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Kapitel 1
Einleitung

Die eukaryontische Zelle ist durch Einteilung in membranumschlossene Kompar-
timente organisiert. Dies ermoglicht, dass Reaktionen getrennt voneinander ab-
laufen, und minimiert den Energieaufwand zur Aufrechterhaltung grofier Kon-
zentrationsunterschiede, so dass z.B. verschiedene Redoxpotentiale oder pH-
Werte in verschiedenen Kompartimente der Zelle bestehen. Um spezifische Re-
aktionen ausfiithren zu kénnen, muss jedes Kompartiment mit dem dafiir erfor-
derlichen Satz an Enzymen und anderen Proteinen ausgestattet sein. Auflerdem
ist es notwendig, dass verschiedene Kompartimente miteinander kommunizie-
ren. Dies geschieht durch vesikuléren Transport. Dabei wird zunéchst von einem
Donorkompartiment ein Vesikel abgeschniirt. In diesem Prozess muss es zur
spezifischen Einkapselung der zum Transport bestimmten Stoffe kommen. Das
Vesikel wird dann zu seinem Zielkompartiment transportiert und fusioniert mit
diesem. Dabei kommt es zur Freisetzung des Inhalts des Vesikels in das Lumen
des Zielkompartiments. Die in der Vesikelmembran vorhandenen Membranpro-
teine werden in die Membran des Zielkompartiments eingebaut. Ein Spezialfall
des vesikuldren Transportes liegt bei der Fusion des Transportvesikels mit der
die Zelle umgebenden Plasmamembran vor. In diesem Fall kommt es zur Frei-
setzung des Vesikellumens in den extrazelluldren Raum. Dieser Prozess wird als

Ezozytose bezeichnet.

1.1 Biophysikalische Modelle zur Membranfusion

Biologische Membranen bestehen aus einer Doppelschicht von Phospholipiden,
in die Proteine eingebettet sind. Bei der Fusion zweier Lipiddoppelschichten

kommt es zur Vereinigung der beiden Membranen und zur Durchmischung

11



KAPITEL 1. EINLEITUNG

12

der beiden durch sie eingeschlossenen Volumina. Zur Erklérung des Fusions-
vorganges sind zwei verschiedene Modelle entstanden. Nach dem ersten Modell
wird die erste wéssrige Verbindung zwischen den beiden Membranen durch eine
proteintse Fusionspore gebildet, die einem Ionenkanal oder einer gap-junction
dghnlich ist. Die Expansion der Fusionspore durch Eindringen von Phospholi-
pidmolekiilen stellt dann die Kontinuitét der beiden Membranen her [2,136].

Nach dem zweiten Modell lauft die Fusion durch das sequentielle Verschmelzen
einzelner Lipidschichten ab. Zuné&chst wird Kontinuitdt zwischen den proxi-
malen Lipidschichten hergestellt, wdhrend die distale Lipidschichten getrennt
bleiben. Dieser Zustand wird als Hemifusion bezeichnet und ist durch drei Cha-

rakteristika gekennzeichnet:
e Austausch von Lipidmolekiilen zwischen den proximalen Lipidschichten
e kein Austausch von Lipidmolekiilen zwischen den distalen Lipidschichten

e keine wiéssrige Verbindung zwischen beiden Kompartimenten, d.h. keine

Vermischung der eingeschlossenen Volumina

Die bei der Hemifusion vorliegende x-foérmige Struktur wird als stalk bezeich-
net. In weiteren Schritten kommt es nach diesem Modell zur Expansion des
stalk in ein hemifusion diaphragm. Die Verschmelzung der distalen Lipidschich-
ten fiihrt zur Offnung einer Fusionspore und zur Durchmischung der Lumina
beider Kompartimente.

Die Annahme von proteintsen Fusionsporen griindet vor allem auf der Beob-
achtung, dass die elektrischen Eigenschaften der Fusionspore Parallelen zu de-
nen von lonenkanélen aufweisen, wihrend ansonsten nur wenige Befunde dieses
Modell unterstiitzen [87]. Das iiber das Hemifusionsintermediat ablaufende Sze-
nario ist durch theoretische Modellrechnungen und experimentelle Befunde an
reinen Phospholipidmembranen und zur viralen Fusion besser begriindet. Des-
halb sollen an dieser Stelle einige néhere Betrachtungen dazu folgen.

Die im stalk-Modell auftretenden Ubergangszustinde sind energetisch durch
sogenannte Kontinuumsmodelle beschrieben worden, bei denen Lipiddoppel-
schichten als elastische Oberflichen beschrieben werden. Die dabei entstehenden
starken Kriimmungen fiithrten in frithen Berechnungen zu unrealistisch hohen
Energien fiir Ubergangszustinde [233]. Diese Mingel konnten durch Beriick-
sichtigung von Biegung (bending) und Kippung (tilting) einzelner Phospholi-

pidmolekiile teilweise behoben werden [121,125]. Es sei aber betont, dass alle
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Kontinuumsmodelle auf der Annahme bestimmter Intermediate beruhen, z.B.
des stalk, diese jedoch nicht vorhersagen (zur Veranschaulichung der erwihnten
Intermediate siche Abbildung 1.1).

Hauptargument fiir das stalk-Modell ist der Einfluss der Lipidzusammenset-
zung auf die Kriimmung von Membranen. Da Hemifusion zu einer negativen
Gesamtkriimmung der Membran fiihrt, sollten Phospholipide, die eine nega-
tive Kriimmung induzieren oder stabilisieren, die Bildung eines stalk fordern.
Aus Phosphatidylcholin aufgebaute Lipidmembranen fusionieren unter Stan-
dardbedingungen selbst dann nicht, wenn sie in sehr engen Kontakt gebracht
werden (< 3 nm). Erst die Dehydrierung der Kontaktzone durch hohe Kon-
zentrationen von Polyethylenglykol oder die Zugabe von millimolaren Mengen
von Ca’"-Tonen induzieren Fusion [47,285]. In diesen proteinfreien Systemen,
in denen die Fusion von kiinstlichen Phospholipidvesikeln (Liposomen) mitein-
ander oder mit planaren Membranen gemessen wird, kann auch die Existenz
von Hemifusionsintermediaten nachgewiesen werden [45], d.h. es wird die Ver-
mischung proximaler Lipidschichten gemessen, ohne dass Fusionsporen oder
die Mischung der distalen Lipidschichten beobachtet werden. Die Bildung des
Hemifusionsintermediats ist dabei wie vorhergesagt abhéngig von der Lipidzu-
sammensetzung der proximalen Lipidschichten. Wahrend Lipide, die spontan
zu positiver Kriitmmung fithren, Hemifusion verhindern (z.B. Lysophosphatidyl-
cholin, LPC), férdern Phosphatidylethanolamin (PE) oder Olsiure (OA), die
eine negative Kriimmung der Membran unterstiitzen, Hemifusion. Im Gegen-
satz dazu wird der Ubergang von der Hemifusion zur Offnung der Fusionspore
durch Lipide in der distalen Lipidschicht beeinflusst, und zwar in umgekehrter
Weise: Wiahrend LPC die Bildung der Fusionspore férdert, inhibieren PE und
OA diesen Prozess.

FEinige durch Kontinuumsmodelle beschriebene Intermediate wurden in letz-
ter Zeit auch durch sogenannte coarse grain-Modelle beschrieben bzw. postu-
liert [109]. In diesen Modellen werden Lipidschichten nicht mehr als elastische
Oberfliichen beschrieben, sondern die Eigenschaften von Lipiddoppelschichten
ergeben sich aus stark vereinfachten molekularen Modellen fiir einzelne Lipid-
molekiile. So konnte die spontane Bildung von Lipiddoppelschichten [85] und
von Mizellen [148,171], sowie die Bildung von Fusionsporen [170] mit Hilfe
dieser Modelle simuliert werden. Die dabei erzielten Ergebnisse sind in guter
Ubereinstimmung mit den von der stalk-Hypothese beschriebenen Intermedia-

ten, auch wenn die Struktur des stalk ungeordneter zu sein scheint als von den
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Abbildung 1.1 — Von der stalk-Hypothese vorgeschlagene Fusionsintermediate. Fiir
Erklarungen siehe Text. Die Abbildung wurde freundlicherweise von Dr. Reinhard Jahn

zur Verfiigung gestellt.

Kontinuumsmodellen beschrieben.

Die Beobachtung, dass sich Fusionsporen hinsichtlich ihrer elektrischen Eigen-
schaften Ionenkanélen sehr dhnlich verhalten, ist hingegen nicht unbedingt ein
Hinweis auf eine proteintse Fusionspore. So konnte auch bei der Fusion von
proteinfreien Membranen die transiente Offnung von Fusionsporen gemessen

werden, die den in biologischen Systemen gefundenen sehr dhnlich waren [35].

1.2 Die Membranfusion im sekretorischen Signalweg

Nach diesen einleitenden Worten zu physikalischen Modellen der Membranfusi-
on folgen nun Betrachtungen zum Mechanismus intrazelluldrer Fusionsreaktio-
nen. In den letzten 15 Jahren haben sich dabei besonders zwei Modellsysteme
als fruchtbar erwiesen und die Entdeckung einer grofien Zahl von Proteinen
ermoglicht, die an diesen Prozessen beteiligt sind: der sekretorische Weg in
Saccharomyces cerevisiae und die Neuroexozytose an der Synapse und in neu-
roendokrinen Zellen. Aus Arbeiten an diesen Modellen ist deutlich geworden,

dass drei Proteinfamilien fiir intrazellulire Fusionsereignisse essentiell sind!:
e SNARE-Proteine

e Seclp und Munc-18 Homologe (SM-Proteine)

'Die Fusionsreaktionen von Mitochondrien und Peroxisomen stellen dabei Spezialfiille dar,
die an dieser Stelle nicht behandelt werden, da an diesen Prozessen andere Proteinfamilien
beteiligt sind [34, 252].
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e Rab-Proteine

Was ist die Funktion dieser Proteine im Fusionsprozess und wie wirken sie?
In den néichsten Abschnitten werden die Erkenntnisse {iber den Fusionspro-
zess und die Rolle dieser drei Proteinfamilien in ihm zusammengefasst. Dabei
konzentriere ich mich besonders auf die Rolle der SNAREs in der Calcium-
abhéngigen Exozytose in der Synapse und in neuroendokrinen Zellen, da ein
tieferes Verstdndnis dieses Vorgangs in einem rekonstituierten System das Ziel

meiner Arbeit war.

1.2.1 Die Rolle der Rab-Proteine im membrane attachment

Der Fusion selbst muss die spezifische Erkennung der zu fusionierenden
Kompartimente vorangehen. Rab-Proteine sind fiir diesen Vorgang, der zur
Etablierung eines Kontakts fiihrt und der in der Literatur als attachment,
tethering oder docking bezeichnet wird, als zentrale Faktoren erkannt wor-
den [112,147,190].

Rab-Proteine sind kleine GTPasen, die iiber zwei Geranylgeranyl-
Modifikationen in ihrer GTP-gebundenen Form membrangebunden sind.
In ihrer GDP-gebundenen Funktion liegen sie cytosolisch an GDI (guanine dis-
sociation inhibitor) gebunden vor. Die Kristallstrukturen von GDI-gebundenem
prenyliertem Yptlp zeigten, dass Komplexierung mit GDI die Geranylgera-
nylreste maskiert und die Dissoziation von GDP verhindert [192,193]. Der
Austausch von GDP gegen GTP wird durch GEFs (guanine exchange factor)
katalysiert und ermoglicht die Bindung an die Membran. An diesem Prozess
sind auch die bisher wenig charakterisierten GDFs (GDI displacement factor)
beteiligt, die vor den GEFs wirken und GDI vom RabGDI-complex verdringen
sollen [190,234]. Neben dieser Membranverankerung durch Geranylgeranylreste
binden GTP-Rabs an sogenannte Rab-Effektoren. Rab-Proteine sind also
bifunktionell und die Spezifitdt des attachment beruht auf zwei Erkennungs-
reaktionen: Zunédchst muss Rab-GDP an der sogenannten Donormembran in
Rab-GTP umgewandelt werden. In seiner GTP-gebundenen, membranstindi-
gen Form interagiert es mit Rab-Effektoren in der Zielmembran. Eine grofie
Zahl dieser Rab-Effektoren konnte in den letzten Jahren fiir verschiedene
Transportschritte im sekretorischen Signalweg identifiziert werden. Erwé&hnt
sei hier der Exocyst-Komplex, der beim tethering von post-Golgi Vesikeln

an die Plasmamembran iiber das Rab-Protein Secdp wichtig ist. Rab-GTP
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bindet nicht nur an membrangebundene Effektoren. Die Rekrutierung von

cytoplasmatischen Proteinen ist ein weitere wichtige Funktion [268, 280].

1.2.2 SNARE-Proteine

Nach der spezifischen Erkennung der Membranen und dem attachment-Prozess
muss die Verschmelzung der beiden Membranen erfolgen. SNARE-Proteine sind
fiir diesen Prozess essentiell, wie eine Reihe von Experimenten mit genetisch
manipulierten Mausen und die Arbeiten iiber verschiedene Neurotoxine, die
spezifisch SNAREs angreifen, gezeigt haben.

SNARE-Proteine bilden eine Familie von kleinen, membrangebundenen Protei-
nen mit 25 Mitgliedern in Saccharomyces cerevisiae, 41 in Homo sapiens und 62
in Arabidopsis thaliana [118]. Thre Doménenstruktur ist einfach, und ihr Cha-
rakteristikum ist das SNARE-Motiv, eine Sequenz von ca. 60 Aminosiuren, die
in Heptad-Wiederholungen angeordnet sind. Uber das SNARE-Motiv koénnen
SNAREs heterooligomere Komplexe bilden. Das zipper-Modell postuliert, dass
die stark exergonische Bildung von SNARE-Komplexen die Membranfusion an-
treibt. In verschiedenen Membranen sitzende SNAREs bilden danach zunéchst
im N-terminalen, membrandistalen Teil ihrer SNARE-Motive Kontakte aus.
In einer Art ReiBverschlussbewegung dehnt sich dieser Kontakt in Richtung
der membranproximalen Membrananker aus und zieht so beide Membranen
zusammen, so dass sie schlielich verschmelzen [89,183]. Im Folgenden werden
die biochemischen und biophysikalischen Befunde zu SNARE-Proteinen zusam-

mentragen und die Belege fiir ihre essentielle Rolle im Fusionsprozess dargelegt.

1.2.2.1 Struktur von SNARE-Proteinen und ihre biophysikalischen
Eigenschaften

Die meisten SNAREs sind iiber C-terminale Transmembransegmente in der
Membran verankert. Viele besitzen N-terminal vom SNARE-Motiv selbsténdig
faltende Doménen. Einige SNAREs sind nicht iiber Transmembransegmente
in der Membran verankert sondern iiber posttranslatorische Lipidmodifikatio-
nen. Z.B. sind einige Mitglieder der SNAP-25-Subfamilie (synaptosome asso-
ciated protein of 25 kDa), in denen zwei SNARE-Motive durch einen flexiblen
Abschnitt verbunden sind, mehrfach in diesem Verbindungsstiick palmitoy-
liert [97]. Das Hefe-SNARE Ykt6p ist durch Farnesylierung verankert [155].

Die biophysikalisch am besten charakterisierten SNARESs sind jene an der neu-
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ronalen Exozytose beteiligten: Syntaxin 1 und SNAP-25, die beide in der Plas-
mamembran sitzen, und Synaptobrevin 2/VAMP?2 (vesicle associated membrane
protein), das in der Membran des synaptischen Vesikels verankert ist. Betrach-
tet man die isolierten SNARE-Motive dieser Proteine in Losung, so weisen sie
kaum Sekundérstruktur auf. Bei der Bildung des terndren Komplexes aus die-
sen drei Proteinen (im Folgenden als neuronaler SNARE-Komplex bezeichnet)
kann iiber CD-Spektroskopie (Circulardichroismus) ein starker Anstieg der a-
Helizitiit gemessen werden [68,94]. Ahnliche Beobachtungen wurden auch mit
den exozytotischen SNAREs aus Saccharomyces cerevisiae und den frith- und
spitendosomalen SNAREs gemacht [7,77,286].

Limitierte Proteolyse zeigte, dass der neuronale SNARE-Komplex aus zwei
Doménen besteht [69], der N-terminalen Doméne von Syntaxin 1, ein autonom
faltendes antiparalleles Drei-Helix-Biindel, H,p.-Doméne genannt [74,133], und
dem core-Komplex, der aus einem Vier-Helix Biindel besteht, das Figenschaf-
ten von coiled-coils aufweist. Die Kristallstruktur des core-Komplexes zeigte,
dass jede Helix von einem unterschiedlichen SNARE-Motiv gebildet wird [247].
Syntaxin 1 und Synaptobrevin steuern je eine Helix zum Komplex bei. Die
beiden iibrigen Helices, die durch einen flexiblen Abschnitt miteinander ver-
bunden sind [144], werden von den SNARE-Motiven von SNAP-25 gebildet
(Abb. 1.2). Das Innere des Helixbiindels besteht aus 16 planaren Schichten in-
teragierender und zumeist hydrophober Aminosiure-Seitenketten. Sie werden
im Folgenden als layer bezeichnet. Eine Ausnahme bildet eine Schicht in der
Mitte des Biindels (0-layer), die von drei Glutaminresten (SNARE-Motive von
Syntaxin und SNAP-25) und einem Argininrest (SNARE-Motiv von Synapto-
brevin) gebildet wird.

Zusétzlich zum neuronalen Komplex sind die Kristallstrukturen von zwei endo-
somalen SNARE-Komplexen aufgeklédrt worden [6,286]. Trotz hoher Variabilitét
in den Primérsequenzen bilden diese SNARE-Komplexe strukturell konservier-
te Vier-Helix-Biindel aus, die in vielen Details grofe Ahnlichkeiten unterein-
ander aufweisen. Dies ldsst den Schluss zu, dass alle SNARE-Komplexe aus
Helixbiindeln dhnlicher Struktur bestehen. Sequenzvergleiche von SNARESs aus
einer groflen Zahl von Eukaryonten-Spezies ergab zudem, dass die vier an den
core-Komplexen beteiligten SNARE-Motive konservierte Unterfamilien bilden,
denen fast alle bekannten SNARE-Motive zugeordnet werden konnen [72,118].
Die Unterfamilien werden als Qa-, Qb-, Qc-SNARESs (Glutamin im 0-layer) und
R-SNAREs (Arginin im 0-layer) bezeichnet, und jeder funktionelle SNARE-
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Komplex sollte demnach eine QaQbQcR-Zusammensetzung aufweisen.

Der core-Komplex ist bemerkenswert stabil. Die mittlere Schmelztemperatur

2. Helix
Synaptobrevin 2 (R) SNAP-25 (Qc)
B =3 W
t 1
Syntaxin 1a (Qa) 1 Helix
N SNAP-25 (Qb)
b
Syntaxin 7 (Qa) Endobrevin (R)

Viilb (Qb)

Syntaxin 8 (Qc)

Abbildung 1.2 — Modelle des neuronalen und spétendosomalen Komplexes. (a) Der neu-
ronale core-Komplex besteht aus einem Vier-Helix-Biindel. Die beiden Helices von SNAP-
25 und die Hgpe-Doméne und das SNARE-Motiv von Syntaxin la sind iiber flexible lin-
ker miteinander verbunden. Syntaxin und Synaptobrevin haben jeweils eine C-terminale
Transmembranregion, SNAP-25 ist iiber Palmitoyl-Modifikationen in der Membran ver-
ankert. (b) Der core-Komplex des spitendosomalen Komplexes besteht aus einem sehr
dhnlichen Vier-Helix-Biindel, zu dem Endobrevin, Syntaxin 7, vitlb und Syntaxin 8 je
eine Helix beisteuern. Alle vier SNARESs haben eine C-terminale Transmembranregion.
Transmembranregionen sind als Zylinder dargestellt, unstrukturierte Abschnitte als Li-

nien. Das Bild hat freundlicherweise Dr. Dirk Fasshauer zur Verfiigung gestellt.

betrigt 89°C, wie anhand von Anderungen der a-Helizitit CD-spektroskopisch
gezeigt wurde [67,240]. Gegen Behandlung mit Harnstoff und Natriumdode-
cylsulfat ist er bis zu Konzentrationen von 9M bzw. 2% (w/v) resistent. Das
chaotrope Reagenz Guanidinhydrochlorid denaturiert den Komplex erst ab ei-
ner Konzentration von ca. 5M [67]. Neben dieser thermodynamischen Stabilitét
ist auch die kinetische Stabilitdt charakteristisch: Einmal assembliert zerféllt der
Komplex auch iiber einen langen Zeitraum nicht messbar, d.h. unter Standard-
bedingungen steht der Komplex nicht in einem dynamischen Gleichgewicht mit
freien Monomeren [67]. Weiterhin weisen De- und Renaturierung eine ausgespro-
chene Hysterese auf: Wiahrend der Komplex bei 89°C denaturiert, reassembliert
er erst bei Absenkung der Temperatur auf etwa 63°C [67]. Dieses Verhalten ist
ein Hinweis darauf, dass die Assemblierung iiber Zwischenstufen abliuft, die

thermisch weniger stabil sind als der vollstdndig assemblierte Komplex.
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1.2.2.2 Der Konformationszyklus der SNARE-Proteine

Die Bildung des terndren SNARE-Komplexes aus 16slichen SNARE-Fragmenten
erfolgt mit ~ 6000M ~!s~! relativ langsam [70,165]. Der Grund dafiir muss
in dem komplizierten Konformationszyklus und Assemblierungsprozess der
SNARE-Proteine gesucht werden (fiir eine Uberblicksdarstellung siehe Refe-
renzen [65,110,258]). Der Konformationszyklus der SNARESs ist schematisch in
Abbildung 1.3 gezeigt.

SNARE-Cluster in der Plasmamembran Untersuchungen in der
Phaeochromocytoma-Zelllinie PC12 zeigten, dass Syntaxin 1 und SNAP-25 in
der Plasmamembran nicht als Monomere vorliegen, sondern in Clustern [131].
Auch fiir andere Mitglieder der Syntaxin-Familie sind solche Cluster beschrie-
ben worden [141,231]. Syntaxin 1-Cluster sind 50-60 nm grofl und bestehen aus
ca. 75 dicht gepackten Syntaxin-Molekiilen [232]. Thre Interaktion wird iiber
das SNARE-Motiv vermittelt [231]. Wihrend die Cluster selbst relativ immobil
sind, kénnen einzelne Syntaxin-Molekiile zwischen Clustern wandern [232]. Die

Funktion der Oligomerisierung von Syntaxin in der Membran ist unklar.
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Die geschlossene Konformation von Syntaxin und die SM-Proteine
Syntaxins N-terminale H,p.-Doméne ist mit dem SNARE-Motiv iiber einen ca.
50 Aminosduren langen Abschnitt verbunden. NMR- und Fluoreszenzeinzel-
molekiilspektroskopie zeigten, dass die Hgp.-Doméne mit dem SNARE-Motiv
interagiert. Diese Konformation von Syntaxin wird als geschlossen bezeich-
net [60]. Sie steht mit der offenen Konformation, in der die Hgp.-Doméne und das
SNARE-Motiv nicht direkt interagieren, in einem dynamischen Gleichgewicht.
Experimente mit dem cytosolischen Fragment von Syntaxin 1 zeigten, dass etwa
70% der Syntaxinmolekiile in der offenen Konformation vorliegen [146]. Auch
Ssolp, das Syntaxin-Homolog in Saccharomyces cerevisiae, und Syntaxin 7, das
Syntaxin-Homolog in der Fusion von spéten Endosomen, nehmen eine geschlos-
sene Konformation ein [5, 77]. In Ssolp ist sie so stabil, dass ihre Struktur,
ein antiparalleles Vier-Helix-Biindel, rontgenkristallographisch ermittelt werden
konnte [164]. Die geschlossene Konformation ist jedoch nicht fiir alle Syntaxine
konserviert: Die Hefe-SNAREs Vam3p, Tlg2p und Pep12p nehmen nach NMR-
spektroskopischen Untersuchungen eine offene Konformation ein [61,62].
Syntaxin 1 bildet mit dem SM-Protein Muncl8-1 einen Komplex mit einer
Stochiometrie von 1:1 [92,189]. Die Kristallstruktur dieses Komplexes zeigt,
dass Munc-18 an Syntaxin in der geschlossenen Konformation bindet [161].
Pevsner et al. zeigten auflerdem, dass die Bindung von Muncl8 an Syntaxin die
Bildung von SNARE-Komplexen verhindert [189].

Die Interaktion des Hefe-SNAREs Ssolp mit seinen Partnern Sec9p und
Sncl/2p erfolgt ebenfalls sehr langsam. Hingegen bildet ein Ssol-Fragment,
in dem die Hg,.-Doméne fehlt, den SNARE-Komplex etwa 2000mal schnel-
ler [165]. In Syntaxin 1 hat diese Mutation einen #hnlichen Effekt, beschleunigt
die Assemblierung jedoch nur um einen Faktor von zehn [146]. Die geschlossene
Konformation scheint also eine Interaktion des Qa-SNARESs mit seinen SNARE-
Partnern auszuschliefen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die geschlossene
Konformation von Syntaxinen, im Falle von Syntaxin 1 stabilisiert durch die
Interaktion mit Muncl8, einen wichtigen Kontrollpunkt bei der Assemblierung
des SNARE-Komplexes darstellt.

Die beschriebenen biochemischen Befunde zu Muncl8 suggerieren, dass es ein
negativer Regulator der Exozytose ist. Physiologie und Genetik zeigen jedoch
klar, dass Munc-18 und seine Homologe in anderen Transportschritten essen-
tiell fiir die Membranfusion sind (fiir Uberblicksdarstellungen siche Referenzen

[80,202]). Deletionen von SM-Proteinen in Saccharomycs cerevisiae, Invertebra-
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ten und Vertebraten inhibieren stets die korrespondierenden Fusionsreaktionen
[91,102,173,175,260]. Die Wirkungsweise der SM-Proteine gibt weiterhin Rétsel
auf und wird dadurch verkompliziert, dass die Bindung an die geschlossene Kon-
formation des jeweiligen Syntaxins nicht konserviert zu sein scheint. So bindet
Seclp den vollstéindig assemblierten SNARE-Komplex nicht jedoch monome-
res Ssolp [33]. Fiir andere SM-Proteine ist eine ausschliefiliche Bindung an ein
N-terminales Peptid vor der H,p.-Doméne beschrieben [61,275]. Eine mogliche
Funktion von SM-Proteinen koénnte die Stabilisierung von Qabc-Intermediaten
sein, die als Bindungsstellen fiir R-SNAREs dienen [30, 50, 185, 283].

Das Qabc-Intermediat Bei der Bildung des exozytotischen SNARE-
Komplexes in Saccharomyces cerevisiae muss Ssolp zunéchst mit dem Qbc-
SNARE Sec9p interagieren, bevor das R-SNARE Sncl/2p binden kann [165].
Ebenso legt die Hysterese von SNARE-Komplexbildung und -zerfall nahe, dass
ein Syntaxin 1/SNAP-25-Intermediat die Bindungsstelle fiir Synaptobrevin bil-
det [67]. Doch wéhrend Ssolp und Sec9p einen Komplex mit einer 1:1 Stochio-
metrie bilden, liegt der Syntaxin/SNAP-25-Komplex in einer 2:1 Stéchiometrie
vor [71]2, in dem das zweite Syntaxinmolekiil die Bindungsstelle von Synapto-
brevin einnimmt [144, 271, 281]. Dies liegt offensichtlich darin begriindet, dass
das SNARE-Motiv von Syntaxin dazu tendiert, coiled-coil-Interaktionen relativ
unspezifisch einzugehen. So konnten auch homooligomere Komplexe und solche
mit nur der ersten Helix von SNAP-25 mit einer 2:2 Stochiometrie nachgewie-
sen werden [144, 160, 162].

