) verfolgt. Zuerst testeten wir die De-
rivate 1–3, wobei lediglich 1 und 2 von AnkX1–800 îbertragen
wurden, nicht aber Derivat 3, bei dem die Ammonium-/
Aminfunktion durch ein Sauerstoff ersetzt wurde. Dies weist
auf die Wichtigkeit der positiven Ladung fîr die Substrat-
erkennung hin und stimmt mit der Beobachtung îberein, dass
die Cholingruppe Salzbrîcken mit E226 und D265 bildet und
eine Kationen-p-Wechselwirkung mit F107 von AnkX ein-
geht.[8] Als n�chstes konzentrierten wir uns auf die PEG-
Gruppe, indem wir die Derivate 1, 4 und 5 nutzten, bei denen
schrittweise die PEG-L�nge von 6 Einheiten auf lediglich 2
reduziert wurde. �berraschenderweise wurden die Derivate
1 (PEG6) und 4 (PEG4) mit �hnlicher Effizienz îbertragen.
Nur Derivat 5 (PEG2), bei dem die PEG-Gruppe offen-
sichtlich zu kurz ist, wurde nicht transferiert. Die Anbringung
von PC-PEGx-Fluorescein-Einheiten an Proteinsubstrate re-
sultierte in einer deutlichen Verschiebung der elektrophore-
tischen Mobilit�t und ermçglichte somit die Quantifizierung
der fluoresceinmarkierten Proteinsubstrate mittels Gel-
densitometrie der Coomassie-gef�rbten SDS-PAGE-Banden.
Sowohl 1 als auch 4 wurde quantitativ auf Rab1b îbertragen
und somit eine vollst�ndige Modifizierung von Proteinsub-
straten durch AnkX-vermittelten Phosphocholintransfer er-
zielt. Das Nukleotid 2 ist ein ungînstigeres Substrat und
modifiziert lediglich 50 % des Proteins in 240 min. Wir er-
hielten ebenfalls apparente katalytische Effizienzen (kcat/KM)
aus den zeitabh�ngigen Experimenten (Abbildung 2B,D).
Dabei verhielt sich das Substrat 4 (PEG4) besser als 1 (PEG6),
was darauf hinweist, dass eine weitere Optimierung der
L�nge und chemischen Eigenschaften des Verbindungsmo-
lekîls zu einer zus�tzlichen Verbesserung der Substrateigen-
schaften der CDP-Cholin-Derivate fîhren kçnnte.

Zus�tzlich zu Rab1b untersuchten wir die �bertragung
der CDP-Cholin-Derivate 1–2 und 4 auf das TITSSYYR-
SUMO-Konstrukt mittels ESI-MS und In-Gel-Fluoreszenz
(SDS-PAGE) (Abbildung 2C). Das mit Rab1 identische

Substratprofil best�tigte die ausschließliche Abh�ngigkeit der
Modifizierung von der Anwesenheit der AnkX-Erken-
nungssequenz TITSSYYR. Jedoch unterschied sich das
Ausmaß der PC-PEGx-Fluorescein-Anbringung an TITS-
SYYR-SUMO unter den Nukleotidsubstraten. Die Banden-
verschiebung, die der Anlagerung von 1 entsprach, deutete

Abbildung 2. AnkX-katalysierte Modifikation unter Nutzung von CDP-
Cholin-Derivaten. A) Strukturen der synthetisierten CDP-Cholin-Deriva-
te, die PEG-Fluorescein tragen und verschiedene funktionelle Gruppen
enthalten (1: quart�res Amin, 2 : terti�res Amin, 3 : Sauerstoff) oder die
verschiedene PEG-L�ngen haben (1, 4, 5). Fluorescein-Markierung von
Rab1b3–174 (B) und TITSSYYR-SUMO (C) mit CDP-Cholin-Derivaten.
Der Zeitverlauf der Phosphocholinierung wurde mittels In-Gel-Fluores-
zenz von SDS-PAGE-Gelen verfolgt. Eine erfolgreiche Phosphocholinie-
rung h�ngt von der L�nge des Verbindungsmolekíls (1, 4) und dem
Vorliegen einer positiven Ladung an der Position des quart�ren Amins
(1, 2, 4) ab. D) Katalytische Effizienzen der Modifizierungsreaktion mit
den verschiedenen Nukleotidderivaten wurden als Prozente der nati-
ven Reaktion aufgetragen.
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lediglich auf einen geringen Einbau in das Protein hin, wo-
hingegen 4 ca. 70 % von TITSSYYR-SUMO in 180 min mo-
difizierte (Abbildung 2C). Dies ist nicht îberraschend, da das
natîrliche AnkX-Substrat Rab1b ein effizienterer Empf�nger
der Modifikation ist als die kînstlich generierten Peptidsub-
strate. Dennoch ermçglicht die Kombination von TITS-
SYYR-fusionierten Proteinen mit CDP-Cholin-Derivaten
(z. B. 4) eine effiziente Markierung durch AnkX auf einer
angemessenen Zeitskala.

