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Die Fusion zweier Membranen gehçrt zu den grundlegenden
Lebensprozessen und bedeutet die Vereinigung zweier ge-
trennter Lipidmembranen zu einer kontinuierlichen Dop-
pelschicht.[1] Dieser Vorgang wird durch eine spezifische
Wechselwirkung von Fusionsproteinen eingeleitet; f�r die
synaptische �bertragung sind z.B. die SNARE-Proteine
(SNARE: Soluble N-ethylmaleimide-Sensitive Factor
Attachment Protein Receptor) verantwortlich.[2] Um die
Exozytose von synaptischen Vesikeln in pr�synaptischen
Nervenendigungen zu befçrdern, wird ein Coiled-Coil-
B�ndel aus vier Helices gebildet. Dieses setzt sich aus zwei
SNARE-Proteinen, die in der Plasmamembran verankert
sind (Syntaxin-1A und SNAP-25), und einem SNARE-Pro-
tein aus der Membran synaptischer Vesikel (Synaptobrevin
oder VAMP) zusammen, sodass die beiden fusionierenden
Membranen in r�umliche N�he gebracht werden.[1] Der de-
taillierte Mechanismus der SNARE-Protein-vermittelten
Fusion von Lipiddoppelschichten ist noch nicht gekl�rt.[3]

Besonders die Rolle der Transmembrandom�nen (TMDs)
von Synaptobrevin (Syb) und Syntaxin-1A (Sx) wird noch
nicht genau verstanden. F�r eine Fusion ist es nicht ausrei-
chend, die beiden Lipiddoppelschichten einfach r�umlich
zusammenzuzwingen, vielmehr sind Membrananker in Form
langer Lipidketten oder der nativen Transmembranpeptide
f�r eine effiziente Fusion erforderlich.[4] F�r SUVs (Small
Unilamellar Vesicles) wird eine sequenzspezifische Vesikel-
Vesikel-Fusion bereits durch ein Transmembranpeptid aus
der Gruppe der synaptischen SNARE-Proteine[5] oder ein G-
Protein des Vesikul�ren-Stomatitis-Virus erreicht.[6, 7] Zudem
belegt die Kristallstruktur des neuronalen SNARE-Komple-
xes, dass im vollst�ndig aufgebauten Komplex Wechselwir-
kungen jeweils zwischen den Linker-Regionen und zwischen
den TMDs bestehen, was die Annahme st�tzt, dass diese
Wechselwirkungen an den sp�ten Schritten der Fusion be-
teiligt sind.[8] Um den Prozess der verschmelzenden Mem-

branen und die Rolle der TMDs von Fusionsproteinen zu
untersuchen, wurden Experimente mit Vesikeln durchge-
f�hrt, in denen die Fusionsproteine rekonstituiert wurden.[9]

Zudem wurden k�nstliche Modellsysteme synthetisiert, die
die Aufgaben der SNARE-Proteine im Rahmen der Fusion
in vitro nachbilden.[10–16] Artifizielle SNARE-Analoga bieten
den Vorteil, die komplexe Aggregation bei Bildung des
SNARE-Komplexes zu vereinfachen und systematisch
sowohl Strukturvariationen als auch unterschiedliche Kom-
binationen der einzelnen Fragmente im Hinblick auf den
Einfluss der einzelnen Komponenten auf den Fusionsprozess
untersuchen zu kçnnen.

