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1. Einf�hrung

In Zellen wird die Proteinfunktion meist durch die Bil-
dung von Multiproteinkomplexen und die Dynamik der
Protein-Protein-Interaktionen (PPI) bestimmt. Die Techni-
ken zur Entdeckung und Untersuchung von PPIs in intakten
Zellen innerhalb einer kurzen Zeitskala sind 1) die Visuali-
sierung von Proteinlokationen und -interaktionen durch
Proteinfragmentkomplementationsassays oder durch Licht-
mikroskopie mittels resonantem Fçrster-Energietransfer
(FRET) oder Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektroskopie
(FCCS), 2) die Manipulation von zellul�ren Proteinspiegeln
(durch �berexpression oder Knock-down) und 3) die Im-
munopr�zipitation von Proteinkomplexen aus Zelllysaten.[1]

Ferner werden zurzeit Proteininteraktionkarten (Interakto-
me) mithilfe biochemischer Methoden auf Proteomebene
hergestellt (z. B. mittels Yeast-2-Hybrid-Verfahren, Protein-
arrays und affinit�tsbasierten Reinigungstechniken verkn�pft
mit Massenspektrometrie).[2] In allen F�llen ist die F�lle an
detektierbaren neuen Interaktionen auf recht starke PPI be-
grenzt. Der Datensatz bedarf zus�tzlich der Charakterisie-
rung und Validierung durch komplement�re Methoden.

Eine Mçglichkeit zur Verbesserung der Analyse ist die
Verwendung von kleinen Molek�len, d.h. Verkn�pfern
(cross-linker) oder chemischen Induktoren zur Dimerisierung
(chemical inducers of dimerization, Dimerisierer, CIDs)

(Abbildung 1),[3] um die Lebensdauer von Proteinkomplexen
zu erhçhen und zu helfen, die Funktionalit�t von PPI zu
zeigen. Generell werden zwei Ans�tze verfolgt: kovalente
Fixierung existierender PPI �ber chemische Verkn�pfer oder
Induktion der PPI �ber nicht-kovalente chemische Dimeri-
sierer. In beiden F�llen werden die zu untersuchenden Pro-
teine auf stabile Weise verkn�pft, reversibel oder irreversibel.
Diese Techniken kçnnen verwendet werden, um Protein-
aktivit�t oder -lokalisierung zu kontrollieren oder den Oli-
gomerisierungszustand von Proteinen zu beeinflussen.

Hier stellen wir die verf�gbaren chemischen Induktoren
zur Dimerisierung sowie chemische Verkn�pfer vor und zei-
gen Beispiele ihrer Anwendungen zur Untersuchung von Si-
gnal�bertragung, Genexpression oder Proteinsekretion. Fer-
ner werden neue Strategien diskutiert, die in Zukunft zu
neuen Werkzeugen und breiteren Anwendungen f�hren.

Die Bestimmung von Proteinfunktionen in lebenden Zellen ist es-
senziell, um Zellen und Organismen zu verstehen. Von besonderer
Wichtigkeit ist dabei die Ermittlung und Beeinflussung von Protein-
Protein-Interaktionen. In den letzten Jahren wurden mehrere Metho-
den entwickelt, um Protein-Protein-Interaktionen in lebenden Zellen
zu messen bzw. zu induzieren. Daher sind jetzt Werkzeuge verf�gbar,
um intrazellul�re Abl�ufe spezifisch durch reversibles oder irreversi-
bles Verkn�pfen zu manipulieren. Dies kann neue T�ren çffnen, um
komplizierte Proteinnetzwerke im Detail zu analysieren. Hier be-
schreiben wir die verf�gbaren Verkn�pfungs- und Dimerisierungs-
reagentien und ihre Anwendungen.

Abbildung 1. Die Konzepte hinter Verkn�pfern und chemischen Dime-
risierern (CIDs). CIDs werden verwendet, um unter Bildung eines ter-
n�ren Komplexes zwei Zielproteine k�nstlich zusammenzuf�hren. Ver-
kn�pfer detektieren existierende Protein-Protein-Interaktionen. Dazu
binden sie kovalent und spezifisch an funktionelle Gruppen der Ziel-
proteine.
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2. Anwendungsspektrum chemischer Verkn�pfer

Chemische Induktoren zur Dimerisierung (CIDs) besit-
zen zwei Bindungsoberfl�chen, die gleichzeitig die gleiche
(Homodimerisierer) oder zwei verschiedene (Heterodimeri-
sierer) Proteindom�nen binden (Abbildung 2).[3] Obwohl
nicht kovalent, ist die Dimerisierungsreaktion meist sehr
spezifisch, hoch effizient und stabil. In der Tat sind sie in den
meisten F�llen irreversibel. Daher kçnnen praktisch alle
Proteine, die mit den zus�tzlichen Dom�nen versehen sind, in
direkten Kontakt gebracht werden. Falls die CIDs mem-
brang�ngig und metabolisch stabil sind, kçnnen Protein-
interaktionen in lebenden Zellen mit r�umlicher Kontrolle
und quasi in Echtzeit erzeugt werden.