Mit einer Kombination von fluoreszenz- und CD-spektroskopischen Metho-
den zeigten Fasshauer und Margittai, dass die Interaktion von Syntaxin und
SNAP-25 im N-terminalen Bereich dieser beiden Proteine initiiert wird und
dass dieser Schritt, bei dem drei Helices miteinander interagieren miissen, ge-
schwindigkeitsbestimmend fiir die Komplexbildung ist. Sie zeigten weiterhin,
dass bei einem molaren Uberschuss an Syntaxin die Bindung von Synapto-
brevin an das Syntaxin/SNAP-25-Intermediat inhibiert wird. Dieses Ergebnis
legte den Schluss nahe, dass der neuronale SNARE-Komplex &hnlich dem Hefe-
Komplex iiber ein Qabc-Intermediat assembliert. Diese Annahme wird durch
Bindungsstudien an isolierten Plasmamembranen und durch live-cell imaging
gestiitzt [3,132], wobei allerdings darauf hingewiesen werden muss, dass auch

Intermediate anderer Zusammensetzung (SNAP-25/Synaptobrevin) diskutiert

2Im Folgenden bezeichne ich diesen Komplex kurz als 2:1-Komplex.
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werden [43]. Ein weiteres Beispiel fiir ein Qabc Intermediat sind die bei der Fu-
sion von Vesikeln im retrograden Transport zum endoplasmatischen Reticulum
in Saccharomyces cerevisiae involvierten SNAREs Ufelp (Qa), Sec20p (Qb) und
Uselp (Qc), die in einem stabilen Komplex mit dem Dsl-Multiproteinkomplex
vorliegen [122].

Partiell assemblierte SNARE-Komplexe Die Befunde, dass freie
SNARE-Monomere in verschiedenen Kompartimenten lokalisiert sind und dass
die Assemblierung des Komplexes zur Ausbildung eines parallelen Vier-Helix-
Biindels von grofler Stabilitét fithrt [89,135], miindeten in der Entwicklung des
sogenannten zipper-Modells zur Erkldarung der Funktion von SNARE-Proteinen
bei der Membranfusion [88,183]. Obwohl partiell assemblierte trans-Komplexe,
bei denen die Transmembranregionen noch in verschiedenen Membranen sitzen,
die SNARE-Motive aber schon miteinander interagieren, konzeptionell von zen-
traler Bedeutung fiir das zipper-Modell sind, liegen kaum direkte Belege fiir ihre
Existenz vor. Partiell assemblierte Komplexe der neuronalen SNARESs, die in
Abbildung 1.2 als loose und tight trans complexes bezeichnet werden, sind be-
sonders in der neuronalen Exozytose wichtig, wo sie als Bindungspartner fir
Complexine und Synaptotagmin diskutiert werden. Ich werde dieses Problem
ausfiihrlich im Zusammenhang mit meinen in dieser Arbeit priasentierten Daten
behandeln.

Dissoziation der SNARE-Proteine Wie erwihnt, ist die auflergewdhn-
liche kinetische Stabilitit ein Charakteristikum fiir SNARE-Komplexe. In
der Zelle werden SNARE-Komplexe durch einen Multiproteinkomplex aus a-
SNAP (und seinen Homologen (3- und 7-SNAP) und der AAA+-ATPase NSF
(N-ethylmaleimid-sensitive factor) unter ATP-Hydrolyse in Monomere zer-
legt [236]. Historisch gesehen war dieser Komplex aus NSF, SNAPs und den
SNARE-Proteinen von grofler Wichtigkeit fiir die Entdeckung der SNARE-
Proteine [237]. NSF selbst bindet nicht an den SNARE-Komplex, sondern die
Bindung wird durch drei a-SNAP-Molekiile vermittelt [151]. Mechanistisch ist
das disassembly jedoch nicht verstanden (fiir eine Uberblicksdarstellung siche
Referenz [90]).
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1.2.2.3 Physiologische Befunde fiir die Rolle der SNARE-Proteine

in der Membranfusion

Das zipper-Modell liefert eine plausible biologische Erklarung fiir die Tatsache,
dass interagierende SNARE-Proteine vor der Fusion in den beiden gegeniiber-
liegenden Membranen lokalisiert sind. Es erklért die aulerordentliche Stabilitét
von SNARE-Komplexen als den Endpunkt einer stark exergonischen Assozia-
tion von Proteinen, wobei die freiwerdende Konformationsenergie zur Uber-
windung der Energiebarriere bei der Fusion benutzt wird. Die zentrale Rolle
der SNARE-Proteine als Katalysatoren der Fusion wird jedoch nicht nur durch
in-vitro erhobene biochemische und strukturbiologische Befunde gestiitzt, son-
dern auch durch physiologische und genetische Ansétze, die in den folgenden

Abschnitten naher erlautert werden.

Clostridiale Neurotoxine Einer der stiarksten Belege fiir eine essentielle
Rolle der SNARE-Proteine bei der Fusion stammt aus Arbeiten mit clostridia-
len Neurotoxinen (CNTSs). Clostridium botulinum sezerniert sieben serologisch
verschiedene Neurotoxine, genannt Botulinumneurotoxine (BoNT) A, B, C1, D,
E, F und G, Clostridium tetani das Tetanustoxin (TeNT). Alle CNTs dringen
iiber rezeptorvermittelte Endozytose in Motorneuronen ein. Doch wihrend Bo-
tulinumtoxine in peripheren Neuronen verbleiben und die Signaliibertragung an
der neuromuskuldren Endplatte inhibieren, wird TeNT retrograd transportiert
und inhibiert die Neurotransmitterfreisetzung von glycinergen, inhibitorischen
Interneuronen im Zentalnervensystem (fiir eine Uberblicksdarstellung sei auf
Referenz [215] verwiesen). Der Befund, dass alle CNTs das fiir Metallopro-
teasen typische Motiv His-Glu-X-X-His enthalten [124], eroffnete den Weg zur
Entdeckung ihrer Substrate, der SNARE-Proteine.

Alle CNTs werden zuniichst als etwa 150 kDa grofle Polypeptide synthetisiert,
die posttranslational proteolytisch aktiviert werden. Die aktive Form jedes die-
ser Toxine besteht aus einer ca. 50 kDa grofien leichten Kette, die die proteo-
lytische Aktivitédt trigt, und einer ca. 100 kDa grofien schweren Kette. Beide
Ketten sind iiber Disulfidbriicken und nichtkovalente Wechselwirkungen mit-
einander verbunden. Nach der Bindung an neurospezifische Rezeptoren dringen
CNTs iiber rezeptorvermittelte Endozytose in endosomale Kompartimente ein.
Translokation ins Cytoplasma fiihrt zur Trennung der leichten Kette von der
schweren Kette im reduzierenden Milieu [163,216]. Im Cytoplasma spalten die

verschiedenen CN'Ts dann hochspezifisch die drei verschiedenen exozytotischen
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SNARE-Proteine:
e Syntaxin wird von BoNT/C1 geschnitten [20],

e SNAP-25 von den BoNTs A, C1 und E [19,78,217],

e und Synaptobrevin von den BoNTs B, D, F und G und von Tetanusto-
xin [137,213,217,218,276,277].

Alle CNTs sind Zinkproteasen und &hneln in ihrem aktiven Zentrum Ther-
molysin, wie Kristallstrukturen der leichten Ketten zeigten [1, 26, 128, 248].
Ihre uniibertroffene Substratspezifitit ist darauf zuriickzufiihren, dass CNTs
neben der Schnittstelle weitere Regionen ihrer Substrate spezifisch erkennen.
Die Struktur von BoNT/A im Komplex mit einem Fragment von SNAP-25
zeigt eindrucksvoll, dass sich diese sogenannten ezxosites {iber das gesamte zwei-
te SNARE-Motiv von SNAP-25 erstrecken und dass die Substratbindung au-
Berdem eine Konformationsdnderung im aktiven Zentrum der Protease indu-
ziert [25,27].

CNTs spalten ihre SNARE-Substrate im C-terminalen Bereich des SNARE-
Motivs nahe der Plasmamembran und verhindern dadurch die Bildung von
SNARE-Komplexen. Vollstdndig assemblierte Komplexe sind hingegen ge-
geniiber proteolytischer Spaltung durch Toxine resistent [93,176]. Fiir die Eta-
blierung der Rolle der SNARE-Proteine in einem spéten Schritt der Fusionsre-
aktion, also nach Abschluss des attachment-Prozesses, waren Befunde entschei-
dend, dass CN'T's zwar die Ca*"-induzierte Exozytose inhibieren, die Feinstruk-
tur der Synapse aber unveréndert bleibt. So zeigen elektronenmikroskopische
Studien an der neuromuskulidren Endplatte von Mausen und an Riesenneuronen
von Tintenfischen nach Vergiftung mit TeNT oder BoNT /B keine Verédnderung
der Zahl von synaptischen Vesikeln in unmittelbarer Nihe zur Plasmamembran,
wihrend die durch Aktionspotentiale induzierte Transmitterfreisetzung nahezu
vollsténdig inhibiert ist [59,106]. Die Expression der leichten Kette von TeNT
in Neuronen von Drosophila melanogaster resultiert in einem Verlust der Ca’t-
induzierten Neurotransmitterfreisetzung, wihrend die spontane Freisetzung er-
halten bleibt [249]. Auch in dieser Studie zeigte sich, dass die Morphologie der

Synapse in TeNT-exprimierenden Zellen unveréndert bleibt.

Genetische Manipulation von SNAREs Auch genetische Manipulationen

von SNAREs in verschiedenen Modellorganismen unterstiitzen die Hypothese,
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dass SNARE-Komplexbildung bei der Fusion eine zentrale Rolle spielt. In Abwe-
senheit des Drosophila-Homologs von Syntaxin 1A, syx-1A, ist die Neurotrans-
mitterfreisetzung vollstéindig inhibiert [28,225], eine Null-Mutation im Synapto-
brevin 2 Homolog, n-syb, fithrt zum vollsténdigen Verlust der Ca**-induzierten
Neurotransmitterfreisetzung und reduziert die spontane um 75% [56]. Gleichzei-
tig zeigten wiederum elektronenmikroskopische Studien, dass die Morphologie
der Synapse erhalten bleibt [28]. Auch bei einer temperatursensitiven syx-1A
Mutante ist die Fusion von Vesikeln gehemmt: Eine Punktmutation in syx-1A
im layer +7 (T254) fithrt bei nichtpermissiver Temperatur zu einer Blockie-
rung der synaptischen Transmission. Gleichzeitig werden weniger SDS-resistente
SNARE-Komplexe detektiert. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeig-
ten in dieser Arbeit, dass sowohl die Zahl der synaptischen Vesikel in der Ner-
venendigung als auch die Zahl der am sogenannten T-bar angelagerten Vesikel
deutlich erhoht ist. Eine in derselben Arbeit untersuchte NSF-Mutante (Punkt-
mutation G274 in der D1 Doméne), die Defekte bei der Disassemblierung von
SNARE-Komplexen aufweist, zeigt ultrastrukturell einen sehr &hnlichen Phéno-
typ. Die Zahl der SNARE-Komplexe ist im Gegensatz zur Syntaxin-Mutante
deutlich erhoht im Vergleich zum Wildtyp. Die Arbeit zeigt eindrucksvoll, dass
der Kreislauf von Assemblierung und Disassemblierung der SNARE-Proteine
fiir die synaptische Transmission essentiell ist [139]. Auch Untersuchungen an
Syntaxin- und Synaptobrevinmutanten in Caenorhabditis elegans lassen diesen
Schluss zu [172,207].

Die Deletion von Synaptobrevin 2 in Mausen fiihrt in hippocampalen Neuronen
zu einem nahezu vollstdndigen Verlust der Ca’"-induzierten Neurotransmitter-
freisetzung, wihrend die spontane Freisetzung von Neurotransmitter nur um
den Faktor 10 reduziert ist [220]. Auch Untersuchungen in Saccharomyces cere-
visiae haben gezeigt, dass das membrane attachment der SNARE-Interaktion
vorausgeht. So war die attachment-Reaktion bei der Fusion von Vesikeln, die
cargo vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat transportieren,
zwar abhéngig vom Rab-Protein Yptlp und seinem Effektor Usolp, aber tem-
peratursensitive Mutanten der an diesem Fusionsschritt beteiligten SNARE-
Proteine Sed5p, Betlp und Boslp und im SM-Protein Slylp hatten lediglich
einen Einfluss auf die nachfolgende Fusionsreaktion [31].

Die Hypothese, dass SNARE-Proteine eine zentrale Rolle bei der Membran-
fusion spielen, wird weiterhin durch Experimente an permeabilisierten PC12

Zellen gestiitzt, einer immortalisierten neuroendokrinen Zelllinie. Chen et al.
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inhibierten Exozytose durch Intoxikation mit BoNT/E. Nach Auswaschen des
Toxins konnten sie die Exozytose durch Inkubation mit einem C-terminalen
Fragment von SNAP-25 wiederherstellen [42]. Es wurde auflerdem gezeigt, dass
Mutationen in den hydrophoben layers des SNAP-25 Fragments, die zu einer
Destabilisierung von in vitro gebildeten SNARE-Komplexen fiihren, auch die
Wiederherstellung der Exozytose beeintriichtigen [42,210]. Xu et al. zeigten,
dass in chromaffinen Zellen ein gegen den N-Terminus von SNAP-25 gerichteter
monoklonaler Antikdrper bzw. sein F;-Fragment, die die Bildung von SNARE-
Komplexen in vitro inhibieren, auch die Exozytose inhibieren [274]. Diese Ar-
beiten zeigen also, dass die Fiahigkeit der SNARE-Proteine, stabile Komplexe

zu bilden, mit der Fusionsaktivitat korreliert.

Fusion ohne SNAREs Die Tatsache, dass in Synaptobrevin-
Deletionsmutanten von C. elegans, D. melanogaster, und Maus die spontane
Freisetzung von Neurotransmitter (Miniatur-Endplattenpotentiale) nicht
gehemmt ist, wird hiufig als Argument gegen eine essenzielle Funktion der
SNARE-Proteine bei der Fusion verwendet. Allerdings kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass andere R-SNARESs die Funktion von Synaptobrevin zumindest
teilweise ersetzen konnen. In chromaffinen Zellen fiihrt ein Doppel-knock-out
von Synaptobrevin und seinem Homolog Cellubrevin zu einer vollstdndigen
Hemmung auch der spontanen Fusion von Granula. Auch hier waren keine
morphologischen Verdnderungen der periplasmatischen Zone feststellbar [21].
Im Gegensatz dazu ist die spontane Freisetzung in hippocampalen Neuronen im
Synaptobrevin 2/Cellubrevin Doppel-knock-out nicht vollig inhibiert [55]. Deak
et al. postulierten jedoch, dass ein weiteres R-SNARE fiir diese Restaktivitit
verantwortlich sein kénnte.

Sehr interessant ist in diesem Zusammenhang eine Beobachtung aus Saccha-
romyces cerevisiae: Der Phénotyp der Deletion der beiden Synaptobrevin-
Homologe Snclp und Sne2p kann zum Teil durch Mutationen in Genen, die im
Fettsdurestoffwechsel wirken und Verdnderungen der Lipidzusammensetzung
von Membranen bewirken, supprimiert werden. Eine Verdnderung der Lipid-
komposition der Membran scheint also dazu zu fiihren, dass das R-SNARE
entbehrlich wird.

Daneben stellen einige Befunde zur Funktion der vakuoldren V-ATPase eine
Rolle der SNARES bei der eigentlichen Fusion in Frage [14,188]. Diese Arbeiten
postulieren, dass die Vg-Untereinheit der V-ATPase nach der Bildung von
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1.3 Die Rolle von Syntaptotagmin bei der Ca’™'-

induzierten Exozytose

Neuronen kommunizieren durch die Freisetzung von Neurotransmitter-
Molekiilen an der Synapse. Neurotransmitter werden in der prasynaptischen
Zelle in synaptischen Vesikeln gespeichert. Aktionspotentiale fithren zu ei-
nem FEinstrom von Calcium durch spannungsgesteuerte Calciumkanile. Die
Erhéhung der Calciumkonzentration in der préasynaptischen Zelle induziert die
Fusion von synaptischen Vesikeln mit der Plasmamembran und die Freisetzung
des Neurotransmitters, der nach Diffusion durch den synaptischen Spalt an Re-
zeptoren in der postsynaptischen Membran bindet [98,99,113,114].

Nach géingigen Modellen zur Ca*"-induzierten Neurotransmitterfreisetzung
folgt der Bindung von synaptischen Vesikeln an die Plasmamembran eine Se-
rie von ATP- und Ca2+—abhéingigen Reifungsreaktionen, die kollektiv als pri-
ming bezeichnet werden. Dies schlieit auch die Bildung von partiell assemb-
lierten trans-Komplexen ein. Untersuchungen an Neuronen und neuroendokri-
nen Zellen fithrten zu der Vorstellung, dass Vesikel in distinkten Populationen
(pools) vorliegen, die die Reifungsreaktionen teilweise oder vollstdndig durch-
laufen haben, und daher differentiell auf einen Anstieg der présynaptischen
Ca”T-Konzentration reagieren. Die Freisetzung des Neurotransmitters erfolgt
im Wesentlichen in zwei Phasen: Die erste wird als synchron bezeichnet und
folgt dem Anstieg der Calciumkonzentration mit einer Verzoégerung von 100-
500 ps und ist nur von kurzer Dauer [206]. Die Vesikelpopulation, aus der sich
diese Phase speist, wird als readily-releasable pool bezeichnet. Die zweite, asyn-
chrone Phase weist eine groflere Verzogerung auf, hilt langer an und speist sich
aus einer Vesikelpopulation, die zu Beginn des Stimulus noch nicht alle pri-
ming-Reaktionen durchlaufen hat [195,204, 244].

Zwar koénnen auch in Abwesenheit einer erhthten Calciumkonzentration eini-
ge Fusionsereignisse registriert werden (sogenannte spontane Freisetzung), aber
die Freisetzung von Neurotransmitter ist durch Calcium stark beschleunigt.
Diese Tatsache macht das Vorhandensein eines oder mehrerer molekularer Sen-
soren fiir Calcium notwendig. Fiir die synchrone Neurotransmitterfreisetzung
sind Synaptotagmin 1 und seine Homologen Synaptotagmin 2 und 9 die besten

Kandidaten, wihrend der Calciumsensor fiir den asynchronen Teil bisher nicht
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identifiziert worden ist.

1.3.1 Biochemische Befunde

Zur Zeit sind 16 Synaptotagmin-Isoformen in den Genomen von Maus und
Mensch bekannt [52]3. Synaptotagmine sind durch zwei C-terminale C2-
Doménen und eine N-terminale Transmembranregion charakterisiert [186]. C2-
Doménen wurden in einer Vielzahl von Proteinen gefunden, nachdem sie
zundchst in Proteinkinase C als second constant sequence identifiziert wor-
den waren [51]. Die Kristall- und NMR-Strukturen der C2A- und der C2B-
Doméne von Synaptotagmin 1 und anderen C2-Doménen zeigen, dass sie als
ein einfaches sogenanntes Greek-key-motif organisiert sind, das aus 8 antipar-
allelen (-Faltblittern besteht, die iiber flexible loops miteinander verbunden
sind [73,245,246]. Die typische Funktion von C2-Doménen ist die Ca2+-abhangi—
ge Bindung an Membranen, die saure Phospholipide enthalten (fiir eine Uber-
sichtsdarstellung siehe Referenz [48]).

Bei Synaptotagmin 1, das in der Membran des synaptischen Vesikels loka-
lisiert ist, bindet die C2A-Doméne drei, die C2B-Doméne zwei Ca’*-Tonen.
Die Calcium-bindenden Reste liegen dabei in den flexiblen loops an der Spit-
ze der C2-Doménen. Da die Koordinationsstellen fiir Calciumionen von die-
sen Resten nur unvollstdndig besetzt werden, wird Ca®" nur mit mittlerer
Affinitét gebunden. Basierend auf den chemischen Verschiebungen in NMR-
Titrationsexperimenten wurden die Reste D172, D178, D230, D232, S235 und
D238 in der C2A-Doméne und D303, D309, D363, D365 und D371 in der C2B-
Domiine als Ca>-bindend identifiziert. Die Affinitéiten fiir die drei Ca®"-Ionen
der C2A-Doméne sind demnach ~ 60-75 uM, = 400-500 4M und mehr als 1
mM, fiir die beiden Ca’*-Tonen der C2B-Doméine ~ 300-600 puM [73,257]. Ab-
bildung 1.4 zeigt die NMR- und Kristallstrukturen der C2A- und C2B-Doméne

. 2
in ihrer Ca +—gebundenen Form.

Interaktion von Synaptotagmin mit Lipiden Perin et al. zeigten, dass
Synaptotagmin mit Lipiden interagiert [187] und Brose et al. spiiter, dass die-
se Bindung Ca*" -abhéngig ist und erbrachten damit den ersten Beleg dalfiir,

dass Synaptotagmin einen Ca?"-Sensor auf der Membran des synaptischen Ve-

3Der Fokus dieser Arbeit liegt auf Synaptotagmin 1, der am besten charakterisierten
Synaptotagmin-Isoform. Im Folgenden werde ich die Begriffe Synaptotagmin 1 und Synap-

totagmin synonym verwenden.
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sikels darstellt [29]. Nach den im Folgenden présentierten Arbeiten kénnen die
durch die Ca2+—Bindung an Synaptotagmin ausgelosten Anderungen des La-
dungsmusters als eine Art electrostatic switch bezeichnet werden: Ca2+—Bindung
neutralisiert negative Ladungen in den bindenden loops, fithrt dadurch zu ei-
ner insgesamt positiven Oberflichenladung und ermoglicht die Interaktion mit
anionischen Phospholipiden [228]. Gleichzeitig komplettieren die anionischen
Kopfgruppen der Phospholipide die unvollstéindige Koordinierung der Ca’"-
Tonen durch Aspartate und Serine in Synaptotagmin und erhchen dadurch die
Affinitét fiir Ca®™ im membrangebundenen Zustand [256,282].

Die Interaktion der C2-Doménen mit sauren Phospholipiden wurde eingehend
untersucht (fiir eine Uberblicksdarstellung siehe Referenz [254]). So wurde ge-
zeigt, dass beide Doménen in ihrer Ca2+-gebundenen Form in die Phospholipid-
Doppelschicht eindringen. Chapman et al. fiihrten Tryptophanreste in die Ca’"-
bindenden loops der C2A-Doméne ein und untersuchten das Ausmafl der Fluo-
reszenzloschung durch Doxyl-Markierungen, die an unterschiedlichen Positionen
der Fettsiurereste von Phosphatidylcholin angebracht waren. Auf der Grundla-
ge dieser Untersuchungen wurde die Eindringtiefe auf % der Doppelschichtdicke
geschétzt [38]. Untersuchungen mit EPR-Spin-Markierungen bestéitigten diese
Befunde und erlaubten auflerdem Aussagen iiber die Orientierung der C2A-
Doméne an der Membran [79]. Die Bindung der isolierten C2B-Doméne an
die Membran wird kontrovers diskutiert: So zeigen einige Arbeiten nur eine
geringe Affinitéit fiir Phosphatidylcholin/-serin-Liposomen in Gegenwart von
Ca*" [13, 63, 214], wihrend in anderen Arbeiten eine Affinitdt #hnlich der
der C2A-Domiéne festgestellt wurde [73]. EPR-Spin-Markierungsexperimente
zeigten, dass auch die isolierte C2B-Doméne in die Phosholipiddoppelschicht
eindringt, auch wenn die Signale etwas verrauschter waren als fiir die C2A-
Doméne [205]. Diese Studie widersprach allerdings einer fritheren Untersuchung,
in der die Penetration der Membran durch die C2B-Doméne fluoreszenzspek-
troskopisch untersucht worden war [13]. Wihrend Fernandez et al. diese Dis-
krepanzen einer Kontamination mit Nukleinsduren in aus E. coli aufgereinigter
C2B-Doméne zuschrieben [73], zeigten Hui et al., dass die Interaktion der isolier-
ten C2B-Doméne mit der Membran sensitiver auf Anderungen der Ionenstirke
reagiert [105].

Es wurde weiterhin beschrieben, dass die Eigenschaften der C2B-Doméne durch
die Anwesenheit der C2A-Doméne beeinflusst werden. So zeigten Bai et al.

dass das C2AB-Fragment Phospholipide bindet, auch wenn Ca2+—Bindung an
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die C2A-Domine durch Mutagenese beseitigt war [13]. Auch die Sensitivitit ge-
geniiber einer Erhchung der Ionenstérke war in diesem Fall weniger stark ausge-
prégt [105]. Diese Arbeiten fithrten zu dem Schluss, dass beide C2-Doménen eine
gewisse Kooperativitit der Lipidbindung aufweisen. Unterstiitzung fand diese
Hypothese wiederum in EPR-Spin-Markierungsexperimenten mit dem C2AB-
Fragment, die zeigten, dass die beiden Doménen tiefer in die Membran eindrin-
gen, wenn sie als Tandem vorliegen [96].

Ebenso kontrovers wird die Bindung von Synaptotagmin an Membranen dis-
kutiert, die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIPs) enthalten. PIP5 ist ein
wichtiger Regulator von Endo- und Exozytose [58] und priiferentiell in der Plas-
mamembran lokalisiert [101]. Synaptotagmin bindet an Membranen, die PIPy
enthalten, iiber einen Lysin-reichen Abschnitt in der C2B-Doméne [134, 214].
Umstritten ist vor allem, ob Synaptotagmin iiber die C2B-Doméne auch in Ab-
wesenheit von Ca’" mit PIPs-haltigen Membranen interagiert und so schon
vor der Erhéhung der présynaptischen Ca?"-Konzentration an der Membran
positioniert sein konnte [12]. Pang et al. zeigten, dass sich rekombinantes und
natives Synaptotagmin in Bezug auf die Bindung an PIPs-haltige Membranen
unterscheiden und konnten nur Bindung von rekombinantem Protein feststel-
len [180]. Einigkeit herrscht jedoch dariiber, dass in Gegenwart von PIPy die
bendtigten Ca*™ -Konzentrationen fiir eine Membranbindung von Synaptotag-

min niedriger sind [134].

Interaktion mit neuronalen SNARE-Proteinen Von zentraler Bedeu-
tung fiir das Verstdndnis der neuronalen Exozytose ist die Frage, in welchem
Zustand sich die SNARE-Maschinerie beim Eintreffen des Calcium-Stimulus
befindet, und weiterhin, wie dieser Zustand durch die Calcium-Bindung von
Synaptotagmin beeinflusst wird. Eine attraktive Hypothese beinhaltet, dass
Synaptotagmin nicht nur mit Membranlipiden, sondern direkt mit SNAREs
bzw. SNARE-Komplexen interagiert und so das zippering der SNAREs und
dadurch die Fusion selbst beeinflusst. In der Tat wurde Syntaxin zuerst als ein
Synaptotagmin-bindendes Protein in Immunprézipitaten aus Rattenhirn cha-
rakterisiert [15]. Trotz einer grofilen Zahl nachfolgender Untersuchungen be-
steht nach wie vor groflie Uneinigkeit dariiber, wie SNAREs mit Synaptotag-
min interagieren. Interaktionen mit isoliertem Syntaxin 1 und SNAP-25 sind
beschrieben worden [39, 63, 82, 115, 219]. In allen Fillen ist die Interaktion

durch mikromolare Ca’'-Konzentrationen verstirkt. Chapman et al. und Kee
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Abbildung 1.4 — Ca2+—Koordinierung durch die C2A- und C2B-Doméne von Synapto-
tagmin 1. (a, links) Gezeigt ist die iiber Kernspinresonanz (NMR) bestimmte Struktur
der C2A-Domiine von Synaptotagmin 1 in ihrer Ca2+—gebundenen Form (rote Kugeln).
Die in die Membran eindringenden loops befinden sich an der unteren Spitze des Mo-
lekiils (PDB ID 1BYN) [227]. (a, rechts) zeigt die rontgenkristallographisch bestimmte
Struktur der C2B-Doméne in ihrer Ca2+—gebundenen Form. Die in die Membran ein-
dringenden loops befinden sich an der oberen Spitze des Molekiils. Die in dieser Arbeit
wiederholt erwéhnten basischen Reste K326 und K327 sind blau als ball and stick dar-
gestellt (PDB ID 1UOW) [44]. (b) Schematische Darstellung der Ca’"-Bindungsstellen
in der C2A- (links) und C2B-Doméne (rechts). Die Koordinationsstellen der drei bzw.
zwei Ca’ " -Tonen werden partiell durch negativ geladene Aminoséduren besetzt. Anhand
dieser Abbildung sind die in dieser Arbeit verwendeten Ca2+—Bindungsmutanten leicht

nachzuvollziehen.

et al. beschrieben weiterhin, dass die Interaktion am C-Terminus von Synta-
xin stattfindet [39, 115]. Daneben ist auch die Ca2+—unabhéingige Interakti-

on mit dem Heterodimer von Syntaxin 1 und SNAP-25 beschrieben worden.
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Wihrend jedoch urspriinglich postuliert wurde, dass fiir diese Interaktion beide
C2-Doménen notwendig sind [198], zeigte eine nachfolgende Studie, dass fiir
die Bindung nur die C2B-Domine essentiell ist [197]. Dieser offenkundige Wi-
derspruch wurde wiederum auf die mehrfach beschriebene Kontamination ge-
reinigter C2B-Fragmente durch bakterielle Makromolekiile zuriickgefiihrt, ein
Problem, das viele Ergebnisse zu Bindungseigenschaften des C2AB-Fragments
grundsétzlich in Frage stellt [73,256]. Rickman et al. zeigten aufilerdem, dass
eine Lysin-reiche Region in der C2B-Doméne (K326, K327) fiir die Bindung an
den Syntaxin/SNAP-25-Komplex wichtig ist [197]. Dieselben Reste sind auch
an der Bindung an PIPs-haltige Membranen beteiligt [134]. Eine Bindung an
isoliertes SNAP-25 konnte in diesen Studien nicht bestétigt werden [198].

