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Das Schalten von Konformationen ist ein biologischer
Schl�sselprozess, der die Funktion von Proteinen in Protein-
Protein-Interaktionsnetzwerken reguliert. Die Bedeutung
dieses Prozesses in der Zellkommunikation und die Aussicht,
Signaltransduktionswege zu definierten Zeitpunkten zu be-
einflussen, haben eine Suche nach schaltbaren Peptidkonju-
gaten ausgel%st.[1] Es besteht die Erwartung, durch einen ex-
ternen Stimulus, in Analogie zur Zellkommunikation, den
konformativen Zustand und damit die Bioaktivit+t eines
Peptids zu ver+ndern. H+ufig wurden Peptidmodifikationen
verwendet, die bei Ver+nderung eines Reagens, des L%-
sungsmittels, des pH-Werts, der Metallionenkonzentration
oder der Temperatur eine Konformationsumwandlung ein-
gehen.[2] Obwohl von hohem Interesse f�r die Untersuchung
der Proteinfaltung, eignen sich diese Methoden nur bedingt
f�r die Schaltung der Bioaktivit+t unter physiologischen Be-
dingungen. F�r diesen Zweck er%ffnet der Einbau photoiso-
merisierbarer Chromophore an definierten Stellen eines
Peptides interessante M%glichkeiten.[1a, 3] Ein wichtiges Kri-
terium ist die Vollst+ndigkeit der Photoschaltung, die mit den
�blicherweise verwendeten Azobenzol-Photoschaltern
schwierig zu erzielen ist.[4] K�rzlich wurde die DNA-Hy-
bridisierung dazu genutzt, die Aktivit+t eines modifizierten
Proteins zu steuern.[5] Hier pr+sentieren wir ein neues Kon-
zept zur Steuerung des konformativen Zustands eines Pep-
tidliganden unter physiologischen Bedingungen. Es wird ge-
zeigt, dass die Nucleins+ure-Hybridisierung als Ausl%ser f�r
<nderungen der Bioaktivit+t eines Peptids verwendet werden
kann. Als Beispiel wird die Affinit+t eines Peptids zu einem
Protein der zellul+ren Signaltransduktion reversibel und nach
Belieben erh%ht oder verringert.

Das betreffende Peptid wird hierzu mit DNA-analogen,
nicht-komplement+ren Armsegmenten einer Peptidnuclein-

s+ure (PNA, peptide nucleic acid) ausgestattet, die den C-
und N-Terminus flankieren (Abbildung 1).[6] Folglich f�hrt
die Zugabe von komplement+rer DNA zur PNA-Peptid-

Chim+re A die Bildung der doppelstr+ngigen Komplexe B, C
und D herbei. Die doppelhelicalen Segmente in B, C und D
dienen dazu, die konformative Flexibilit+t des eingebetteten
Peptids zu beschr+nken. In Abh+ngigkeit vom DNA-Templat
k%nnten unterschiedliche Geometrien realisiert werden, von
der Stabilisierung der Loop-Konformationen in B bis hin zur
verst+rkten Neigung von D, gestreckte Konformationen ein-
zunehmen. Nach diesem Modell dient die DNA als Struk-
turtemplat, durch das die PNA-Peptid-Chim+re A entweder
aktiviert oder desaktiviert werden kann. Die Attraktivit+t des
Konzepts wird durch die M%glichkeit, zellendogene mRNA
als Stimulus des Aktivierungs- und Desaktivierungsprozesses
zu verwenden, noch vergr%ßert.

In einer Musterstudie haben wir die schaltbare Bindung
eines Phosphopeptids an die Src-SH2-Dom+ne untersucht.[7–9]

Die Tyrosinkinase-Aktivit+t von Src wird durch die SH2-
Dom+ne reguliert, die an ein C-terminales, Phosphotyrosin
(pTyr) enthaltendes Segment binden kann.[10] Die Analyse
der Kristallstruktur von Src-SH2 mit pTyr enthaltenden
Peptiden zeigt, dass diese in einer gestreckten Konformation
gebunden werden.[11] Wir erwarteten, dass Strukturen, die
eine gestreckte Konformation stabilisieren, zu einem Anstieg
der Bindungsaktivit+t f�hren. Eine Verringerung der Bin-
dungsaktivit+t wurde f�r die F+lle erwartet, in denen das
Phosphopeptid gezwungen wird, eine Loop-Konformation
einzunehmen.

