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Abstract: Mit dem so genannten „Tub-tag labeling“ haben wir
eine neue chemoenzymatische Methode entwickelt, welche die
einfache und schnelle ortsspezifische Modifikation von Pro-
teinen erlaubt. Durch die Uminterpretation rekombinanter
Tubulin-Tyrosin-Ligase kçnnen verschiedene nichtnatîrliche
und bioorthogonal reaktive Tyrosinderivate in Proteine ein-
gebaut werden, welche mit einer kurzen, vom Tubulin abge-
leiteten Peptidsequenz (Tub-tag) ausgestattet sind. Wie anhand
der ortsspezifischen Modifikation von Nanobodies, GFP und
Ubiquitin gezeigt, ermçglicht diese neuartige Strategie eine
Reihe effizienter, schneller und chemoselektiver Modifikatio-
nen am C-Terminus von sowohl isolierten Proteinen als auch
solchen in komplexen Zelllysaten. Somit ergeben sich vielsei-
tige Anwendungen im Bereich der Biochemie, der Zellbiologie
und darîber hinaus.

Die ortsspezifische Funktionalisierung von Proteinen ist
essentiell fîr viele Anwendungen innerhalb der Lebenswis-
senschaften. Fluoreszente Proteine und „self-labeling“-Stra-
tegien wie SNAP-[1] und HALO-tagging[2] sind fîr Zellbio-
logen unabdingbare Werkzeuge geworden, um den Ort und
die intrazellul�re Aktivit�t von Proteinen zu bestimmen. Die
genetische Fusionierung von GFP oder „self-labeling“ Pro-
tein-Tags ist technologisch zwar sehr einfach umzusetzen, die
Grçße sowie die globul�ren Eigenschaften dieser Erken-
nungssequenzen kçnnen allerdings die Funktion und somit
die Anwendung des chim�ren Proteins stark beeinflussen.[3]

Trans-Proteinspleißen, die Ligation exprimierter Proteine
(expressed protein ligation, EPL) sowie Amber-Suppression
und auxotrophe Expression in Kombination mit bioorthogo-

naler Chemie sind wichtige Techniken, die den Einbau klei-
ner reaktiver Anker und Modifikationen in die Proteinse-
quenz erlauben.[4] Geringe Expressionsausbeuten dieser ge-
netisch kodierenden Systeme[5] und eine beeintr�chtigte
Proteinfaltung bei Trans-Spleißen sowie EPL[6] kçnnen ent-
scheidende Faktoren sein, welche eine uneingeschr�nkte
Anwendung dieser Techniken limitieren. Als Alternative zu
besagten Techniken finden chemoenzymatische Ans�tze
mittels verschiedener Enzyme wie Trypsin,[7] Sortase A,[8]

Phosphopantetheinyl-Transferase (PPTase),[9] Biotin-
Ligase,[10] Lipons�ure-Ligase[11] , AnkX[12] und dem Formyl-
glycin-generierenden Enzym[13] zunehmende Aufmerksam-
keit fîr die chemoselektive und ortsspezifische Adressier-
barkeit von Proteinen mittels kurzer Erkennungs-Tags.
Einige dieser chemoenzymatischen Ans�tze haben jedoch mit
Einschr�nkungen zu k�mpfen, wie z. B. großen, hydrophoben
Substraten, welche das zu modifizierende Protein beeinflus-
sen kçnnten.[14] Zus�tzlich erfordert die Reversibilit�t man-
cher enzymatischer Reaktionen und die mçgliche Produkt-
hydrolyse ausgiebige Weiterentwicklungen einiger Enzyme
sowie den Einsatz eines großen �berschusses an Katalysator
und Substrat.[7,14, 15]

Hier pr�sentieren wir eine neuartige und schnelle Me-
thode zur ortsspezifischen Funktionalisierung von Proteinen,
welche die Vorteile von kleinen, nichtnatîrlichen Amino-
s�uren als bioorthogonale Anker mit denen von chemoen-
zymatischen Modifikationen verbindet. Die „Tub-tag labe-
ling“ genannte Technik basiert auf dem enzymatischen
Einbau von synthetisch leicht zug�nglichen, kleinen Tyrosin-
derivaten an den C-Terminus einer hydrophilen, 14 Amino-
s�uren langen Erkennungssequenz (Tub-tag) durch die Tu-
bulin-Tyrosin-Ligase (TTL, Abbildung 1a). In der Natur ka-
talysiert TTL den posttranslationalen Einbau von Tyrosin an
den C-Terminus des an der Regulation der Mikrotubuli-Ho-
mçostase beteiligten a-Tubulin.[16] Interessanterweise konnte
bereits gezeigt werden, dass TTL auch Tyrosinderivate als
Substrate fîr die C-terminale Modifikation von Tubulin ak-
zeptiert.[17]