Des Weiteren ist auch eine Interaktion mit dem vollstdndig assemblierten
terndren Komplex beschrieben worden [54]. Auch in dieser Arbeit ist die Bin-
dung in An- und Abwesenheit von Ca*" gezeigt. In einer neueren Studie wurde
die Bindungsregion fiir diese Interaktion auf wenige saure Reste in SNAP-25
um den 0-layer eingegrenzt [199]. Wenn die Aminoséuren D51, E52 und E55 zu
Lysinen mutiert sind, kann weder eine Interaktion mit dem Syntaxin/SNAP-
25-Komplex noch mit dem terndren Komplex nachgewiesen werden. Wahrend
jedoch Rickman et al. zeigen, dass nur die C2B-Doméne fiir diese Interakti-
on benotigt wird [199], beschreiben Davis et al., dass die C2A-Doméne fiir
die Bindung essentiell ist [54]. Die Interaktion mit dem ternéren Komplex, die
wahrscheinlich auch durch Complexine reguliert wird (siehe Kapitel 1.3.3) ist
besonders wichtig, weil postuliert wurde, dass Synaptotagmin mit partiell as-
semblierten Komplexen vor und nach der Erhéhung der priasynaptischen Ca’t-

Konzentration interagiert.

Oligomerisierung von Synaptotagmin Da die Oligomerisierung von
Synaptotagmin nicht Gegenstand dieser Arbeit ist, sollen die diesbeziiglichen
Arbeiten nur erwihnt und ansonsten auf die Uberblicksdarstellung von Tucker
und Chapman verwiesen sein [254]. Die Literatur zu diesem Thema ist nicht
weniger widerspriichlich als jene zur Interaktion Synaptotagmins mit den
SNARE-Proteinen. So wurde gezeigt, dass Oligomerisierung sowohl von Syn-
aptotagmins luminalem N-Terminus, als auch von der Transmembranregion
vermittelt werden kann [11]. Auch das Verbindungsstiick zwischen TMR
und der C2A-Doméne scheint beteiligt zu sein. Zuletzt ist auch eine Ca’'-

abhéngige Oligomerisierung der C2B-Domiéine beschrieben worden [37, 267].
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Die funktionelle Relevanz all dieser Befunde ist strittig [254]. Insbesondere
die sogenannte ADSJ Synaptotagmin-Mutante in Drosophila melanogaster,
die keine Ca2+—abhéingige Oligomerisierung iiber die C2B-Doméne zeigt und
bei der die Neurotransmitterfreisetzung stark beeintréchtigt ist [138], spricht
fir eine Funktion der Oligomerisierung bei der Ca2+—abhéngigen Exozytose.
Jiingere biochemische Arbeiten zu dieser Mutante geben jedoch Anlass zu
der Vermutung, dass die besagte Mutation zu einer Missfaltung und einem

generellen Funktionsverlust der C2B-Doméne fiihrt [199].

Eine ganz andere Funktion fiir Synaptotagmin wurde in einer neueren
Arbeit postuliert. Martens et al. beobachteten, dass das C2AB-Fragment eine
Ca2+—abhiingige Tubulierung von kiinstlichen Phospholipidvesikeln induziert,
und schlussfolgerten, dass die Insertion der sperrigen hyrodophoben Ami-
noséuren in den Ca’'-bindenden loops in die Membran zu einer Anderung
der Kriimmung der Membran fiihrt [149]. Die Interaktion mit Phospholipiden
bezweckt demnach nicht nur die Rekrutierung an die Membran oder wirkt
regulatorisch auf die Fusionsmaschinerie, sondern hat eine direkte fusogene
Wirkung. Physikalische Berechnungen auf Grundlage des stalk-Modells zeigten
in derselben Arbeit, dass die induzierte lokale Kriimmung der Membran die

Bildung eines stalk-Intermediates fordert.

1.3.2 Physiologische Befunde zu Synaptotagmin

Die Belege fiir eine essentielle Rolle von Synaptotagmin bei der Kopplung von
Ca2+—Signal und Exozytose sind insgesamt iiberzeugend und seien im Folgenden

kurz zusammengefasst:

e Deletion von Synaptotagmin 1 in Neuronen des Vorderhirns, wo die Iso-
formen Synaptotagmin 2 und 9 nicht exprimiert werden, beseitigt selek-
tiv die synchrone Freisetzung von Neurotransmitter [81]. An der Neuro-
muskuldren Endplatte von Drosophila wird der gleiche Phénotyp gefun-
den [278]. Wird Exozytose durch Aktionspotential-&hnliche Stimulierung
ausgelost, geht nicht nur die Synchronitit verloren, sondern die Gesamt-
freisetzung von Neurotransmitter ist deutlich reduziert [152]. Dasselbe gilt
fiir die Isoformen Synaptotagmin 2 und 9 [181,272]. Im Gegensatz dazu
ist in Drosophila und in autaptischen Kulturen von hippocampalen Neu-

ronen die Gesamtfreisetzung unverdndert und nur die Synchronitét geht
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verloren [168,169,278].

e Punktmutationen, die die Ca2+—Bindung an die C2B-Doméne beseitigen,
fithren zu einem Verlust der synchronen Freisetzung von Neurotransmit-
ter in Maus und Drosophila [142,168], wihrend Mutationen in der C2A-
Doméne zu milderen Phénotypen fiithren [76,242]. Diese Befunde unter-
streichen die essentielle Funktion der Ca2+—Bindung an die C2B-Doméne

fiir die Neurotransmitterfreisetzung.

e Punktmutationen, die die Ca*"-Affinitéit der Interaktion Synaptotagmins
mit der Membran entweder verringern oder erhéhen, fithren zu einer ent-
sprechenden Anderung der Ca2+—Abhangigkeit der Neurotransmitterfrei-
setzung (75,196, 238].

e Punktmutationen, die die Affinitdt von Synaptotagmin fiir den SNARE-
Komplex in Gegenwart von Ca*" erhohen, fithren auch zu einer verstéark-

ten Freisetzung von Neurotransmitter [180].

e Die Wichtigkeit der Interaktion mit SNARE-Proteinen wird zusétzlich
durch Experimente unterstiitzt, die die Auswirkungen von Mutationen im
C-Terminus von SNAP-25 untersuchten. Gerona et al. zeigten, dass Mu-
tation der Aminosiuren D186 und/oder D193 zu Lysinen die Exozytose
in PC12-Zellen stark beeintriichtigen [82]. Uberexpressionsexperimente in
chromaffinen Zellen mit anderen SNAP-25-Mutanten (D58A, E170A &
Q177A) fihrten zu dhnlichen Ergebnissen [239)].

Zusammengenommen belegen diese Befunde, dass sowohl SNARE-Interaktion
als auch Bindung an Phospholipide fiir die Funktion von Synaptotagmin bei

der Reiz-Sekretionskopplung wichtig sind.

1.3.3 Complexine

Complexine repréisentieren eine kleine Familie von ca. 130 Aminosiduren grofien
16slichen Proteinen, die mit dem SNARE-Komplex, nicht aber mit monomeren
SNAREs oder dem Syntaxin/SNAP-25-Komplex interagieren [153,177]. Wie
die Kristallstrukturen zweier Complexin/SNARE-Komplexe zeigen, bildet der
zentrale Abschnitt von Complexin eine Helix, die in antiparalleler Orientie-
rung in der von Syntaxin und Synaptobrevin gebildeten Furche des SNARE-
Komplexes bindet. [22,41]. Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) und kine-
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tische Untersuchungen unter Verwendung von stopped-flow Fluoreszenzaniso-
tropie ergaben, dass die Bindung hochaffin (Kp ~ 10nM) und schnell ist
(kon = 5 x 10" M~1s™1) [178].

Wihrend die Einzel-knock-outs von Complexin 1 und 2 nur schwache Phéno-
typen aufweisen, resultiert der Doppel-knock-out in einem dem Synaptotag-
min 1-knock-out dhnlichen, jedoch abgeschwéchten Phénotyp. Die synchrone
Freisetzung von Neurotransmitter ist stark beeintréchtigt, kann aber durch
eine Erhohung der extrazelluldren Ca”-Konzentration wiederhergestellt wer-
den [194]. Dieser Befund zeigt, dass Complexine zwar nicht generell notwendig
sind fiir die synchrone Neurotransmitterfreisetzung, aber durch die Bindung an

den SNARE-Komplex die Aktivitéit von Synaptotagmin beeinflussen kénnen.

1.3.4 Modell der Regulation der neuronalen Exozytose durch

Synaptotagmin

Dieser Kenntnisstand miindet in folgendem Modell zur Wirkungsweise von Syn-
aptotagmin bei der Ca”*-induzierten Exozytose in Neuronen und neuroendokri-
nen Zellen [36,108,111,244]: Bei basalen Ca®*-Konzentrationen gehen synapti-
sche Vesikel durch verschiedene Maturierungsprozesse, die kollektiv als priming
bezeichnet werden und die (partielle) Assemblierung des SNARE-Komplexes
einschliefflen. Erhchung der présynaptischen Ca*"-Konzentration fiihrt zu einer
Bindung von Synaptotagmin an die Membran und den SNARE-Komplex — re-
guliert durch Complexine — und zur vollstdndigen Assemblierung des SNARE-
Komplexes und zur Offnung der Fusionspore. Die Plausibilitit und etwaige
Modifikationen dieses Modells werde ich ausfiihrlich im Zusammenhang mit den
in dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen zur Rekonstitution dieses Prozesses

diskutieren.

1.4 Rekonstitution der Membranfusion

Dass die Assemblierung von SNARE-Komplexen selbst die Fusion zweier
Membranen antreibt, wird durch Studien an Liposomen mit rekonstituierten
SNARE-Proteinen unterstiitzt. Rothman und Mitarbeiter konnten dies im Jahr
1998 als erste zeigen: Wurden Synaptobrevin sowie ein vorformierter Syntaxin
1/SNAP-25-Komplex in zwei getrennte Liposomenpopulationen rekonstituiert
und diese Liposomen gemischt, beobachteten sie die Vermischung der beiden

Membranen, die als Fusion interpretiert wurde [265]. Sie benutzten dabei den so-
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genannten lipid-dequenching-assay, bei dem in eine Liposomenpopulation zwei
fluoreszenzmarkierte Lipide in relativ hohen Konzentrationen korekonstituiert
werden, so dass die Emission des kurzwelligen Farbstoffes geloscht wird. Bei
der Fusion von unmarkierten mit markierten Liposomen kommt es zu einer
Verdiinnung der markierten Lipide, was zu dequenching und einem Anstieg der
Fluoreszenz fiihrt [243]. Weber et al. zeigten aufierdem, dass losliche Fragmen-
te von Synaptobrevin und des Q-SNARE-Komplexes, die mit membranstandi-
gen Proteinen um Bindungsstellen kompetieren, den Fluoreszenzanstieg ebenso
inhibieren wie BoNT /D, das Synaptobrevin an Position Lys59-Leu60 proteo-
lytisch spaltet und dadurch die Bildung von SNARE-Komplexen verhindert.
Die Bildung von SNARE-Komplexen wurde nur indirekt gezeigt: Nach Mischen
und léngerer Inkubation der beiden Liposomenpopulationen war Synaptobrevin
nicht mehr fiir proteolytischen Verdau durch BoNT/D zugénglich. Obwohl in
dieser Arbeit nachgewiesen wurde, dass unter den verwendeten Bedingungen
SNAREs die Vermischung der Membranen bewirken kénnen, ist sie in vielerlei

Hinsicht kritisiert worden:
e Die verwendeten Protein-Lipid-Verhéltnisse waren mit 1:20 extrem hoch.

e Eine Groflenzunahme der Liposomen in elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen konnte nicht nachgewiesen werden. Als Grund dafiir wurde die

breite Groenverteilung im Ausgangsmaterial angegeben.

e Weber et al. zeigten, dass eine Vorinkubation beider Populationen zu-
sammen bei 4°C zu einer deutlichen Beschleunigung der Reaktion nach
Erwérmung auf 37°C fiihrt. Die Autoren schlossen aus diesem Befund,
dass sich wiahrend der Vorinkubation SNARE-trans-Komplexe ausbilden.
Allerdings fehlt ein Nachweis, dass die Vorinkubation — wie nach dem
Modell zu erwarten — zu einer Aggregation von Liposomen fiihrt. Eine
Zunahme von SNARE-Komplexen wurde ebenfalls nicht nachgewiesen.
Die einzigen Hinweise, die die Bildung von trans-Komplexen stiitzen, be-
ruhen auf dem Befund, dass nach Vorinkubation die Fusion nicht mehr
durch 16sliche Synaptobrevin-Fragmente und auch nicht mehr durch In-
kubation mit dem Synaptobrevin-spaltenden BoNT /D gehemmt werden
kann. Diese Resistenz kann jedoch auch durch Homooligomerisierung der

SNARESs in der Membran verursacht sein.

e Die beobachteten Fusionsraten waren extrem langsam, und eine Séttigung
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der Fluoreszenzéinderung war auch nach 2 Stunden weder erreicht noch
absehbar.

e Es wurde nur eine Vermischung der Membran gezeigt, wobei unklar blieb,
ob es in der Tat zu einer vollstéindigen Fusion verbunden mit einer Durch-

mischung der Lumina gekommen ist.

Einige, doch nicht alle dieser Kritiken wurden in spéteren Arbeiten adressiert.
Ein Grolenzuwachs durch Fusion wurde von Schuette et al. elektronenmikrosko-
pisch nachgewiesen [224]. Die Vermischung der Liposomenlumina (content mi-
zing) konnte ebenfalls gezeigt werden, sowohl fluoreszenzspektroskopisch durch
die Bildung von cis-Komplexen, die nur bei Vermischung der Lumina entste-
hen [224], als auch durch die Inkorporierung von Oligonukleotiden, die bei con-
tent mizing zur Bildung von DNA-Duplices fithren [166]. In beiden Experi-
menten kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass wéhrend der Fusion ein-
gekapselte Materie entweicht (leakage). Die ’Dichtigkeit’ ist aber ein zentrales

Charakteristikum biologischer Fusionsreaktionen [201].

Eigenschaften SNARE-vermittelter Fusion von Liposomen In spéte-
ren Arbeiten untersuchte die Rothman-Gruppe Zwischenstufen der SNARE-
Komplexbildung im liposomalen Fusionssystem. Die Entfernung der N-
terminalen H;.-Doméne von Syntaxin fiithrt zu einer deutlichen Beschleunigung
der Fusion, wenn der 2:1-Komplex in Liposomen rekonstituiert wird [182]. Die-
ses Ergebnis war tiberraschend, da bis dahin nur ein Einfluss auf die Bindung
von SNAP-25 aufgrund der geschlossenen Konformation von Syntaxin bekannt
war [165]. Das Ergebnis wurde durch eine Riickfaltung der Hgp.-Doméne auf
das Syntaxin/SNAP-25-Dimer erklirt, die die Bindung von Synaptobrevin in-
hibieren soll. Fiir eine solche Interaktion liegen allerdings keinerlei biochemische
Befunde vor, so dass der beobachtete Effekt auch auf eine sterische Hinderung
durch die H,p.-Doméne bei der verwendeten hohen Proteindichte auf der Lipo-
somenoberfliche zuriickgefithrt werden kann [65].

In einer weiteren Arbeit wurde der Effekt von N- und C-terminalen
Synaptobrevin-Peptiden auf die Fusionsreaktion untersucht [158]. Wihrend ein
N-terminales Peptid (AS 25-56) die Fusion in hohen Konzentrationen inhibiert,
fithrt ein C-terminales Peptid (AS 57-92) zu einer deutlichen Beschleunigung.
Der zuletzt genannte Effekt wird jedoch nur in Abwesenheit von Syntaxins

Hape-Doméne beobachtet. Diese Ergebnisse wurden wie folgt interpretiert: Das
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N-terminale Peptid blockiert die Bindungsstelle fiir Synaptobrevin und inhibiert
deshalb die Fusion durch Verhinderung der SNARE-Interaktion. In Abwesenheit
von Peptiden werden trans-Komplexe, die nur partiell, im N-terminalen Bereich
des SNARE-zippers assembliert sind, durch die Hgp.-Doméne in diesem Zustand
eingefroren. Zugabe des C-terminalen Peptids beseitigt diese Blockade und fiihrt
zu einer Vorstrukturierung der SNARE-Proteine im C-terminalen Bereich. Die
Verwendung solcher C-terminaler Synaptobrevin-Fragmente nimmt einen zen-
tralen Teil meiner Arbeit ein. Ich werde die Ergebnisse der Melia-Studie deshalb
erneut im Zusammenhang mit meinen Experimenten diskutieren.

Fiir die Frage der Kopplung von SNARE-Komplexbildung und Fusion ist die
Struktur des kurzen Aminosdureabschnittes entscheidend (im Folgenden als
linker bezeichnet), der SNARE-Motiv und Transmembranregion verbindet.
Wiéhrend ein starrer linker oder gar eine kontinuierliche a-Helix mit einer fu-
sogenen Aktivitdt der SNAREs intuitiv besser vereinbar sind — die Energie
aus der Komplexbildung kénnte ohne Dissipation auf die Membran {ibertragen
werden —, ist dies bei einem flexiblen linker schwerer vorstellbar. McNew et al.
untersuchten die Rolle dieses linkers im liposomalen Fusionsassay: Wird der [in-
ker in Syntaxin um fiinf Aminoséuren verlingert (entspricht etwa 15 A), ist die
Effizienz der Fusion um ca. 50% reduziert [156]. Dieselbe Mutation in Synapto-
brevin zeigt einen weniger starken Effekt. Die Rolle der TMR wird durch Experi-
mente bekréftigt, in denen nicht TMR-verankerte, sondern iiber Phosphatidyle-
thanolamin verankerte SNARESs verwendet wurden. In diesem Fall ist die Fusion
vollsténdig inhibiert [157]. Die Verwendung ldngerer Isoprenoid-Anker, die die
Membran vollstdndig durchspannen, stellt die Fusion jedoch wieder her. Diese
Ergebnisse, die die Wichtigkeit der Kopplung von SNARE-Assemblierung und
Membranverankerung unterstreichen, finden Bestdtigung in einer Untersuchung
in Saccharomyces cerevisiae. Werden die Transmembranregionen von Sso2p und
Snclp durch Geranylgeranyl-Anker ersetzt, ist die Exozytose inhibiert, wahrend
membrane attachment unbeeinflusst ist [86]. EPR-Untersuchungen an Syntaxin
sprechen hingegen nicht fiir einen strukturierten und starren linker [126]. Aller-
dings wurde in dieser Studie nur das cytosolische Fragment von Synaptobrevin
verwendet. Es ist jedoch moglich, dass fiir eine Strukturierung des linkers ein
vollstdndiges zippering bis in die TMR erforderlich ist. Molekulardynamische
Untersuchungen an Syntaxin geben zu der Vermutung Anlass, dass in Syntaxins
linker eine gewisse Tendenz zur Helizitat vorliegt, die durch saure Phospholipi-

de verstiirkt wird [119]. Auch physiologische Untersuchungen unterstreichen die
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Funktion des linkers. Wird er in Synaptobrevin um 12 bzw. 24 Aminoséiuren
verldngert, sind die Ca*"-induzierte und die spontane Transmitterfreisetzung
stark beeintrichtigt [55]. Bei der Fusion von Hefe-Vakuolen hat eine &hnliche
Manipulation des Qa-SNAREs Vam3p #hnlich drastische Folgen [264]. In einer
neuen Arbeit wird schliellich gezeigt, dass Verdnderungen in der Lange oder
Sequenz des linkers von Synaptobrevin, die Offnung und Dilatation der Fusi-
onspore verzogern bzw. beeintréichtigen. Diese Arbeit zeigt iiberzeugend, dass
die Kopplung des coiled-coils mit der Transmembranregion auch fiir sehr spéte

Schritte im Fusionsprozess wichtig ist [116].

Rekonstitution der Ca2+-abhéingigen Exozytose Die prasentierten Er-
gebnisse zeigen, dass einige wichtige Aspekte der SNARE-vermittelten Mem-
branfusion im liposomalen Fusionsassay rekapituliert werden kénnen und dass
SNAREs in der Tat als minimale Fusionsmaschinen arbeiten — zumindest unter
den experimentellen Bedingungen der zitierten Untersuchungen. Das ultimati-
ve Ziel des liposomalen Fusionsassays ist jedoch die Rekonstitution der Ca’"-
abhéngigen Exozytose. Arbeiten aus der Chapman-Gruppe zeigten zum ersten
Mal eine Beschleunigung der durch die neuronalen SNARE-Proteine angetrie-
benen Liposomenfusion durch ein cytoplasmatisches Fragment von Synaptotag-
min 1, das beide C2-Doménen umfasst [255]. Folgende Beobachtungen wurden

dabei gemacht:

e Die Beschleunigung ist strikt Ca2+—abhéingig. In Abwesenheit von Ca®"

hat das C2AB-Fragment eine schwach inhibierende Wirkung.

e Eine Beschleunigung kann nur dann beobachtet werden, wenn die Pro-
teindichte der physiologischen &hnlich ist (90 Kopien Synaptobrevin im
Vergleich zu ca. 70 auf dem synaptischen Vesikel [250]).

e Die Fusion ist strikt SNARE-abhéngig. Kompetition mit dem loslichen
Fragment von Synaptobrevin und Inkubation mit BoNT /B inhibieren die
Reaktion nahezu vollstéindig. Diese Beobachtung ist wichtig, da sie aus-

schlief3t, dass Synaptotagmin allein fusogen ist.

e Mutationen in den Ca’'-koordinierenden Resten beider C2-Domiinen
von Synaptotagmin verhindern den stimulatorischen Effekt des C2AB-

Fragments.

e Einzelne C2-Doménen fithren nicht zu einer Beschleunigung.
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e Die Anwesenheit saurer Phospholipide (untersucht wurde Phosphatidyl-
serin) ist notwendig. Je hoher deren Konzentration ist, desto ausgeprigter

ist die Beschleunigung.

e Wird nur das N-terminale BoNT/A Fragment von SNAP-25 in der Fusi-
on verwendet, sind hohere Ca”*"-Konzentrationen fiir eine Beschleunigung
der Reaktion durch das C2AB-Fragment notwendig. Bei Verwendung
des BoNT/E-Fragmentes ist die Beschleunigung irreversibel beseitigt.
Dies korreliert mit physiologischen Studien, die die Auswirkungen von
BoNT/A und E auf die neuronale Sekretion untersucht haben [82,208].

In weiteren Untersuchungen wurde der Mechanismus der Beschleunigung
detaillierter untersucht. Andere zweiwertige Ionen aus der zweiten Haupt-
gruppe (Mg2+, Ba’T, Sr2+) bewirken keine Beschleunigung durch das
C2AB-Fragment [18]. Dieser Befund ist interessant, da Sr** sehr wohl Ca’" in
der Exozytose ersetzen kann, wenn auch mit reduzierter Effizienz [84,159,229].
Bhalla et al. zeigten weiterhin, dass eine Verlingerung des die beiden C2-
Doménen verbindenden linkers die Beschleunigung durch das C2AB-Fragment
beeintriachtigt und dass CaQJr—Bindung an die C2B-Doméne verzichtbar ist.
Dies steht jedoch im Widerspruch zu genetischen und physiologischen Arbeiten,
die eindeutig zeigen, dass Ca2+—Bindung an die C2B-Doméne essentiell fiir
Ca**-induzierte Exozytose ist [142, 168]. Fiir die Beschleunigung der Liposo-
menfusion ist auflerdem notwendig, dass beide Membranen Phosphatiydlserin
enthalten.

In einer weiteren Arbeit wurde das Zusammenspiel von SNARE-Proteinen
und Synaptotagmin untersucht [17]. Die Beschleunigung der Fusion ist danach
spezifisch fiir die neuronalen SNARESs, weil mit den exozytotischen SNAREs
aus Saccharomyces cerevisiae kein Einfluss des C2AB-Fragments beobachtet
wird. Chapman und Kollegen untersuchten aufierdem den Einfluss des C2AB-
Fragments auf die SNARE-Komplexbildung. Sie fanden, dass zwar die Bindung
von SNAP-25 an membranstindiges Syntaxin 1 verstirkt wird, die Bindung
von Synaptobrevin an den Syntaxin-SNAP-25-Komplex aber unbeeinflusst
bleibt. Ein Einfluss von Synaptotagmin auf die Assemblierung der SNAREs
wird auch aufgrund anderer Arbeiten postuliert [138,143].
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1.5 Probleme und Fragestellung

Ziel meiner Arbeit ist es, zu einem tieferen Verstéindnis der neuronalen
Exozytose beizutragen. Nach meiner Auffassung ist es hierzu unerlisslich, die
Abliufe bei der synaptischen Membranfusion in einem kiinstlichen, reduzierten
System zu rekapitulieren, das biochemischen Manipulationen zuginglich ist.
Nur wenn es gelingt, die supramolekulare Maschinerie, die fiir Ca%—abhéingige
Exozytose verantwortlich ist, aus gereinigten Komponenten zu rekonstituieren,
wird man die zugrundeliegenden molekularen Abldufe in ihren Einzelheiten
verstehen kénnen.

Wie in den vorausgegangenen Abschnitten ausgefiihrt, steht ein solcher Ansatz
jedoch zur Zeit vor einer Reihe ungeloster Probleme. Alle beobachteten
Liposomenfusionsreaktionen sind um viele Gréflenordnungen langsamer als die
in der Synapse oder in neuroendokrinen Zellen beobachteten Fusionsraten.
Dies kann zum Teil auf die Simplizitdt des Ansatzes zuriickgefiihrt werden, die
eine dhnliche rdumliche und zeitliche Organisation erschwert. Das Ausmaf} der
Diskrepanz zwischen in wvitro- und in vivo-Untersuchungen l&sst eine solche
Erklarung jedoch als unbefriedigend erscheinen.

Der erste Teil der hier vorgelegten Dissertation hat zum Ziel, die Rolle der
SNARE-Komplexbildung bei der Fusion von SNARE-haltigen Liposomen
aufzukldren, mit besonderem Augenmerk auf die Frage, inwieweit interme-
didre Schritte bei der Komplexbildung die Fusionskinetik determinieren.
In der Tat sprechen eine Reihe von Befunden dafiir, dass die Ursache fiir
die langsame Fusionskinetik, die in allen bisher veroffentlichten Arbeiten
zur SNARE-vermittelten Fusion von Liposomen beobachtet wurde, in dem
Reaktionsweg zur SNARE-Komplexbildung zu suchen ist. Schuette et al.
haben gezeigt, dass unter den iiblichen Versuchsbedingungen die Kollisionsrate
der Liposomen nicht geschwindigkeitsbestimmend ist, da ihre Aggregation
iiber ein Biotin-Avidin-System nur bei hoher Liposomenverdiinnung zu einer
Beschleunigung der Fusion fiihrte [224]. Ich werde mich eingehend mit den
Zwischenstufen der SNARE-Komplexbildung beschéftigen und zeigen, dass die
Bildung eines wahrscheinlich unphysiologischen Intermediats fiir die langsame
Gesamtreaktion verantwortlich zu machen ist.