Wir stellen hier ein neues SNARE-Mimetikum vor, das
ein Hybrid aus der in nat�rlichen SNARE-Proteinen vor-
kommenden TMD/Linker-Einheit und einer Peptidnuclein-
s�ure(PNA)-Erkennungseinheit ist (Abbildung 1). In Bezug
auf den SNARE-induzierten Mechanismus der Membranfu-
sion ermçglicht das TMD/PNA-Modell, die Orientierung der
Erkennungseinheiten im dimeren Erkennungskomplex
derart einzustellen, dass die Komplexe in paralleler oder an-

Abbildung 1. Vereinfachte PNA/Peptid-Systeme als SNARE-Modell, be-
stehend aus den nativen Linkern (hellblau/grau) und TMDs von Synap-
tobrevin (Syb, violett) und Syntaxin-1A (Sx, orange). PNA-Oligomere
wurden als k�nstliche Erkennungseinheit genutzt, mit der Mçglichkeit
zur a) antiparallelen (PNA1 (blau) mit PNA2 (gr�n)) oder b) parallelen
(PNA1 (blau) mit PNA3 (rot)) Orientierung der interagierenden Str�n-
ge. c) PNA/Peptid-Sequenzen unter Verwendung des gleichen Farb-
codes f�r TMD-, Linker- und PNA-Einheiten.
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tiparalleler Orientierung zusammengef�hrt werden. Ferner
kann die Effizienz der Membranfusion mit identischen (beide
aus Sx) oder unterschiedlichen TMD-Einheiten (je eine aus
Sx und Syb) verglichen werden. Nicht zuletzt erçffnen die
TMD/PNA-SNARE-Analoga auch die Mçglichkeit, die
Membranfusion auf der Stufe der Hemifusion zu erfassen, die
der vollst�ndigen Membranfusion vorausgeht.

Das Design der neuen SNARE-analogen TMD/PNA-
Hybride wurde hinsichtlich der TMD/Linker-Dom�nen an
die nat�rlichen Peptidsequenzen von Syb und Sx angelehnt,
w�hrend die Erkennungseinheit durch PNA-Oligomere er-
setzt wurde. Diese bilden auf der Grundlage der Nucleoba-
sen-Erkennung stabile und gut definierte Doppelstr�nge.[17]

Das PNA-Erkennungsmotiv �hnelt dem DNA-Doppelstrang,
der bereits in SNARE-Analoga eingebracht wurde.[14] PNA-
Oligomere bieten jedoch die Vorteile der Mçglichkeit zum
gezielten, sequenzabh�ngigen, parallelen oder antiparallelen
Aufbau von Doppelstr�ngen mit hoher thermischer Stabilit�t,
einer hohen Sequenzselektivit�t, eines ungeladenen R�ck-
grats und Proteaseresistenz.[18] Die TMD/Linker-Peptide der
Peptid/PNA-Oligomere wurden mithilfe automatisierter,
Mikrowellen-unterst�tzter Peptidfestphasensynthese (SPPS)
nach der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Strategie her-
gestellt; anschließend wurden die Oligomere in manueller
SPPS um die PNA-Motive verl�ngert (Hintergrundinforma-
tionen).

Die Sequenzen der PNA-Oligomere wurden so gew�hlt,
dass die Duplexe jeweils in paralleler und antiparalleler An-
ordnung mit ausreichender Stabilit�t der Komplexe gebildet
werden. PNA1 (gtagatcact) bildet einen antiparallelen Dop-
pelstrang mit PNA2 (agtgatctac) mit einer Stabilit�t von Tm =

70 8C sowie einen parallelen Duplex mit PNA3 (catctagtga)
mit Tm = 46 8C (f�r beide Messungen: 4 mm, 100 mm NaCl,
1 mm EDTA, 20 mm HEPES, pH 7.4; EDTA = Ethylendi-
amintetraacetat, HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piper-
azinyl)ethansulfons�ure).[17] Mithilfe von temperaturabh�n-
giger UV-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die
Verkn�pfung der PNA-Oligomere mit den Linker-Peptiden
von Syb und Sx einen vernachl�ssigbaren Einfluss auf die
Stabilit�t der Duplexe hat (Abbildung S1, Hintergrundinfor-
mationen).