Abschließend untersuchten wir die Verwendung von
Lem3 zur Entfernung funktioneller Phosphocholinderivate
von modifizierten Zielproteinen sowie die Relevanz der
Peptidsequenz fîr die Erkennung durch Lem3.[7, 11] Kinetische
Analysen ergaben, dass Alaninsubstitutionen mit Ausnahme
des ersten Threonins in der Octapeptidsequenz (TITSSYYR)
die Lem3-Aktivit�t um 10–50 % beeintr�chtigten (Abbil-
dung S9). Wir unterzogen fluoreszierendes phosphocholi-
niertes Rab1b3–174 und TITSSYYR-SUMO (modifiziert mit
den Konstrukten 1, 2 und 4) einer Lem3-vermittelten De-
phosphocholinierung. In-Gel-Fluoreszenz nach SDS-PAGE
und Unterschiede in der elektrophoretischen Mobilit�t von
modifizierten gegenîber nicht modifizierten Proteinen (Ab-
bildung 3 A,B) zeigten, dass Rab1b3–174 und TITSSYYR-
SUMO effektiv durch Lem3 dephosphocholiniert werden.
Die interne Schleifenregion von Rab1b ist das scheinbar ef-
fizienteste Substrat fîr Lem3, dennoch reagiert TITSSYYR-
SUMO auf einer vergleichbaren Zeitskala. Dies spiegelt sich

in �hnlichen katalytischen Effizienzen von Lem3 fîr die
verschiedenen PC-PEGx-Fluorescein-modifizierten Protein-
substrate wider (Abbildung 3A,B).

Zusammenfassend pr�sentieren wir eine Methode zur
kovalenten enzymatischen Markierung und Demodifikation
von Proteinen basierend auf einem kurzen Peptiderken-
nungsmotiv. Die Markierungsmethode kann auf N-terminale,
C-terminale und in internen Schleifen befindliche Erken-
nungsmotive von lediglich 8 AS angewendet werden. Die
Erkennungssequenz ist im Vergleich zu anderen Markie-
rungstechniken, die eine N- oder C-terminale Anbringung
von ganzen Proteindom�nen erfordern (z. B. ACP,[4b] fluo-
reszierende Proteine,[12] SNAP-tag,[13] CLIP-tag[14] usw.), klein
und ermçglicht zus�tzlich die Markierung von internen
Schleifen. Die Methode ist kompatibel mit bekannten che-
mischen Markierungstechniken, da die Erkennungssequenz
keine Cysteine oder anderen reaktiven AS enth�lt, und kann
deshalb leicht fîr Doppelmarkierungsanwendungen genutzt
werden. Durch die Mçglichkeit, Markierungen durch Lem3-
vermittelte Hydrolyse wieder abzuspalten, kçnnen Protein-
proben zurîckgewonnen und anschließend fîr andere Mar-
kierungsstrategien genutzt werden. In Anbetracht der Be-
deutung von selektiven Proteinmarkierungsmethoden in den
Biowissenschaften hat die enzymatische Phosphocholinie-
rung das Potenzial, die Bandbreite von Markierungsstrate-
gien in komplexen biologischen Systemen zu erhçhen.

Stichwçrter: Enzyme · Nukleotide · Phosphocholinierung ·
Proteinmodifikationen
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Abbildung 3. Enzymatische Dephosphocholinierung durch Lem3.
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linderivaten modifiziert wurden, wurden mittels In-Gel-Fluoreszenz
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(gelber Stern: Fluorescein)
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