Homodimerisierer werden verwendet, um Zellvorg�nge
zu steuern, die auf der Selbstassoziation von Proteinen be-
ruhen. Das wohl beste Beispiel ist die induzierte Aktivierung
von Zelloberfl�chenrezeptoren in Abwesenheit von extra-
zellul�ren Liganden (Abbildung 2A).[4]

Heterodimerisierer ermçglichen prinzipiell die spezifi-
sche und unabh�ngige Kontrolle aller gegebenen Zellfunk-
tionen, die auf Proteininteraktionen beruhen (Abbil-
dung 2B). Zu den h�ufigsten Anwendungen gehçrt die rasch
induzierte Translokation eines Proteins zu seiner gew�nsch-
ten Aktivit�tsstelle[5] sowie die transkriptionelle Aktivierung
von Genen.[6] Hohe Geschwindigkeit und Selektivit�t sind die
grçßten Vorteile dieser auf kleinen Molek�len basierten
Systeme, wenn man sie mit genetischen Manipulationswerk-
zeugen wie RNAi oder Tetracyclin-induzierter Expression
vergleicht. Daher sind Heterodimerisierer wesentlich f�r die
Dreifach-Hybridtechnik (three-hybrid technique), die die
Untersuchung von Interaktionen zwischen kleinen Molek�-
len und Zielproteinen in lebenden Zellen, zumeist in Hefe
(Y3H), im Hochdurchsatzverfahren ermçglicht.[7] Eine ver-
wandte Version heißt „chemical complementation“ und er-
laubt, im Hochdurchsatz nach Enzymaktivit�ten zu suchen.[8]

Eine weitere interessante Dimerisierungsvariante basiert
auf einem umgekehrten System, bei dem das Zielprotein
durch die Oligomerisierungseigenschaften der eingef�gten
Dom�ne in Aggregate verpackt ist (Abbildung 2C). Zugabe
des Liganden (genannt inverser Dimerisierer, reverse dime-
rizer) ermçglicht die schnelle Deaggregierung des Fusions-
proteins und Rekonstituierung der Aktivit�t. Diese Methode
kann z.B. dazu verwendet werden, die intrazellul�re Pro-

teinwanderung durch die Induzierung von Proteinsekretion
zu untersuchen.[9] Eine �hnliche Anwendung benutzt hetero-
dimere Verbindungen, die nach Bindung an die angef�gten
Dom�nen die PPI destabilisieren, indem sie die Inter-
aktionsoberfl�che zudecken oder andere Strukturver�nde-
rungen herbeif�hren. Dies kann genutzt werden, um En-
zyminhibitoren zu finden,[10] chemische Selektivit�t zu er-
zeugen (indem CIDs verwendet werden, die spezifische
Zellaktivit�ten zeigen),[10, 11] oder um nicht-native Protein-
interaktionen herbeizuf�hren, um z. B. Proteinaggregation zu
verhindern.[12]

Weitere Variationen der CID-Technik f�hren zu Werk-
zeugen zur posttranslationalen Kontrolle von Proteinspiegeln
durch Deaktivierung (kontrollierter Abbau) oder Aktivie-
rung (kontrollierte Stabilisierung oder induziertes Protein-
splicing). Zum Beispiel wird das Zielprotein in Abwesenheit
eines CID rasch proteolytisch abgebaut, wenn eine k�nstliche
Dom�ne mit Destabilisierungseigenschaften oder eine soge-
nannte Degron-Sequenz eingef�hrt wurde. Dieser Prozess
kann rasch moduliert werden, indem ein Dimerisierer zuge-
geben wird, der entweder selbst stabilisiert[13] oder zur Ent-
fernung[14] der Abbau-induzierenden Dom�ne f�hrt. Auf
diesem Wege wird die Stabilit�t und damit die Funktion des
Zielproteins wieder hergestellt. Weitere Wege, den Protein-
abbau zu kontrollieren, basieren auf der induzierbaren Lo-
kalisierung des Zielproteins zur E3-Ubiquitinligase[15] oder
zum Proteasom.[16] Kleine Molek�le werden auch verwendet,
um Proteinsplicing zu initiieren und zu kontrollieren. Dies
f�hrt zu neuen Proteinvarianten mit spezifischen Funktio-
nen.[17]

3. Dimerisierer – die Molek�le

Das Konzept der chemisch induzierten Dimerisierung
wurde urspr�nglich durch die nat�rlich vorkommende im-
munosuppressive Substanz FK506 inspiriert. FK506 bindet
simultan und mit hoher Affinit�t sowohl das kleine zyto-
plasmische Protein FKBP (FK506-bindendes Protein 12) als
auch die Phosphatase Calcineurin.[18] Als Alternative zu na-
t�rlichen difunktionellen Substanzen kçnnen zwei Protein-
binder in einem Molek�l mit einem flexiblen Abstandhalter
verkn�pft werden (Abbildung 3, Tabelle 1). Dieser Typ wird
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�blicherweise von wohlcharakterisierten Ligand-Rezeptor-
Paaren oder Enzym-Substrat-Interaktionen erhalten.

3.1. Homodimerisierer

Die ersten Homodimerisierer wurden durch die Gruppen
von Schreiber und Crabtree vorgestellt und bestanden aus
einem dimeren FK506-Liganden, genannt FK1012, der zwei
FKBP-Proteine binden konnte.[18] Bis heute wurde ein ganzes
Spektrum an FK1012-Varianten mit verbesserter konforma-

tiver Rigidit�t, hçherer Spezifit�t und reduzierter Affinit�t
f�r andere endogene Proteine synthetisiert (SLF, syntheti-
scher Ligand f�r FKBP, z.B. AP1510 oder AP20187).[19] Zu-
dem wurde die FKBP-Dom�ne modifiziert, um die Affinit�t
f�r SLF zu erhçhen (z.B. die Mutante FKBP F36V). Die
optimierten Systeme sind kommerziell erh�ltlich und wurden
erfolgreich eingesetzt, um eine Anzahl von Signal�bertra-
gungsabl�ufen in intakten Zellen zu aktivieren.[20]

Ein weiterer prominenter Homodimerisierer ist Coumer-
mycin (Abbildung 3), das die N-terminalen Dom�nen (220
Aminos�uren) der bakteriellen Protein-DNA-Gyrase B