Zu Beginn unserer Forschung testeten wir, ob rekombi-
nante TTL nichtnatîrliche Tyrosinderivate in ein isoliertes,
dem C-Terminus von Tubulin entsprechendes Tub-tag-Peptid
einbauen kann. Fîr diese ersten Experimente nutzten wir die
Substrate 3-N3-l-Tyrosin (1) und 3-Formyl-l-Tyrosin (2)
sowie das mittels Festphasenpeptidsynthese (solid phase
peptide synthesis, SPPS) hergestellte 5,6-Carboxyfluorescein-
Tub-tag-Peptid (CF-Tub-tag). Der Fortschritt der enzymati-
schen Reaktion wurde mittels isokratischer HPLC analysiert
(Abbildung 1b fîr 1, Abbildung 1c fîr 2 sowie Abbildung S1
in den Hintergrundinformationen (SI)). Nach 120-minîtiger
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Inkubation (TTL:Peptid 1:200) bei 37 88C konnte ein Umsatz
von 90% mit 1 sowie von 63 % mit 2 erzielt werden. Die
hçhere Anfangsgeschwindigkeit von Azid 1 gegenîber Al-
dehyd 2 resultiert in einer ca. 2.6-fach schnelleren Bildung des
Ligationsprodukts. Eine verl�ngerte Reaktionszeit fîhrt
jedoch auch im Falle von Aldehyd 2 zu vergleichbaren Aus-
beuten an funktionalisiertem Peptid und verdeutlicht somit
die hohe Substratkompatibilit�t der TTL.

Durch die erfolgreiche Ligation von 1 und 2 an das iso-
lierte Peptid ermutigt, untersuchten wir ferner, ob die Tub-
tag-labeling-Strategie auch fîr die ortsspezifische Modifika-
tion von intakten Proteinen eingesetzt werden kann, und ob
das bençtigte C-terminale Erkennungsmotiv einen negativen
Einfluss auf die Proteinfunktion hat. Hierzu fokussierten wir
uns zun�chst auf die Funktionalisierung von Einzeldom�-
nenantikçrpern (Nanobodies, gewonnen aus Kamelen),[18]

welche als analytische Werkzeuge sowohl in der Biochemie
als auch fîr die intrazellul�re Erkennung und Manipulation
von Antigenen eingesetzt werden.[19] Da diese Antigen-bin-
denden Proteine aufgrund ihrer geringen Grçße von nur
15 kDa ausgezeichnete Eigenschaften fîr den Einsatz in der
hochauflçsenden Fluoreszenzmikroskopie haben,[20] war es
unser erkl�rtes Ziel, Tub-tag labeling fîr die ortspezifische
Funktionalisierung von Nanobodies mit definiert einem
Fluorophormolekîl zu nutzen.

Fîr eine Proof-of-Concept-Studie klonierten wir die Tub-
tag-Sequenz an den C-Terminus eines GFP-spezifischen
Nanobodies (GBP4)[21] und inkubierten diesen 24 h mit
0.2 øquiv. TTL sowie mit einem �berschuss an Tyrosinderi-
vat bei 37 88C. Trypsin-Verdau gefolgt von HPLC-MS/MS-
Experimenten best�tigte den erfolgreichen C-terminalen

Einbau von Tyrosin, 3-N3-l-Tyrosin (1), 3-Formyl- l-Tyrosin
(2), 3-NH2-l-Tyrosin (3) und 3-NO2-l-Tyrosin (4) (Abbil-
dung S3 in den SI). Als n�chstes kombinierten wir den Einbau
von 1 mit einer ringspannungsinduzierten Azid-Alkin-
Cycloaddition (strain-promoted azide-alkyne cycloaddition,
SPAAC)[22] zur Konjugation von DBCO-Biotinderivaten
(Abbildung 2a). Um die Effizienz des Tub-tag labelings zu
bestimmen, fîhrten wir die enzymatischen Reaktionen mit
unterschiedlichen TTL/GBP4-Verh�ltnissen durch und be-
endeten diese durch schnelle Abkîhlung auf 4 88C nach einer
bzw. drei Stunden.