Der zweite Teil der Dissertation befasst sich mit dem FEinfluss von Syn-
aptotagmin auf die SNARE-vermittelte Fusion von Liposomen. Wie oben

ausgefiihrt, wird der molekulare Mechanismus von Synaptotagmin seit Jahren
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kontrovers diskutiert, und es ist daher notwendig, dieses zentrale Molekiil in
einem reduzierten System zu untersuchen, in dem der Einfluss der durch die
C2-Doménen vermittelten Interaktionen mit SNAREs und Membranen auf die
Fusion gemessen werden kann. Die Arbeiten aus der Chapman-Gruppe geben
zwar einige Anhaltspunkte, werfen aber auch die Frage auf, inwieweit die
beobachtete Beschleunigung der Liposomenfusion den Wirkungsmechanismus
von Synaptotagmin in der Synapse rekapituliert. Zunéchst ist festzustellen,
das die beobachtete Beschleunigung moderat ist. Die Reaktion ist durch das
C2AB-Fragment lediglich um den Faktor 2 beschleunigt. Es ist auflerdem
auffillig, dass einige Befunde nicht mit Beobachtungen korrelieren, die in
Experimenten zur Physiologie der synaptischen Transmission gemacht wurden,
2.B. der fehlende Effekt von St oder der Effekt von Mutationen in der C2B-
Doméne. Es sei weiterhin betont, dass die Ca2+—abhéingige Beschleunigung
nur mit dem C2AB-Fragment von Synaptotagmin beobachtet wurde, wihrend
eine Korekonstitution des gesamten Proteins nur eine Ca2+-unabhangige
Beschleunigung bewirkte [143]. Dieser Befund wurde vielfach mit dem Argu-
ment relativiert, dass das Protein vielleicht nicht in ausreichender Reinheit
vorlag oder missgefaltet war [149, 255]. Ich halte diese Argumentationslinie
fiir unbefriedigend. In meinen Experimenten werde ich den Mechanismus der
Beschleunigung durch das C2AB-Fragment detailliert untersuchen und die

Diskrepanz zu den Ergebnissen mit Gesamt-Synaptotagmin auflésen.
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Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Standardchemikalien (von analytischem Reinheitsgrad) wurden von den Fir-
men Biorad, Boehringer, Merck, Roth, Serva und Sigma bezogen. Detergenzien
waren von den Firmen Anatrace (CHAPS, FOS-CHOLINE, Lithiumdodecylsul-
fat, LDAO), Glycon (Octyl-3-D-glucopyranosid, Dodecyl-3-D-maltopyranosid)
oder Sigma (Natrimcholat). Fluoreszenzfarbstoffe zur Markierung von Cystei-
nen wurden von Molecular Probes/Invitrogen bezogen. Alle verwendeten Lipide

waren von Avanti Polar Lipids.

2.1.2 Enzyme, Kits, Vektoren, Bakterienstimme

Restriktionsendonucleasen waren von Boehringer, MBI Fermentas oder New
England Biolabs, Pfu-Polymerase von Promega, T4 Ligase von MBI Fermentas
oder New England Biolabs und Alkalische Phosphatase von Fermentas und New
England Biolabs. Kits zur Aufreinigung von Plasmiden oder PCR Produkten
wurden von Quiagen und Machery & Nagel bezogen. Alle Klonierungen wur-
den mit den Vektoren pET28a, pET15b, pET44a oder pET-Duet-1 (alle von
Novagen) durchgefiihrt. Fiir Klonierungen wurde der E. coli-Stamm XL1-Blue
von Stratagene verwendet, fiir Proteinexpressionen die E. coli-Stdmme BL21
(DE3) und BL21 (DE3) RIL Codon Plus (beide Novagen).

44
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2.1.3 DNA-Konstrukte

Alle Klonierungsarbeiten wurden nach molekularbiologischen Standardproto-
kollen durchgefiihrt [209]. Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte und
ihre Klonierung sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Thre Doménenstruktur
wird schematisch in Abbildung 2.1 gezeigt. Die Sequenz aller Konstrukte wur-
de durch DNA-Sequenzierung iiberpriift. Alle Sequenzen stammen aus Rattus
norvegicus, mit Ausnahme von vtilb, das aus Maus ist.

Die verwendeten Synaptotagmin-Konstrukte weisen an Position 374 ein Glycin
auf, in Ubereinstimmung mit neueren Studien [174,256], die ein zunéchst pu-
bliziertes Aspartat [187] als falsch identifizierten. Die verwendeten Konstrukte
haben zwei weitere Abweichungen von der publizierten Sequenz [187] : E188D
und I393M. Da das Aspartat an Position 188 und das Methionin an Position
393 jedoch in Synaptotagmin 1 von Maus und Mensch konserviert und auch in
zwei EST-Klonen von Rattus norvegicus belegt sind (GenBank accession num-
bers AA924659 und BE102639), kann davon ausgegangen werden, dass das hier

verwendete Konstrukt die richtige Sequenz hat.
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I Syntaxin 1A (1-288)
Syntaxin 1A (183-288)

[ Syntaxin 4 (1-298)

Syntaxin 4 (191-298)
I Syntaxin 7 (1-261)
Syntaxin 7 (159-261)

1 Jocoo I [| SNAP-25A (1-206)
1 [ccoo I [| SNAP-23 (1-210)
| I vtith (1-232)
vtitb (130-232)
[ Syntaxin 8 (1-236)
Syntaxin 8 (136-236)

Synaptobrevin 2 (1-116)
[T  Synaptobrevin 2 (1-96)
| Synaptobrevin 2 (49-96)

Endobrevin (1-100)
"1 Endobrevin (1-74)

I W Synaptotagmin 1 (1-421)

[ N e | synaptotagmin 1 (97-421)
e Synaptotagmin 1 (97-273)

[ | Synaptotagmin 1(262-421)

Abbildung 2.1 — Schematische Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten Konstruk-
te. SNARE-Motive sind grau, die C2A- und C2B-Doméne aus Synaptotagmin dunkel-

grau, Transmembranregionen (TMR) schwarz dargellt. Andere Doménen sind nicht ge-

zeigt, ebenso sind die linker zwischen TMR und SNARE-Motiv nicht gezeigt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Expression und Reinigung der Proteine

Fiir die Expression rekombinanter Proteine wurden die Plasmide zunéchst in
elektrokompetente E. coli-Zellen des Stammes BL21 (DE3) transformiert. Fiir
die Expression von Synaptotagmin 1 (AS 1-421) wurde der Stamm BL21 (DE3)
RIL Codon Plus verwendet. Eine einzelne Bakterienkolonie wurde dann in LB
mit dem entsprechenden Antibiotikum iiber Nacht bei 37°C und 200 rpm im
Warmluftschiittler inokuliert. Diese Startkultur wurde 1:100 in TB-Medium
verdinnt und wiederum im Warmluftschiittler bei 37°C, 200 rpm inkubiert.
Bei einer optischen Dichte der Kultur von OD600 ~1,0 wurde die Expression
durch Zugabe von 500 uM IPTG induziert. Nach drei Stunden Inkubation wur-
den die Zellen in einem Beckmann TY JS 4.2 Rotor sedimentiert und in 10 ml
Extraktionspuffer (20 mM Tris, pH 7,4, 500 mM NaCl, 8 mM Imidazol) je 1
L Bakterienkultur aufgenommen. Das resuspendierte Pellet wurde bei -20 °C
gelagert.

Alle Proteine wurden mit einem Hexa-Histidin-tag exprimiert [100] und
zunéchst iiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt, gefolgt von einer Ionenaustausch-
chromatographie (IEX). Dabei wurden die Protokolle aus den folgenden Refe-
renzen verwendet bzw. wie angegeben verdndert [66,69, 144, 145, 224]. Soweit
nicht anders angegeben wurden alle Schritte bei 4 °C bzw. auf Eis durch-
gefithrt. Zur Extraktion der Proteine wurde die Zellsuspension nach Zugabe
von 1 mg/ml Lysozym, 1 mM PMSF, ImM MgCl; und einer Spatelspitze DNa-
sel fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zusétzlich wurden die Zellen mit
Ultraschall aufgeschlossen (4mal 30 s). Zelltriimmer wurden anschlieflend im
Sorvall SLA-1500 Rotor bei 12.000 x g fiir 30 min abzentrifugiert. Der klare
Uberstand wurde mit Ni-NTA-Agarose (Quiagen) versetzt und fiir 1-3 h bei
4°C inkubiert. Die Ni-NTA-Agarose wurde dann durch Filtration vom Bakte-
rienlysat abgetrennt und mit mindestens 250 ml Waschpuffer gewaschen (20
mM Tris, pH 7,4, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol). Die Elution (20 mM Tris,
pH 7,4, 500 mM NaCl, 400 mM Imidazol) erfolgte in 10 ml-Schritten bis kein
Protein mehr eluierte (Bradford-Test). Die proteinhaltigen Fraktionen wurden
vereinigt, zur Entfernung des Hexa-Histidin-tag mit 100-200 pl Thrombin (5
mg/ml in 5% (w/v) Glycerin) versetzt und anschlieBend tiber Nacht gegen 20
mM HEPES, pH 7,4; 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT dialysiert. Die
Entfernung des Hexa-Histidin-tag wurde durch SDS-PAGE iiberpriift. Fiir die
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Reinigung von Membranproteinen wurde das Bakterienlysat mit dem gleichen
Volumen Extraktionspuffer versetzt, der 10% (w/v) Natriumcholat enthielt.
Wasch-, Elutions- und Dialysepuffer waren mit 1% (w/v) CHAPS versetzt.

Die Proteine wurden dann an die entsprechende Ionenaustauschmatrix gebun-
den und mit einem linearen Salzgradienten eluiert. Dazu wurde das Akta-
System von Pharmacia/GE Healthcare verwendet. Im Folgenden werde ich fiir
jedes Protein Abweichungen von diesem Protokoll, sowie die verwendete Ionen-

austauschmatrix und Pufferlésungen angeben.

e Syntaxin 1A (1-288), Syntaxin 1A (183-288) aus pET44a, Syntaxin 4 (1-
298), Syntaxin 4 (191-298) aus pET 44a, Syntaxin 7 (1-261): Der Dia-
lysepuffer enthielt 250 mM NaCl. Es wurde die MonoQ-Séule (Anionen-
austauscher) verwendet. IEX-Puffer A: 20 mM HEPES, pH 7.4; 250 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1% (w/v) CHAPS; IEX-Puffer B: 20
mM HEPES, pH 7,4; 250 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1%
(w/v) CHAPS. Fiir Syntaxin 1A (183-288) und Syntaxin 4 (191-298) aus
pET44a wurde der tag nicht entfernt.

e Syntaxin 1A (183-288), Syntaxin 4 (191-298), Syntaxin 7 (159-261), vti 1b
(130-232), Syntaxin 8 (136-236): Nach der Ultraschallbehandlung wurde
das Lysat mit 6 M Harnstoff versetzt. Wasch- und Elutionspuffer enthiel-
ten ebenfalls 6 M Harnstoff und 3% (w/v) Natriumcholat anstelle von
CHAPS. Das Protein wurde erst nach der Dialyse (20 mM HEPES, 1 M
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 M Harnstoff, 3% (w/v) Natriumcho-
lat, pH 7,4) mit Thrombin versetzt und bei RT fiir 16 h inkubiert. Nach
Entfernung des Hexa-Histidin-tag wurden die Syntaxine gegen 20 mM
HEPES, pH 7,4; 250 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1% (w/v) Na-
trimcholat dialysiert. Der Dialysepuffer fiir vti 1b war: 20 mM HEPES,
pH 7,4; 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1% (w/v) CHAPS.
Fiir die Reinigung aller Syntaxine wurde die MonoQ-Séule verwendet, fiir
vtilb die MonoS-Saule. IEX-Puffer A und B waren wie fiir Syntaxin 1A
(1-288) angegeben.

e SNAP-25A, SNAP-23: Nach der Ultraschallbehandlung wurde das Lysat
mit 6 M Harnstoff versetzt. IEX-Puffer A: 20 mM HEPES, pH 7,4; 1 mM
EDTA, 1 mM DTT; IEX-Puffer B: 20 mM HEPES, pH 7,4; 1 M NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM DTT. Es wurde die MonoQ-S&ule verwendet.
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e Bei allen Synaptobrevin-Konstrukten wurde das Lysat mit 6 M Harnstoff
versetzt. Es wurde die MonoS-Sdule verwendet. Dialysepuffer und TEX-
Puffer A und B fiir 16sliche Proteine wie bei SNAP-25A, fiir Konstrukte
mit TMR wurde 1% (w/v) CHAPS zugesetzt.

e Synaptotagmin (97-421) und seine Mutanten: Es wurde die MonoS-Séule
verwendet. Dialysepuffer und IEX-Puffer A und B wie bei SNAP-25A.

e Synaptotagmin (1-421) und seine Mutanten: Wasch- und Elutionspuffer
enthielten 0,03% (w/v) Dodecyl-3-D-maltopyranosid als Detergens. Nach
der Elution wurde das Protein gegen 20 mM Tris, pH 8,4; 300 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM DTT, 0,03% (w/v) Dodecyl-3-D-maltopyranosid dia-
lysiert, gefolgt von einer ersten Aufreinigung iiber die MonoS-Saule. TEX-
Puffer A war dabei der Dialysepuffer, IEX-Puffer B enthielt 1 M NaCl. Die
saubersten Fraktionen wurden vereinigt und iiber eine HighLoad 26/60
Superdex200-Gelfiltrationssédule (GE Healthcare), dquilibriert in 20 mM
HEPES, pH 7,4; 500 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0,03% (w/v)
Dodecyl-B-D-maltopyranosid weiter aufgereinigt. Das Protein wurde dann
mit Thrombin versetzt und zum Austausch des Detergens wiederum {iber
die MonoS-Saule gereinigt. Die TEX-Puffer enthielten dann 1% (w/v)
CHAPS.

Die Elution von den Ionenaustauschersidulen wurde fraktioniert und die Fraktio-
nen iiber SDS-PAGE und Coomassie-Blau Férbung auf ihre Reinheit {iberpriift.
Die saubersten Fraktionen wurden vereinigt und nach Schockgefrieren in fliissi-
gem Stickstoff bei -80 °C gelagert. Abbildung 2.2 zeigt mit Coomassie Blau

SDS-Gele von den meisten der in dieser Arbeit verwendeten Proteine.

2.2.2 Ubrige Proteine

Einige Proteine wurden freundlicherweise von Mitgliedern der Abteilung Neu-
robiologie zur Verfiigung gestellt. Munc-18 wurde von Pawel Burkhardt gerei-
nigt. Die isolierten C2A- und C2B-Doménen, die Caz+—Bindungsmutanten des
C2AB-Fragments und fluoreszenzmarkiertes C2AB-Fragment wurden von Dr.
Anand Radhakrishnan prépariert. Der 1osliche AN-Komplex wurde von Dr.
Ajaybabu Pobbati zur Verfiigung gestellt.
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1 SNAP-23 (ohne Cys)

2 SNAP-25 (ohne Cys)

3 SNAP-25

4 Syntaxin (183-288) - NusA
5 Syntaxin 7 (159-261)

6 Syntaxin 4 (191-298)
7 Syntaxin 4 (1-298)

8 Syntaxin 1 (183-288)
9 Syntaxin 1 (1-288)

1 Endobrevin (1-74)

2 Endobrevin (1-100)

3 Synaptobrevin 2 (1-96)

4 Synaptobrevin 2 (1-116)

5 2:1 Komplex (Syntaxin 4
(1-298), SNAP-23)

6 2:1 Komplex (Syntaxin 1
(1-288), SNAP-25)

7 2:1 Komplex (Syntaxin 1
(183-288), SNAP-25)

8 Syntaxin 8 (136-236)

9 vti 1b (130-232)

1 Synaptotagmin 1 C2B

2 Synaptotagmin 1 C2A

3 Synaptotagmin 1 C2Ab*

4 Synaptotagmin 1 C2a*B

5 Synaptotagmin 1 C2a*b*

6 Synaptotagmin 1 C2AB

7 Synaptotagmin (1-421)

8 AN-Komplex (Syntaxin 1
(183-288), SNAP-25,
Synaptobrevin 2 (49-96))

Abbildung 2.2 — Coomassie-Blau gefarbte SDS-PAGE der verwendeten Proteine. Es
wurden stets ca. 5 ug geladen, fir vti 1b etwa 2,5 pg. Im AN-Komplex ist der His-tag

nicht vollstdndig entfernt. Das Synaptobrevin-Fragment wird schlecht von Coomassie-

Blau gefiarbt und ist daher kaum sichtbar. Alle Proteine sind zu 90% rein.

2.2.3 Herstellung der SNARE-Komplexe

Zur Herstellung der bindren Komplexe wurden Syntaxin 1A und SNAP-25A,

bzw. Syntaxin 4 und SNAP-23 in dquimolaren Mengen gemischt und der
Komplex iiber eine MonoQ-Séule oder eine HighLoad 26/60 Superdex200-

Gelfiltrationssdule in Gegenwart von 1% CHAPS von freien Monomeren ge-

trennt. Zur Herstellung des AN-Komplexes wurden Syntaxin 1A, SNAP-25A

und Synaptobrevin 2 (49-96) im Verhéltnis 1:2:2 gemischt. Freie Monomere wur-
den auch hier {iber eine MonoQ-Séule oder eine HighLoad 26,/60 Superdex200-
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Gelfiltrationssdule in Gegenwart von 1% CHAPS abgetrennt. Alternativ wur-
den BL21 (DE3) Zellen mit zwei Plasmiden transformiert (1. SNAP-25A in
pET28a, 2. SyntaxinlA (183-288) und Synaptobrevin 2 (49-96) in pET-Duet-
1). Der Komplex wurde dann in Gegenwart von 4 M Harnstoff direkt aus dem
Bakterienlysat gereinigt. Uberschiissige Monomere wurden {iber eine MonoQ-

Saule in Gegenwart von 1% CHAPS abgetrennt.

2.2.4 Markierung von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen

Einzelcysteinmutanten wurden mit Maleimid-Farbstoffen von Invitrogen mar-
kiert, die bei pH 7,4 selektiv mit Thiolgruppen von Cysteinen reagieren. Da-
zu wurde zunédchst DTT durch Dialyse gegen entgasten Puffer entfernt. Der
Farbstoff wurde dann in einem zehnfachen molaren Uberschuss zum Protein
gegeben. Nach zweistiindiger Inkubation bei RT wurde freier Farbstoff iiber ei-
ne Gh0superfine-Séule (GE Healthcare) entfernt. Die Markierung wurde durch
SDS-PAGE und Visualisierung der Fluoreszenz an einem LAS-1000-System von
FUJIFILM unter Verwendung der geeigneten Filtersétze fiir Anregung und
Emission tiberpriift. Die Effizienz der Markierung wurde anhand der Extink-
tionskoeffizienten der verwendeten Farbstoffe und der nach der BCA- oder
Bradford-Methode gemessenen Proteinkonzentrationen bestimmt. Sie lag stets
iiber 70%.

2.2.5 Herstellung der Lipid-Mischungen

Lipide wurden als Feststoffe von Avanti Polar Lipids bezogen. Sie wur-
den in einer Chloroform:Methanol Losung (2:1) aufgenommen und bei -
20°C in einer Argon-Atmosphére gelagert. Zur Herstellung von Lipidmi-
schungen wurden die Lipide in den entsprechenden Mengen unter Argon-
Atmosphére gemischt und anschlieBend das Losungsmittel am Rotationsver-
dampfer im Vakuum entfernt. Der Lipidfilm wurde dann in 20 mM HE-
PES, pH 7,5; 150 mM KCl, 5% (w/v) Natriumcholat, 1 mM DTT aufge-
nommen. Der Lipidfilm wurde dazu im Ultraschallbad von der Gefaflwand
gelost. Nach Aliquotierung wurden Lipid-Mizellen bei -80°C gelagert. Die Stan-
dardlipidmischung enthielt 5 Teile Phosphatidylcholin, 2 Teile Phosphatidyle-
thanolamin, 1 Teil Phosphatidylserin, 1 Teil Phosphatidylinositol und 1 Teil
Cholesterol bei einer Gesamtlipidkonzentration von 13,5 mM. Fluoreszenz-

markierte Lipide enthielten 17% Phosphatidylethanolamin und jeweils 1,5%
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1,2-Dioleyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine-N-Lissamine Rhodamine B Sul-
fonyl und 1.5 % 1,2-Dioleyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-
1,3-benzoxadiazol-4-yl). In Lipidmischungen mit weniger oder mehr Phosphati-
dylserin wurde der Phosphatidylcholin-Gehalt so geéindert, dass die Gesamt-
lipidkonzentration gleich blieb. In Mischungen mit Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat wurde der Phosphatidylinositol-Gehalt angepasst.

2.2.6 Herstellung der Liposomen

Proteoliposomen wurden grundsétzlich durch Gelfiltration von detergenshal-
tiger mizelldrer Losung hergestellt [145,221]. 30 pl Lipidmix wurden mit 30
ul Proteinlosung gemischt, so dass das molare Lipid-Protein-Verhiltnis 200—
300:1 war. Bei Korekonstitution von Synaptotagmin wurde ein Synaptobre-
vin:Synaptotagmin Verhéltnis von 4,5:1 gewahlt, das der relativen und absolu-
ten Héufigkeit auf dem synaptischen Vesikel nahe kommen sollte [250]. Nach
Inkubation bei RT fiir 20-30 min wurde das Detergens durch Gelfiltration ent-
fernt. Dazu wurde eine PC 3.2/10 Fast Desalting Séule (GE Healthcare) &qui-
libriert in 20 mM HEPES/KOH pH 7.4, 150 mM KCl, 1 mM DTT verwen-
det. Die Flussrate lag bei konstanten 50 pl/min und die Liposomen wurden in
100 pl aufgefangen. Der Einbau der Proteine wurde durch Flotation in einem
Nycodenz-Stufengradienten iiberpriift. Dazu wurden 50 pl Liposomen mit 50ul
80% (w/v) Nycodenz gemischt und dann mit 50 pl 30% (w/v) Nycodenz und 50
ul Puffer iiberschichtet. Nach 90 min Zentrifugation bei 165.000 x g wurden die
flotierten Liposomen von den oberen 60 pl des Gradienten abgenommen [224].
Der Vergleich mit der eingesetzten Liposomenlosung zeigte in der SDS-PAGE
fiir alle verwendeten Proteine und Proteinkomplexe nahezu quantitativen Ein-
bau. Die Orientierung der Proteine wurde durch proteolytischen Verdau mit
Tetanustoxin oder Trypsin iiberpriift. Ca. 70-90% des Proteins waren richtig

orientiert.

2.2.7 SNARE-Komplexformierung in der SDS-PAGE

Die Bildung von SNARE-Komplexen wihrend einer Fusionsreaktion oder die
Bindung l6slicher Fragmente an rekonstituierte Q-SNAREs kann in der SDS-
PAGE nachgewiesen werden, da die entstehenden Komplexe weitgehend SDS-
resistent sind [93]. Bei dem in Abbildung 3.23 gezeigten Experiment wurde die

Bindung des cytosolischen Fragments von Synaptobrevin, das an der Position
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Cys61 mit dem Farbstoff AlexaFluor594 markiert war, an den bindren Kom-
plex aus Syntaxin 1A (1-288) und SNAP-25A gemessen. Dazu wurden 800 nM
Synaptobrevin mit einem fiinffachen molaren Uberschuss an rekonstituiertem
bindren Komplex versetzt. Bei Inkubation bei 30 °C wurden zu den angegebe-
nen Zeiten Aliquots entnommen und diese iiber SDS-PAGE aufgetrennt. Der
gebildete Komplex wurde densitometrisch am LAS-1000-System (FUJIFILM)
unter Verwendung der AIDA V4.04 Software (RAYTEST) quantifiziert.

2.2.8 Bestimmung der Groéflenverteilung iiber statische Licht-

streuung

Die winkelabhéngige Lichtstreuung erlaubt die Bestimmung der durchschnitt-
lichen Partikelgréfle. Die Kopplung an ein chromatographisches System, das
sicherstellt, dass zu jedem Zeitpunkt monodiperse Partikel eluieren, erlaubt
die Bestimmung der Gréenverteilung in einer Liposomenpriiparation [120,129,
270]. Als Trennmethode wurde in dieser Arbeit asymmetric field flow fractio-
nation verwendet, deren Prinzip in Abbildung 2.3 erldutert ist. Dazu werden
die Partikel in eine Flusszelle injiziert, die so konstruiert ist, dass in ihr ein
laminarer Fluss herrscht. Durch ein zur Flussrichtung senkrechtes Feld — in
diesem Fall ein senkrechter Fluss, genannt Kreuzfluss — werden die Partikel im
Flusskanal positioniert. Kleinere Partikel werden durch den senkrechten Fluss
weniger stark beeinflusst als gréflere, d.h. sie befinden sich mehr im Zentrum
des laminaren Flusses, erfahren also eine grofiere Flussrate und eluieren frither
als groBere Partikel [120].

Der Trennzelle ist der Streulichtdetektor nachgeschaltet. In der Messzelle wird
die Probe mit Laserlicht einer groflen Wellenldnge angestrahlt, um eine Stérung
des Streusignals durch Autofluoreszenz zu minimieren. Das durch die Probe
gestreute Licht wird durch 18 Detektoren registriert, die in unterschiedlichen
Winkeln zum einfallenden Licht angeordnet sind. Aus dieser winkelabhéngigen
Streuung kann der rms-Radius der eluierenden Partikel berechnet werden. Basis
dieser Berechnungen ist die Zimm-Gleichung [284]. Aus den zu jedem Elutions-
zeitpunkt bestimmten rms-Radien kann dann eine Groflenverteilung berechnet
werden

15 pl Liposomen wurden in 200 ul Laufpuffer (20 mM HEPES, 150 mM KCl,
pH 7,4; Brechungsindex 1,33) verdiinnt und davon 180 ul injiziert. Fiir die Ana-
lyse der Fusionsreaktionen wurden 10 pl Synaptobrevin-Liposomen mit 10 ul

AN-Komplex-Liposomen in 200 pl Laufpuffer gemischt, fiir 1 h bei RT inku-
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Abbildung 2.3 — Schematische Darstellung des Trennprinzips bei der field flow fractio-
nation. Bei der in dieser Arbeit verwendeten Technik, war das zum Kanalfluss senkrechte
Feld ein weiterer Fluss. Prinzipiell ist aber u.a. ein elektrisches Feld denkbar. Fiir weitere

Erklérungen siehe Text.

biert und ebenfalls 180 pul injiziert. Die Trennung erfolgte durch das Eclipse F
System (Wyatt Technology). Der Fluss in der Zelle war 1 ml/min mit einem
Injektionsfluss von 0,5 ml/min. Nach der Injektion wurde die Probe fiir 1 min
bei einem Fokussierungsfluss von 1 ml/min fokussiert. Die Elution erfolgte dann
mit einem linearen Kreuzflussgradienten von 0,75 ml/min bis 0,15 ml/min iiber
40 min. Die Detektion erfolgte im Dawn Eos (ebenfalls Wyatt Technology),
ausgestattet mit einer K5-Messzelle und einem Laser mit einer Wellenlédnge von
690 nm. Das Messintervall war 1 s. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der
Astra Version Software 5.3.2.10 (ebenfalls Wyatt Technology). Dazu wurden
die Detektoren 7 (42.8°) bis 16(142.5°) verwendet. rms-Radien wurden nach
dem Berry-Algorithmus bestimmt.
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2.2.9 Bestimmung der Groéflenverteilung iiber dynamische

Lichtstreuung

Zur Messung der Groflenverteilung iiber dynamische Lichstreuung wurden Lipo-
somen 1:100 im SMART-Laufpuffer (20 mM HEPES, 150 mM KCl, pH 7,4; Bre-
chungsindex 1,33) verdiinnt. Die Messung erfolgte mit einem Probenvolumen
von ca. 15 pl bei 25 °C im DynaPro-System (Wyatt Technology). Es wurden
zehn Messungen von je 10 s durchgefiihrt. Die Laserleistung (A = 828,5nm)
wurde dabei so eingestellt, dass die Zihlrate des Detektor bei ~ 10° s~! lag. Die
Daten wurden mit der Dynamics V6 Software (Wyatt Technology) ausgewertet.
Fiir die in Abbildung 3.1 dargestellten Daten wurden die Gréfenverteilungen
von drei Liposomenpréiparationen gemittelt. Die angegebenen Fehler sind Stan-

dardabweichungen vom Mittelwert.