Abbildung 2. Allgemeine Wirkweisen chemischer Dimerisierer (CID). A) Symmetrische Liganden (Homodimerisierer) verkn�pfen zwei Molek�le
des gleichen Proteins. Diese Methode wird verwendet, um Prozesse wie die Selbstdimeriserung von Proteinen zu untersuchen, wie z.B. beim
Aktivieren von Signalkaskaden durch Rezeptordimerisierung in der Abwesenheit eines Liganden.[20] B) Nichtsymmetrische Liganden (Heterodime-
risierer) verkn�pfen zwei verschiedene Proteine. Diese Werkzeuge werden verwendet, um einzelne Schritte in Signalnetzwerken zu untersuchen,
die Lokalisierung von Proteinen zu kontrollieren oder um Genexpression zu induzieren. Ferner sind sie Bestandteil von Dreifach-Hybridsystemen
um nach kleinen bindenden Molek�len oder bindenden Oberfl�chen im Hochdurchsatz zu suchen. In dem Fall werden die Bindedom�nen mit
DNA-bindenden Proteinen (DBD) und einem Transkriptionsaktivator (AD) fusioniert. C,D) Derivate von CIDs und ihren Bindedom�nen, z. B. „in-
verse Dimerisierer“ oder Destabilisierungsdom�nen werden gebraucht, um Proteinstabilit�t oder Lçslichkeit zu regulieren, Proteinsekretion auszu-
lçsen oder Protein-Protein-Interaktionen durch Blockierung vorhandener oder Schaffung neuer Interaktionsoberfl�chen zu inhibieren.
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(GyrB) verkn�pft.[21] Interessanterweise kann ein anderes
kleines Molek�l, Novobiocin, das nur mit einer der GyrB-
Untereinheiten interagiert, verwendet werden, um die Cou-
mermycin-getriebene Verkn�pfung zu lçsen. Sowohl Cou-
mermycin als auch Novobiocin sind kommerziell erh�ltlich
und sind nicht toxisch, da GyrB keine Funktion in hçheren
Eukaryoten besitzt. Das System wurde erfolgreich eingesetzt,
um Signalwege zu aktivieren (z.B. Raf/Ras oder Jak/
Stat),[4a, 22] verschiedene membranst�ndige Rezeptoren zu di-
merisieren,[23] die Funktion der Proteindimerisierung zu un-
tersuchen[24] und Genexpression zu kontrollieren.[25] Eine
weitere wichtige Anwendung nutzt synthetische Analoga des
Coumermycins mit ver�nderter Spezifit�t.[26] Sie dimerisieren
das endogene Hitzeschockprotein Hsp90 und zeigen so anti-
proliferative Wirkung gegen Brust- und Prostatakrebszell-
linien.

Ein drittes wichtiges System basiert auf Methotrexat
(MTX), einem Inhibitor der Dihydrofolatreduktase
(DHFR).[27] Der bisMTX-Dimerisierer mit zwei MTX-Mo-
lek�len, die �ber eine flexible Br�cke verbunden sind, wurde
bisher meist in zellfreien Systemen eingesetzt, um Nano-
aggregate und Nanoringstrukturen zu erzeugen.

3.2. Heterodimerisierer

Der popul�rste Heterodimerisierer basiert auf dem di-
funktionellen Naturstoff Rapamycin, der simultan die sonst
nicht interagierenden Protein FKBP und die FRB-Dom�ne
(FKBP-Rapamycin-bindende Dom�ne) der Proteinkinase
FRAP/mTOR bindet (Abbildung 3).[28] Die Arbeiten zu
Rapamycin und seinen synthetischen Derivaten (Rapaloga)

Abbildung 3. Beispiele von chemischen Dimerisierern (CIDs): Der meistverwendete nat�rliche Heterodimerisierer Rapamycin und seine syntheti-
schen Analoga (Rapaloga). pRap und cRb-A sind photoaktivierbare Derivate; der nat�rliche Homodimerisierer Coumermycin wechselwirkt mit
bakterieller DNA-Gyrase B; das Pflanzenhormon Abscisins�ure (ABA) als Heterodimerisierer induziert die Interaktion zwischen zwei Proteinen
(PYL1, ABI1). Beide sind in ABA-induzierten Stresssignalwegen in Pflanzen wichtig; der Heterodimerisierer TMP-SLF enth�lt ein synthetisches
Substrat f�r DHFR- sowie eine FKBP-bindende Dom�ne; der Heterodimerisierer SLF-Benz-CR konjugiert FKBP an Ab-Dimere oder kleine Oligo-
mere (�ber den Kongorot-Farbstoff) und inhibiert so die Amyloidaggregation.
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Tabelle 1: Verf�gbare Methoden zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen: Dimerisierer.

Chemische Induktoren zur Dimerisierung/Dimerisierer
Dimerisierer Beschreibung Zus�tzliche Dom�nen/

Markierungen
Grçße
[kDa]

Bemerkungen in vivo Lit.

Homodimerisierer
FK1012 FK506-Dimer FKBP 12 + [18]
SLF z. B.:
AP1510

synthetische FKBP-Liganden FKBP 12 potenter, senken immuno-
suppressive Aktivit�t

+ [29a]

AP1903
AP20187

ausbuchtende Analoga von
AP1510

FKBP F36V 12 keine Interaktion mit endogenen
FKBP

+ [19a,29a]

(CsA)2 Cyclosporin-A-Dimer Cyclophilin (CyP) 21 keine Interaktion mit
T-Zell-Signalweg

+ [63]

BisMTX Methotrexat-Dimer eDHFR/mDHFR 18 Nanoaggregate ? [27]
Coumermycin Naturstoff Gyrase B (GyrB) 24 2–220 N-terminale aa + [21]

Inverse Dimerisierer
AP21998 ausbuchtender Ligand, ana-

log zu einer H�lfte von
AP1903

FKBP F36M 12 Ligand unterbricht Selbstdimerisie-
rung von FKBP-Mutanten

+ [9]

Heterodimerisierer
Rapamycin Naturstoff FKBP FRB 12/11 + [28]
Rapaloga:
AP21967 synthetische, ausbuchtende