Das Design der schaltbaren Src-SH2-Binder beruht auf
der Analyse der Kristallstruktur des bekannten hochaffinen

Abbildung 1. Hybridisierungsbasierte Steuerung der Peptidkonformati-
on: Die Zugabe komplement%rer oder teilweise komplement%rer DNA
zur Nucleins%ure-Peptid-Chim%re A f-hrt zur Bildung der Duplexe B–
D. Flexible Bereiche sind wellenf2rmig dargestellt. (Die Darstellung il-
lustriert m2gliche Konformationen und keine definierten Strukturen.)
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Liganden Glu-Pro-Gln-pTyr-Glu-Glu-Ile-Tyr-Leu im Kom-
plex mit Src-SH2. Die Kristallstruktur zeigt starke Bindungen
der SH2-Dom+ne zu pTyr und Isoleucin sowie zum Glut-
aminrest Gln(�1) am N-Terminus der bevorzugten Erken-
nungssequenz (unterstrichen).[11] Daher entschieden wir uns,
die konformative Schaltbarkeit des Pentapeptids Gln-pTyr-
Glu-Glu-Ile zu untersuchen. Zun+chst wurde die Stabilit+t
der Komplexe aus Chim+re und DNA untersucht. Daf�r
wurden drei PNA-Phosphopeptid-PNA-Chim+ren mit 7mer-
(1), 8mer- (2) und 9mer-Armsegmenten (3) synthetisiert
(Abbildung 2; siehe auch Hintergrundinformationen). Die

PNA-Phosphopeptid-Chim+ren wurden mit den DNAs 4a–4 i
hybridisiert, die vollst+ndig komplement+r zu den 9mer-
Armsegmenten sind und keine oder 1–6, 8 und 10 zus+tzliche
ungepaarte Nucleotide gegen�ber dem Peptidsegment ent-
halten. Alle untersuchten Chim+ren-DNA-Komplexe zeigten
sigmoidale Schmelzkurven, was eine kooperative Basenpaa-
rung belegt (Hintergrundinformationen). Zwei Trends
wurden hierbei offensichtlich: Zum einen sank die thermische
Stabilit+t mit der steigenden Zahl ungepaarter Nucleotide
(d.h. innerhalb einer Reihe in Tabelle 1), zum anderen stieg

die thermische Stabilit+t mit steigender L+nge der PNA-
Arme (d.h. innerhalb einer Spalte in Tabelle 1). Die
Schmelztemperaturen von TM � 40 8C scheinen ausreichend
hoch, um die strukturelle Integrit+t in den Proteinbindungs-
experimenten aufrechtzuerhalten.

Zur Untersuchung der Affinit+t der PNA-Phosphopeptid-
Chim+re 2 und ihrer DNA-Komplexe zur Src-SH2-Dom+ne
wurde ein von Lynch und Mitarbeitern entwickelter Kom-
petitionsassay mit Fluoreszenzpolarisationsanalyse verwen-
det.[12] Die Verwendung des fluoreszenzmarkierten Peptids
FAM-Gly-pTyr-Glu-Glu-Ile-Ala-NH2 (6 ; Kd = 0.24 mm) er-

m%glicht die Bestimmung des Peptidanteils, der bei unter-
schiedlichen Chim+renkonzentrationen an das Protein ge-
bunden ist. Die freie Chim+re 2 inhibierte die Bindung des
Referenzpeptids 6 mit IC50 = 3.4 mm (Tabelle 2). Die Zugabe

von 3 <quivalenten DNA 4a, die keine zus+tzlichen unge-
paarten Nucleotide enthielt, reduzierte die Affinit+t zur SH2-
Dom+ne, wie durch den gestiegenen IC50-Wert von 6.9 mm

belegt wird. Alle untersuchten DNAs, die im Komplex mehr
als ein ungepaartes Nucleotid gegen�ber dem Peptid auf-
spannten (4c–4 i), induzierten signifikante Erh%hungen der
Affinit+t der Phosphopeptidchim+re 2. Das Maximum des
DNA-induzierten Affinit+tsanstiegs wurde mit der DNA 4g
(IC50 = 0.5 mm) erreicht, die sechs ungepaarte Nucleotide
enthielt. Der Unterschied der IC50-Werte �berspannt mehr als
eine Gr%ßenordnung. Dies sollte ausreichen, um von ann+-
hernd keiner bis hin zu ann+hernd vollst+ndiger Inhibierung
der Proteinbindung zu schalten.