F�r die Fusionsexperimente wurden Vesikel verwendet,
deren hydrodynamischer Durchmesser von (100� 20) nm
mithilfe dynamischer Lichtstreuung bestimmt wurde (Her-
stellung siehe Hintergrundinformationen).[19] In einem ersten
Ansatz wurde die Effizienz des Lipid Mixings �ber einen
Fluoreszenz-Dequenching-Assay bestimmt, der auf resonan-
tem Fluoreszenzenergietransfer (FRET) basiert.[20] PNA1-
SybTMD enthaltende Vesikel wurden mit Nitrobenzofuran
(NBD) als Donorfluorophor und Lissaminrhodamin (Rh) als
Akzeptorfluorophor versehen, indem die Farbstoffe mit der
Kopfgruppe von 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanol-
amin(DOPE)-Lipidmolek�len verkn�pft waren. Die Fusion
mit Vesikeln, deren Membranen keinen Farbstoff enthalten,
resultierte in der Vermischung der Lipide unter Vergrçßerung
des Donor-Akzeptor-Abstands und somit in einer Verringe-
rung der FRET-Effizienz und einer erhçhten Donoremission
(Abbildung 2a). Tats�chlich wurde beim Mischen von Vesi-
keln, die einerseits PNA2-SxTMD oder PNA3-SxTMD und

andererseits PNA1-SybTMD enthielten (Bedingungen siehe
Hintergrundinformationen), ein signifikanter Anstieg der
NBD-Emission beobachtet. Bei paralleler Orientierung der
PNA-Oligomere (PNA1/PNA3) wurde eine hçhere Lipid-

Abbildung 2. Lipid Mixing der �ußeren und inneren Lipidschicht von
Vesikeln mit TMD/PNA-Modellsystemen. a) Lipid Mixing von NBD/Rh-
markierten Vesikeln mit PNA1-SybTMD und nicht markierten Vesikeln
mit PNA1-SxTMD (Kontrollexperiment, ~), PNA2-SxTMD (antiparallele
Orientierung, *) oder PNA3-SxTMD (parallele Orientierung, &).
b) Lipid Mixing der inneren Lipidschicht. NBD/Rh-markierte Vesikel
mit PNA1-SybTMD wurden mit Natriumdithionit behandelt und vor
einer Verwendung im Lipid-Mixing-Experiment mit Grçßenausschluss-
chromatographie gereinigt. Einschub: NBD-Fluoreszenz vor und nach
(1) der Zugabe von Natriumdithionit sowie vollst�ndige Eliminierung
der Fluoreszenz nach der Zerstçrung der Vesikel mit 0.1% TritonX-100
(2). c) Content Mixing der Vesikel mit TMD/PNA-Modellsystemen. In
die Vesikel mit PNA1-SybTMD wurde SRB eingeschlossen; die so er-
haltenen Vesikel wurden mit nicht markierten Vesikeln mit PNA1-
SxTMD (Kontrollexperiment, ~), PNA2-SxTMD (antiparallele Orientie-
rung, *), PNA3-SxTMD (parallele Orientierung, &), oder nicht markier-
ten Vesikeln ohne jegliches Peptid (Leakage, ~) vermischt.
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Mixing-Effizienz als beim antiparallel wechselwirkenden
Komplex (PNA1/PNA2) beobachtet. Die Bevorzugung der
parallelen gegen�ber antiparallelen Orientierung spiegelt die
Ausrichtung im nat�rlichen SNARE-Erkennungskomplex
wider. In einem Kontrollexperiment mit PNA1-SxTMD in
beiden Vesikeln wurde kein Anstieg der NBD-Emission be-
obachtet, da PNA1 keine selbstkomplement�ren Doppel-
str�nge bildet.

