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Abstract: Selektive Dimerisierungsreagentien (CIDs; chemi-
cal inducers of dimerization) wurden entwickelt, um die Pro-
tein-Dimerisierung und -Translokation chemisch zu steuern.
Wir stellen hier ein neues, photospaltbares CID (MeNV-
HaXS) vor, das HaloTag- und SNAP-tag-Fusionsproteine
bindet und eine exzellente Selektivit�t und intrazellul�re Re-
aktivit�t besitzt. Die Anregung bei 360 nm spaltet die Methyl-6-
nitroveratryl-Gruppe von MeNV-HaXS, und das „Dimere“,
wieder in die beiden Proteine. MeNV-HaXS verkn�pft Halo-
Tag- und SNAP-tag-Fusionsproteine und erlaubt ihre zielge-
richtete Verschiebung an Membranen und Zellorganellen, z. B.
Plasmamembran, Endosomen, Lysosomen, Golgi, Mitochon-
drien und das Aktin Zytoskeleton. Die photolytische Spaltung
von MeNV-HaXS setzt Zielproteine frei und ermçglicht die
optische Manipulation der Proteinlokalisation mit hoher sub-
zellul�rer Pr�zision in Raum und Zeit. MeNV-HaXS ermçg-
licht so kinetische Studien, Manipulation der Proteindynamik
und der subzellul�rer Enzymaktivit�t. Demonstriert wurde die
Anwendung von MeNV-HaXS f�r die zielgerichtete Protein-
Translokation an den Golgi und die kinetische Erhebung von
Importprozessen in den Zellkern.

Die Lokalisierung von Signalenzymen ist eine essentielle
Voraussetzung, um die durch Protein- und Lipidkinasen ge-
steuerten Signalkaskaden in physiologischen und krankhaften
Vorg�ngen steuern zu kçnnen.[1] Die lichtinduzierte Steue-
rung der Proteinlokalisation und Enzymaktivit�t erçffnet
einen einmaligen, zeitgenauen und lokalisierten Zugang zur
Manipulation von biologischen Prozessen in lebenden Zellen.
Durch Licht freigesetzte kleine Molek�le und Enzymsub-
strate wurden f�r viele Anwendungen entwickelt.[2]

Nat�rlich vorkommende, lichtempfindliche Proteindo-
m�nen wurden k�rzlich eingesetzt, um genetisch kodierte
lichtkontrollierte Protein-Protein-Interaktionsmodule herzu-
stellen. Diese sogenannten optogenetischen Systeme enthal-
ten einen photoisomerisierbaren Chromophor, der bei An-
regung mit einer bestimmten Wellenl�nge seine Konforma-
tion �ndert. Optogenetische Systeme wurde bereits genutzt,
um Signalproteine zu aktivieren (z. B. lichtinduzierbare
GTPase Rac)[3] oder zellul�re Signalwege durch lichtindu-
zierte Dimerisierung zweier Proteinmodule indirekt zu ma-
nipulieren.[4] Optogenetische lichtaktivierte Systeme sind
wertvolle Werkzeuge, umfassen aber große, photosensorische
Proteindom�nen,[4, 5] bençtigen exogene Cofaktoren,[4] rea-
gieren oft langsam,[5] bilden unerw�nschte Homodimere[6]

und kçnnen empfindlich gegen�ber Umgebungslicht sein.
Dar�ber hinaus �berlappen ihre Spektren mit den Wellen-
l�ngen h�ufig eingesetzter fluoreszierender Reportersyste-
me.[6, 7]

Ein alternativer Ansatz zur Steuerung der Proteinlokali-
sierung und Enzymaktivit�t ist die Verwendung von chemi-
schen Dimerisierungsreagentien (CIDs)[8] oder „selbstlokali-
sierenden“ Liganden,[9] die erfolgreich zur Manipulation von
Signalwegen, z.B. dem Phosphoinositid-Umsatz,[10] und klei-
nen GTPasen[11] eingesetzt wurden.