Analoga von Rapamycin
FKBP FRB T2098L 12/11 verringerte Interaktion mit

endogenen FRB
+ [29,13b]

C20-MaRap FKBP FRB PLF
(KLF, KTF)

12/11 gute pharmakologische Eigenschaf-
ten, Destabilisierung von FRB

+ [13a]

C16-iRap FKBP FRB PLF
(KLF, PLW)

12/11 keine guten pharmakologischen Ei-
genschaften, Destabilisierung von
FRB

+ [13a]

pRap photoaktivierbares
Analogon

iFKBP FRB 12/11 k�rzere Version von FKBP + [34b]

cRb-A photoaktivierbares
Analogon

FKBP FRB 12/11 Konjugat mit Biotin, nach Spaltung
wird HE-Rapa freigesetzt

+ [34a]

FK506-DEX FK506 und Dexamethason FKBP GR 12/32 Y3H-System + [64]
FKCsA FK506-CsA-Dimer FKBP CyP 12/21 + [65]

MTX-DEX
TMP-DEX

Methotrexat oder Trimetho-
prim und Dexamethason

DHFR GR 18/32 Y3H-System + [36]

MTX-SLF Methotrexat und ein syntheti-
scher FKBP-Ligand

DHFR FKBP 18/12 Bakterien- und Y3H-System + [10,11,37a]

TMP-SLF Trimethoprim und SLF eDHFR FKBP 18/12 keine endogenen Proteintargets + [37b]
MTX-BG Methotrexat und ein

Benzylguaninderivat
DHFR SNAP-tag 18/20 Y3H-System mit kovalenter

Ein-Dom�nen-Bindung
+ [40]

DEX-Biotin GR Streptavidin 18/52 kovalente Ein-Dom�nen-Bindung + [38b]
Estradiol-
Biotin

Streptavidin Estrogenrezeptor 52/29 Y3H-System mit kovalenter
Ein-Dom�nen-Bindung

+ [38a]

ABA S-(+)-Abscisins�ure PYLCS ABICS 20/33 pflanzenabgeleitet, stabil, ungiftig,
gute Pharmakokinetik

+ [35]

SLF-Benz-CR synthetischer FKBP-Ligand
und Kongorot

FKBP Ab-Dimere/
Oligomere

12/x inhibiert Amyloidaggregation + [12]

Lichtaktivierte Dimerisierer
Lichtquelle Zus�tzliche Dom�nen/

Markierungen
Grçße
[kDa]

Bemerkungen in vivo Lit.

Rot (650 nm) PhyB PIF6 99/11 sehr schnell, fernes Rot (750 nm) induziert Dissoziation,
bençtigt Cofaktor PCB

+ [41]

Blau (450 nm) FKF1 GIGANTEA (GI) 70/125 langsam (0.5 h), irreversibel + [42]
Blau (488 nm) CIBN CRY2 20/70 sehr schnell, spontane Dissoziation (min) + [43]
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mit reduziertem Einfluss auf die endogene Zellbiologie sind
k�rzlich ausf�hrlich in �bersichtsartikeln beschrieben wor-
den und werden hier nicht im Detail behandelt (siehe jedoch
Tabelle 1).[29] Einige der herausragenden Anwendungen sind
die Ver�nderung von Phosphoinositidspiegeln,[30] den GTP-
ase-Signalwegen,[5a] G-Protein-gekoppelten Rezeptorsigna-
len,[31] Sekretion[32] oder Glycosylierung.[33] Besonders span-
nend sind neueste Entwicklungen zu photoaktivierbaren
Rapamycinderivaten, mit denen die lichtinduzierte Aktivie-
rung von PPI mçglich wird (Abbildung 3, Tabelle 1).[34]

2011 wurde ein weiterer nat�rlich vorkommender Hete-
rodimerisierer vorgestellt, das Pflanzenhormon S-(+)-Absci-
sins�ure (ABA) (Abbildung 3).[35] Dieses sehr kleine und
leicht zug�ngliche Molek�l induziert die Dimerisierung von
Proteinen, die an Entwicklungsentscheidungen und der
Stressantwort in Pflanzen beteiligt sind, vor allem die PYL1-
Dom�ne (PYLCS) der regulatorischen Dom�ne des ABA-
Rezeptors (PYR/PYL/RCAR) und die ABI1-Dom�ne
(ABICS) der ABI1-Proteinserin/threoninphosphatase (PP2C).
ABA ist nicht toxisch, hat keine Wirkung auf Signalwege in
S�ugerzellen und zeigt g�nstige Pharmakokinetiken in der
Maus. Der Vergleich mit Rapaloga zeigte eine hohe Stabilit�t,
eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung, rasche Effekte und
schnelle Reversibilit�t in Mausstammzellen.[35] Um toxische
Effekte auszuschließen, wurde eine mutierte ABICS-Dom�ne
erzeugt, die eine reduzierte Phosphataseaktivit�t zeigte
(ABID143A).[35] Obwohl vielversprechend, stehen die biologi-
schen Anwendungen noch aus.