Die Experimente belegten, dass das k�rzere PNA-Phos-
phopeptid 1 ebenfalls durch DNA geschaltet werden kann.
Das Ausmaß der Inhibierung bei gegebenen Bedingungen
kann durch Vergleich der partiellen Inhibierung (fi =

1�(Anteil gebundenes Referenzpeptid 6)=Anteil gebunde-
ne Chim+re 1 bzw. Komplex 1·4) bestimmt werden. Abbil-
dung 3 belegt, dass 1.25 mm Chim+re 1 etwa 18% der Inter-

Abbildung 2. In dieser Studie verwendete Chim%ren-DNA-Komplexe;
Kleinbuchstaben stehen f-r PNA-Basen, Großbuchstaben f-r DNA-
Basen, und die Aminos%uren sind im Dreibuchstabencode dargestellt,
wobei pTyr f-r Phosphotyrosin steht. Die terminalen Lysin-Reste
wurden zur Erh2hung der L2slichkeit angef-gt.

Tabelle 1: Schmelztemperaturen (in 8C) der Komplexe der PNA-Peptid-
PNA-Chim%ren (1–3) mit den entsprechenden DNAs 4.

4a 4b 4c 4d 4e 4 f 4g 4h 4 i

1 60 49 46 41 44 46 44 42 41
2 65 56 52 53 50 53 51 51 50
3 67 59 56 56 56 56 55 54 51

Tabelle 2: IC50-Werte (in mm) mit abgesch%tzten Fehlern (� in mm) der
Chim%re 2 und ihrer Komplexe mit den DNAs 4a–i.

2 2·4a 2·4b 2·4c 2·4d 2·4e 2·4 f 2·4g 2·4h 2·4 i

IC50 3.4 6.9 2.9 1.0 0.7 0.7 0.6 0.5 0.6 0.6
Fehler 0.4 1.0 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Abbildung 3. Schalten der partiellen Inhibierung (fi) der Bindung von
Peptid 6 an Src-SH2 durch die Chim%re 1 bei Zugabe der DNAs 4a
(durchgezogene Linie) und 4g (gestrichelte Linie). Der Pfeil markiert
den Zeitpunkt der DNA-Zugabe. Die Experimente konnten mit DNAs
mit einem l%ngeren Kberhang reproduziert werden. Die fi-Werte
wurden aus der Fluoreszenzanisotropie von 6 bei einer Anregungs-
und Emissionswellenl%nge von 485 bzw. 525 nm berechnet. Bedingun-
gen: 1.25 mm 1 im Puffer (20 mm NaH2PO4, 100 mm NaCl, 2 mm 1,4-
Dithiothreitol (DTT), pH 7.4, 0.1% Rinderserumalbumin (BSA)) mit
20 nm 6 und 700 nm GST-Src-SH2.

Zuschriften

2760 www.angewandte.de 	 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2007, 119, 2759 –2763

http://www.angewandte.de


aktion zwischen Src-SH2 (700 nm) und dem FAM-markierten
Referenzpeptid 6 (20 nm) inhibiert. Die Zugabe eines <qui-
valents der aktivierenden DNA 4g setzte das Referenzpeptid
6 nahezu quantitativ aus dem Komplex in die L%sung frei,
woraus ein Anstieg der partiellen Inhibierung auf 95 % re-
sultierte. Im Unterschied dazu reduzierte die Zugabe der
desaktivierenden DNA 4a zu 1 die partielle Inhibierung von
18% auf 7 %. Kontrollexperimente mit dem nichtmarkierten
Peptid Ac-Gln-pTyr-Glu-Glu-Ile-NH2 (7) als kompetitivem
Binder zeigten, dass weder DNA 4a noch DNA 4g direkt als
allosterische Regulatoren auf Src-SH2 wirken (Hintergrund-
informationen).

Hauptziel dieser Arbeit war es, zu erkunden, ob durch
DNA-Hybridisierung reversible Schaltvorg+nge induziert
werden k%nnen. Wir vermuteten, dass Strangaustauschreak-
tionen die ben%tigte strukturelle Reorganisation vermitteln
k%nnten. Ein Beispiel ist in Abbildung 4 gezeigt. Der Kom-
plex von Chim+re 1 mit DNA 5a wurde durch die fehlenden
ungepaarten Nucleotide so gew+hlt, dass er nur eine geringe
Affinit+t zu Src-SH2 hat. Wie erwartet, war 1·5a bei einer
Konzentration von 1.25 mm nicht in der Lage, die Protein-
bindung des Referenzpeptids 6 zu inhibieren. Der desakti-
vierende DNA-Strang 5a wurde so gestaltet, dass er durch die
aktivierende DNA 4g ausgetauscht werden kann. Der
Strangaustausch sollte durch die Bildung zweier zus+tzlicher
stabiler Basenpaare angetrieben werden. Tats+chlich f�hrte
die Zugabe von DNA 4g zum Komplex 1·5a zu einem dras-
tischen Anstieg der Bindungsaffinit+t von Chim+re 1. DNA
4g wirkte demnach als starker Aktivator, und der Strang-
austausch f�hrte zu einem Anstieg der partiellen Inhibierung
auf 96 %.