Zellpermeable CIDs, die intrazellul�r manipuliert werden
kçnnen, existieren zurzeit nicht.[8] Eine begrenzte r�umliche
Selektivit�t wurde mit photolysierbarem biotinyliertem a-
Methylnitrobenzylrapamycin erreicht, das benutzt wurde, um
die Aktivit�t kleiner GTPasen zu steuern.[12] Dieses ge-
sch�tzte Rapamycin wurde mittels der Biotingruppe extra-
zellul�r deponiert, und Rapamycin konnte erst nach Photo-
lyse in die Zelle diffundieren.[12] Ein weiteres photospaltbares
Rapamycinderivat ist pRap.[13] Beide dieser nichtkovalenten,
photospaltbaren CIDs stellen eine Quelle f�r ein hoch dif-
fusibles Dimerisierungsreagens dar, was eine r�umlich pr�zise
Steuerung der Zielproteine schwierig macht.

Hier pr�sentieren wir ein neuartiges, photospaltbares
CID, das eine Verkn�pfung von Proteinen durch HaloTag[14]

und SNAP-tag[15] herstellt. Die photospaltbare Methyl-6-ni-
troveratryl(MeNV)-Gruppe wurde so zwischen den mit Ha-
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loTag bzw. SNAP-tag reagierenden Gruppen eingef�gt, dass
die Zellpermeabilit�t des resultierenden CID-Molek�ls
(MeNV-HaXS; siehe Abbildung 1) erhalten blieb. Diese
Kombination von chemisch induzierter Dimerisierung und
der Mçglichkeit einer nachtr�glichen lichtinduzierten Tren-
nung der Protein-Protein-Dimere vereint die Vorteile gene-
tisch kodierbarer Proteinmodule mit der zeitlich steuerbaren
optischen und r�umlichen Kontrolle von Proteinkomplexen.

Wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt, dringt
MeNV-HaXS in Zellen ein und bewirkt die Verkn�pfung von
HaloTag und SNAP-tag zu einem kovalent stabilisierten
Komplex. Lichtbestrahlung (bei 360 nm) verursacht die
Spaltung der MeNV-Gruppe und die Dissoziation des Kom-
plexes, sodass die Proteinlasten freigesetzt werden.

MeNV-HaXS wurde so optimiert, dass seine Zellper-
meabilit�t der eines nicht photospaltbaren Dimerisierungs-
reagens von HaloTag- und SNAP-tag-Fusionsproteinen
(HaXS8)[16] nahekommt. Die zeitabh�ngige Dimerisierung
von in HeLa-Zellen exprimierten HaloTag-GFP- und SNAP-
tag-GFP-Fusionsproteinen wurde nach Zugabe von MeNV-
HaXS und HaXS8 verfolgt. Es zeigte sich, dass MeNV-HaXS
in der Lage ist, Dimere mit einer �hnlichen Geschwindigkeit
wie HaXS8 zu bilden. Kleine Unterschiede waren bei fr�hen
Zeitpunkten (t< 10 min) messbar, waren aber 15 min nach
Zugabe nicht mehr signifikant (Abbildung 2a). Die kleinen
Differenzen kçnnen mit dem grçßeren Molekulargewicht
und der grçßeren Polarit�t von MeNV-HaXS aufgrund der
Integration des PEG6-Bausteins erkl�rt werden. MeNV-

HaXS-induzierte HaloTag-SNAP-tag-Dimere waren mehr als
5 h stabil, und Umgebungslicht hatte keinen Einfluss auf die
Best�ndigkeit der Dimere.

Aufgrund der vergleichbaren Dimerisierungseigenschaf-
ten von MeNV-HaXS und HaXS8 kann das nicht spaltbare
HaXS8 als Referenzsubstanz verwendet werden, um die Ef-
fizienz der photolytischen Spaltung und eventuelle uner-
w�nschte Nebeneffekte der UV-Bestrahlung aufzufinden.
Die Effizienz der photolytischen Spaltung von MeNV-HaXS
wurde in HeLa-Zellen, die HaloTag- und SNAP-tag-Fusi-
onsproteine coexprimierten, getestet. Ein mit MeNV-HaXS
vorg�ngig gebildeter HaloTag-SNAP-tag-Komplex konnte in
Petri-Schalen großfl�chig durch UV-Beleuchtung (360 nm;
Blak-Ray, B-100A, UVP) gespalten werden. Die Quantifi-
zierung der Proteindimere vor und nach UV-Bestrahlung
ergab, dass die MeNV-HaXS-induzierten Dimere durch
10 min Bestrahlung vollst�ndig gespalten wurden, w�hrend-
dem HaXS8-induzierte Dimere intakt blieben (Abbil-
dung 2b).