Andere Typen von Heterodimerisierern wurden durch die
Fusion von zwei Liganden oder Enzymsubstraten generiert.
Die Arbeitsgruppe um Cornish entwickelte heterodifunktio-
nelle Molek�le, die den DHFR-Liganden MTX bzw. das
weniger toxische Trimethoprim (TMP) sowie Dexamethason
(DEX) enthielten.[36] Diese Molek�le erlaubten rasche Di-
merisierung von DHFR und einem Glucocorticoidrezep-
tor(GR)-Fusionsprotein und wurden vorwiegend in bakteri-
ellen und Y3H-Systemen verwendet.[36] �hnliche Heterodi-
mere zwischen MTX/TMP und dem synthetischen FKBP-
Liganden SLF (Abbildung 3) wurden verwendet, um post-
translationale Modifikationen von Proteinen zu �ndern[37]

oder um umgebungsabh�ngige Aktivit�ten zu erzeugen. Im
zweiten Fall wurde ausgenutzt, dass wegen der kurzen Br�cke
die simultane Bindung von DHFR und FKBP unmçglich
war.[10, 11] Ein weiterer „spezialisierter“ Dimerisierer verwen-
dete den synthetischen FKBP-Liganden SLF verkn�pft mit
dem Farbstoff Kongorot (SLF-Benz-CR, Abbildung 3). Das
Molek�l induzierte die Fusion zwischen FKBP-Molek�len
und Dimeren oder kleinen Oligomeren des Ab-Peptids.[12]

Die Bildung dieser neuen Komplexe verhinderte eine weitere
Interaktion mit Ab und blockierte daher Amyloidaggregati-
on.

Eine letzte Gruppe von CIDs basiert auf quasi-kovalenten
irreversiblen Interaktionen. Dabei wird die Spezifit�t und die
Stabilit�t des Komplexes so erhçht, dass PPI gezielt mit
Standardmethoden der Molekularbiologie wie z.B. dem Im-
munoblotting untersucht werden kçnnen. Anf�nglich wurde
der nat�rliche Ligand Biotin und Fusionsproteine mit Strept-
avidin eingesetzt. Zwei verschiedene Heterodimerisierer
wurden synthetisiert: DEX-Biotin (f�r GR- und Streptavi-

dinfusionskonstrukte, besonders effektiv in S�ugerzellen) und
Estradiol-Biotin (f�r Estrogenrezeptor- und Strept-
avidinfusionskonstrukte, besonders effektiv in Y3H-Scre-
ens).[38] In Anwesenheit einer BirA-Biotinligase fungiert
Biotin auch selbst als Heterodimerisier der Streptavidin- und
AviTag-Fusionsproteine.[39] Ein weiteres Dimerisierungsys-
tem wurde von Johnsson und Mitarbeitern vorgestellt.[40] Sie
nutzten die O6-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (AGT),
auch SNAP-tag genannt, die kovalent O6-Benzylguanin(BG)-
Derivate �ber eine Cysteinseitenkette in ihrer aktiven Tasche
bindet (Abbildung 4). Um den Heterodimerisierer zu erzeu-
gen, wurde das BG-Derivat mit MTX verkn�pft und so eine
kovalente und eine hochaffine nichtkovalente Verkn�p-
fungsstelle bereitgestellt.[40] Eine Erweiterung dieses Ansat-
zes ergab eine Reihe von Molek�len, die zwei kovalente
Bindungen erzeugten. Diese gehçren aber eher in die Ver-
kn�pfer-Kategorie und werden weiter unten vorgestellt.

4. Lichtinduzierte Proteininteraktionen

Die oben beschriebenen CIDs finden weite Anwendung
in der Zellbiologie, und viele biologische Fragen konnten mit
ihnen bearbeitet werden. Allerdings besteht weiterhin der
Nachteil, dass die kleinen Molek�le die Plasmamembran
�berwinden m�ssen und mçglicherweise Nebeneffekte er-
zeugen. Außerdem l�sst die Methode r�umliche und tempo-
rale Auflçsung bei Einzelzellexperimenten und im Gewebe
vermissen. Um das zu umgehen, wurden k�rzlich Techniken
entwickelt, PPI �ber Licht zu kontrollieren. Die entspre-
chenden genetisch kodierten Dimerisierer basieren auf dem
Photorezeptor der Pflanze Arabidopsis thaliana und kçnnen
spezifisch, kurzfristig und reversible PPIs induzieren (Tabel-
le 1).

Eines dieser Systeme verwendet Phytochrom B (PhyB)
und einen Transkriptionsfaktor, Pytochrom-Interaktionsfak-
tor 6 (PIF6).[17b, 41] Die Assoziations- und Dissoziationskine-
tiken des PhyB-PIF6-Komplexes werden mit rotem (650 nm)
bzw. infrarotem Licht (750 nm) gesteuert. Diese Wechsel-
wirkung bençtigt allerdings noch den extrazellul�r zuzuge-
benden Cofaktor Phycocyanobilin (PCB) und ist daher nicht
vçllig frei von chemischer Manipulation. Eine alternative
Technik, genannt lichtaktivierte Dimerisierung (LAD), wur-
de von der Arbeitsgruppe Dolmetsch entwickelt, bei der
wechselwirkende Proteindom�nen des Proteins FKF1 und
dessen Interaktionspartner GIGANTEA (GI) eingef�hrt
wurden.[42] Diese Methode bedarf keiner exogenen Liganden,
aber die Blaulicht-induzierte Dimerisierung ist langsamer
und anhaltend, also quasi irreversibel. Der bisher vielver-
sprechendste Blaulicht-induzierte Dimerisierer besteht aus
der N-terminalen Dom�ne von Protein CIB1 (CIBN) und
Cryptochrom 2 (CRY2).[43] Dieses System vermeidet alle zu-
vor genannten Nachteile, d.h., es wird kein exogener Chro-
mophor bençtigt, und die Kinetiken sind schnell und spontan
reversibel.

Obwohl alle drei Techniken in vivo anwendbar sind und
r�umliche und tempor�re Pr�zision versprechen, stehen bio-
logische Anwendungen noch aus. Zudem teilen alle Proben
den Nachteil, dass mindestens eine der Dom�nen mit ca.
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100 kDa sehr groß ist. Dies kçnnte einen negativen Einfluss
auf die biologische Aktivit�t der Zielproteine haben. Daher
sind diese Methoden wahrscheinlich am besten geeignet,
Proteinlokalisierungen zu kontrollieren.