Ein Beispiel zur reversiblen Schaltung der Peptidaktivit+t
ist in Abbildung 5 dargestellt. Zun+chst wurde die Chim+re 1
mit DNA 4g versetzt. Der resultierende Komplex 1·4g zeigte

eine hohe Bindungsaffinit+t zu Src-SH2 und vermittelte daher
eine hohe partielle Inhibierung (fi = 0.96). Der Lberhang an
den Termini von insgesamt vier Nucleotiden und die sechs
ungepaarten internen Nucleobasen im Komplex 1·4g wurden
durch DNA 4g’ adressiert, die vollst+ndig komplement+r zur
DNA 4g ist. Folglich setzt die Zugabe von 4g’ die Chim+re 1
frei, indem DNA 4g im Komplex 4g·4g’ abgefangen wird.[13]

Demzufolge sinkt die partielle Inhibierung wieder auf einen
kleinen Wert (fi = 0.20). Die beiden Schaltvorg+nge – a) Ak-
tivierung durch Zugabe von 4g und b) Desaktivierung durch
Zugabe von 4g’ – k%nnen mehrfach wiederholt werden. Der
rasche Aktivierungsvorgang (< 2 min) umfasst die sehr
schnelle Hybridisierung (sollte im Millisekunden-Bereich
ablaufen)[14] und die Verdr+ngung des proteingebundenen
Peptids 6, das sich in einem dynamischen Assoziations-Dis-
soziations-Gleichgewicht befindet.[15] Demgegen�ber ben%-
tigt die Desaktivierung wegen des vergleichsweise langsamen
Strangaustauschs deutlich mehr Zeit (ca. 25 min). Abbil-
dung 5 zeigt vier aufeinander folgende Schaltvorg+nge, und
weitere sind m%glich (siehe Hintergrundinformationen).

Abbildung 4. Aktivierung des desaktivierten Peptidkonjugats 1·5a
durch Strangaustausch liefert den aktivierten Komplex 1·4g. Das Expe-
riment konnte mit DNAs mit einem l%ngeren Kberhang reproduziert
werden. Die Werte der partiellen Inhibierung (fi) wurden wie in Abbil-
dung 3 angegeben berechnet. Bedingungen: 1.25 mm 1 im Komplex
mit 2 mm 5a im Puffer (20 mm NaH2PO4, 100 mm NaCl, 2 mm DTT,
pH 7.4, 0.1% BSA) mit 20 nm 6 und 700 nm GST-Src-SH2, Zugabe von
10 mm 4g nach 135 Sekunden.

Abbildung 5. Reversible Schaltung der Peptidaktivit%t durch abwech-
selnde Zugabe der DNAs 4g und 4g’ zur Chim%re 1. Die Werte der
partiellen Inhibierung (fi) wurden wie in Abbildung 3 angegeben be-
rechnet. Bedingungen: 1.25 mm 1 im Puffer (20 mm NaH2PO4, 100 mm

NaCl, 2 mm DTT, pH 7.4, 0.1% BSA) mit 20 nm 6 und 700 nm GST-
Src-SH2; dann abwechselnde Zugabe ansteigender Mengen an DNAs
4g und 4g’ beginnend mit 1.25 mm 4g und endend bei 20 mm 4g’. Um
den Schaltvorgang abzuschließen, wurden nach 125 min weitere 5 mm

DNA 4g’ zugegeben.
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Es existieren zahlreiche Beispiele, in denen DNA dazu
verwendet wurde, den konformativen Zustand DNA- und
RNA-basierter Strukturen zu steuern.[16] Beispielsweise
wurde die DNA-Hybridisierung genutzt, um DNA-Pinzetten
zu %ffnen und zu schließen,[13] um „DNA-Walking“ zu steu-
ern[17] und um die Aktivit+t von Aptameren, Ribozymen[18]