MeNV-HaXS erçffnet deshalb die Mçglichkeit, eine ko-
valente Dimerisierung zu induzieren und die assoziierten
Proteine anschließend kontrolliert freizusetzen. Dies ermçg-
licht eine Manipulation der Proteinlokalisierung und kann
genutzt werden, um zellul�re Signale zeitlich und r�umlich zu
simulieren. Viele Ereignisse in der zellul�ren Signalausbrei-
tung finden r�umlich begrenzt statt. Mittels HaloTag- oder
SNAP-tag-fusionierten Ankerproteinen und MeNV-HaXS-
Zugabe kann es gelingen, Signalenzyme aus ihren produkti-
ven Kompartimenten abzuschçpfen. Die Anwendung von

Abbildung 1. Photospaltbares zellpermeables HaloTag- und SNAP-tag-
reaktives Dimerisierungsreagens (CID) mit Methyl-6-nitroveratryl
(MeNV) als Strukturkern (MeNV-HaXS). Im Zellinnern dimerisiert
MeNV-HaXS HaloTag- und SNAP-tag-fusionierte Proteine (proteins of
interest, POI). Bestrahlung von MeNV-HaXS (360 nm;
e = 4058m

�1 cm�1; Quantenausbeute= 0.075) spaltet die Verkn�pfung
zwischen den POIs und entl�sst sie aus dem kovalenten Komplex. Die
Synthese von MeNV-HaXS ist in den Hintergrundinformationen detail-
liert beschrieben.

Abbildung 2. Durch MeNV-HaXS induzierte Bildung intrazellul�rer
Dimere aus HaloTag- und SNAP-tag-Fusionsproteinen sowie deren an-
schließende Spaltung durch UV-Bestrahlung. a) HeLa-Zellen, transfi-
ziert mit Expressionskonstrukten f�r SNAP-tag-GFP- (SNAP-GFP) und
HaloTag-GFP(Halo-GFP)-Fusionsproteine wurden mit 5 mm MeNV-
HaXS oder 5 mm lichtunempfindlichen HaXS8 f�r die gegebene Zeit-
dauer in Zellkulturmedium bei 37 8C inkubiert. Anschließend wurden
die Zellen gewaschen und lysiert, und Proteine wurden mit SDS-PAGE
und Immunblotting analysiert. Die Fusionsproteine wurden schließlich
mit anti-GFP- (prim�ren) und Meerrettichperoxidase-markierten (se-
kund�ren) Antikçrpern und Chemilumineszenz detektiert (Mittel-
wert�SEM, n= 3). b) SNAP-GFP und Halo-GFP exprimierende HeLa-
Zellen wie in (a) wurden mit 5 mm MeNV-HaXS oder 5 mm HaXS8 f�r
15 min inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen, in physiologischen
Phosphatpuffer (PBS) �berf�hrt (um �bersch�ssige CIDs zu entfer-
nen) und schließlich mit einer UV-Lampe (100 Watt, 5 cm Abstand) f�r
10 min bestrahlt. Die Dimerisierung wurde dann wie in (a) analysiert.
Die Messwerte repr�sentieren Mittelwerte�SEM, n = 3; * steht f�r
p<0.05.
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MeNV-HaXS wurde f�r die zielgerichtete Translokation von
Fusionsproteinen auf intrazellul�re Organellen wie Golgi
(Abbildung 3a), die Plasmamembran, Lysosomen, Mito-
chondrien und das Actinzytoskelett validiert (Abbildung S2).

Tats�chlich konnten durch r�umlich definierte Bestrah-
lung von MeNV-HaXS-verankerten Proteinkomplexen (mit
einem mit XY-Rasterlaser f�r FRAP (fluorescence recovery
after photobleaching; 355 nm) ausgestatteten Mikroskop)
Fusionsproteine selektiv freigesetzt werden. HeLa-Zellen
wurden hierf�r mit dem zytosolischen Fusionsprotein SNAP-

mTFP1 [teal fluorescent (cyan) SNAP-tag fusion protein] und
dem Golgi-Ankerprotein Halo-RFP-Giantin [konstruiert
durch Fusion von rot fluoreszierendem Protein (monomeres
RFP, TagRFP), einem HaloTag, und einem C-terminalen
Golgi-targetierenden Giantin-abgeleiteten Motiv][17] co-
transfisziert.