5. Verkn�pfer zur Messung und Fixierung von
Proteininteraktionen

W�hrend Dimerisierer verwendet werden, um k�nstlich
PPIs zu beeinflussen, sind Verkn�pfungsmethoden mehr f�r
die Detektion und das Verfolgen von PPIs in Zellen geeignet.
Die Technik ist besonders n�tzlich, um schwache und transi-
ente Interaktionen zu identifizieren, die sich anderen Me-

thoden entziehen. Verkn�pfer sind �hnlich wie Dimerisierer
kleine Molek�le, die zwei verschiedene (hetero-difunktio-
nell) oder zwei gleiche (homo-difunktionell) reaktive Grup-
pen tragen, die in der Lage sind, spezifische funktionelle
Gruppen oder fusionierte Markierungen am Zielprotein zu
binden (Abbildung 4, Tabelle 2). Diese kovalente Reaktion
kann sowohl reversibel als auch irreversibel sein. Sie kann die
unterschiedlichsten Spezifit�ten zeigen, vom einfachen che-
mischen Verkn�pfer bis hin zu hochspezifischen Dimerisie-
rer-basierten Methoden.

Die �blichen kommerziell erh�ltlichen Proteinverk�p-
fungschemikalien sind homo- oder heterodifunktionelle
Reagentien, die mit Amino-, Sulfhydryl- oder Carboxygrup-
pen auf der Proteinoberfl�che reagieren (Abbildung 4, Ta-

Abbildung 4. Beispiele von chemischen Verkn�pfern inlusive solchen mit Merkmalen von Dimerisierern. Kommerziell erh�ltliche regiospezifische
homo- und heterodifunktionelle Verkn�pfer, die mit prim�ren Aminen (SDA), Sulfhydrylgruppen (BMOE) oder anderen funktionellen Proteingrup-
pen reagieren; einige enthalten photoreaktive nicht-selektive Gruppen, die nach Bestrahlung mit der n�chsten verf�gbaren C-H- oder N-H-Bin-
dung (Sulfo-SAED, SDA) reagieren; genetisch kodierte, photoreaktive Verkn�pfer in Form von nichtnat�rlichen Aminos�uren, die an einer be-
stimmten Stelle (pBpa) oder unspezifisch an vielen Positionen (Photo-Leu, Photo-Met) eines Proteins eingef�hrt werden kçnnen; das S-CROSS-
System basierend auf der kovalenten Verkn�pfung zwischen SNAP- und/oder CLIP-markierten Proteinen, die durch einen Fluorophor in der Br�-
cke sichtbar gemacht werden kann. Dies ist zurzeit nur in vitro mçglich; der reversible Verkn�pfer xCrAsH, der Proteininteraktionen von Proteinen
mit einem kurzen Peptidmotiv (4cys-tag) in lebenden Zellen detektieren kann.
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belle 2).[44] Obwohl sehr n�tzlich und h�ufig in vitro verwen-
det, fehlt ihnen die geeignete Reaktivit�t und Spezifit�t in
lebenden Zellen. Die besten Resultate werden heutzutage
mit heterodifunktionellen photoreaktiven Verkn�pfern wie
Sulfo-SAED erzielt (Abbildung 4), die eine zweistufige Re-
aktion anwenden (zuerst Reaktion mit einer funktionellen
Gruppe, nach Lichtaktivierung eine zweite nicht-selektive
Reaktion mit der r�umlich n�chsten C-H- oder N-H-Bin-
dung).[45]

Um die Spezifit�t zu erhçhen, wurden verschiedene al-
ternative Methoden entwickelt, z. B. 1) Aminos�ure-spezifi-
sche Photoverkn�pfer an definierten Positionen im Protein
oder 2) spezielle Proteinmarkierungen, die nach PPI mit
Photoverkn�pfern oder anderen chemischen Einheiten wie
Biotin reagieren kçnnen (so genannte Markierungs�bertra-
gungtechniken) (Abbildung 4, Tabelle 2). Die erste Methode
basiert auf dem Einbau von genetisch kodierten Photover-
kn�pfern durch k�nstliche Aminos�uren (z.B. p-Benzoyl-l-
phenylalanin, pBpa), die an einer definierten Position durch
die Verwendung des erweiterten genetischen Codes durch
Amber-Stopcodon-Unterdr�ckung eingef�hrt werden.[46] Al-
ternativen sind photoaktivierbare Aminos�uren (Photoleucin
und Photomethionin, Abbildung 4), die anstelle der entspre-
chenden nat�rlichen Aminos�uren durch die unmodifizierte
Translationsmaschinerie eingebaut werden.[47] Verglichen mit
den traditionellen chemischen Verkn�pfern profitieren die
neuen Methoden durch eine �hnliche Effizienz und erhçhte
Spezifit�t. Entsprechend wurden diese Verkn�pfer k�rzlich
erfolgreich eingesetzt, um PPIs in lebenden Zellen zu unter-
suchen. Auf �hnliche Weise verwenden Markierungs�ber-
tragungstechniken modifizierte Ligasen (z.B. die bakterielle
Lipons�ure-Ligase, LplA), die die kovalente Konjugation
diverser Proben mit einer speziellen Proteinmarkierung ka-
talysiert. Solche Reaktionen werden vorwiegend verwendet,
um PPIs zu detektieren, da die Markierung �blicherweise
interagierende Partner nicht verkn�pft.[48] Eine Methode al-
lerdings verwendet die LplA-Mutante, um das Zielprotein
spezifisch mit einer fluorierten Arylazid-Photoaffinit�tssonde

zu markieren.[49] Die Methode gestattet sehr effizientes und
robustes Markieren von Proteinen mit Photoverkn�pfern,
doch wurde sie bisher nicht eingesetzt, um biologische Fragen
zu beantworten.