2.2.10 Fluorometrie
2.2.10.1 Dequenching-Assay

Das Verschmelzen zweier Membranen kann fluorometrisch verfolgt wer-
den [243]. Dazu wurden in einer Liposomenpopulation 1,2-Dioleyl-sn-Glycero-
3-Phosphoethanolamine-N-Lissamine Rhodamine B Sulfonyl (Rhodamin-
PE) und 1,2-Dioleyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-yl) (NBD-PE) rekonstituiert. Die beiden Farbstoffe liegen
dabei in so hohen Konzentrationen vor, dass die Emission von NBD-PE durch
Resonanzenergietransfer (RET) auf Rhodamin-PE ausgeloscht wird (quen-
ching). Bei der Fusion verdiinnen sich die beiden Farbstoffe in die unmarkierte
Membran. Dadurch nimmt der mittlere Abstand zwischen den Fluorophoren
zu und das quenching wird weniger effizient. Es kommt zu einem Anstieg der
NBD-Fluoreszenz. Die Vermischung von Membranen bei der Fusion wurde also
als ein Anstieg der NBD-Fluoreszenz gemessen [243,265].

Alle Reaktionen wurde bei 30 °C durchgefithrt. Dazu wurden in der Regel
10 pl der markierten Liposomen mit 15 pl unmarkierten Liposomen in einem
Gesamtvolumen von 1,2 ml gemischt (Puffer: 20 mM HEPES, pH 7,4; 120 mM
Kaliumglutamat, 20 mM Kaliumacetat, 10 mM DPTA und Calciumchlorid).
Dies resultierte in Proteinkonzentrationen von ca. 100 nM bzw. 150 nM.
Losliche Fragmente von Synaptotagmin wurden in einer Konzentration von
500 nM eingesetzt. In Inhibitionsexperimenten mit cytsolischen R-SNARE-

Fragmenten war deren konzentration 2 pM. Dequenching wurde bei einer
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Anregungswellenldnge von 460 nm und einer Emissionswellenldnge von 538 nm
in einem Fluorolog 3 (Model FL322) oder Fluoromax 2 Spektrometer (beide
Jobin Yvon) gemessen. Dabei wurden Quartz-Kiivetten mit einer Weglénge
von 1 cm verwendet. Beide Fluorometer waren mit einem Magnetriihrer
ausgeriistet und die Probenkammer war iiber ein Wasserbad temperiert. Das
Fluoromax 2 Spektrometer war zusétzlich mit einem Vierkiivettenwechsler
ausgestattet.

Zur Auswertung wurden alle Daten auf den ersten Messwert einer jeden
Messung bzw. auf die zuvor gemessene Basislinie normalisiert (abgekiirzt als
F/Fp). In jeder Abbildung werden repriisentative Messungen von Experimen-
ten gezeigt, die mehrmals wiederholt wurden. In jeder Abbildung wurden die

Experimente mit demselben Satz Liposomen am selben Tag durchgefiihrt.

2.2.10.2 Anisotropie

Wird ein Fluorophor mit linear polarisiertem Licht angeregt, so ist die Anre-
gung fiir solche Molekiile am wahrscheinlichsten, deren Ubergangsdipole zuféllig
parallel zur Polarisationsebene liegen. Die Polarisation des emittierten Lichts

hingt vor allem von zwei Faktoren ab:

e der relativen Orientierung des Emissionsdipolmoments zum Absorptions-

dipolmoment und

e dem Ausmafl der Rotation des Fluorophors wihrend der Lebenszeit des

angeregten Zustandes.

Stets ist jedoch das emittierte Licht depolarisiert. Da die relative Orientierung
der beiden Dipole eine Konstante ist, kann Depolarisation genutzt werden, um
Riickschliisse auf die Rotationseigenschaften des Fluorophors zu ziehen. Eine
Zunahme des Molekulargewichts des an das Fluorophor gekoppelten Makromo-
lekiils, z.B. durch die Bindung eines weiteren Proteins, fiihrt zu einer langsame-
ren Rotation des Fluorophors und sollte daher eine weniger starke Depolarisati-
on zur Folge haben. Der experimentelle Aufbau zur Messung der Depolarisation
ist schematisch in Abbildung 2.4 gezeigt. Der Winkel zwischen dem Anregungs-
und dem Emissionsdipol ist darin mit vy bezeichnet. Das emittierte Licht wird
in y-Richtung, im rechten Winkel zum Anregungslicht gemessen, und ein Pola-
risator wird benutzt um die Intensitéten der elektrischen Vektoren parallel und
senkrecht zum elektrischen Vektor des Anregungslichts zu trennen. Die Depola-

risation wird durch die Anisotropie r beschrieben, die folgendermaflen definiert
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ist:
I -1

r = m (2.1)
Darin ist I die Intensitéit des parallel zum elektrischen Vektor des Anregung-
lichts polarisierten emittierten Lichts und I, die Intensitéit des senkrecht zum
elektrischen Vektor des Anregungslichts polarisierten emittierten Lichts. Die
Anisotropie ist so definiert, dass eine Zunahme der Rotation des Fluorophors
zu einer Abnahme der Anisotropie fiithrt. Fiir eine weiterfithrende Darstellung
sei auf die Referenzen [130,259] verwiesen. Die Gleichungen wurden diesen Wer-

ken entnommen.

Die in dieser Arbeit prasentierten Anisotropie-Messungen wurden am Fluorolog
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Abbildung 2.4 — Versuchsaufbau zur Messung der Depolarisation linear pola-

risiertem Lichtes. Die Graphik wurde in Anlehnung an [259] erstellt.

3 in T-Konfiguration durchgefiihrt. Diese Konfiguration erlaubt die simultane
Messung des emittierten Lichts in zwei Polarisationsebenen, da zwei Detektoren
verwendet werden. Da beide Detektoren eine unterschiedliche Detektionseffizi-
enz aufweisen, musste zunéchst ein gerétespezifischer Korrekturfaktor bestimmt

werden, der als G-Faktor bezeichnet wird. Er ist wie folgt definiert:

I
G = AV (2.2)
ITnn
Darin bezeichnet I wiederum die Intensitéit und die Indices die Orientierung des

Anregungs- und Emissionspolarisators (H: horizontal, V: vertikal). Die Aniso-
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tropie berechnet sich dann wie folgt:

T _
, - vw = Glve (2.3)
Ivyv + 2GIvy

Alle hier gezeigten Anisotropie-Experimente wurden mit dem Fluorophor
AlexaFluor488 durchgefiihrt. Die Anregungswellenldnge war dabei 490 nm, die
Emission wurde bei 521 nm gemessen. Vor jeder Reaktion wurde eine Basis-
linie aufgenommen. Das markierte Protein wurde in einer Konzentration von
100-200 nM eingesetzt. Die iibrigen Parameter waren wie in Kapitel 2.2.10.1

beschrieben.

2.2.10.3 C-terminaler RET

Das emittierende Fluorophor ist nicht notwendig identisch mit dem absorbie-
renden Fluorophor. Unter bestimmten Bedingungen kann die Anregungsenergie
von einem Fluorophor auf ein anderes iibertragen werden. Dieser als Resonanz-
energietransfer (RET) bezeichnete Prozess stellt bestimmte Herausforderungen

an die beiden Fluorophore:

e Eine Interaktion zwischen den Ubergangsdipolmomenten der beiden Fluo-

rophore muss moglich sein.

e Das Emissionsspektrum des Donorfluorophors muss mit dem Absorpti-

onsspektrum des Akzeptorfluorophors zu einem guten Teil {iberlappen.

Die Anforderungen an Dipol-Dipol-Interaktionen zwischen zwei Fluorophoren
fithren zu einer sehr strengen Abhéngigkeit der Effizienz des Energietransfers

vom Abstand der beiden Fluorophore. Die Effizienz E folgt der Beziehung:

1

E = W (2.4)
Darin ist r der Abstand zwischen beiden Fluorophoren und Ry der Abstand
bei einer Effizienz des Energietransfers von £ = 0,5. Da die Abhéngigkeit von
(RLO) mit der sechsten Potenz eingeht und die Werte fiir Ry normalerweise bei
ca. 2 nm liegen, wird ein effizienter Energietransfer nur bei sehr geringem Ab-
stand der Fluorophore beobachtet. RET bietet daher die Moglichkeit Protein-
Protein-Interaktionen zu verfolgen, wenn die beiden interagierenden Proteine
mit zwei Farbstoffen markiert sind, die die Bedingungen fiir RET erfiillen. Fiir
eine weiterfithrende Darstellung sei auf die Referenzen [130,259] verwiesen. Die

Gleichungen wurden diesen Werken entnommen.
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In dieser Arbeit wurde die Bildung von cis-SNARE-Komplexen iiber RET ver-
folgt. Dazu waren die C-Termini von Syntaxin 1A und Synaptobrevin 2 mit
den Farbstoffen AlexaFluor 488 bzw. AlexaFluor 594 markiert. Nach der Re-
konstitution der Proteine liegen die beiden Fluorophore im Lumen der Vesikel.
Die Bildung von cis-Komplexen wihrend einer Fusionsreaktion fiithrt dazu, dass
Anregungsenergie vom Syntaxin-Fluorophor auf das Synaptobrevin-Fluorophor
tibertragen wird. Dies dufert sich in einer Fluoreszenzléschung des Donorfluo-
rophors und in einem Anstieg der Akzeptorfluoreszenz. RET-Experimente wur-
den am Fluorolog 3 in T-Konfiguration durchgefiihrt. Das Vorhandensein zwei-
er Detektoren ermoglichte die gleichzeitige Messung der Emission des Donor-
und Akzeptorfluorophors bei Anregung des Donors. Fiir das Fluorophorpaar
AlexaFluor 488/594 war die Anregungswellenléinge 490 nm, die Emissionswel-
lenldngen 521 nm bzw. 615 nm. Die Konzentration des Donors lag bei 100-200
nM, der Akzeptor wurde in 3-5-fachem Uberschuss eingesetzt. Die iibrigen Pa-

rameter waren wie in Kapitel 2.2.10.1 beschrieben.

2.2.11 Sonstige Methoden
2.2.11.1 Polyacrylamid-Gelektrophorese

SDS-PAGE wurde nach Schégger durchgefiihrt [211]. Die Acrylamidkonzentra-
tion lag stets bei 10% (w/v). Der Probenpuffer enthielt Lithiumdodecylsulfat
anstelle von Natriumdoceylsulfat. Gele wurden nach der Elektrophorese mit
Coomassie-Blau (0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250 (Fluka) in 50%
(v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigséure) fiir 30 min gefiirbt. Zur Entfirbung
wurde das Gel fiir 15 min in 50% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Essigsdure und
iiber Nacht in 10% (v/v) Ethanol, 5% (v/v) Essigsdure auf dem Schiittler in-
kubiert.

2.2.11.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentrationen unmarkierter, gereinigter Proteine und Proteinkomplexe
wurden anhand ihrer Absorption bei 280 nm bestimmt. Dabei wurden die in der
SwissProt-Datenbank angegebenen Extinktionskoeffizienten verwendet [269],
die nach der Edelhoch-Methode berechnet wurden [64,179]. Proteinkonzentra-
tionen in Proteingemischen, von markierten Proteinen oder von Liposomen-
praparationen wurden nach Bradford oder mit der BCA-Methode bestimmt
[23,235]. Reagenzien fiir die BCA-Methode waren von Pierce, das Bradford-
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Reagenz wurde von BioRad bezogen. Als Standard wurden Verdiinnungen einer

2 mg/ml Serumalbumin-Stammlésung (ebenfalls Pierce) verwendet.

2.2.11.3 Gepufferte Calciumlésungen

In Experimenten mit definierten Calciumkonzentrationen wurde ein DPTA ba-
siertes Puffersystem verwendet [10]. Ca’*-Konzentrationen wurden mit den
Ca’t-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen Mag-Fura2 und Fluo5N (beide Mole-
cular Probes/Invitrogen) bestimmt. Dabei wurde ein Calibration-Kit von Mo-

lecular Probes/Invitrogen verwendet.

2.2.11.4 Elektronenmikroskopie

Alle elektronenmikroskopischen Experimente fithrte Dr. Dietmar Riedel im
Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie durch. Dazu wurden Lipo-
somen im SMART-Laufpuffer 1:100 verdiinnt und fiir 5 min bei Raumtempe-
ratur in 0,1% Glutaraldehyd prifixiert. Die Liposomenlésung wurde dann auf
Kohlenstoff-beschichtete glow-discharched grids gegeben. Aufnahmen wurden
an einem Philips CM120 Elektronenmikroskop (Philips Inc., Eindhoven, Nie-
derlande) mit einer TemCam 224A slow scan CCD Kamera (TVIPS, Gauting,
Deutschland) gemacht.



Kapitel 3
Ergebnisse

Das Hauptproblem bei der Rekonstitution der Membranfusion in Liposomen
ist, dass die beobachteten Fusionsraten weit hinter denen in der Zelle gemes-
senen zuriickbleiben. Selbst in Gegenwart des C2AB-Fragments von Synapto-
tagmin 1 ist die Reaktion nur um den Faktor zwei beschleunigt. Im Folgenden
werden die Griinde dafiir detailliert untersucht. Dazu wird analysiert, welcher
Schritt im komplizierten Reaktionsablauf fiir die Gesamtreaktion geschwindig-
keitsbestimmend ist, und gezeigt, wie durch eine Manipulation der SNARE-
Komplexbildung die Fusionsreaktion beschleunigt werden kann (Kapitel 3.2).
Aufbauend auf diesen Ergebnissen wird eine genaue Analyse der Wirkung von

Synaptotagmin auf die Fusionsreaktion vorgenommen (Kapitel 3.3).

3.1 Grundcharakterisierung der Fusion

Zunéchst wird die von den neuronalen SNARE-Proteinen Syntaxin 1A, SNAP-
25A und Synaptobrevin 2 vermittelte Fusion in ihren grundlegenden Merkmalen
beschrieben. Dazu werden die in dieser Studie verwendeten Liposomen zuerst

niher charakterisiert.

3.1.1 Verfahren zur Herstellung von Liposomen

Wahrend proteinfreie Liposomen z.B. durch das Schwellen von Lipidfilmen und
die anschlieflende Extrusion durch Membranen definierter Porengréfie so prépa-
riert werden konnen, dass Liposomen einer relativ geringen Polydispersitét er-
halten werden, erzwingt die Herstellung von Proteoliposomen die Verwendung
eines Detergens wihrend der Préparation [200]. Dabei bestehen grundsitzlich

zwei Moglichkeiten:

62
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e Die Liposomen werden in einem Schritt hergestellt. Lipide und Proteine
werden in micelldrer Losung gemischt. Durch Entfernen des Detergens
bilden sich Liposomen spontan [221]. Dazu stehen verschiedene Metho-
den zur Verfiigung, die geldufigsten sind Dialyse und Gelfiltration. In der
Literatur wird dieses Verfahren zur Herstellung von Liposomen auch als

detergent removal-Verfahren bezeichnet.

e Zunichst werden proteinfreie Liposomen hergestellt. In diese wird dann
das in micelldrer Losung vorliegende Protein rekonstituiert. Dabei muss
die Detergens-Konzentration so niedrig gewédhlt werden, dass die Liposo-
men nicht solublisiert werden, sondern nur mit Detergens geséttigt sind.
Bei Entfernen des Detergens werden die Proteine dann in die Membran

eingebaut [200].

Die in dieser Studie verwendeten Liposomen wurden nach der ersten Metho-
de hergestellt. Das Detergens — es wurde das Natriumsalz der Cholsédure
verwendet — wurde durch Gelfiltration entfernt. Diese Methode bietet eine
Reihe von Vorteilen, hat aber auch Nachteile. Wahrend die iiber das Schwellen
von Lipidfilmen hergestellten Liposomen héufig multilamellare und diskoide
Strukturen aufweisen, sind {iiber detergent removal hergestellte Liposomen
vorwiegend unilamellar und sphérisch. Unterhalb eines bestimmten, als
RS bezeichneten Verhiltnisses von Detergens:Lipid (fiir eine Mischung aus
Cholat und ungeséttigten Phospholipiden RS =~ 2.0) bilden sich wihrend der
Entfernung des Detergens sogenannte detergensreiche gemischte Vesikel (mized
vesicles, MVs) [223]. Diese sind durch Membrandefekte charakterisiert, die mit
erhohter Wahrscheinlichkeit zur Fusion zwischen MVs fithren [222, 226, 261].
Die relativ enge Groflenverteilung und Unilamellaritdt von iiber Gelfiltration
hergestellten Liposomen liegt darin begriindet, dass diese Zwischenstufe der
Vesikelformierung schnell durchlaufen wird. Ein Nachteil dieser Préparations-
methode ist, dass die erhaltenen Liposomen relativ klein sind. So ist kritisiert
worden, dass dies zu erhohter Membranspannung und damit zu gréflerer Fuso-
genizitét fithrt [40,201]. Bei der Priaparation durch Gelfiltration muss auflerdem
unbedingt sichergestellt sein, das die verwendeten S&ulen nicht durch das
Auftragen eines zu grofien Probevolumens iiberladen werden, da das Detergens
sonst nicht effizient entfernt wird. Auflerdem muss das Gelmaterial so gew&hlt
werden, dass die Porengrofie kleiner als die der gemischten Micellen ist, da

es ansonsten zu grofferen Verlusten an Lipiden kommt. Eine detergensreiche
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gemischte Micelle von Cholat und Lipiden, wie sie zu Beginn der Gelfiltration
vorliegt, hat etwa eine Gréfie von 10.000 Da [223]. Fiir diese Arbeit wurde
daher das Material Sephadex G25 verwendet, das wegen seiner Porengrofie von

ca. 6.500 Da den Lipidverlust minimiert.

3.1.2 Einige Charakteristika der verwendeten Liposomen

Da alle in dieser Arbeit beschriebenen Experimente mit Proteoliposomen durch-
gefithrt wurden, die nach einem Standardprotokoll hergestellt wurden, war es
wichtig, diese Liposomen zunéchst beziiglich ihrer Groflenverteilung und ihres
Proteineinbaus zu charakterisieren.

Um die GroBenverteilung zu ermitteln, wurden drei komplementéire Metho-
den verwendet, die weitgehend iibereinstimmende Ergebnisse lieferten. Als
erstes Verfahren kam dynamische Lichtstreuung zum Einsatz. Abbildung 3.1
zeigt die iiber dynamische Lichtstreuung bestimmten Gréflenverteilungen von
Synaptobrevin- und Syntaxin-Liposomen. Auflerdem wurden Liposomen un-
tersucht, in die ein Komplex aus Syntaxin und SNAP-25 rekonstituiert wur-
de. Wihrend Syntaxin- und Synaptobrevin-Liposomen sehr dhnliche und en-
ge Groflenverteilungen aufweisen, ist die Verteilung von Liposomen mit einem
Komplex aus Syntaxin/SNAP-25 breiter. Aber auch hier haben ca. % der Ve-
sikel einen Radius zwischen 20 nm und 35 nm. Bei Synaptobrevin-Liposomen
liegt der mittlere Radius bei etwa 16 nm, bei Syntaxin-Liposomen bei etwa 18
nm.

Da iiber dynamische Lichtstreuung bestimmte Groéflenverteilungen als unge-
nau kritisiert worden sind, wurde die Groéflenverteilung von Synaptobrevin-
Liposomen zum Vergleich auch iiber statische Lichtstreuung (auch: multi angle
laser light scattering, kurz MALLS) bestimmt [120]. Weil die statische Licht-
streuung nur eine Durchschnittsgréfie der streuenden Partikel liefert, also selbst
keine Groflenverteilungen unmittelbar zu ermitteln erlaubt, miissen die Liposo-
men zuerst chromatographisch ihrer Gréfle nach aufgetrennt werden. Gelchro-
matographische Methoden haben sich dazu wegen der Interaktion der Liposo-
men mit der stationdren Phase und dem resultierenden hohen Lipidverlust als
ungeeignet erwiesen [120]. Die Liposomen wurden daher iiber asymetric field
flow fractionation aufgetrennt. Uber die gesamte Zeit der Trennung wurde die
Intensitdt des gestreuten Lichts in mehreren Winkeln zur Probe gemessen (Abb.

3.2a). Die Trennung muss dazu so optimiert werden, dass die Polydispersitit zu
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Abbildung 3.1 — Uber dynamische Lichtstreuung bestimmte GréBenverteilungen ei-
niger Liposomen. Dargestellt sind die Groflenverteilungen fiir Synaptobrevin- und
Syntaxin(H3)-Liposomen und von Liposomen mit einem 2:1-Komplex von Syntaxin (H3,
AS 183-288) und SNAP-25. An die gemessenen Autokorrelationsfunktionen wird eine Ver-
teilung der Partikel iiber bins von 9, 11, 17, 21 nm etc. angepasst. Die schwarzen bzw.
roten bins sind links bzw. rechts neben die griinen bins versetzt gezeigt. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus mindestens drei Liposomen-Préiparationen. Man beachte, dass die
Skala fiir den Radius logarithmisch ist. Die Fehlerbalken geben Standardabweichungen

vom Mittelwert an.

jeder Retentionszeit moglichst gering ist. Gleichzeitig darf die Verdiinnung der
Probe nicht zu grof} sein, damit die Intensitéit des gestreuten Lichts zuverlissig
gemessen werden kann. Aus den winkelabhéingigen Intensititen kann dann eine
Groflenverteilung berechnet werden (Abb. 3.2b). Der ermittelte durchschnitt-
liche rms radius von 18 nm stimmt hervorragend mit der iiber dynamische

Lichtstreuung bestimmten Verteilung iiberein.!

'Durch die Messung der Winkelabhiingigkeit der Intensitit des gestreuten Lichts ist
es moglich, die Grofle des streuenden Partikels zu berechnen. Dabei wird keine Annahme
iiber Form und Massenverteilung des streuenden Partikels gemacht. Deshalb kann nur der
Triagheitsradius (radius of gyration oder mean square radius) bestimmt werden, der ein Maf3
fiir die nach der Massenverteilung um den Schwerpunkt gewichtete Gréfle des streuenden Par-
tikels ist. Besteht ein Partikel aus N gleichartigen Teilchen, so ist der mean square radius als

der mittlere quadratische Abstand der Teilchen vom Schwerpunkt des Partikels 7 definiert:

() = 3 (7 -7’ (31)
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Zum Vergleich zu den iiber Lichtstreuungsmethoden bestimmten Groéfen-

a
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Abbildung 3.2 — Uber statische Lichtstreuung bestimmte GroBenverteilung von
Synaptobrevin-Liposomen. (a) Die Liposomen wurden zunéchst iiber asymmetic field
flow fractionation chromatographisch aufgetrennt. Im MALLS-Detektor wird dann Steu-
licht in verschiedenen Winkeln zum einfallenden Licht gemessen. Gezeigt ist hier die
Intensitéit des am 90°-Detektor gemessenen Streulichts als Funktion der Retentionszeit.
Fiir jede Retentionszeit wurde dann der Mittelwert des Tragheitsradius bestimmt. Daraus
ergibt sich die in (b) dargestellte Groflenverteilung mit einem mittlerer Trégheitsradius

von 18 nm.

verteilungen ist in Abb. 3.3 eine elektronenmikroskische Aufnahme von
Synaptobrevin-Liposomen gezeigt. Die grofle Mehrheit der Partikel hat einen

Durchmesser um die 30 nm. In dieser Préparation sind allerdings auch einige

Der rms radius ist die Quadratwurzel aus dem mean square radius. Der geometrische Radius
ist nicht unmittelbar zugénglich aus dem rms radius. Dazu sind Informationen iiber die Form
des Partikels und die Massenverteilung in ihm nétig. Der rms radius einer hohlen Kugel mit
unendlich diinner Schale wire gleich seinem geometrischen Radius. Der geometrische Radius
einer Vollkugel ist gleich 0, 775 x rmsradius. Der geometrische Radius eines Liposoms ist also

etwas kleiner als sein rms radius.
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grofere Partikel von etwa 60-100 nm Durchmesser zu erkennen. Zusammenfas-
send haben die oben beschriebenen Messungen ergeben, dass durch die verwen-
dete Rekonstitutionsmethode (Cholat-Entfernung durch Gelfiltration) iiberwie-
gend kleine Liposomen erzeugt wurden, wobei sich die Variabilitdt des Radius
in relativ engen Grenzen hielt. Dies entspricht im Wesentlichen bereits frither
gemachten Beobachtungen [120,221,224]. Weiterhin gab es keine Hinweise auf
eine Anderung der GroBenverteilung bei langen Standzeiten der Liposomen-
praparation, ein Beleg dafiir, dass die hier verwendeten Liposomen stabil und
Reste an Detergens minimal sind, also nicht die Fusogenizitét erhohen.

Zum Schluss wurde die Effizienz des Proteineinbaus sowie die Orientierung der

Abbildung 3.3 — Elektonenmikroskopische Negativkontrast-Aufnahme von
Synaptobrevin-Liposomen. Liposomen wurden in 0,1% Glutaraldehyd fiir 5 min
bei RT prifixiert. Die Liposomenlésung wurde dann auf Kohlenstoff-beschichtete grids
gegeben und mit 1% Uranylacetat angefirbt. Die Probenpriparation und -analyse hat
Dr. Dietmar Riedel durchgefiihrt. Der Mafistab im unteren rechten Bildrand zeigt 200

nm an.
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Proteine in den Liposomen untersucht. Um festzustellen, ob die Liposomen-
fraktionen noch freie, nichtinkorporierte Proteine enthielten, wurden die Lipo-
somen mit einer 80%igen Nycodenz-Losung versetzt. Diese Probe wurde dann
mit einer 30 %igen Nycodenz-Losung und SMART-Laufpuffer (sieche Kapitel
2.2.5) iiberschichtet und anschlieflend zentrifugiert. Unter diesen Bedingungen
flotieren Liposomen, wahrend nicht eingebaute Proteine in der untersten, dich-
ten Gradientenschicht verbleiben. Danach waren Synaptobrevin und Syntaxin
(AS 183-288) nahezu quantitativ in die Membran eingebaut. Gesamtsyntaxin
(mit der N-terminalen H,j.-Doméine) wird etwas weniger effizient rekonstituiert
(nicht gezeigt).

Proteine konnen bei der Rekonstitution in umgekehrter Orientierung in die
Membran eingebaut werden. Fiir die SNAREs bedeutet dies, dass das SNARE-
Motiv im Lumen des Vesikels liegt, der C-Terminus aber nach auflen zeigt. Wie
bereits in Kaptel 1.2.2.3 erlautert, sind SNAREs Substrate fiir duflerst spe-
zifische Zinkproteasen, die clostridialen Toxine. Der Anteil der fiir Proteolyse
zuginglichen SNAREs entspricht dem Anteil der korrekt orientierten. Abbil-
dung 3.4 zeigt, dass Syntaxin (AS 183-288) und Synaptobrevin zu etwa 70%,

Gesamt-Syntaxin zu iiber 80% richtig orientiert ist.
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Abbildung 3.4 — Orientierung der rekonstituierten Proteine in der Liposomen-
membran. Liposomen mit fluoreszenzmarkiertem Synaptobrevin oder zwei Syntaxin-
Varianten (mit oder ohne Hgp-Doméine) wurden mit clostridialen Toxinen (Botulinum-
neurotoxin (BoNT) B bzw. C1) verdaut. Nur richtig orientiertes Protein ist fiir Proteolyse
zugénglich. Um zu iiberpriifen, ob die Inkubationszeit ausreichend ist, um das gesamte
Protein zu verdauen, wurde die Reaktion auch in 2% Triton X-100 durchgefiihrt. Dabei
wird deutlich, dass BoNT/C1 nur membransténdiges Syntaxin verdauen kann [20]. Die
Spaltprodukte wurden dann iiber SDS-PAGE aufgetrennt und anhand der Fluoreszenz
im Gel quantifiziert. Synaptobrevin und Syntaxin ohne die Hgp.-Doméne sind demnach

zu 70%, Gesamtsyntaxin zu iiber 80% richtig orientiert.
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3.1.3 Messen einer Fusionsreaktion

Wie kann die Fusion von Liposomen gemessen werden? Das offensichtliche Re-
sultat der Fusion zweier Liposomen ist eine Groéflenzunahme. Fusionieren zwei
Vesikel mit dem Radius r, entsteht ein Vesikel mit dem Radius 2r. Die so-
eben vorgestellten Methoden zur Bestimmung von Groéflenverteilungen eignen
sich prinzipiell auch zur Messung der Grolenzunahme durch Fusion. In der Tat
wies eine frithere Studie bereits mit kryo-Elektronenmikroskopie eine Verschie-
bung der Groflenverteilung durch Fusion nach [224]. Die Gréflenverschiebung
war so ausgeprigt, dass sie nur durch wiederholte Fusion einzelner Vesikel er-
klart werden konnte.