Die Inkubation mit 5 mm MeNV-HaXS oder 5 mm HaXS8
f�hrte zu einer effizienten Translokation des vorher zytoso-
lischen SNAP-mTFP1 an die Oberfl�che von Golgi-Mem-
branen (Abbildung 3a). Nach lokalisierter Anregung (8 �
5 ms bei 355 nm) einer Subpopulation von Golgi-Vesikeln
wurde SNAP-mTFP1 quantitativ und selektiv von bestrahl-
ten, aber nicht von unbestrahlten Vesikeln freigesetzt (Ab-
bildung 3 a,c). Keine signifikante Abnahme der Fluoreszenz-
intensit�t wurde beobachtet, wenn das lichtunempfindliche
HaXS8 verwendet wurde, um SNAP-mTFP1 auf Golgi-
Membranen zu verankern (Abbildung 3b,c). Dies best�tigt,
dass die lichtinduzierte lokale Abnahme der Fluoreszenzin-
tensit�t von MeNV-HaXS-gebundenem SNAP-mTFP1 durch
die Freisetzung der Probe und nicht durch Ausbleichung der
SNAP-mTFP1-Fluoreszenz verursacht wird. Dar�ber hinaus
wird das membranverankerte SNAP-mTFP1 durch einen
Laserpuls sehr schnell von Membranen freigesetzt (t< 1 s).
Das demonstriert, dass MeNV-HaXS geeignet ist, die Loka-
lisation von Proteinen r�umlich pr�zise und im Sekunden-
bereich zu kontrollieren.

Da ein Raster-FRAP-Laser nicht zur Standardausr�stung
eines Fluoreszenzmikroskops gehçrt, haben wir die Mçg-
lichkeit untersucht, konventionelle DAPI-Anregungsfilter
(377� 25 nm; Standard-Quecksilberhalogenidlampe) zur
Anregung der Photolyse der MeNV-HaXS-induzierten Pro-
teinkomplexe zu verwenden. Dabei konnten wir best�tigen,
dass eine Bestrahlungsdauer von < 20 s ausreicht, um SNAP-
mTFP1 vollst�ndig von Golgi-Membranen freizusetzen
(Abbildung 3d,e). Die gleichzeitige Zunahme der mTFP1-
Fluoreszenzintensit�t im Zytoplasma zeigt auch, dass der
lichtinduzierte Abfall der vesikul�ren SNAP-mTFP1-Inten-
sit�t wiederum durch SNAP-mTFP1-Freisetzung anstatt einer
globalen Photobleichung verursacht wird.

Abbildung 3. Translokation des zytosolischen SNAP-mTFP1-Proteins
an den Golgi und seine UV-induzierte Freisetzung. a,b) HeLa-Zellen,
die SNAP-mTFP1 und Halo-RFP-Giantin exprimieren, wurden mit
a) 5 mm MeNV-HaXS oder b) 5 mm HaXS8 in Zellkulturmedium f�r
15 min bei 37 8C inkubiert. Dies f�hrte zur induzierten Translokation
von SNAP-mTFP1 an Golgi-Membranen. a,b) Die Intensit�t von SNAP-
mTFP1 in den eingekreisten Bereichen wurde vor und nach Bestrah-
lung einer subzellul�ren Region gemessen (mit FRAP-Laser; 8 Berei-
che � 5 ms bei 355 nm; innerhalb der weiß gestrichelten Quadrate).
c) Quantifizierung der mTFP1-Fluoreszenzintensit�t in den eingekreis-
ten Regionen in (a) und (b) f�r SNAP-mTFP1 nach Zugabe von MeNV-
HaXS (runde Symbole) oder HaXS8 (Quadrate). Die mTFP1-Intensit�t
in bestrahlten (gr�ne Kurven) und unbestrahlten Golgi-Vesikeln
(schwarze Kurven) sind Mittelwerte�SEM (n= 10, Fehlerbalken nicht
gezeigt wenn kleiner als Symbole). d) HeLa-Zellen wie in (a) wurden
mit 5 mm MeNV-HaXS inkubiert und anschließend 20 s durch ein Stan-
dard-DAPI-Filterset auf einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop
(t = 20 s, 377�25 nm) bestrahlt. e) Quantifizierung der mTFP1-Fluo-
reszenz auf Golgi-Vesikeln (v1) und im Zytoplasma (c1) vor und nach
Bestrahlung, wie in (d) (Mittelwerte�SEM, n = 10, Fehlerbalken nicht
gezeigt wenn kleiner als Symbole; weitere Kontrollen in Abbildung S3).
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Zwar ist die Photospaltung mittels konventioneller DAPI-
Anregungsfilter langsamer als mit dem oben beschriebenen
FRAP-System (bedingt durch die limitierten Anregungs-
energien), allerdings ist zu bedenken, dass die Verwendung
solcher Filter mit konventionellen Fluoreszenzmikroskopen
die Grundlage f�r ein breites Anwendungsfeld des MeNV-
HaXS-Systems schafft.