Durch die Verbindung der Dimerisierer- und Verkn�p-
fermethoden entstand vor kurzem ein interessanter Metho-
densatz. �hnlich den CIDs sind diese synthetischen Ver-
kn�pfermolek�le in der Lage, zwei Proteindom�nen in den
jeweiligen Zielproteinen gleichzeitig zu binden. Allerdings
findet die Verkn�pfung nur effizient statt, wenn die beiden
Proteine sehr nah beieinander sind, d.h. miteinander inter-
agieren. Eine von Johnsson und Mitarbeitern vorgestellte
Methode verwendet die sich selbst markierenden Proteine
SNAP-tag und CLIP-tag, beides Mutanten der humanen O6-
Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase. Diese �berlappen nicht
in ihrer Substratspezifit�t und reagieren mit Benzylgua-
nin(BG)- bzw. Benzylcytosin(BC)-Derivaten (Abbildung 4,
Tabelle 2).[50] Anf�nglich wurden homodifunktionelle kleine
Molek�le aus zwei BG-Derivaten mit einer flexiblen Br�cke
von verschiedener L�nge verbunden (CoDi1, CoDi2, Co-
Di3).[50a] Erste Experimente in lebenden Zellen zeigten, dass
die Molek�le die Dimerisierung von zwei SNAP-tag-Fusi-
onsproteinen abstandsabh�ngig erzeugten.[50a] Damit verhal-
ten sich diese Molek�le �hnlich wie CIDs. Eine Weiterent-
wicklung ist das S-CROSS-System,[50b] das aus einem di-
funktionellen Verkn�pfer aus BG- und/oder BC-Derivaten
besteht, die mit einer Br�cke, die einen Fluorophor zu De-
tektionszwecken enth�lt, verkn�pft sind. S-CROSS erlaubt
die selektive, gerichtete und kovalente Verkn�pfung zweier
interagierender Proteine, die Selektion zwischen starken und
schwachen Interaktionen und Untersuchungen zur Stabilit�t
von Proteinkomplexen. Mithilfe von verschiedenen homo-
und heterofunktionellen Verkn�pfern und Fluorophoren war
es sogar mçglich, verschiedene Interaktionspartner in einem
Experiment zu analysieren. Leider wurde diese Technik bis-
her nur in Zelllysaten angewendet. Ein weiterer Nachteil ist
die Notwendigkeit, jedes Zielprotein mit einer recht großen

Tabelle 2: Verf�gbare Methoden zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen: chemische Verkn�pfer.

Art von Verkn�pfer Reaktive Gruppen/Markierungen Grçße
[kDa]

Bemerkungen in vivo Lit.

chemisch, z.B.:
BMOE, DTEM Sulfhydryl-reaktiv homodifunktionell, Maleimide + /� [44]
DSG, DSP, EGS Amin-reaktiv homodifunktionell, NHS-Ester + /� [44]
SDA, Sulfo-SAED Amin-reaktiv/nichtselektiv, lichtaktiviert heterodifunktionell, NHS-Ester/Diazirin oder Arylazid + /� [44]

genetisch kodiert:
pBpa nichtselektiv kovalent, nicht reversibel + [46]
Photo-Leu, Photo-Met nichtselektiv kovalent, nicht reversibel + [47]
CoDi1 (2,3) SNAP-tag SNAP-tag 20 kovalent, nicht reversibel, induziert Dimerisierung + [50a,b]

S-CROSS:
SC-Cy5 SNAP-tag CLIP-tag 20/21

kovalent, nicht reversibel, Fluoreszenzdetektion �
SS-Cy5, SS-Cy3 SNAP-tag SNAP-tag 20
xCrAsH 4cys-tag 4cys-tag 1 kovalent, reversibel, kleine Markierung + [51]
FlAsH, ReAsH gespaltener 4cys-tag >1 kovalent, reversibel, spezieller Entwurf nçtig + [54]
DOPA-Biotin-FlAsH Nucleophile 4cys-tag 1 kovalent, reversibel, Biotintransfer � [55]
TRAP nichtselektiv 4cys-tag 1 kovalent, reversibel, Fluorophortransfer + [56]
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Dom�ne, die die Proteinaktivit�t beeinflussen kann, versehen
zu m�ssen.

Um diese Nachteile zu umgehen, wurde in unserer
Gruppe eine alternative Methode entwickelt, um die Detek-
tion und Modulation von PPIs in lebenden Zellen zu er-
mçglichen.[51] Diese neue Verkn�pfungsmethode basiert auf
der Bildung stabiler, kovalenter Komplexe zwischen einem
dimeren Bisarsenylderivat (xCrAsH, ein homodifunktionel-
ler Verkn�pfer) und zwei Proteinen, die die Tetracystein-
sequenz FLNCCPGCCMEP (4cys-tag) tragen (Abbildung 4,
Tabelle 2).[52] Drei wichtige Merkmale machen xCrAsH be-
sonders attraktiv verglichen mit anderen Dimerisierern oder
Verkn�pfern: Reversibilit�t (durch Zugabe membran-
g�ngiger Dithiole), spezifische und effiziente Interaktionen in
lebenden Zellen und die Verwendung sehr kleiner Peptide
zur Markierung. Im Gegensatz zu grçßeren Dom�nen ande-
rer Techniken, bildet 4cys-tag eine Proteinschlaufe, was die
Wahrscheinlichkeit, die Zielproteinfunktion zu stçren, stark
reduziert, selbst wenn das Peptid in der Mitte der Sequenz
eingebaut wird.[53] Trotz dieser Vorteile sind weitere Verbes-
serungen notwendig. Insbesondere muss ein heterodifunk-
tioneller Verkn�pfer entwickelt werden, um Direktionalit�t
und noch bessere Spezifit�t erzeugen zu kçnnen. Zudem w�re
Fluorogenit�t der erfolgreichen Verkn�pfung sehr vorteil-
haft.