In dieser Arbeit wurde die Groflenverschiebung durch eine Fusionsreaktion mit
statischer Lichtstreuung gemessen. Dazu wurden Synaptobrevin-Liposomen mit
Liposomen inkubiert, in die ein Komplex aus Syntaxin, SNAP-25 und einem
Synaptobrevin-Fragment rekonstituiert worden war. Auf diesen Komplex wird
spater noch ausfiihrlich eingegangen (Kap. 3.2.6). Abbildung 3.5 zeigt die ge-
messenen Grofenverteilungen. Tabelle 3.1 zeigt die daraus bestimmten mittle-
ren Radien und gibt fiir jede Probe einen Polydispersititsindex an?. Die Fusion
fithrte sowohl zu einer Verschiebung in der Groflenverteilung als auch zu einer
groBeren Polydispersitdt der Probe. Wegen des Ausmafles der Gréflenzunahme
zeigt auch diese Messung, dass die Liposomen mehrere Fusionsrunden durch-
laufen.

Um den zeitlichen Ablauf einer Fusionsreaktion zu verfolgen, bieten sich fluo-
reszenzspektroskopische Methoden an. Seit Jahren ist ein Assay weit verbrei-
tet, bei dem die Fusion als die Vermischung der Membranen gemessen wird
[243,265]. Dazu werden einer Liposomen-Population zwei fluoreszenzmarkierte
Phospholipide zu jeweils 1,5 mol% den iibrigen Phospholipiden zugesetzt. Die

spektralen Eigenschaften der Fluorophore sind so gewéhlt, dass es zur Fluo-

2rpn, und 7, bezeichnen das Zahlenmittel des Trigheitsradius (number-average mean square
radius) bzw. das Gewichtsmittel des Trégheitsradius (weight-average mean square radius). Sie

sind wie folgt definiert:

= (5 ()

()= —5=" (3.2)
oy _ 2 (Mi(r))

P, /n ist definiert als 7, /r,. Die GréBen ¢;, M; und (r?). sind die Massenkonzentration, die

molare Masse und der mean square radius zur Retentionszeit .
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Probe Tn Tw Py/n
Synaptobrevin-Liposomen | 17,6 £2,5 | 19,8 £2,2 | 1,13
Komplex-Liposomen 29,0+2,0|36,1£1,8 | 1,24
Fusionsreaktion 69,24+1,4 100 =1 1,45

Tabelle 3.1 — Mittlere Radien der Liposomen vor und nach einer Fusionsreaktion. P, /,,
ist der Polydispersititsindex, r,, und r, sind das Gewichts- bzw. das Zahlenmittel des

Trigheitsradius (sieche FuBnote).
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Abbildung 3.5 — Verschiebung der Grofienverteilung nach einer Fusionsreaktion, ge-
messen mit Hilfe der statischer Lichtstreuung. Wiederum wurde die Groéflenverteilung
von Synaptobrevin-Liposomen iiber asymmetric field flow fractionation und MALLS be-
stimmt. Gezeigt sind die Groéflenverteilungen von Synaptobrevin-Liposomen und von Li-
posomen mit einem Komplex aus Syntaxin (AS 183-288), SNAP-25A und Synaptobrevin
(AS 49-96) (AN-Komplex). Eine Fusionsreaktion resultiert in einer deutlichen Gréflenver-

schiebung, die nur durch mehrere Fusionsrunden zu erkléren ist.

reszenzloschung des kurzwelligen Farbstoffes (7-Nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl,
kurz NBD) durch resonance energy transfer (RET) kommt. Die Fusion mit ei-
nem unmarkierten Liposom fiihrt zu einer Verdiinnung der beiden Farbstoffe
iiber eine groflere Fliache. Der Energietransfer vom Donor- auf das Akzeptor-
fluorophor wird dadurch weniger effizient, und es kommt zu einem Anstieg der
Donorfluoreszenz.

Wird Syntaxin (AS 183-288) in Liposomen mit NBD- und Rhodamin-
markiertem Phosphatidylethanolamin rekonstituiert und mit unmarkierten
Synaptobrevin-Liposomen inkubiert, so steigt die Donorfluoreszenz bei Zuga-
be von SNAP-25 an, wihrend in Abwesenheit von SNAP-25 keine Anderung
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der Fluoreszenzintensitit zu beobachten ist. Lipidvermischung tritt also nur auf,
wenn alle drei SNARESs zur Bildung des terniren Komplexes présent sind (Abb.
3.6a). Aus der Abbildung wird weiterhin deutlich, dass die Fusion nach SNAP-
25 Zugabe mit Verzogerung beginnt. Wie erldutert, ist die Assemblierung des
SNARE-Komplexes ein mehrschrittiger Prozess. Zunéchst erfolgt die Bildung
des bindren Komplexes aus Syntaxin und SNAP-25 [70], erst dann kann Syn-
aptobrevin binden, wodurch es zur Fusion kommt. Die Verzogerung im Anstieg
der NBD-Fluoreszenz kann also mit der der Fusion vorausgehenden Bindung
von SNAP-25 an Syntaxin erklédrt werden. Wird der Komplex durch Inkubati-
on der Syntaxin-Liposomen mit SNAP-25 fiir 16 h auf Eis vorformiert, startet
die Fusionsreaktion mit maximaler Reaktionsgeschwindigkeit (Abb. 3.6b). Diese
Reaktion kann vollstindig durch einen Uberschuss des 16slichen Fragments von
Synaptobrevin (AS 1-96, in dieser Arbeit als Sbyo abgekiirzt) inhibiert werden,

das um die Bindungsstelle mit rekonstituiertem Synaptobrevin kompetiert.
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Abbildung 3.6 — Komplexbildung zwischen den drei SNARE-Proteinen Syntaxin (H3),
SNAP-25 und Synaptobrevin ist ausreichend fiir Fusion. (a) Werden NBD/Rhodamin-
markierte Syntaxin-Liposomen mit unmarkierten Synaptobrevin-Liposomen inkubiert,
so kommt es nur bei Zugabe von SNAP-25 zum Anstieg der NBD-Fluoreszenz. Der An-
stieg der NBD-Fluoreszenz erfolgt jedoch mit Verzdgerung. (b) Bei Vorinkubation der
Syntaxin-Liposomen mit SNAP-25 erfolgt dies ohne Verzdogerung. Die Reaktion kann
kompetitiv durch das cytoplasmatische Fragment von Synaptobrevin (AS 1-96, Sbso)
gehemmt werden. Fiir beide Reaktionen ist die Bildung des terndren Komplexes also
Voraussetzung. Syntaxin, Synaptobrevin und SNAP-25 wurden in diesen Experimenten
in Konzentrationen von 2,5 yM, 5 uM bzw. 20 uM eingesetzt, die Konzentration des
loslichen Fragments von Synaptobrevin (Sbse) war ebenfalls 20 pM. In dieser und al-
len folgenden Abbildungen ist die NBD-Fluoreszenz auf den Anfangswert einer jeden

Messung bzw. die Basislinie normalisiert (F/Fo).
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3.2 Korrelation von SNARE-Komplexbildung und

Fusion

Die im vorigen Abschnitt gezeigten Daten zeigen, dass die Bildung von SNARE-
Komplexen eine langsame Fusionsreaktion antreibt. In diesem Kapitel werden
die Griinde fiir die langsamen Fusionsraten untersucht. Die mit den l6slichen
Fragmenten der SNARE-Proteine gewonnenen Erkenntnisse bilden dabei die
Grundlage fiir die hier présentierten Experimente.

Fasshauer und Margittai zeigten, dass die Bindung von SNAP-25 an Synta-
xin der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Formierung des ternéren
Komplexes aus den Monomeren ist [70]. Sie stellten allerdings fest, dass eine
Vorinkubation von Syntaxin und SNAP-25 die Bindung von Synaptobrevin nur
marginal beschleunigt, und fithrten dies darauf zuriick, dass Syntaxin mit Syn-
aptobrevin um die Bindungstelle am 1:1-Komplex aus Syntaxin und SNAP-25
kompetiert. Wahrend die Bindung von Synaptobrevin unter Standardbedin-
gungen irreversibel ist [67], bindet das zweite Syntaxin-Molekiil reversibel [70].
Das Gleichgewicht von 2:1- und 1:1-Komplex bestimmt daher die Verfiigbarkeit
einer Bindungsstelle fiir Synaptobrevin (es ist zusammen mit den fiir die 16sli-
chen Fragmente bestimmten Bindungs- und Dissoziationsraten in Abbildung
3.7 schematisch dargestellt). In den folgenden Abschnitten wird untersucht, in-

wieweit dieses Modell auf die Liposomenfusion iibertragbar ist.

3.2.1 Bindung von SNAP-25 an Syntaxin-Liposomen

Zunichst wurde die Bindung von SNAP-25 an membransténdiges Syntaxin un-
tersucht, die mit Hilfe von Fluoreszenzanisotropie gemessen werden kann (siehe
Kapitel 2.2.10.2) fiir eine Erklirung dieser Methode). Die Bindung von fluo-
reszenzmarkiertem SNAP-25 an Syntaxin sollte zu einem Anstieg der Fluores-
zenzanisotropie fithren. Dies ist in der Tat der Fall. Wurde SNAP-25A, das an
der Position K79C mit dem Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor488 markiert ist,
mit Syntaxin-Liposomen (AS 183-288) inkubiert, war ein Anstieg der Anisotro-
pie zu beobachten. Erst nach ca. 3 h kam es zu einer Séttigung, nach ca. 1 h
war die halbmaximale Séttigung erreicht (Abb. 3.8a). Bei Inkubation mit einem
Uberschuss von unmarkiertem SNAP-25, das mit dem markierten Protein um
die Bindung an Syntaxin kompetiert, wurde kein Anstieg der Anisotropie regis-

triert. Um auszuschlieflen, dass der Farbstoff an dieser Position die Interaktion
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Abbildung 3.7 — Schema zur Erklirung des Gleichgewichts von Syntaxin und SNAP-

25. Fiir Details siehe Text. ky1 ~ 6000M ‘s k_1 ~ 0,0001s ', ko ~ 0,015,

kio ~ kysz ~ 5 x 10° M~ s~ [191].
mit Syntaxin beeinflusst, wurde die Bindung einer weiteren SNAP-25-Variante
untersucht. Bei Verwendung von SNAP-25, das am Cystein 84 markiert ist,
folgte der Anstieg der Anisotropie bei etwas groflerer Gesamténderung einer
ghnlichen Kinetik. Abbildung 3.8b zeigt auflerdem, dass das vollstédndige Syn-
taxin mit der N-terminalen Hgp.-Doméne SNAP-25 deutlich langsamer bindet.
Im Vergleich dazu erfolgt die Bindung von SNAP-25 an das 16sliche SNARE-
Motiv von Syntaxin (AS 180-262) deutlich schneller [70]. Die Bindungsrate
fiir diese Interaktion wurde von Fasshauer und Margittai auf ~ 6000 M ' s—!
bestimmt. Bei den hier verwendeten Konzentrationen resultiert dies in einer
vollstéindigen Bindung innerhalb einer halben Stunde [70]. Diese Beobachtung
legt den Schluss nahe, dass membranstéindiges Syntaxin weitgehend inaktiv ist.
Andere Beobachtungen unterstiitzen diese Vermutung: So bindet das Prote-
in Munc-18a an l16sliches Syntaxin mit einer Geschwindigkeitskonstante von
5 x 105M~1s~! (personliche Mitteilung von Pawel Burkhardt, Abteilung Neu-
robiologie, MPI fiir biophysikalische Chemie, Géttingen). In der Membran ver-
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Abbildung 3.8 — Bindung von SNAP-25 an membranstidndiges Syntaxin. Die Bindung
wurde als ein Anstieg der Fluoreszenzanisotropie gemessen. (a) 200 nM SNAP-25 (an
der Position K79C mit AlexaFluor 488 markiert) wurde mit einem 2,5-fachen Uberschuss
an Syntaxin la (AS 183-288)-Liposomen inkubiert. Die Fluoreszenzanisotropie steigt,
bis nach ca. 3 h ein Plateau erreicht wird. (b) Ein an der Position Cys84 markiertes
SNAP-25 bindet an Syntaxin (AS 183-288, SxH3)-Liposomen mit dhnlicher Kinetik. Bei
Inkubation mit rekonstituiertem Gesamtsyntaxin (AS 1-288, SxFL) erfolgt die Bindung

deutlich langsamer.

ankertes Syntaxin bindet Munc-18 deutlich langsamer (personliche Mitteilung
von Pawel Burkhardt). Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen haben des
Weiteren gezeigt, dass Syntaxin in nativen Membranen nicht als Monomer son-
dern in Clustern von ca. 75 Molekiilen vorliegt [232]. Auch hier wurde vermutet,
dass Syntaxin durch Oligomerisierung fiir eine Interaktion mit SNAP-25 inaktiv
wird. Zur Untersuchung der Frage, ob auch rekombinantes Syntaxin in kiinst-
lichen Vesikeln oligomerisiert vorliegt, wurde folgende Methode gewé&hlt: Eine
Cysteinmutante von Syntaxin wurde an Position 197C mit den Fluoreszenzfarb-
stoffen AlexaFluord88 bzw. AlexaFluor 594 markiert. Beide Proteine wurden
dann in dquimolaren Mengen in kiinstliche Vesikel rekonstituiert. Ein Emissi-
onspektrum bei Anregung des kurzwelligen Farbstoffes (AlexaFluor 488) zeigt,
dass Zugabe von Munc-18 zu Liposomen mit rekonstituiertem Syntaxin zu ei-
nem Anstieg der Fluoreszenzemission des kurzwelligen Farbstoffes fiihrt (Abb.
3.9). Bei Zugabe eines Uberschusses an 16slichem Syntaxin kommt es wiederum
zu einer Fluoreszenzloschung (quenching) dieses Farbstoffes. Die Emission des
laingerwelligen AlexaFluor594 bleibt nahezu unveréandert; es kommt lediglich zu
leichter Fluoreszenzloschung nach Zugabe von Munc-18. Dieses Ergebnis kann

dahingehend interpretiert werden, dass Syntaxin in der Membran oligomeri-
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siert vorliegt, was zu einer Loschung der Fluoreszenz des kurzwelligen Farbstof-
fes durch resonance energy transfer fiihrt. Zugabe von Munc-18 fiihrt zu einer

Monomerisierung von Syntaxin. Die Fluoreszenzloéschung wird dadurch aufge-
hoben.
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Abbildung 3.9 — Die Bindung von Munc-18a an membransténdiges Syntaxin fithrt zu
einer Verdnderung der Syntaxin-Fluoreszenz, die als Monomerisierung interpretiert wer-
den kann. Ein an der AS Cys197 mit AlexaFluor488 bzw. 594 markiertes Syntaxin (AS
1-288) wurde in Liposomen rekonstituiert. Ein Emissionsspektrum zeigt, dass die Fluo-
reszenz des kurzwelligen Farbstoffes bei Zugabe von Munc-18a deutlich zunimmt. Zugabe

des cytoplasmatischen Fragments (AS 1-262) fithrt wieder zur Fluoreszenzléschung.

3.2.2 Die Bindung von Synaptobrevin an die Q-SNARESs

Als n#chstes wurde die Bindung von Synaptobrevin an den rekonstituierten
Q-SNARE-Komplex von Syntaxin 1 und SNAP-25 untersucht. Dazu wur-
den die Proteine in micelldrer Losung gemischt, und der sich bildende 2:1-
Komplex iiber Ionenaustauschchromatographie gereinigt und in Liposomen re-
konstituiert. Zum Vergleich wurde die Reaktivitét von zwei weiteren Q-SNARE-
Komplexen untersucht: der 2:1-Komplex aus Syntaxin 1 und SNAP-23 und die
spatendosomalen Q-SNAREs Syntaxin 7, vti 1b und Syntaxin 8. Wahrend der
erste ebenfalls als gereinigter Komplex rekonstituiert wurde, wurden die spéaten-
dosomalen Q-SNARESs in dquimolaren Mengen gemischt und ohne Aufreinigung
rekonstituiert.

Um die Reaktivitdt der verschiedenen Q-SNARE-Komplexe zu vergleichen,
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wurde die Kinetik der Synaptobrevin-Bindung an Liposomen mit diesen Q-
SNAREs gemessen. Dazu wurden Cysteinmutanten der cytoplasmatischen
Doméne von Synaptobrevin mit dem Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor 488 mar-
kiert. Die Bindung von Synaptobrevin konnte, wie bereits fiir SNAP-25 be-
schrieben, als ein Anstieg der Fluoreszenzanisotropie gemessen werden. Es wur-
den dazu die Cysteinmutanten S28C und T79C verwendet. Im Folgenden wer-
den nur die Ergebnisse mit der Mutante T79C gezeigt. Messungen mit der
anderen Mutante fithrten zu sehr dhnlichen Ergebnissen. Wie aus Abbildung
3.10 ersichtlich ist, bildete sich der terndre Komplex bei Rekonstitution eines
2:1-Komplexes mit einem Syntaxin, in dem die N-terminale H;.-Doméne fehlt,
innerhalb von 20 min. Wurde der 2:1-Komplex mit Gesamtsyntaxin verwendet,
erfolgt die Bindung langsamer. An die spédtendosomalen Q-SNAREs und an
einen 2:1-Komplex aus Syntaxin 1 und SNAP-23 bindet Synaptobrevin hinge-

gen deutlich schneller.
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Abbildung 3.10 — Bindung von Synaptobrevin an verschiedene Q-SNAREs. An der Po-
sition T79C mit AlexaFluor488 markiertes l6sliches Synaptobrevin wurde mit einem 1,5
fachen Uberschuss rekonstituierter Q-SNAREs versetzt. Der Anstieg der Fluoreszenza-
nisotropie zeigt die Bindung an die Q-SNAREs an und damit die Bildung des terndren
Komplexes. Synaptobrevin bindet an den Syntaxin 1(183-288, H3)/SNAP-23 Komplex
und an die spatendosomalen Q-SNAREs Syntaxin 7 (Sx7H3), vtilb und Syntaxin 8 (Sx8)
schneller als an die Komplexe aus SNAP-25 und Syntaxin 1(1-288, Sx1FL und 183-288,
Sx1H3). Die Gesamtéinderung der Anisotropie ist fiir die Komplexe aus Syntaxin 1 und
SNAP-25 (SN25) und SNAP-23 (SN23) sehr &hnlich. Bindung an die spidtendosomalen
Q-SNARE:S fiihrt zu einer etwas groferen Gesamténderung. Alle endosomalen SNARE-
Proteine umfassten nur das SNARE-Motiv und die Transmembranregion, d.h. bei Syn-

taxin 7, vti 1b und Syntaxin 8 fehlten die N-terminalen Doménen.
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3.2.3 Der Einfluss der Reaktivitidt der Q-SNAREs auf die Fu-

sionsreaktion

Als néchstes wurde die Frage untersucht, ob die in Abbildung 3.10 untersuch-
te Reaktivitidt der Q-SNAREs mit der Fusionskinetik korreliert. Dazu wurde
Synaptobrevin in NBD/Rhodamin-markierte, die Q-SNAREs in unmarkierte
Liposomen rekonstituiert. Abbildung 3.11a zeigt die Fusion von Synaptobrevin-
Liposomen mit Liposomen, in die der gereinigte 2:1-Komplex aus Syntaxin 1
(AS 183-288, H3) und SNAP-25 rekonstituiert wurde. Wurde zur Herstellung
des 2:1-Komplexes Gesamtsyntaxin (mit der N-terminalen Hgp.-Doméne) ver-
wendet, war die Fusion deutlich langsamer (3.11b). Bei Austausch von SNAP-25
gegen SNAP-23 lief die Reaktion dagegen deutlich schneller ab (Abb. 3.11c¢).
Dies ist auch zu beobachten, wenn nicht die an der Exozytose beteiligten
SNARE-Proteine verwendet werden, sondern die bei der homotypischen Fusion
von spaten Endosomen: Syntaxin 7, vitlb und Syntaxin 8 als Qa-, Qb- und Qc-
SNARESs und Endobrevin als R-SNARE [7,8] (Abb 3.11d). Ein sehr dhnlicher
Reaktionsverlauf wurde beobachtet, wenn Synaptobrevin anstelle von Endobre-
vin verwendet wurde (nicht gezeigt).

Die unterschiedlichen Bindungsraten fiir Synaptobrevin an die verschiedenen
Q-SNAREs korrelieren also gut mit den gemessenen Fusionsraten. Diese Expe-
rimente zeigen, dass die Reaktivitéit der Q-SNARES, d.h. die Verfiigbarkeit einer
Bindungsstelle fiir das R-SNARE, wesentlich fiir die Effizienz der entsprechen-
den Fusionsreaktion ist. Unterschiede in der Kopplung von Komplexbildung und
Fusion, d.h. in der Effizienz, mit der die Bildung von SNARE-Komplexen die
Fusion bewirkt, werden durch diese Ergebnisse zwar nicht ausgeschlossen, sind
jedoch als Erklarungsmuster fiir die beobachteten Unterschiede zwischen den
Fusionskinetiken nicht unbedingt erforderlich. Die Reaktivitdt des R-SNAREs
hat hingegen keinen Einfluss auf die Fusionsrate. Dieser Befund wird durch Ex-
perimente an membranstindigem Synaptobrevin unterstiitzt, die gezeigt haben,
dass es konstitutiv aktiv vorliegt [230]. Ein Vergleich der R-SNAREs Synapto-
brevin, Endobrevin und VAMP4 legte auflerdem nahe, dass sich R-SNAREs
grundsétzlich dhnlich verhalten [24].
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Abbildung 3.11 — Fusionsreaktionen mit verschiedenen SNAREs. (a) NBD/Rhodamin-
markierte Synaptobrevin-Liposomen wurden mit unmarkierten Liposomen mit einem
Komplex aus Syntaxin 1 (H3: AS 183-288) und SNAP-25 inkubiert. Es wird ein robuster
Anstieg der NBD-Fluoreszenz gemessen. Ein Uberschuss von 13slichem Synaptobrevin
(Sbgo1) inhibiert die Reaktion. (b) Ein deutlich langsamerer Anstieg wird beobachtet,
wenn Gesamtsyntaxin (FL) verwendet wird. (c) Bei Rekonstitution eines Komplexes
von Syntaxin 1 (H3: AS 183-288) und SNAP-23 erfolgt die Fusion deutlich schneller.
(d) Bei Verwendung der spitendosomalen SNAREs Syntaxin 7, vtilb, Syntaxin 8 und
Endobrevin/VAMPS wird ebenfalls eine deutlich schnellere Fusion beobachtet. Auch die-
se Reaktionen lassen sich durch 16sliche Fragmente von Synaptobrevin bzw. Endobre-
vin/VAMPS8 (Ebso1) inhibieren. Alle endosomalen SNARE-Proteine unfassten nur das
SNARE-Motiv und die Transmembranregion, d.h. bei Syntaxin 7, vti 1b und Syntaxin 8

fehlten die N-terminalen Doménen.
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3.2.4 Anwendung des Massenwirkungsgesetzes auf das Gleich-

gewicht der Q-SNAREs

Nach dem Massenwirkungsgesetz kann das Gleichgewicht zwischen dem 1:1-
und dem 2:1-Komplex von Syntaxin und SNAP-25 durch eine Erhchung der
SNAP-25-Konzentration zugunsten des 1:1-Komplexes verschoben werden. Fx-
perimente aus dem Labor von Dirk Fasshauer mit 16slichen SNARE-Fragmenten
bestitigen dieses Modell. Wird Syntaxin mit einem groBen molaren Uberschuss
an SNAP-25 vorinkubiert, so dass sich das Q-SNARE-Gleichgewicht einstellt,
erfolgt eine schnelle Bindung von Synaptobrevin mit einer Geschwindigkeitskon-
stante von k,, = 5 x 10°M ~1s~!. Bei sequentieller Mischung der drei Proteine,
wenn sich das Gleichgewicht zwischen den Q-SNAREs noch nicht eingestellt
hat und die langsame Bindung von SNAP-25 an Syntaxin geschwindigkeitsbe-
stimmend ist, bindet Synaptobrevin sehr viel langsamer [191].

Prinzipiell ist der gleiche Versuch auch mit membranverankerten Proteinen
denkbar. Abbildung 3.12 zeigt die Bildung von SNARE-Komplexen im Ver-
lauf einer Fusionsreaktion. Dazu wurden die C-Termini der Proteine Syntaxin
und Synaptobrevin um ein Cystein verldngert und mit den Fluoreszenzfarb-
stoffen AlexaFluor 488 bzw. 594 markiert. Die Bildung von cis-Komplexen
fiihrt zu resonance energy transfer, die Folge ist eine Loschung der Fluores-
zenz des kurzwelligen und ein Anstieg der Fluoreszenz des langwelligen Fluoro-
phors. Syntaxin-Liposomen wurden mit dem angegebenen molaren Uberschuss
an SNAP-25 vorinkubiert. Es zeigt sich, dass selbst eine Vorinkubation mit ei-
nem etwa zehnfachen molaren Uberschuss an SNAP-25 nur zu einer moderaten
Beschleunigung der Komplexbildung und der Fusion fiihrt.

Dieser Befund ist leicht erkldart. Im Gegensatz zu den Experimenten mit den
16slichen Fragmenten der SNARE-Proteine liegt Syntaxin bei der Liposomenfu-
sion nicht homogen verteilt vor, sondern ist in der Membran lokal stark konzen-
triert. Bei der wahrscheinlich falschen Annahme einer homogenen Verteilung
in der Membran ergibt sich bei einem molaren Lipid:Protein-Verhéltnis von
200:1 eine Oberflichenkonzentration von ~ 20 fmol mm~2.2 Diese Uberlegung

und die in Kapitel 3.2.1 behandelte Inaktivitdt von membranstindigem Syn-

3Dieser Wert ergibt sich, wenn man einen Vesikelradius von 20 nm, eine Dicke der Mem-
bran von 45 A und eine Fliche pro Lipidkopfgruppe von 59 A? annimmt [123]. Ein intuitiv
einfacher zugénglicher Wert ergibt sich, wenn angenommen wird, dass die etwa 70 Protein-
molekiile gleichméfig iiber einen Wiirfel mit 50 nm Kantenlénge verteilen. Dies ergibt eine

Konzentration von 900 pM.
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taxin machen deutlich, dass eine Verschiebung des Q-SNARE-Gleichgewichts
zugunsten des bindren Komplexes erst bei technisch nicht erreichbaren Kon-

zentrationen an SNAP-25 erreicht werden kann.
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Abbildung 3.12 — Priinkubation von membranverankertem Syntaxin mit einem grofiem
Uberschuss an SNAP-25 fiihrt zu einer nur moderaten Beschleunigung der Fusion. Lumi-
nal AlexaFluor488-markiertes Syntaxin wurde in Liposomen rekonstituiert. Uber Nacht
wurden 3 pM rekonstituiertes Syntaxin mit den angegebenen SNAP-25-Konzentrationen
inkubiert. Bei Zugabe von Liposomen mit luminal AlexaFluor594 markiertem Synap-
tobrevin kommt es zur Bildung des terndren Komplexes und zu Resonanzenergietrans-

fer, d.h. Fluoreszenzléschung von AlexaFluor488 (links) und Anstieg der AlexaFluor594-
Fluoreszenz (rechts).

3.2.5 Stabilisierung eines 1:1-Komplexes

Die in diesem Unterkapitel beschriebenen Experimente mit 16slichen SNARE-
Fragmenten wurden von Ajaybabu Pobbati in der Arbeitsgruppe structural
biochemistry unter der Anleitung von Dirk Fasshauer durchgefiihrt. Ich zeige
sie hier, da sie fiir ein Verstéindnis der nachfolgenden Experimente von zentraler
Bedeutung sind.

Die in den vorigen Abschnitten beschriebenen Daten zeigen, dass selbst bei Ver-
wendung von préformierten Syntaxin/SNAP-25-Komplexen die Rate der Lipo-
somenfusion langsam ist. Sie zeigen weiterhin, das es — z.T. im Gegensatz zu
dem Verhalten der 16slichen Fragmente — kaum moglich ist, die Konzentration
des aktiven 1:1-Intermediats durch Erhchung der SNAP-25-Konzentration zu
steigern und dadurch eine schnelle Bindung von Synaptobrevin zu ermoglichen.