Anders als bisher beschriebene CIDs bietet MeNV-HaXS
die Mçglichkeit, Lasten durch UV-Anregung sofortig freizu-
setzen. Um das Konzept weiter zu testen, wurde eine nor-
malerweise im Kern lokalisierte Sonde gezwungen, an Golgi-
Ankerproteine anzudocken. Die Fluoreszenzsonde NLS-
CFP-SNAP (NLS = nuclear localization sequence) reichert
sich normalerweise im Zellkern an, wenn sie in HeLa-Zellen
exprimiert wird. Wurden hingegen der Golgi-Anker Giantin-
RFP-Halo coexprimiert und MeNV-HaXS zugegeben, so
wurde NLS-CFP-SNAP in perinukle�ren Depots auf dem
Golgi eingefangen (Abbildung 4 a). Anschließende Bestrah-
lung der Zellen f�hrte dann zur Freisetzung von NLS-CFP-
SNAP vom Golgi, und NLS-CFP-SNAP konnte innerhalb
von Sekunden im Zytosol nachgewiesen werden (Abbil-
dung 4b). Der nukle�re Import des freigesetzten NLS-CFP-
SNAP war (verzçgert) zu beobachten (Abbildung 4b).[18]

Dieses Ergebnis illustriert, dass die Photolyse von MeNV-
HaXS schnell vollzogen werden kann, und dass das System
geeignet ist, nukle�re Importkinetiken in Echtzeit in einem
einfachen experimentellen System zu bestimmen.

MeNV-HaXS ist ein zellpermeables CID, das die Bildung
von kovalent stabilisierten, aber photospaltbaren Protein-
komplexen ermçglicht. Wie auch f�r andere CID-Anwen-
dungen ist das Design der Fusionsproteine mit interagieren-
den Proteindom�nen ein wichtiger Faktor. Die kovalente
Bindung, die durch MeNV-HaXS vermittelt wird, vereinfacht

die �berwachung und Validierung
der Proteinkomplexe enorm.
MeNV-HaXS ist deshalb ein wert-
volles Werkzeug, das die intrazellu-
l�re Proteindimerisierung mit einer
effizienten, kontrollierten Photoly-
se verbindet. Zudem ist die Photo-
lyse kompatibel mit h�ufig verwen-
deten fluoreszenten Reporterpro-
teinen. Die Mçglichkeit, Proteinlo-
kalisation durch zwei unabh�ngige
Vorg�nge zu steuern, kann zur De-
lokalisierung von Signalproteinen
genutzt werden. Die CID-abh�ngi-
ge Konzentration von Signalenzy-
men in nicht-funktionellen Kom-
partimenten wurde bereits als ele-
gante Methode zur Unterbrechung
von Signalwegen beschrieben.[19,20]

Die optisch gesteuerte Spaltung von
MeNV-HaXS kann verankerte
Proteine freisetzen und ihre Funk-
tion wiederherstellen. Dies erçffnet
viele mçgliche Szenarien, z. B.
kçnnten „Ein-Aus-Ein“- oder „Aus-
Ein-Aus“-Protokolle oder auch der

orthogonale Einsatz von MeNV-HaXS mit anderen CIDs
realisiert werden. Mit der mçglichen Wahl zwischen einer
globalen oder lokalisierten Lichteinstrahlung zur Dissoziati-
on CID-abh�ngiger Proteinkomplexe erçffnen sich viele
weitere Entwicklungen, z. B. die Untersuchung der Zell-
kompartiment-assoziierten Signal�bertragung oder die Si-
mulation von lokalisierten dynamischen physiologischen und
pathologischen zellul�ren Prozessen.
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