Neben xCrAsH wurden noch weitere auf Bisarsenylver-
bindungen basierende Verkn�pfungsmethoden publiziert
(Tabelle 2). ReAsH und FlAsH in Kombination mit einem
gespaltenen Tetracysteinmotiv wurde zuvor verwendet, um
den Oligomerisierungszustand von Proteinen sichtbar zu
machen oder zwei Teile einer Proteinstruktur miteinander zu
verbinden.[54] Allerdings sind die Anwendungen dieser Tech-
nik begrenzt, weil die geteilten Proteinmotive f�r eine er-
folgreiche Verkn�pfung extrem dicht zusammenkommen
m�ssen. Noch andere Systeme verwenden semi-spezifische,
trifunktionelle Vern�pfer wie die DOPA-Biotin-FlAsH-Chi-
m�re[55] oder den Photoverkn�pfer TRAP (targeted release
affinity probe),[56] der ebenfalls kovalent �ber ein Tetra-
cysteinmotiv an das Zielprotein gebunden ist. Nach Oxidati-
on mit Periodat oder Bestrahlung werden hier Interaktions-
partner eingefangen und nachfolgend mittels Markierung
identifiziert. Allerdings ist nur TRAP f�r lebende Zellen
geeignet.[56]

6. Weitere Wege

Das Gebiet der Dimerisierer und Verkn�pfer hat sich
rasch ausgebreitet und bietet nun ein etabliertes Repertoire
an Werkzeugen an. Die Verwendung dieser kleinen Molek�le
f�hrte zur Zerlegung wichtiger zellul�rer Abl�ufe in der Si-
gnal�bertragung oder der Transkriptionsregulation. Zwar
findet das etablierte FK506/Rapamycinsystem weite An-
wendung, doch w�re es wichtig, mehrere Proteinsysteme
gleichzeitig und orthogonal regulieren zu kçnnen. Neben den
Alternativen, die in diesem Kurzaufsatz beschrieben sind,
warten noch eine Reihe weiterer Molek�l-Protein-Bin-
dungsmotive darauf, als Werkzeug entdeckt zu werden. Dazu
gehçren bakterielle Enzyme (z. B. b-Lactamase),[57] Proteine,

die �ber spontane intramolekulare Isopeptidbindungen sta-
bilisiert werden (z. B. das SpyTag-System[58]), Pflanzenpro-
teine und ihre Liganden[59] sowie k�nstliche Molek�le, die mit
kurzen Motiven interagieren (z. B. das Borons�urederivat
RhoBo,[60] andere Bisarsenylderivate wie AsCy3[61] und viele
mehr). Die kontinuierliche Verbesserung dieser Systeme wird
nicht nur das Anwendungsspektrum erweitern, sondern vor
allem zu besserer Biokompatibilit�t mit weniger Neben-
effekten in Zellen f�hren.

Die h�ufigste H�rde bei der Erzeugung intrazellul�rer
Verkn�pfungen ist die Permeabilit�t der extrazellul�r zuge-
gebenen kleinen Molek�le. Ein weiterer kritischer Punkt ist
die Auswirkung der Markierung (vor allem ihrer Grçße) auf
die Zielproteinfunktion und deren Expressionseffizienz. Hier
haben genetisch kodierte, k�nstliche Aminos�uren z. B. als
Photoverkn�pfer das grçßte Potential. Allerdings sind diese
nicht einfach in S�ugerzellen zu verwenden, und Verbesse-
rungen sind hier notwendig.[62] Wegen des Grçßenproblems
sind daher bisher kleine Peptidsequenzen wie das 4cys-tag
bevorzugt. Große zus�tzliche Dom�nen (siehe die Dimeri-
sierersysteme) sind meist auf die N- oder C-Termini be-
schr�nkt, w�hrend kleinere Markierungen im Prinzip auch in
interne Zielproteinabschnitte eingebaut werden kçnnen.[53]

Hier kçnnen kombinatorische Ans�tze zur Modifizierung
endogener Proteine in S�ugerzellen hilfreich sein, um eine
neue Generation von Dimerisierern und Verkn�pfern zu
entwickeln. Zu guter letzt werden dringend neue Methoden
bençtigt, um einerseits die zellul�re Verf�gbarkeit zu erhçhen
und andererseits eine stabile Lokalisierung im Zellinnern zu
gew�hrleisten.

Die meisten der beschriebenen Techniken wurden bisher
in Machbarkeitsstudien beschrieben. Eine breitere Akzep-
tanz seitens der Zellbiologie setzt voraus, dass herausragende
Anwendungen in physiologisch relevanten Zellsystemen und
Modellorganismen wie Xenopus laevis, C. elegans oder Ze-
brafisch demonstriert werden kçnnen. Aus diesem Grund
besteht das Fernziel darin, kleine Molek�le zu generieren, die
nicht nur PPIs detektieren und modifizieren kçnnen, sondern
die gleichzeitig PPIs in lebenden Organismen sichtbar ma-
chen.

Abschließend kann man sagen, dass es eine Reihe von
Verkn�pfungswerkzeugen gibt und dass wir nun vor der
Herausforderung stehen, diese in interdisziplin�ren Experi-
menten zu nutzen, um wichtige biologische Fragen zu be-
antworten. In diesem Zusammenhang muss die Grenze dann
noch weiter verschoben werden – zu Anwendungen als The-
rapeutika oder zur Diagnose in Patienten oder in Zellen von
Patienten.

A.R. ist ein Stipendiat der Peter und Traudl Engelhorn-Stiftung
und des EMBL Interdisciplinary Postdoc Programme. Unsere
Arbeitsgruppe wird finanziell unterst�tzt durch das EMBL,
den ESF (EuroMembrane TraPPs, Schu 943/7-1), die DFG
(Transregio 83), die Helmholtz-Gemeinschaft (SBCancer und
LungSysII) sowie das Deutsche Lungenforschungszentrum
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