In den folgenden Abschnitten wurde daher ein anderer Ansatz gewihlt, um die
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Konzentration eines aktiven Intermediats mit einer freien Bindungsstelle fiir
Synaptobrevin zu erhthen. Dabei wurde versucht, einen kompletten SNARE-
Komplex in witro zu erzeugen, der allerdings kein vollstédndiges, sondern ein
N-terminal verkiirztes Fragment von Synaptobrevin enthielt. In einem solchen
Komplex sollten die N-terminalen Bereiche der SNARE-Motive von SNAP-25
und Syntaxin in einer 1:1-Konfiguration vorliegen. Falls, wie von der zipper-
Hypothese postuliert, die Bindung von Synaptobrevin am N-terminalen Ende
initiiert wird, sollte die initiale Bindung daher nicht beeintréchtigt sein.

Um dies zu untersuchen wurden Komplexe von 16slichen SNAREs gereinigt,
die N- und C-terminal verkiirzte Synaptobrevin-Fragmente enthielten. Wie aus
Abbildung 3.13 ersichtlich, bindet Synaptobrevin an Komplexe mit N-terminal
verkiirzten Synaptobrevin-Fragmenten (Sb42-96, Sb49-96, Sb60-96) deutlich
schneller als an die bislang verwendeten Syntaxin/SNAP-25-Komplexe [70,191].
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass N-terminal verkiirzte Komplexe* nur
dann Synaptobrevin binden kénnen, wenn das Fragment mindestens bis zum
layer -4 verkiirzt ist. Komplexe, in denen Synaptobrevin nur bis zur Ami-
noséure GIn25 bzw. Thr35 verkiirzt war, erlaubten keine Bindung von Syn-
aptobrevin mehr. Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass Synap-
tobrevin iiber den Bereich AS 25-42 an den Komplex bindet. Syntaxin kompe-
tiert nicht mit dieser Bindung, die Initiation der Bindung des zweiten Syntaxins
im 2:1-Komplex erfolgt also weiter C-terminal und ist in AN-Komplexen blo-

ckiert [191].

3.2.6 Charakterisierung des AN-Komplexes in der Fusionsre-

aktion

3.2.6.1 Schnelle Bindung von Synaptobrevin an einen membranver-

ankerten AN-Komplex

Sind die im letzten Abschnitt beschriebenen Befunde mit 16slichen SNARE-
Fragmenten auf membranverankerte SNARE-Proteine {ibertragbar? Um dies
zu testen, wurde ein Komplex aus Syntaxin (AS 183-288), SNAP-25 und dem
Synaptobrevin-Fragment Sb49-96 (im Folgenden der einzige verwendete AN-
Komplex) iiber Anionenaustauschchromatographie gereinigt und in kiinstliche

Vesikel rekonstituiert. Auch dieser membranstéindige Komplex bindet 16sliches,

4Diese Komplexe werden im Folgenden als AN-Komplexe bezeichnet.
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Abbildung 3.13 — Bindung von Synaptobrevin an Komplexe, die Synaptobrevin-
Fragmente verschiedener Lénge enthielten. Zu TexasRed markiertem l6slichem Synapto-
brevin wurden terndre Komplexe mit verschiedenen Synaptobrevin-Fragmenten gegeben
(z.B Syb42-96 complex: Komplex aus Syntaxin 1 (AS 183-262), SNAP-25 und Synap-
tobrevin 2 (AS42-96)) Bindung wurde wiederum als ein Anstieg der Fluoreszenzaniso-
tropie gemessen. Nur Komplexe mit N-terminal verkiirztem Synaptobrevin fithrten zu
einem schnellen Anstieg der Anisotropie, wihrend die Bindung an Komplexe mit C-
terminal verkiirzten Fragmenten um Groflienordnungen langsamer war. Bei Komplexen
mit den Fragmenten Syb25-96 und Syb35-96 wurde keine Reaktion beobachtet (nicht

gezeigt) [191].

fluoreszenzmarkiertes Synaptobrevin (AS 1-96) schnell (Abb. 3.14).

400 600

Time (s)

800 1000

3.2.6.2 Schnelle Fusion mit dem AN-Komplex

In Ubereinstimmung mit der zuvor gezeigten Korrelation der Reaktivitit des re-
konstituierten Q-SNARE-Komplexes mit der Fusionskinetik verlauft die Fusion
von Synaptobrevin-Liposomen mit AN-Komplex-Liposomen wesentlich schnel-
ler: Die halbmaximale Signaldnderung ist bereits nach etwa einer Minuten er-
reicht (Abb. 3.15). Auch diese Reaktion kann kompetitiv durch losliches Syn-
aptobrevin (Sbg,) gehemmt werden. Die Zugabe des Synaptobrevin-Fragments
49-96 zur Fusionsreaktion mit dem 2:1-Komplex unmittelbar vor Beginn der

Reaktion fiihrt nicht zu einer beschleunigten Fusion (nicht gezeigt). Dies zeigt,

dass das Synaptobrevin-Fragment selbst nicht fusogen ist.
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Abbildung 3.14 — Schnelle Bindung von l6slichem Synaptobrevin an den rekonstituier-

ten AN-Komplex. Wiederum wurde die Bindung von 16slichem, an der Position T79C

mit AlexaFluor4d88 markiertem Synaptobrevin als Anstieg der Fluoreszenzanisotropie

gemessen. Zum Vergleich ist die deutlich langsamere Bindung an einen rekonstituierten

2:1-Komplex gezeigt. Die Konzentration des markierten Proteins war etwa 100 nM, das

unmarkierte Protein wurde im 2,5-fachen Uberschuss zugesetzt.
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Abbildung 3.15 — Schnelle Fusion von Synaptobrevin-Liposomen mit AN-Komplex-

Liposomen. Der AN-Komplex wurde rekonsituiert und mit NBD-/Rhodamin-markierten

Synaptobrevin-Liposomen versetzt. Auch diese Reaktion wird durch einen Uberschuss

an 16slichem Synaptobrevin (Sbsoi) nahezu vollstéindig inhibiert. Zum Vergleich ist eine

Reaktion mit dem 2:1-Komplex gezeigt.
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3.2.6.3 Die Verdringung des Synaptobrevin-Fragments

Dass der AN-Komplex nicht nur eine schnelle Bindung von Synaptobrevin
ermoglicht, sondern auch eine schnelle Fusion, legt die Vermutung nahe, dass
das zur Stabilisierung der Bindungsstelle verwendete C-terminale Synaptobre-
vin Fragment nach der Bindung des intakten membransténdigen Proteins ver-
drangt wird und so ein vollstdndiges Binden auch im C-terminalen, membran-
proximalen Teil erfolgen kann, was zu einer Verschmelzung der beiden Mem-
branen fiihrt.

Um dies zu iiberpriifen, wurde ein Komplex gereinigt, in dem das
Synaptobrevin-Fragment im Komplex fluoreszenzmarkiert ist. Die Anisotropie
ist in diesem Fall hoch, da die fluoreszenzmarkierte Spezies bereits im Komplex
inkorporiert ist. Bei Zugabe von 16slichem Synaptobrevin ist ein schneller Abfall
der Fluoreszenz zu beobachten. Nach ca. 5 min stabilisiert sich der Anisotropie-
wert. Dieser Abfall der Anisotropie kann als Verdrédngung des Synaptobrevin-
Fragments aus dem Komplex interpretiert werden. Das freie, fluoreszenzmar-
kierte Fragment hat eine Anisotropie von etwa 0,085 (nicht gezeigt). Die Diffe-
renz zum erreichten Endwert von 0,1 kann durch falsch orientierte und dadurch
fiir eine Bindung nicht zugéngliche Komplexe erklédrt werden.

Abbildung 3.16 zeigt auflerdem, dass das zu Synaptobrevin homologe Endobre-
vin/VAMPS8 das Synaptobrevin-Fragment ebenso schnell verdringt wie Synap-
tobrevin selbst. Obwohl hier nicht direkt die Bindung gemessen wurde, sondern
die nachgeschaltete Verdrangungsreaktion, zeigt dieser Befund, dass auch eine
stabilisierte Bindungsstelle im 1:1-Komplex, die eine schnelle Bindung des R-
SNAREs ermoglicht, keine Spezifitdt fiir Synaptobrevin herstellt. Dies ist im
Zusammenhang mit der Frage interessant, ob SNARE-Proteine fiir die Spezi-
fitdt intrazelluldrer Fusionsprozesse verantwortlich sind. Es zeigt, dass auch eine
kinetische Kontrolle der R-SNARE-Bindung als Erkldrung fiir eine spezifische
Interaktion der SNARESs ausscheidet, und ist ein weiterer Hinweis darauf, dass
andere Proteine die Interaktion von Q- und R-SNARESs regulieren miissen (zu
diesem Problem, das in dieser Arbeit nicht weiter behandelt wird, siehe Refe-
renzen [16,24,111,154]).

Die Verdriangungsreaktion ist langsamer als die Bindung, wie aus einem Ver-
gleich der Abbildungen 3.14 und 3.16 ersichtlich wird. Die Gesamtreaktion lauft
also in zwei Schritten ab: Zunichst erfolgt die Bindung von Synaptobrevin,

dann die Verdrdngung des Synaptobrevin-Fragments aus dem Komplex. Bei
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Abbildung 3.16 — Verdringung des Synaptobrevin-Fragments. Ein AN-Komplex mit
einem AlexaFluor488 markierten Synaptobrevin-Fragment (AS 49-96, T79C) wurde in
Liposomen rekonstituiert. Bei Zugabe eines Uberschusses an 15slichem Synaptobrevin
ist ein Abfall der Anisotropie zu beobachten, der als Verdrangung des Synaptobrevin-
Fragments aus dem AN-Komplex interpretiert werden kann. Zugabe von Endobrevin hat
den gleichen Effekt.

einem groBen Uberschuss von bindendem Synaptobrevin stellt sich schnell ein
Gleichgewicht fiir die erste Teilreaktion ein. Die Rate der Verdrédngungsreak-
tion dominiert dann die Rate der Gesamtreaktion, die wie ein Zerfallsprozess
einer Kinetik erster Ordnung folgen sollte. Dies ist in der Tat der Fall: Wie aus
Abbildung 3.17 ersichtlich, kann der Abfall der Anisotropie durch eine einfache

Exponentialfunktion approximiert werden. Es ergibt sich eine Geschwindigkeits-
In2
=19s.

konstante von k,¢r = 0,037 s~ und eine Halbwertszeit von ¢, /2 =
of f

3.2.6.4 Kinetik der Komplexbildung wihrend der Fusionsreaktion

Wie ist die Kinetik der Komplexbildung wihrend einer Fusionsreaktion? Wird
die Verdrangung des Synaptobrevin-Fragments, wie zu Abbildung 3.16 beschrie-
ben, wihrend einer Liposomenfusion verfolgt, ist diese nach etwa 200 s zur
Halfte abgeschlossen, folgt jedoch nicht mehr einer monoexponentiellen Funk-
tion und benétigt bis zu ihrer Vollendung etwa 30 min (Abb. 3.18b). Ganz
ghnliche Werte erhélt man, wenn man die Komplexbildung iiber das in Abbil-
dung 3.12 eingefiihrte C-terminale FRET verfolgt (Abb. 3.18a). Diese beiden

Messungen zeigen, dass die vollstdndige Bildung von cis-Komplexen und da-
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Abbildung 3.17 — Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante fiir die Verdriangungs-
reaktion. Wiederum wurde der am Synaptobrevin-Fragment markierte AN-Komplex re-
konstituiert (100 nM). Der Abfall der Anisotropie nach Zugabe eines groien Uberschusses
an lsslichem Synaptobrevin (5 yM) kann durch eine Funktion der Form y = Ae "ot 4-b
angepasst werden. Es ergibt sich ko5 = 0,037 s~ 1. Der untere Graph zeigt die Abwei-

chungen zwischen Messwerten und der angepassten Funktion (Residuen).

mit die Fusion auf die Verdréingung des Synaptobrevin-Fragments ohne grofie
Verzogerung folgt.

Abbildung 3.18b zeigt weiterhin, dass eine Erhchung der Konzentration der
Synaptobrevin-Liposomen zu einer schnelleren Verdrangung des Synaptobrevin-
Fragments fiihrt. Dies ist ein Zeichen dafiir, dass bei niedrigen Liposomenkon-
zentrationen die Bindung von membranstindigen Synaptobrevin und die Ver-
drangung des C-terminalen Fragments die Gesamtreaktionsrate beeinflussen.
Wire nur die Verdrangung des Fragments geschwindigkeitsbestimmend, miisste
die Gesamtrate einer Kinetik erster Ordnung folgen und damit unabhingig von
den Konzentrationen der freien Liposomen in der vorgeschalteten Bindungsre-
aktion sein. Im Dequenching-Assay kann diese Hypothese durch eine Variation

des Verhéaltnisses von unmarkierten und markierten Liposomen néher unter-
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Abbildung 3.18 — Bildung von SNARE-Komplexen wéhrend einer Fusion mit dem
AN-Komplex. (a) Mit luminal fluoreszenzmarkiertem Synaptobrevin und einem am C-
Terminus von Syntaxin markierten AN-Komplex wurde die Bildung von cis-Komplexen
wihrend einer Fusion bei einer Proteinkonzentration von je 100 nM gemessen. Losliches
Synaptobrevin inhibiert die Reaktion (Sbso1). (b) Die Bildung des ternidren Komplexes
kann auch iiber die Verdrdngung des Synaptobrevin-Fragments aus dem AN-Komplex
verfolgt werden. Dass die Reaktion hier noch durch die Zugabe von mehr Synaptobrevin-
Liposomen beschleunigt wird (angezeigt durch 5x Sby;p bzw 1x Sby;, (ca. 100 nM)), zeigt,

dass die Verdrangungsreaktion noch nicht geschwindigkeitsbestimmend ist.

sucht werden.

In Abbildung 3.19 ist die Fusion von NBD-/Rhodamin markierten Liposo-
men mit AN-Komplex bei verschiedenen Konzentrationen der Synaptobrevin-
Liposomen gezeigt. Bei niedrigen Konzentrationen (Gesamtproteinkonzentrati-
on 100 nM) erfolgt der Anstieg der NBD-Fluoreszenz etwas langsamer als in
Abbildung 3.15 zu beobachten ist. Wird zu dieser Reaktion zu einem spéteren
Zeitpunkt dieselbe Menge an unmarkierten Synaptobrevin-Liposomen hinzuge-
geben, ist kein weiterer Anstieg der NBD-Fluoreszenz zu beobachten. Ein zwei-
facher Uberschuss an unmarkierten Liposomen zu Beginn der Reaktion fiihrt zu
einer grofleren Gesamténderung der Fluoreszenz bei gleichzeitig schneller ver-
laufender Kinetik. Eine weitere Erhohung der Konzentration des unmarkierten
Reaktanden resultiert dann weder in einer deutlichen Erh6hung der Reaktions-

geschwindigkeit noch der Gesamtsignaléinderung. Dies zeigt zweierlei:

e Bei sehr niedrigen Konzentrationen, d.h. bei Proteinkonzentrationen von
ca. 50 nM in der markierten und unmarkierten Membran, ist noch nicht
die Verdringung des Synaptobrevin-Fragments geschwindigkeitsbestim-
mend, da eine Erhchung der Konzentration der unmarkierten Liposomen

noch zu einer deutlichen Erhchung der Reaktionsgeschwindigkeit fiihrt.
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Abbildung 3.19 - Einfluss von Variationen im Verhiltnis von unmarkierter /markierter
Membran. NBD-/Rhodamin-markierte Liposomen mit AN-Komplex (Proteinkonzentra-
tion etwa 50 nM) wurden mit verschiedenen Mengen Synaptobrevin-Liposomen versetzt.
Der Pfeil zeigt die Zugabe von weiteren Synaptobrevin-Liposomen zur schwarz gezeich-

neten Reaktion an.

Bereits bei leicht erhohter Konzentration wird dann die Verdréngung des
Synaptobrevin-Fragments geschwindigkeitsbestimmend, und eine weitere
Erhohung der Liposomenkonzentration hat keinen Einfluss mehr auf die

Reaktion.

e Dass die Gesamtsignalinderung bei einem zweifachen Uberschuss an un-
markierter Membran ebenfalls zunimmt, ldsst den Schluss zu, dass das
markierte Liposom in diesem Fall mit mehr unmarkierten Liposomen
fusioniert, d.h. dass neue Reaktionen in trans eingeleitet werden, bevor
iiberschiissige SNARESs in cis abreagieren. Bei einem noch gréfieren Uber-
schuss stehen allerdings keine monomeren SNARESs mehr zur Verfiigung,
da die Erhohung der Konzentration von unmarkierten Liposomen oder die
Zugabe von unmarkierten Liposomen zu einer Reaktion, die bereits ein
Plateau erreicht hat, zu keinem weiteren Anstieg der NDB-Fluoreszenz

fiithren.
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3.3 Einfluss von Synaptotagmin auf die Liposomen-

fusion

Wie in der Einleitung ausgefiihrt, ist das Vesikelprotein Synaptotagmin 1 in
erster Linie fiir die schnelle Phase der Calcium-abhéngigen Exozytose von syn-
aptischen Vesikeln verantwortlich. Zudem ist weitgehend akzeptiert, dass die
SNARESs eine entscheidende Rolle beim letzten Schritt der Fusion spielen. Es
ist jedoch unklar, durch welchen Mechanismus Synaptotagmin die Beschleuni-
gung der Fusion bewirkt. Sowohl die Ca2+—abhéngige Bindung an Membranen
als auch die Ca2+—abhéngige und -unabhéingige Bindung an einzelne SNARE-
Proteine und SNARE-Komplexe werden diskutiert, ohne dass bisher ein inte-
griertes mechanistisches Konzept entwickelt werden konnte.

Die in den folgendem Abschnitten beschriebenen Experimente haben zum Ziel,
zu einem genaueren Verstdndnis des Wirkungsmechanismus von Synaptotag-
min bei der SNARE-vermittelten Membranfusion beizutragen. Wie in den in
den vorigen Abschnitten beschriebenen Experimenten wurde die Fusion von
SNARE-haltigen Liposomen als experimentelles System benutzt, um den Ein-

fluss von Synaptotagmin auf diese Reaktion im Detail zu analysieren.

3.3.1 Grundcharakterisierung der Beschleunigung durch Syn-
aptotagmins C2AB-Fragment

Wie in der Einleitung ausgefiihrt, ist von einer anderen Arbeitsgruppe ge-
zeigt worden, dass ein l6sliches Fragment von Synaptotagmin 1, das beide
C2-Doméinen umfasst (im Folgendem als C2AB-Fragment bezeichnet), in
Gegenwart von hochmikromolekularen Ca’"-Konzentrationen eine Beschleu-
nigung der SNARE-vermittelten Fusion von Liposomen um den Faktor zwei
bewirkt [255]. In diesen Versuchen wurden, wie bislang {iblich, praformierte
Komplexe aus Syntaxin und SNAP-25 eingesetzt, die nach dem jetzigen
Kenntnisstand in einer 2:1-Stéchiometrie vorlagen [117, 144]. Diese Befunde
bilden den Ausgangspunkt der im nachfolgenden beschriebenen Experimente.
Zunéchst wurden die von Tucker et al. [255] beschriebenen Befunde repro-
duziert. Wird ein gereinigter Komplex aus Syntaxin 1 (ohne die N-terminale
Hgpe-Doméne) und SNAP-25A in unmarkierten Liposomen rekonstituiert
und mit NBD/Rhodamin-markierten Synaptobrevin-Liposomen inkubiert, so
beschleunigt das C2AB-Fragment von Synaptotagmin 1 diese Reaktion in Ge-
genwart von 100 uM Ca*". In Abwesenheit von Ca’" hat das C2AB-Fragment
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keinen Einfluss auf die Fusion. Ebenso beeinflusst Ca®" allein die Reaktion
nicht. In Gegenwart von 10 puM Ca®" ist keine Beschleunigung detektierbar.
Inkubation mit einzelnen C2-Domé&nen von Synaptotagmin 1 hat ebenfalls

keinen Einfluss auf die Fusion (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20 — Grundcharakterisierung der Beschleunigung der Liposomenfusion
durch das C2AB-Fragment von Synaptotagmin. Ein Komplex aus Syntaxin 1 (ohne Hgpe-
Doméne) und SNAP-25 wurde in Liposomen rekonstituiert und mit NBD-/Rhodamin-
markierten Synaptobrevin-Liposomen gemischt. Beide Membranen enthielten 10% (n/n)
Phosphatidylserin. Das C2AB-Fragment von Synaptotagmin 1 beschleunigte die Reak-
tion in Gegenwart von 100 pM Ca’". Auch diese beschleunigte Reaktion wird nahezu
vollstéandig durch Sbs, inhibiert. Weitere Details siehe Text. Links ist der zeitliche Ver-
lauf einiger ausgewihlter Reaktionen gezeigt, rechts die Anderung der NBD-Fluoreszenz

weiterer Reaktionen nach 30 min Reaktionszeit.

3.3.2 Einfluss des C2AB-Fragments auf die Bildung des
SNARE-Komplexes

Als mogliche Erkliarung fiir die beobachtete Beschleunigung der Fusion wur-
de vorgeschlagen, dass Synaptotagmin die Fusion durch einen Einfluss auf die
SNARE-Komplexbildung direkt beschleunigt [17]. Aufgrund der Befunde aus
dem Kapitel 3.2 erscheint dies plausibel. Da die Reaktivitdt der SNARESs fiir
die Liposomenfusion geschwindigkeitsbestimmend ist, kénnte ein Einfluss Syn-
aptotagmins auf diese Reaktivitdt die Fusion beschleunigen. Um diese Frage im
Detail zu untersuchen, wurde die Bildung des binéiren und terniren Komplexes

in Gegenwart des C2AB-Fragments und Ca”"-Ionen gemessen.
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Die Bildung des bindren Komplexes wurde wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben ge-
messen. Fluoreszenzmarkiertes SNAP-25 K79C wurde mit einem 5-fachen mola-
ren Uberschuss an membranstinigem Syntaxin (AS 183-288) in Gegenwart von

100 M Ca”" inkubiert. Die Bindung von SNAP-25 resultiert in einem Anstieg
der Fluoreszenzanisotropie, wie in Abbildung 3.21a gezeigt. Nach etwa einer
Stunde wird die halbmaximale Anderung erreicht, nach weiteren 1,5 h ein Pla-
teau. Zugabe des C2AB-Fragments zu diesem Zeitpunkt fiihrt zu einem sprung-
haften Anstieg der Anisotropie. In Gegenwart des C2AB-Fragments steigt die
Anisotropie innerhalb von 2,5 h auf diesen Wert an. Die beiden Kurven unter-
scheiden sich in ihrem kinetischen Verlauf nicht, sondern nur hinsichtlich der
maximalen Anderung der Anisotropie. Dies wird unmittelbar deutlich, wenn die
Anisotropiewerte auf die maximale Anderung normalisiert werden (Abb 3.21b).
Der sprunghafte Anstieg bei Zugabe des C2AB-Fragments und die gréfiere Ge-
samtsignalédnderung kann auf eine Bindung des C2AB-Fragments an den ge-
bildeten bindren Komplex zuriickgefithrt werden. Eine Bindung an SNAP-25
selbst wird nicht beobachtet, da die Zugabe des C2AB-Fragments nicht zu ei-
ner Anderung des Startwerts der Anisotropie fithrt. Dies schlieBt ebenfalls aus,
dass der sprunghafte Anstieg durch eine Bindung an freies SNAP-25 zustan-
de kommt. Eine Ca2+-abhangige Beschleunigung der Bindung von SNAP-25
an membranverankertes Syntaxin kann die Erhéhung der Fusionrate durch das
C2AB-Fragment nicht erkléren.

Die Bindung des C2AB-Fragments an den bindren Komplex konnte auch di-
rekt nachgewiesen werden. Dazu wurde fluoreszenzmarkierter bindrer Kom-
plex (markiert mit AlexaFluor 488 an Aminosiure S225C von Syntaxin) in
Liposomen rekonstituiert. Zugabe von TexasRed markiertem C2AB-Fragment
(S217C) fithrt zu einer Fluoreszenzloschung des kurzwelligen AlexaFluor488
(Abb. 3.22). Weitere Fluoreszenzloschung tritt bei Zugabe von Ca’" ein. Die
Fluoreszenzloschung des Donor-Fluorophors ist von einem Anstieg der Akzep-
torfluoreszenz begleitet, ein klares Zeichen dafiir, dass Resonanzenergietransfer
(RET) und damit Bindung des C2AB-Fragments an den binéren Komplex statt-
findet.

Fiir die Geschwindigkeit der in Abbildung 3.20 gemessenen Liposomenfusion
ist die Geschwindigkeit der Bindung von Synaptobrevin an den bindren Kom-
plex ausschlaggebend, wie in Kapitel 3.2 erldutert wurde. Die entscheidende
Frage ist also, ob das C2AB-Fragment diese Interaktion férdert, etwa durch ei-

ne Verschiebung des Q-SNARE-Gleichgewichts hin zum reaktiven 1:1-Komplex
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Abbildung 3.21 — Einfluss des C2AB-Fragments auf die Bildung des bindren Komplexes.
(a) 100 nM AlexaFluor488 markiertes SNAP-25 K79C wurde mit einem fiinffachen Uber-
schuss an rekonstituiertem Syntaxin (AS 183-288) versetzt. Alle Reaktionen wurden in
Gegenwart von 100uM Ca’" durchgefiihrt. Der Anstieg der Anisotropie zeigt die Bindung
von SNAP-25 an Syntaxin an (schwarz). Die Reaktion wurde fiir 30 min verfolgt. Nach
weiteren 1,5 h wurde die Anisotropie erneut gemessen und dann das C2AB-Fragment zu-
gesetzt (obere schwarze Kurve). Die rote Kurve zeigt den Verlauf der Reaktion an, wenn
das C2AB-Fragment von Beginn an zugegen ist. (b) Gezeigt sind die auf die jeweilige

Gesamtinderung nach 2 h normalisierten Reaktionen mit und ohne das C2AB-Fragment.
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Abbildung 3.22 — Das C2AB-Fragment bindet an den bindren Komplex in An- und
Abwesenheit von Ca’". Ein 2:1-Komplex aus Syntaxin (H3: AS 183-288), das an der
Position Cys225 AlexaFluor488 markiert war, und SNAP-25 wurde in Liposomen rekon-
stituiert. Bei Anregung von AlexaFluor488 ergibt sich das schwarz gezeichnete Emissi-
onsspektrum. Zugabe von an der Position Cys217 TexasRed markiertem C2AB-Fragment
fithrt zur Fluoreszenzloschung durch RET (rot). Zugabe von Ca’" verstirkt die Fluores-

zenzl6schung.

von Syntaxin und SNAP-25. Um dies zu untersuchen, wurde wiederum die Bin-
dung von 16slichem, fluoreszenzmarkiertem Synaptobrevin iiber die Anderung

der Anisotropie gemessen. Die in Abbildung 3.23 gezeigten Messungen belegen,
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dass das C2AB-Fragment diese Bindung weder in Abwesenheit noch in Anwe-
senheit von Ca’t beeinflusst. Kleine Unterschiede in der Gesamténderung der
Anisotropie konnen auch hier wie bei der Bildung des bindren Komplexes auf
die Bindung des C2AB-Fragments an den entstehenden Komplex zuriickgefiihrt
werden. Als alternative Messmethode wurde die Bildung des SDS-resistenten
ternéren Komplexes {iber SDS-PAGE gemessen (Abb 3.23b). Auch hier hat das
C2AB-Fragment keinen unmittelbaren FEinfluss auf die SNARE-Interaktion. Zur
leichteren Quantifizierung der Banden in der SDS-PAGE wurde fluoreszenzmar-

kiertes Synaptobrevin verwendet.