Nach Abtrennung des îberschîssigen Tyrosinderivats
1 durch Dialyse erfolgte die Konjugation des DBCO-Biotins
mittels SPAAC. Die Reaktionsausbeuten wurden mittels
SDS-PAGE bestimmt. Ein TTL/GBP4-Verh�ltnis von 1:5
fîhrt nach einer Stunde bei 37 88C zu 82 % umgesetzten GBP4,
wohingegen ein Verh�ltnis von 1:10 in 71% modifiziertem
GBP4-Nanobody resultiert (Abbildung 2b).

Durch Verl�ngerung der Reaktionszeit auf drei Stunden
konnte der Umsatz auf 99 % (1:5) bzw. 88 % (1:10) gesteigert
werden. Der Einbau von 3-Formyl-l-Tyrosin (2) erfolgte mit
vergleichbarer Effizienz.

Zur weiteren Validierung der Modularit�t des Tub-tag-
labeling-Konzepts fîhrten wir fluoreszente Modifikationen
an ortspezifisch eingebautem 3-N3-l-Tyrosin mittels SPAAC
ein (Abbildung S7 in den SI) und verwendeten eine Vielzahl
von bioorthogonalen Reaktionen inklusive der Staudinger-
Ligation[23] (Abbildung S8 in den SI) und der Staudinger-
Phosphit-Reaktion[24] (Abbildung S9 in den SI). Des Weite-
ren wurden Hydrazon- (Abbildung S10 in den SI) und Oxim-
bildende Reaktionen[3c] (Abbildung S11 in den SI) im Falle

Abbildung 1. Tub-tag labeling an Proteinen. a) Gezeigt ist die chemoenzymatische Funktionalisierung von Proteinen durch den Einsatz von Tubu-
lin-Tyrosin-Ligase (TTL). Nichtnatírliche Derivate des Tyrosins werden an den C-Terminus einer kurzen Erkennungssequenz (Tub-tag) ligiert und
dienen als bioorthogonale Anker fír die ortsspezifische chemische Funktionalisierung eines beliebigen Proteins (POI). b,c) Verknípfung von b) 3-
N3-l-Tyrosin (1) und c) 3-Formyl-l-Tyrosin (2) an den C-Terminus des Carboxyfluorescein-Peptids CF-Tub-tag. Fluoreszenz-HPLC-Chromatogramme
der TTL-katalysierten Reaktion wurden zu definierten Zeitpunkten aufgenommen. Die Quantifizierung der Substrat- und Produktmenge erfolgte
durch die Integration der Elutionspeaks im Fluoreszenzchromatogramm (Abbildung S1 in den SI). Die rote Linie repr�sentiert die Abnahme des
CF-Tub-tag-Peptids, die blaue bzw. gríne Linie die Bildung der am C-Terminus funktionalisierten Peptide CF-Tub-tagYN3/CHO. Dargestellt sind
der Mittelwert und die Standardabweichung (SD) dreier unabh�ngiger Reaktionen.
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von 3-Formyl-l-Tyrosin (2) durchgefîhrt. Zusammen er-
mçglichte uns diese Vielzahl bioorthogonaler Reaktionen
den Einbau verschiedener funktionaler Bausteine, wie z. B.
Fluorophoren und Biotin, sowie die verzweigte PEGylierung
von GBP4 (Abbildung S9 in den SI). Zur Verdeutlichung der
breiten Anwendbarkeit der TTL-katalysierten Funktionali-
sierungstechnik verwendeten wir diese darîber hinaus fîr die
ortsspezifische Modifikation von GFP, Ubiquitin und einem
weiteren GFP-spezifischen Nanobody (GBP1).[21] Die SDS-
PAGE-Analyse zeigte Ausbeuten vergleichbar mit jenen bei
der Modifikation von GBP4 (Abbildungen S12 und S13 in
den SI). Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Pr�senz
der Tub-tag-Sequenz weder die Fluoreszenz von GFP noch
die fluoreszenzmodulierenden Eigenschaften[21] der GFP-
spezifischen Nanobodies beeinflusst (Abbildungen S4 und S5
in den SI).