und DNA-bindenden Proteinen[19] zu regulieren. Erst k�rz-
lich wurde die DNA-Hybridisierung dazu verwendet, die
Aktivit+t von DNA-Protein-Konjugaten �ber das Anlegen
einer mechanischen Spannung zu steuern.[5] F�r die Schalt-
barkeit war es erforderlich, dass die Proteine – Guanylatki-
nase und Proteinkinase A – ortsspezifisch mutagenisiert und
durch divalente Anbindung eines 60mer-DNA-Steuerungs-
elements modifiziert wurden. Die Reversibilit+t des Schalt-
vorgangs wurde nicht gezeigt. Anstatt die Konformation eines
modifizierten Proteins zu ver+ndern, w+hlten wir einen
Ansatz, der die reversible Erh%hung und Verringerung der
Aktivit+t eines Peptids als Ligand eines Wildtyp-Proteins
bewirkt. Ein solcher Ansatz sollte Anwendungen in der
Zellbiologie erm%glichen. Wir konnten erstmalig nachweisen,
dass die DNA-Hybridisierung f�r beides genutzt werden
kann: zur Absenkung und zur Steigerung der Proteinbin-
dungsaffinit+t von PNA-Peptid-Konjugaten wie 1 und 2. Die
Verminderung der Aktivit+t durch DNA 4a k%nnte dadurch
induziert werden, dass das Peptid in 1·4a dazu gezwungen
wird, eine von Src-SH2 nicht bevorzugte Loop-Konformation
einzunehmen. Die Erh%hung der Bindungsaffinit+t, wie sie
die Zugabe von DNA wie 4g zu PNA-Peptid-Chim+ren aus-
l%st, kann erkl+rt werden, indem man die Tendenz des Pep-
tides ber�cksichtigt, die ben%tigte lineare Konformation ein-
zunehmen. Einzelstr+ngige Chim+ren sind flexible Molek�le,
die ebenfalls lineare Konformationen einnehmen k%nnen.
Der IC50 = 3.4 mm von Chim+re 2 ist geringer als der IC50 =

5.5 mm des nichtmarkierten Pentapeptids Ac-Gln-pTyr-Glu-
Glu-Ile-NH2 (7). Daher k%nnen negative Einfl�sse der PNA-
Segmente in Chim+re 2 auf die Bindungsaffinit+t ausge-
schlossen werden. Die Hybridisierung der PNA-Arme
schr+nkt die konformative Freiheit des Peptids ein, das in
aktivierten Komplexen, wie 1·4g oder 2·4g, die ben%tigte
gestreckte Konformation einfacher einnehmen k%nnte als in
der einzelstr+ngigen Chim+re. Dennoch sind die einzelstr+n-
gigen Abschnitte dieser Komplexe immer noch flexibel, und
es ist vorstellbar, das rigidere doppel- oder tripelhelicale
Spacer sogar noch h%here Bindungsaffinit+ten erm%glichen.
Um den aktivierenden Effekt des einzelstr+ngigen DNA-
Bereichs zu analysieren, untersuchten wir die Bindung von
Chim+re 3, wobei die PNA-Armsegmente mit den unver-
bundenen DNA-Oligomeren 5’-TGCTATTGG-3’ und 5’-
TATACGCGA-3’ hybridisiert wurden. Der resultierende
IC50 = 1.0 mm legt nahe, dass auch die Bildung einer Doppel-
helix der beiden Armsegmente f�r sich bereits einen Anstieg
der Bindungsaktivit+t bewirkt, wenn auch nicht in dem
Ausmaß, das bei Verwendung der „verbundenen“ DNA 4g
beobachtet wurde. Es kann dar�ber spekuliert werden, ob die
Coulomb-Abstoßung zwischen den beiden negativ geladenen
Duplex-Enden einen alternativen, wenn auch weniger effizi-
enten Weg bietet, die Population an Molek�len in gestreckter
Konformation zu erh%hen.[20]

Das Ausmaß und die Geschwindigkeit der DNA-gesteu-
erten <nderungen der Bindungsaffinit+t sollten gen�gen, um
Protein-Protein-Wechselwirkungen in zellul+ren Signaltrans-
duktionsnetzwerken zu regulieren. Falls es gelingt, Chim+ren
wie 1 (oder DNA-Komplexe wie 1·5a) in eine Zelle einzu-
schleusen (z. B. durch Mikroinjektion, Elektroporation oder
Transfektion), w+re die Aktivierung und Desaktivierung
durch intrazellul+re RNA eine interessante M%glichkeit, ein
Signalprotein wie Src unter die Kontrolle einer bestimmten
endogenen RNA zu stellen. Vor solchen Studien werden wir
zun+chst die F+higkeit von Nucleins+ure-Peptid-Chim+ren
wie 1 untersuchen, die Enzymaktivit+t in Zell-Lysaten zu
regulieren.

Eingegangen am 21. September 2006,
ver+nderte Fassung am 19. Dezember 2006
Online ver%ffentlicht am 2. M+rz 2007
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