Die vollst�ndige Fusion von Membrandoppelschichten
erfordert ein Vermischen der Lipide in der inneren und �u-
ßeren Schicht. Um auch das Mischen der inneren Mem-
branschicht zu �berpr�fen, wurden die Lipid-Mixing-Expe-
rimente nach der Behandlung der Vesikel mit Natriumdi-
thionit wiederholt (Abbildung 2b). Die NBD-Fluoreszenz
der �ußeren Lipidschicht wird mit Natriumdithionit selektiv
ausgeschaltet,[21] w�hrend die Emission der inneren Schicht
erhalten bleibt, da Dithionit die Membran nicht passieren
kann. Rechnerisch wurde bei 100 nm großen Vesikeln eine
Abnahme der NBD-Fluoreszenz um 56 % erwartet.[22] Tat-
s�chlich wurde f�r unser System bei Zugabe von Natriumdi-
thionit eine Abnahme der Fluoreszenz um 60 % beobachtet
(Abbildung 2b). Ein effizientes Lipid Mixing wurde auch
anhand des FRET-Effekts f�r Dithionit-behandelte Vesikel
mit PNA-Doppelstrang-Erkennung in paralleler und anti-
paralleler Orientierung beobachtet (Abbildung 2b).

Da ein FRET-Effekt bei Dithionit-behandelten Vesikeln
auf der Wechselwirkung von NBD-Fluorophoren der inneren
Lipidschicht beruht, wurde klar, dass sich nicht nur die �u-
ßeren Lipidschichten (Hemifusion), sondern auch die Lipide
der inneren Schichten mischen (vollst�ndige Fusion). Aller-
dings unterscheiden sich die Kinetiken des Lipid-Mixing-
Ansatzes beider Schichten (Abbildung 2a) und des Lipid
Mixings der inneren Lipidschicht (Abbildung 2b) deutlich.
Die durch unser TMD/PNA-Modellsystem vermittelte
Membranfusion scheint den Lipid-Mixing-Resultaten zufolge
zumindest teilweise auf der Stufe der Hemifusion terminiert
zu werden, sodass lediglich ein Mischen der �ußeren Mem-
bran beobachtet wird. F�r das Lipid Mixing der inneren
Schicht waren Effizienz und Kinetik bei paralleler und anti-
paralleler Orientierung der PNA-Duplexe �hnlich.

Um die Hypothese einer teilweisen Hemifusion zu st�t-
zen, wurden Content-Mixing-Experimente durchgef�hrt
(Abbildung 2c), in denen die Fluoreszenz-Selbstlçschung von
Sulforhodamin B (SRB) bei hohen Konzentrationen
(> 10 mm) genutzt wurde.[23] Zwei Vesikelpopulationen
wurden vorbereitet, von denen eine eingeschlossenes SRB
und die andere keine Markierung enthielt. Eine Fusion dieser
Vesikel sollte zum Anstieg der Fluoreszenz durch Verd�n-
nung der SRB-Farbstoffmolek�le f�hren (Abbildung 2c). F�r
Content Mixing wurde lediglich eine sehr geringe Effizienz
festgestellt und kein Unterschied f�r die parallele und anti-
parallele Orientierung des PNA-Erkennungsmotivs beob-
achtet. Die Ergebnisse der Lipid-Mixing- und Content-
Mixing-Experimente legen nahe, dass sich der Fusionsprozess
durch die den Fusionsprozess vermittelnden TMD/PNA-
SNARE-Analoga teilweise auf der Stufe der Hemifusion
anhalten l�sst.

Die Lipid-Mixing-Experimente wurden zudem genutzt,
um den Einfluss und die Beteiligung der TMDs am Fusions-

prozess zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde die TMD/
PNA-vermittelte Vesikelfusion von PNA-Komplexen mit
identischen (Sx) und unterschiedlichen TMDs (Sx und Syb)
verglichen. Sofern die TMDs einen Einfluss auf den Fusi-
onsprozess haben, sollten Unterschiede in der Effizienz zu
beobachten sein. Lipid-Mixing-Experimente wurden sowohl
f�r parallele (PNA1-SxTMD oder PNA1-SybTMD mit der
komplement�ren PNA3-SxTMD; Abbildung 3a) als auch f�r

antiparallele Erkennung (PNA1-SxTMD oder PNA1-
SybTMD mit der komplement�ren PNA2-SxTMD; Abbil-
dung 3b) durchgef�hrt. In beiden Orientierungen wurde bei
Verwendung von identischen Sx-TMDs eine geringere Effi-
zienz des Lipid Mixings gegen�ber jener des nat�rlichen,
gemischten Syx-Sb-TMD-Paars beobachtet. Offensichtlich
fungiert die TMD nicht ausschließlich als Membrananker,
sondern leistet auch einen Beitrag zum Fusionsprozess.