Auf der Grundlage des nun etablierten, modularen und
effizienten TTL-Modifikationsprotokolls untersuchten wir
die Selektivit�t der Tyrosin-Transfer-Reaktion innerhalb
komplexer Proteingemische. Hierzu wurde E.coli-Lysat,
welches îberexprimiertes GFP-Tub-tag enth�lt, fîr vier
Stunden mit 3-N3-l-Tyrosin und TTL inkubiert und der Azid-
�berschuss anschließend mittels Dialyse entfernt. Die fol-
gende SPAAC mit DBCO-Biotin zeigte die selektive C-ter-
minale Funktionalisierung von GFP (Abbildung 3a und b
sowie S14 in den SI). In einem weiteren Experiment zur
Anreicherung und Immunopr�zipitation von GFP aus Zell-
lysat erforschten wir die Aktivit�t und Spezifit�t des ortspe-
zifisch funktionalisiertem GFP-bindenden Nanobody GBP1.
Hierzu markierten wir, im Anschluss an den TTL-kataly-
sierten Einbau von 3-N3-l-Tyrosin, GBP1 mit DBCO-Biotin
und immobilisierten dieses an einer mit Streptavidin be-
schichteten festen Phase (Abbildung 3c). Nach Inkubation
dieser GBP1-Streptavidin-Konjugate mit HEK-Zelllysat
konnte im Vergleich zu Mock-transfizierten Zellen sowie
fester Phase ohne GBP1 die selektive Anreicherung von GFP
durch SDS-Gel- und Western-Blot-Analyse demonstriert
werden (Abbildung 3d).

Nachfolgend haben wir das Potenzial von mit TTL funk-
tionalisiertem GBP1 als Reagens fîr das Immunf�rben von
zellul�ren Strukturen und die Analyse mittels hochauflçsen-
der Mikroskopie untersucht. Die hohe Auflçsung dieser
Technik stellt neue Anforderungen an die Detektionsrea-

gentien. Nur durch den Einsatz mçglichst kleiner Immuno-
fluoreszenz-Bindereagentien kçnnen hçchstmçgliche Auflç-
sung erreicht und somit alle Mçglichkeiten dieser Technolo-
gie ausgeschçpft werden.[20b]

Hierzu wurde 3-Formyl-l-Tyrosin (2) mittels TTL an den
C-Terminus von GBP1 angefîgt und durch eine Oxim-bil-
dende Reaktion mit dem Fluorophor Alexa594 verknîpft
(Abbildung 3e). Zus�tzlich zu der mikroskopischen Anwen-
dung zeigt dieses Experiment, dass sowohl der Einsatz des
Aldehyds 2 als auch des Azids 1 zu funktionalen Protein-
konjugaten fîhrt. GFP-LaminB1 exprimierende HeLa-
Zellen wurden fixiert und mit ca. 1 mg GBP1-Alexa594 pro
Objektplatte angef�rbt. GFP-LaminB1 lagert sich innerhalb
der Kernhîlle der Zellen an und bildet die nukleare Lamina.
Die Kolokalisation von Lamin und GBP1 und damit ein in-
taktes Bindeverhalten des Nanobodys im zellul�ren Kontext
konnte mittels hochauflçsender 3D-SIM-Mikroskopie gezeigt
werden (Abbildung 3 f–h). Vergleichbare Ergebnisse wurden
mit dem Fusionskonstrukt GFP-PCNA fîr die Anf�rbung
von subnuklearen DNA-Replikationsorten erzielt (Abbil-
dung S15 in den SI). Diese Studien zeigen die Anwendbarkeit
mittels TTL modifizierter Nanobodies fîr funktionale Stu-
dien im Bereich der Biochemie und Zellbiologie.