Abbildung 3. Lipid Mixing von Vesikeln mit PNA/Peptid-Modellsyste-
men. Unmarkierte Vesikel wurden mit NBD/Rh-markierten Vesikeln
vermischt. a) Parallele Orientierung der PNA-Oligomere im PNA/
Peptid-Modellsystem: PNA3-SxTMD/PNA1-SybTMD (&), PNA3-
SxTMD/PNA1-SybTMD (") nach der Behandlung der Vesikel mit 5%
Ei-Lysophosphatidylcholin (LPC); PNA3-SxTMD/PNA1-SxTMD (&),
PNA3-SxTMD/PNA1-SxTMD (") nach der Behandlung der Vesikel mit
5% LPC; b) Antiparallele Orientierung der PNA-Oligomere im PNA/
Peptid-Modellsystem: PNA2-SxTMD/PNA1-SybTMD (*), PNA2-
SxTMD/PNA1-SybTMD (3) nach der Behandlung der markierten Vesi-
kel mit 5% LPC; PNA2-SxTMD/PNA1-SxTMD (*), PNA2-SxTMD/
PNA1-SxTMD(3) nach der Behandlung der markierten Vesikel mit 5%
LPC. F�r die Bedingungen siehe Hintergrundinformationen.
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Die Zugabe von Lysophosphatidylcholin (LPC) zu Vesi-
kelmembranen f�hrt zu einer positiven Membrankr�mmung,
wodurch eine Bildung des Hemifusionsintermediats und
damit die Fusion von Membranen in Zellen und Modellsys-
temen inhibiert werden.[16, 24, 25] In einem Kontrollexperiment
wurde eine TMD/PNA-Vesikelfusion in Gegenwart von
5 Mol-% LPC (Abbildung 3) durchgef�hrt; dabei wurde er-
wartungsgem�ß kein Lipid Mixing beobachtet.

Die hier vorgestellten Experimente zeigen, dass sowohl
eine parallele als auch eine antiparallele Anordnung von
PNA-Str�ngen die Fusion induziert, wobei die parallele Ori-
entierung eine etwas hçhere Effizienz aufweist. Um die Rolle
der Doppelstrangerkennung genauer zu beleuchten, wurden
die unterschiedlichen Duplexstabilit�ten der parallel und
antiparallel paarenden PNA-Komplexe genutzt.[17] Weitere
Lipid-Mixing-Experimente wurden daher bei unterschiedli-
chen Temperaturen in einem Bereich ausgef�hrt, der den
Doppelstrang, den Einzelstrang sowie den �bergangsbereich
charakterisiert (Abbildung 4).

Bei 25 8C bilden die Erkennungsmotive PNA1/PNA2 und
PNA1/PNA3 in beiden Orientierungen stabile Duplexe, und
eine hçhere Effizienz f�r die Fusion unter Erkennung mit
paralleler Orientierung wird beobachtet. Dies ist ein Hinweis
auf die Bevorzugung der parallelen Anordnung f�r die In-
duktion der Vesikelfusion. Bei 40 8C wird eine vergleichbare

Effizienz in den Lipid-Mixing-Experimenten beider Anord-
nungen erhalten, da die PNAs in paralleler Orientierung
(PNA1/PNA3) in der N�he zur Schmelztemperatur von Tm =

46 8C teilweise entpaart vorliegen; der Doppelstrang der an-
tiparallel gepaarten PNAs (PNA1/PNA2) bleibt jedoch
nahezu intakt (Tm = 70 8C). Bei 60 8C wurde ein Lipid Mixing
nur noch f�r die antiparallele Orientierung der PNAs beob-
achtet, w�hrend eine Erkennung in paralleler Anordnung
nicht mçglich war und in diesem Experiment lediglich zu
unspezifischem Lipid Mixing f�hrte. Damit spiegeln die
Lipid-Mixing-Experimente mit den PNA/Peptid-SNARE-
Analoga bei verschiedenen Temperaturen sehr gut die Ab-
h�ngigkeit der Fusion von der Schmelztemperatur der PNA-
Duplexe wider. Die durch die TMD/PNA-SNARE-Analoga
vermittelte Membranfusion erfordert eine PNA/PNA-Er-
kennung, sodass der Fusionsprozess durch Temperaturvaria-
tion modulierbar ist.

Ein neues, vereinfachtes Modellsystem f�r SNARE-Pro-
tein-induzierte Membranfusion wurde vorgestellt. Als
Transmembran- und Linkerdom�ne wurden die nat�rlichen
Sequenzen von zwei membranverankerten SNARE-Protei-
nen �bernommen und mit entsprechenden PNA-Erken-
nungseinheiten verkn�pft. Die Bildung von PNA/PNA-
Doppelstr�ngen �ber komplement�re Basenpaarung ermçg-
licht die Untersuchung des Fusionsprozesses mit Anordnung

Abbildung 4. Lipid-Mixing-Experimente in Abh�ngigkeit von der Temperatur. a) Schmelzkurven parallel (PNA1/PNA3, schwarz) und antiparallel
(PNA1/PNA2, grau) orientierter PNA-Duplexe. NBD/Rh-markierte Vesikel (PNA1-SybTMD) wurden mit unmarkierten Vesikeln PNA1-SxTMD (Kon-
trollexperiment, ~), PNA2-SxTMD (antiparallele Orientierung, *), PNA3-SxTMD (parallele Orientierung, &) vermischt. Das Lipid-Mixing-Experi-
ment wurde bei b) 25, c) 40 und d) 60 8C durchgef�hrt. Generell ist zudem ein Ansteigen der Lipid-Mixing-Effizienz mit zunehmender Temperatur
zu beobachten.[26, 27]
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der TMDs auf der gleichen oder auf unterschiedlichen Seiten
des Erkennungsmotivs. Die f�r einen funktionalen SNARE-
Komplex erforderlichen vier a-Helices erschweren die Ana-
lyse des abschließenden Fusionsschrittes, auch wegen der
Bildung von Teilkomplexen;[2] demgegen�ber verringert das
auf lediglich zwei TMD-Helices basierende Modellsystem die
Komplexit�t. Die dem SNARE-Komplex analoge, parallele
Ausrichtung des Erkennungsmotivs erwies sich als effektiver
f�r die Fusion. Die neuen PNA/Peptid-Hybride ermçglichen
eine Steuerung der Vesikelfusion �ber die Doppelstrangsta-
bilit�t und damit �ber die Sequenz der PNA und die Tem-
peratur. Insbesondere anhand der Content-Mixing-Experi-
mente wurde eine Mçglichkeit aufgezeigt, die PNA/Peptid-
Hybride zu verwenden, um einen signifikanten Anteil an
Vesikeln auf der Stufe der Hemifusion zu generieren. Einen
interessanten Hinweis auf den Mechanismus des SNARE-
vermittelten Fusionsprozesses liefert die Tatsache, dass die
Fusionseffizienz bei Verwendung unterschiedlicher TMDs
hçher ist als bei Einsatz identischer TMDs. Weitere Modifi-
kationen der PNA/Peptid-Chim�ren versprechen Einblicke
in den Mechanismus der SNARE-induzierten Membranfusi-
on; systematische Modifikationen des Linker-Bereichs, der
TMDs und der Erkennungseinheit werden derzeit untersucht.
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