Zusammenfassend haben wir mit dem Tub-tag labeling
eine neue Methode fîr die ortspezifische Modifikation
funktionaler und Antigen-bindender Proteine entwickelt. Die
TTL-katalysierte chemoenzymatische Ligation nichtnatîrli-
cher Tyrosinderivate wie 3-N3-l-Tyrosin (1) und 3-Formyl-l-
Tyrosin (2) erlaubt bei moderatem Enzym- und Zeiteinsatz
bioorthogonale Funktionalisierungen mit Ausbeuten von bis
zu 99%. Modifizierte Tyrosinbausteine dienen hierbei als
bioorthogonale Anker, an denen eine Vielzahl etablierter
chemoselektiver Reaktionen durchgefîhrt werden kçnnen.
Insbesondere die sehr kurzen Reaktionszeiten und milden
Reaktionsbedingungen ermçglichen die Darstellung homo-
gen modifizierter Proteine, ohne dabei negativen Einfluss auf
deren Aktivit�t zu nehmen. Dies konnte unter anderen am
Beispiel ortspezifisch funktionalisierter Nanobodies und
deren Einsatz in Immunopr�zipitationsexperimenten sowie
als Markierungsreagentien fîr hochauflçsende Fluoreszenz-
mikroskopie gezeigt werden. Somit ermçglicht Tub-tag labe-
ling die Herstellung rekombinanter Antikçrper – und Pro-
teine allgemein –, die mit neuartigen Eigenschaften ausge-

Abbildung 2. Prinzip und die Effizienz der TTL-katalysierten Funktionalisierung. a) Schematische Darstellung des TTL-katalysierten Einbaus von
Azid 1 mit anschließender spannungsinduzierter Azid-Alkin-Cycloaddition (SPAAC). b) Effizienz der TTL-basierten Verknípfung des Azids 1 an
den C-Terminus von GBP4 in Abh�ngigkeit vom Substrat/TTL-Verh�ltnis (5:1 bis 50:1) und der Reaktionszeit (eine bzw. drei Stunden). Zur Visua-
lisierung wurden die Reaktionen zu den definierten Zeitpunkten gestoppt und eine SPAAC zu einem DBCO-Biotin-Derivat durchgefíhrt. Sowohl
die Blauf�rbung im SDS-Gel als auch der Western Blot (Strep-HRP) zeigen einen hohen Funktionalisierungsgrad von GBP4 nach nur einer Stunde
Reaktionszeit.
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stattet sind. Diese kçnnen fîr die Erforschung und Manipu-
lation zellul�rer Prozesse eingesetzt werden, woraus sich viele
Anwendungsmçglichkeiten im Bereich der Biotechnologie
sowie der medizinischen Diagnose und Therapie ergeben.
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Abbildung 3. Tub-tag labeling innerhalb komplexer Proteinmischungen und die Anwendung chemoenzymatisch funktionalisierter Nanobodies fír
die Anreicherung von Proteinen und als Reagentien fír hochauflçsende Mikroskopie. a) Schematische Darstellung des Tub-tag labelings an GFP
in E.coli-Lysat. b) Blaugel- und Western-Blot-Analyse zeigen die hohe Selektivit�t der TTL-katalysierten Tyrosin-Verknípfung mit anschließender
Biotinylierung (+ : Lysat behandelt mit TTL, 3-N3-l-Tyrosin (1) und DBCO-Biotin; C1: kein 3-N3-l-Tyrosin (1) hinzugefígt; C2: Lysat versetzt mit
DBCO-Biotin; C3: Lysat; C4: gereinigtes GFP). c) Schematische Darstellung der ortspezifischen Biotinylierung des GFP-bindenden Nanobodys
GBP1 mit anschließender Immunopr�zipitation von GFP. d) Blaugel- und Western-Blot-Analyse zeigen die effiziente und spezifische Anreicherung
von GFP. (Mock GBP1-Biotin: Lysat ohne íberexprimiertes GFP; GFP GBP1-Biotin: GBP1-beladene feste Phase sowie Lysat mit íberexprimiertem
GFP; GFP control beads: feste Phase ohne GBP1, I: Probe, die auf feste Phase geladen wurde; FT: Durchfluss; B: feste Phase.) e) Schematische
Darstellung der ortspezifischen Funktionalisierung von GBP1 mit Alexa594. f) Immunofluoreszenz mit GBP1-Alexa594. Gezeigt ist der Nukleus
von fixierten HeLa-Zellen mit der durch LaminB1-GFP und GBP1-Alexa594 ko-angef�rbten Lamina. Der Maßstabsbalken entspricht einer L�nge
von 10 mm. g) Vergrçßerungsregion von (d). h) Das Fluoreszenzintensit�tsprofil entlang der gestrichelten Linie (gezeigt in g) verdeutlicht eine
hohe Kolokalisationsgenauigkeit.
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