3.3.3 Spezifitat der Beschleunigung durch das C2AB-Fragment
fiir neuronale Q-SNARESs

Ein direkter Einfluss auf die Bildungsgeschwindigkeit des SNARE-Komplexes
scheidet also als Erklarung fiir die Beschleunigung der Fusion durch das C2AB-
Fragment aus. Als néichstes wurde die Frage untersucht, ob das C2AB-Fragment
spezifisch die von den neuronalen SNAREs Syntaxin 1, SNAP-25 und Synapto-
brevin angetriebene Fusion beschleunigt. Wenn ein gereinigter Komplex aus den
homologen SNAREs Syntaxin 4 und SNAP-23 in Liposomen rekonstituiert wird,
so fusionieren diese mit Synaptobrevin Liposomen unbeeinflusst vom C2AB-
Fragment in An- und Abwesenheit von Ca’" (Abb. 3.24a). Da in diesem Fall
vollstandiges Syntaxin 4 verwendet wurde, einschliefflich der N-terminalen H .-
Doméne (AS 1-298), wird zum Vergleich eine Fusionsreaktion mit einem binéren
Komplex aus Syntaxin 1 (AS 1-288) und SNAP-25 gezeigt. Zwar verlauft diese
Reaktion, wie bereits in Kapitel 3.2.3 gezeigt, langsamer als bei Verwendung des
N-terminal verkiirzten Syntaxins. Sie wird aber immer noch durch das C2AB-
Fragment Ca’'-abhiingig beschleunigt (Abb 3.24b). Bei einem Austausch des
R-SNARESs Synaptobrevin mit dem an der Fusion von spéten Endosomen betei-
ligten Endobrevin/VAMPS [8] beschleunigt das C2AB-Fragment die Reaktion
Ca2+—abhéingig (Abb 3.24c). Wihrend die Beschleunigung also spezifisch fiir die
neuronalen Q-SNARES ist, wird ein Austausch des R-SNAREs toleriert.
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Abbildung 3.23 — Die Bildung des ternidren Komplexes auf Liposomen mit rekonsti-
tuiertem 2:1-Komplex wird nicht durch das C2AB-Fragment und Ca’" beeinflusst. (a)
Die Bindung des cytoplasmatischen Fragments von Synaptobrevin (Sbsor, an der Position
Cys79 mit AlexaFluor 488 markiert) wurde als Anstieg der Fluoreszenzanisotropie gemes-
sen. Prainkubation mit unmarkiertem Synaptobrevin inhibierte die Reaktion. Zugabe des
C2AB-Fragments am Ende der Reaktion fiihrt zu einem kleinen Sprung in der Anisotro-
pie, der wahrscheinlich durch eine Bindung des C2AB-Fragments an den sich bildenden
terndren Komplex verursacht wird. Dies erklart die kleinen Unterschiede im Kurven-
verlauf mit und ohne das C2AB-Fragment. (b + ¢) Die Bildung des SDS-resistenten
terndren Komplexes wurde auch in der SDS-PAGE verfolgt und iiber die Fluoreszenz im
Gel quantifiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots von Inkubationen
mit 100 gM Ca’" entnommen und iiber SDS-PAGE ohne vorheriges Erhitzen aufge-
trennt. Auch hier zeigt das C2AB-Fragment keinen Einfluss auf die Komplexbildung (n
= 5; Fehlerbalken sind Standardfehler vom Mittelwert)

3.3.4 Einfluss der Phospholipidzusammensetzung

Es ist bekannt, dass Synaptotagmin mit anionischen Phosholipiden Ca’t-
abhiéingig interagiert [254]. Als anionische Lipide werden solche bezeichnet, die in
ihrer Kopfgruppe eine negative Ladung tragen. In diesem Zusammenhang sind

Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) von Bedeu-
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Abbildung 3.24 — Die Beschleunigung durch das C2AB-Fragment ist spezifisch fiir
die neuronalen Q-SNARESs. (a) Gezeigt ist die Fusion von NBD-/Rhodamin markierten
Synaptobrevin-Liposomen mit unmarkierten Liposomen, die einen 2:1-Komplex aus Syn-
taxin 4 und SNAP-23 enthalten. Es wird keine Ca%—abhangige Beschleunigung durch das
C2AB-Fragment beobachtet. Da in diesem Fall das Gesamtsyntaxin (FL) verwendet wur-
de, ist in (b) die Beschleunigung der Reaktion mit Syntaxin 1 (FL) als Kontrolle gezeigt.
(c) Bei Austausch von Synaptobrevin gegen Endobrevin wird die Beschleunigung durch
das C2AB-Fragment weiterhin beobachtet. Ein Uberschuss des léslichen Fragments von
Endobrevin (Ebgo1) inhibiert auch diese Reaktion. In dieser Reaktion wurde wiederum

ein Syntaxin-Fragment ohne die Hyp.-Doméne verwendet.

tung. Im Phosphatidylserin (PS) ist ein Serinrest iiber die S-Hydroxylgruppe
mit dem Phosphat des Phospholipids verestert. Im PIP5 ist ein an den Stellen
4 und 5 phosphoryliertes Inositol mit dem Phosphat verestert. In den néchsten
Versuchen sollte der Frage nachgegangen werden, ob anionische Phospholipide
fiir die vom C2AB-Fragment beschleunigte Fusion notwendig sind bzw. ob anio-
nische Phospholipide in beiden Membrane, der Q- und der R-SNARE-Membran,

bendtigt werden.
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Zunéchst wurde der Einfluss der Phospholipidzusammensetzung auf die Re-
aktivitdt der SNAREs untersucht, um festzustellen, wie vergleichbar die Re-
aktionen bei Verdnderung dieses Parameters sind. Abbildung 3.25a zeigt die
Bindung von fluoreszenzmarkiertem, l6slichem Synaptobrevin an den in Mem-
branen verschiedener Zusammensetzung rekonstituierten Syntaxin/SNAP-25-
Komplex. Wiederum wurde die Komplexbildung als Anstieg der Fluoreszenza-
nisotropie gemessen. Der Einfluss verschiedener Phospholipide ist demnach ge-
ring; nur bei Fehlen von PS ist eine leichte Erhohung der Reaktivitét festzu-
stellen. Zur Beurteilung der Reaktivitédt von membranstdndigem Synaptobrevin
ist es entscheidend, dass nicht das Gleichgewicht von 16slichem Syntaxin und
SNAP-25 geschwindigkeitsbestimmend fiir die Bildung des ternidren Komplexes
auf der Membran ist. Daher wurde der schon in Kapitel 3.2.5 beschriebene AN-
Komplex als Bindungspartner fiir Synaptobrevin gew#hlt. An der Aminoséure
S28C mit AlexaFluor4d88 markiertes Synaptobrevin wurde rekonstituiert und
die Bildung des terndren Komplexes als Anstieg der Fluoreszenzanisotropie
gemessen. Auch hier sind die Unterschiede zwischen den Reaktionen minimal
(Abb. 3.25b). Allenfalls ist bei Fehlen von PS eine leichte Abnahme der Reak-
tivitdt von Synaptobrevin festzustellen.

Es wurde nun die Fusion von PS-haltigen Synaptobrevin-Liposomen mit
Syntaxin/SNAP25-Liposomen betrachtet, die kein PS enthielten. Wie in Abbil-
dung 3.26a gezeigt, beschleunigt das C2AB-Fragment diese Reaktion. Die basale
Reaktion ist in Ubereinstimmung mit den Messungen zur Aktivitiit des binéren
Komplexes in verschiedenen Membranumgebungen kaum verédndert gegeniiber
der in Abbildung 3.20 gezeigten Reaktion mit PS. Die Fusion weist auch sonst
die gleichen Charakteristika wie die in Abbildung 3.20 gezeigten Reaktionen
auf, d.h. einzelne C2-Fragmente haben keinen Einfluss, und 10 pM Ca®" sind
eine zu niedrige Konzentration um die Reaktion zu beschleunigen.

Im Gegensatz dazu hat das C2AB-Fragment keinen Effekt auf die Fusion
von Synaptobrevin-Liposomen ohne PS mit PS-haltigen Syntaxin/SNAP25-
Liposomen (Abb. 3.26b). Vielmehr ist eine leichte Inhibition durch das C2AB-

Fragment und einzelne C2-Doménen in der Abwesenheit von Ca”" festzustellen.

Einfluss von PIP,; Wird der R-SNARE-Membran PIPy zugesetzt, so hat

dies zweierlei Einfluss auf die Fusion.

e Die Ca’'-Sensitivitit der Fusion wird erhoht. Bereits in Gegenwart von
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Abbildung 3.25 — Die Phospholipidzusammensetzung beeinflusst die Reaktivitdt der
rekonstituierten SNAREs nur marginal. (a) Die Reaktivitdt des rekonstituierten 2:1-
Komplexes in Membranen verschiedener Zusammensetzung wurde iiber die Bindung von
fluoreszenzmarkiertem 16slichem Synaptobrevin (C79 AlexaFluor488) gemessen. Bei Feh-
len von Phosphatidylserin (PS) ist die Reaktivitdt leicht erhoht. (b) Zum Vergleich
der Rektivitidt von Synaptobrevin in verschiedenen Membranen wurde fluoreszenzmar-
kiertes Gesamtsynaptobrevin (Cys28 AlexaFluor488) rekonstituiert und die Bindung an
Q-SNARESs als ein Anstieg in der Anisotropie verfolgt. Dazu wurde ein loslicher AN-
Komplex verwendet. Um Unterschiede zwischen diesen schnellen Reaktionen festzustel-
len, war die Synaptobrevin-Konzentration niedrig (etwa 50 nM). Bei Fehlen von PS

scheint Synaptobrevin etwas weniger reaktiv zu sein.

10 uM Ca*" beschleunigt das C2AB-Fragment die Fusion deutlich.

e Auch die C2B-Doméne allein beschleunigt die Fusion, und zwar mit der
gleichen Ca’"-Sensitivitit (Abb. 3.27a).

Im Gegensatz dazu fithrt PIPy in der Q-SNARE-Membran nicht zu einer
Erhohung der Ca”"-Sensitivitét (Abb. 3.27b). Die Fusion weist in diesem Fall
die gleichen Charakteristika auf wie ohne PIPs.

3.3.5 Einfluss von Mutationen in den Ca2+-Bindungsstellen der

C2-Doméinen

Die bisher préasentierten Ergebnisse zeigen, dass zur Beschleunigung der Lipo-
somenfusion eine Ca2+—abhéingige Interaktion des C2AB-Fragments mit Phos-
phatidylserin der Synaptobrevin-Membran noétig ist. Die Spezifitét fiir die neu-
ronalen Q-SNAREs spricht weiterhin dafiir, dass es eine Interaktion mit den

Q-SNAREs geben muss, entweder mit dem Syntaxin/SNAP25-Komplex oder
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Abbildung 3.26 — Die Ca%—abhﬁngige Beschleunigung durch das C2AB-Fragment be-
ruht auf einer Interaktion mit sauren Phospolipiden in der R-SNARE-Membran. (a)
Standardfusionsreaktion mit Phosphatidylserin nur in der R-SNARE-Membran. Die nor-
male Beschleunigung durch das C2AB-Fragment wird beobachtet (links). Auch die ande-
ren Charakteristika der Fusion sind denen in Abbildung 3.20 gezeigten #hnlich (rechts).
(b) Fehlt PS hingegen in der R-SNARE-Membran, wird keine Beschleunigung durch das
C2AB-Fragment beobachtet, sondern eine leichte Inhibition in Abwesenheit von Ca®t

(links + rechts).

mit dem terndren Komplex. Dabei ist allerdings unklar, ob diese Interakti-
on durch Ca’" reguliert wird. Weiterhin ist offen, ob Ca2+—Bindung an beide
C2-Doménen fiir eine Beschleunigung der Reaktion nétig ist. Um diese Frage
zu beantworten, wurden Varianten des C2AB-Fragments generiert, in denen

Aspartate, die fiir die Koordinierung von Ca*" essentiell sind, zu Alaninen
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Abbildung 3.27 — Einfluss von PIP; auf die Beschleunigung durch das C2AB-Fragment.
(a) Wird in die Synaptobrevin-Membran PIP; inkorporiert, ist bereits bei 10 uM Ca®t
eine Beschleunigung durch das C2AB-Fragment zu beobachten. Auflerdem reicht nun die
isolierte C2B-Doméne aus, um die Reaktion in Gegenwart von Ca’ zu beschleunigen.
(b) Zusatz von PIP; in der Q-SNARE-Membran hat hingegen keinen deutlichen Einfluss

auf die Reaktion.

mutiert sind. Abbildung 3.28 zeigt, dass ein C2AB-Fragment, in dem die Ca®'-
Bindungsstellen beider Doménen mutiert sind, die Fusion nicht beschleunigt.
Dies steht in Ubereinstimmung mit einer fritheren Studie [255]. Um herauszu-
finden, welche der beiden C2-Doménen fiir die Beschleunigung verantwortlich
ist, wurden C2AB-Mutantenproteine generiert, in denen die Bindungsstellen in
jeweils einer der Doménen inaktiviert war. Wie in Abb. 3.28 gezeigt, war nur

die Mutante mit einer intakten C2A-Domaéne aktiv.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 100

Diese Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerungen iiber Faktoren zu, die an

1,6 - ——basale Reaktion
| —cs8
——Cab
1,4 - —CaB
- | —Cpb
o
1,2 1
1,0 -

I I
0 1000 2000 3000
Zeit (s)

Abbildung 3.28 — Die Beschleunigung der Liposomenfusion durch das C2AB-Fragment
bedarf nur der Bindung von Ca®" an die C2A-Domiine. Werden die Bindungsstellen in
beiden Doménen oder nur in der C2A-Doméne mutiert, so wird keine Beschleunigung
beobachtet. Die Mutation der Ca2+-Bindungsstellen in der C2B-Doméne hat keinen Ein-
fluss. Die mutierten Doménen sind durch Kleinbuchstaben und einen Stern gekennzeich-

net.

der Ca2+—abhéingigen Beschleunigung der Fusion durch das C2AB-Fragment
beteiligt sind:

e Die C2A-Domaéne bindet in Gegenwart von Ca”" an anionische Phospho-

lipide in der Synaptobrevin-Membran.

e Das C2AB-Fragment bindet an die Q-SNAREs (vermutlich vermittelt
durch die C2B-Doméne), wobei diese Interaktion spezifisch fiir die neuro-
nalen Q-SNARES ist.

e Iiir diese Interaktion ist eine Ca2+—Bindung an die C2B-Doméne nicht

notwendig.

Die einzige fiir eine Beschleunigung der Fusion notwendige Ca2+—abh§ingige In-
teraktion ist also die Rekrutierung des C2AB-Fragments an die Synaptobrevin-
Membran iiber die C2A-Doméne. In den folgenden Abschnitten wird deshalb
der Einfluss von Gesamt-Synaptotagmin auf die Fusion untersucht, wenn es
mit SNARE-Proteinen korekonstituiert wird. Diese Herangehensweise wird es

erlauben, zwischen reinen Rekrutierungsreaktionen und anderen relevanten
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Reaktionen der C2-Doménen zu unterscheiden.

3.3.6 Korekonstitution von Synaptotagmin

Wird Synaptotagmin mit Synaptobrevin korekonstituiert, ist die Fusion mit
Syntaxin/SNAP-25-Liposomen gegeniiber der basalen Reaktion in Abwesen-
heit von Ca®" deutlich beschleunigt. Auch diese Reaktion wird in Gegen-
wart eines Uberschusses an loslichem Synaptobrevin nahezu vollstéindig blo-
ckiert, ist also immer noch vollstindig SNARE-abhéngig (Abb. 3.29a). Fiir
diese Beschleunigung in Abwesenheit von Ca’" ist die Lokalisierung Synap-
totagmins in der Synaptobrevin-Membran entscheidend: Wird Synaptotagmin
mit den Q-SNAREs korekonstituiert, ist statt einer Beschleunigung eine Inhi-
bition zu beobachten (Abb 3.29b). Um auszuschlielen, dass es sich bei dieser
Ca2+—unabhéingigen Beschleunigung um einen sekundiren Effekt auf die Li-
posomenstruktur handelt, wurden Synaptobrevin-Liposomen mit korekonstitu-
iertem Synaptotagmin mit Synaptobrevin-Liposomen elektronenmikroskopisch
verglichen. Wie Abbildung 3.30 zeigt, sind die bei beiden Liposomenpopulatio-
nen einander sehr dhnlich. Die Synaptotagmin enthaltenden Liposomen haben

allerdings einen etwas hoheren Anteil grofierer Vesikel.

3.3.7 Ca’T-Effekte auf korekonstituiertes Synaptotagmin

Wie beeinflusst Ca*" die von Synaptotagmin beschleunigte Reaktion? In Ge-
genwart von Ca”" tritt eine deutliche Inhibition der Reaktion ein (Abb. 3.31a).
Dieses auf den ersten Blick iiberraschende Ergebnis wird versténdlich, wenn
der Einfluss anionischer Phospholipide auf diesen Effekt niher betrachtet wird.
Wird Phosphatidylserin sowohl aus der Synaptobrevin-Membran, als auch aus
der Q-SNARE-Membran entfernt, hat Ca®" keinen Einfluss mehr auf die Re-
aktion (Abb. 3.31b). Dies zeigt, dass die Inhibition durch Ca®" auf eine In-
teraktion der C2-Doménen Synaptotagmins mit anionischen Phospholipiden
zuriickzufiihren ist. Enthélt nur die Synaptobrevin-Membran Phosphatidylse-
rin inhibiert Ca’" die Reaktion, die Inhibition ist also mit einer Ca2+—abhéngi—
gen Bindung Synaptotagmins an die eigene Membran vollsténdig erklért (Abb.
3.31c). Wird diese Interaktion durch Entfernen von PS aus der Synaptobrevin-
Membran verhindert, und enthélt nur die Q-SNARE-Membran PS, beschleunigt
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Abbildung 3.29 — Korekonstitution von Synaptotagmin mit Synaptobrevin fithrt zu
einer Ca2+-unabhangigen Beschleunigung der Liposomenfusion. (a) Rekonstitution von
Gesamtsynaptotagmin mit Synaptobrevin (Syt(R)) fithrt zu einer deutlichen Beschleu-
nigung der Reaktion in Abwesenheit von Ca’". Auch diese Reaktion kann durch einen
Uberschuss an 16slichem Synaptobrevin (Sbsoi) inhibiert werden. (b) Hingegen ist bei
einer Rekonstitution von Synaptotagmin mit den Q-SNAREs (Syt (Q)) eine Inhibiti-
on der Reaktion festzustellen. Bei Rekonstitution in beide Membranen (Q + R) ist die
Geschwindigkeit der Reaktion der ohne Synaptotagmin vergleichbar.

Abbildung 3.30 - Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Synaptobrevin-

Liposomen (links) und Synaptobrevin/Synaptotagmin-Liposomen (rechts). Der MafBistab
in der unteren rechten Ecke der Abbildung zeigt 200 nm an.

Ca’t die Reaktion (Abb. 3.31d). In diesem Fall kann Synaptotagmin nur mit
der Q-SNARE-Membran, also in trans CaQ+—abhéngig interagieren.

Wie wirkt sich die Inkorporierung von PIP, in die Q-SNARE-Membran auf
Reaktionen mit korekonstituiertem Synaptotagmin aus? Da synaptische Vesikel

kaum Phosphatidylinositole enthalten, wie Untersuchungen zur Phospholipid-
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Abbildung 3.31 — 100 pM Ca”" inhibieren oder beschleunigen die Liposomenfusion in
Abhéngigkeit vom PS-Gehalt der Q- und R-SNARE-Membran. (a) Wenn beide Mem-
brane Phosphatidylserin (PS) enthalten, inhibiert Ca’" die Reaktion. Die beobachteten
Fusionsraten dhnen dann den ohne Korekonstitution von Synaptotagmin beobachteten.
(b) Fehlt PS in beiden Membranen, hat Ca’" keinen Einfluss auf die Reaktion. (c) Ist
PS nur in der R-SNARE-Membran, inhibiert Ca” " die Reaktion. (d) Die Reaktion wird
durch Ca*" beschleunigt, wenn nur die Q-SNARE-Membran PS enthélt.

Zusammensetzung von synaptischen Vesikeln gezeigt haben [250], wird hier nur
der Effekt von PIP5 in der Q-SNARE-Membran untersucht, und zwar in An-
und Abwesenheit von Phosphatidylserin in der Synaptobrevin-Membran. Ab-
bildung 3.32b zeigt, dass bei einem PS-Gehalt von 10% in der Synaptobrevin-
Membran die cis-Interaktion von Synaptotagmin auch bei 1% PIP; in der Q-
SNARE-Membran dominiert, d.h. es ist eine leichte Hemmung der Fusionski-

netik in Gegenwart von Ca”" zu beobachten. Bei Fehlen von PS beschleunigt
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Ca’" die Reaktion, und zwar schon bei 10 uM Ca’* (Abb. 3.32a). In Abwe-

senheit von PIPy wird diese erhdhte Ca’t-Sensitivitéit nicht beobachtet (nicht

gezeigt).
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Abbildung 3.32 — Effekt von PIP2 auf die Fusionsreaktion mit korekonstituiertem Syn-
aototagmin. (a) Wird die cis-Interaktion verhindert, so bewirkt die Inkorporierung von
PIP; in die Q-SNARE-Membran eine Beschleunigung der Reaktion schon bei 10 puM
Ca’" (b). Enthilt die R-SNARE-Membran jedoch PS, ist die cis-Interaktion weiterhin

dominant.

3.3.8 Einfluss von Synaptotagmin auf die Fusion mit dem AN-
Komplex

Alle bis hierher gezeigten Experimente zu Synaptotagmin sind mit einem Kom-
plex von Syntaxin und SNAP-25 durchgefiihrt worden, in dem die Bindungs-
stelle fiir Synaptobrevin durch ein zweites Syntaxin-Molekiil blockiert ist. Wie
in Kapitel 3.2 erlautert, wird die Fusionskinetik unter diesen Bedingungen von
der Dissoziation des zweiten Syntaxins und der Entstehung einer Bindungsstel-
le fiir Synaptobrevin bestimmt. Dies sollte zur Folge haben, dass der Einfluss
regulatorischer Proteine auf Schritte im Fusionsprozess, die diesem geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt nachfolgen, nicht detektierbar ist. Wie ausfiihrlich
erlautert, kann die Bildung des 2:1-Komplexes durch einen Trick verhindert
werden. Dabei wird der 1:1-Komplex aus Syntaxin und SNAP-25 durch ein C-
terminales Fragment von Synaptobrevin (AS 49-96) stabilisiert, das zwar die
schnelle N-terminale Bindung von Synaptobrevin erlaubt, aber die Bindungs-
stelle fiir ein zweites Syntaxin blockiert. Bei Rekonstitution eines solchen Kom-

plexes ist die Initiierung von trans-Interaktionen zwischen R- und Q-SNARESs
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nicht mehr geschwindigkeitsbestimmend.

In einer letzten Reihe von Experimenten wurde der Einfluss des C2AB-
Fragments und von mit Synaptobrevin korekonstituiertem Synaptotagmin
auf die Fusion mit Liposomen untersucht, die statt des Syntaxin/SNAP-25-
Komplexes den AN-Komplex enthielten. Abbildung 3.33 gezeigten Messungen
zeigt, dass weder das C2AB-Fragment noch Gesamt-Synaptotagmin die Reakti-
on zusétzlich beschleunigen. Sowohl die Ca2+-abhéingige Beschleunigung durch
das C2AB-Fragment als auch die Ca2+—unabhéingige Beschleunigung durch Ko-
rekonstitution von Synaptotagmin werden also umgangen, wenn die Initiierung
der trans-Interaktion zwischen SNAREs nicht mehr geschwindigkeitsbestim-

mend ist.
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Abbildung 3.33 — Weder das C2AB-Fragment noch korekonstituiertes Synaptotagmin
beschleunigen eine durch den AN-Komplex angetriebene schnelle Fusionsreaktion. (a)
Vergleich der Fusionskinetiken unter basalen Bedingungen, in Gegenwart des C2AB-
Fragments und bei Korekonstitution mit Synaptotagmin. (b) Vergleich der Reaktionsge-
schwindigkeiten. Gezeigt ist die erste Ableitung der in (a) gezeigten Kurven nach der Zeit.
Die daraus abgelesenen maximalen Fusionsraten sind in (c) gezeigt (n = 5; Fehlerbalken

geben den Standardfehler vom Mittelwert an).



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Zur Methodik der Liposomenfusion

In der Einleitung zu dieser Arbeit habe ich ausfiihrlich dargelegt, welche phy-
siologischen Befunde fiir oder gegen eine essentielle Rolle der SNARE-Proteine
beim Verschmelzen zweier Membranen sprechen. Dass die Bildung von trans-
SNARE-Komplexen die Fusion kiinstlicher Phospholipidvesikel antreiben kann,
ist als starkes Argument fiir eine solche Rolle aus Fusogen gewertet worden
[265]. In zwei kiirzlich erschienenen Studien wurde jedoch die Art und Wei-
se, wie der liposomale Fusionsassay durchgefiihrt wird, grundsétzlich in Frage
gestellt [40,57]. Der Hauptkritikpunkt war dabei, dass in den meisten der bishe-
rigen Arbeiten Fusion nur als das Vermischen von Membranen gemessen worden
ist, content mizing und content leakage hingegen nicht untersucht worden sind.
Die Autoren stellten dann die Aussagekraft der Liposomenexperimente fiir bio-
logische Membranfusion grundsétzlich in Frage, mit dem Argument, dass die
Liposomen, entweder aufgrund ihrer kleinen Gréfie oder aufgrund von Storstel-
len durch die Priparation (z.B. Detergensreste) unspezifisch fusionieren konn-
ten, sobald die Membran durch die SNARE-Proteine in engen Kontakt gebracht
werden.

Der in dieser Arbeit und von Schuette et al. beschriebene Resonanzenergietrans-
fer zwischen Fluorophoren, die an die C-Termini von Syntaxin und Synapto-
brevin gekoppelt sind, ist nur bei cis-SNARE-Komplexbildung zu beobachten,
stellt also in gewisser Weise einen content mizing assay dar [224]. Diese Me-
thode hat allerdings erstens den Nachteil, dass das entstehende FRET-Signal
nicht mit dem zu untersuchenden Ereignis (content mizing) zeitlich zusam-

menfallen muss, d.h. cis-Komplexbildung lduft auch innerhalb einer Membran
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weiter, wenn content mizing bereits abgeschlossen ist. Zweitens ist natiirlich
keine Aussage iiber content leakage moglich. Auch der von Nickel et al. présen-
tierte content-mizing-assay kann content leakage nicht zuverlissig ausschlielen,
da die verwendeten Proben (Oligonukleotide) relativ grofl sind und eine gewis-
se Tendenz aufweisen koénnten, an der Membran zu ’kleben’ [166]. Ein durch
SNARE-Komplexbildung angetriebenes content mizing ohne content leakage
konnte also noch nicht gezeigt werden.

Dennison et al. zeigten, dass eine zu hohe Proteindichte die Integritéit der
Membran beschéidigt, so dass Liposomen nicht mehr dicht sind. Dazu wurden
zunéchst proteinfreie Liposomen hergestellt, die mit Th*+ /DPA geladen wa-
ren. Anschliefend wurden die Proteine nach der in Kapitel 3.1 beschriebenen
Methode nach Abséttigung der Membran mit einem Detergens inseriert. Das
Detergens wurde dann durch Dialyse entfernt. Bei Verwendung dieser Rekonsti-
tutionsmethode verloren Liposomen bei Protein:Lipid-Verhéltnissen von 1:460 —
1:250 (Syntaxin-Liposomen) ihren Inhalt. Bei niedrigen Proteindichten (1:2250
fiir Syntaxin und 1:950 fiir Synaptobrevin), die die Membranintegritit bewahr-
ten, wurde weder Lipidvermischung noch content mizing registriert, wahrend
bei hohere Proteindichten (1:250 fiir Syntaxin und 1:120 fiir Synaptobrevin) Li-
pidvermischung beobachtet wurde, die in Ausmafl und Geschwindigkeit fritheren
Beobachtungen vergleichbar war. Dennison et al. folgerten aus diesen Beobach-
tungen, dass die fusogene Wirkung von SNARE-Proteinen auf den Verlust der
Membranintegritit zuriickzufiithren ist, und dass die bei hohen Proteindichten
registrierte Lipidvermischung durch das Zerreien der Membran (membrane
rupture) und nachfolgendes reannealing erkliart werden kann [57].

In einer weiteren Arbeit argumentierten Chen et al., dass die in dieser Ar-
beit verwendete Rekonstitutionsmethode zu einem ungleichméfigen Einbau der
Proteine fiihre, d.h. einige Liposomen deutlich mehr Protein enthalten als ande-
re [40]. Auch hier wurde argumentiert, dass dies die Membranintegritit beein-
trachtigen wiirde. Diese Behauptung wird durch Messungen unterstiitzt, die zei-
gen, dass Liposomen, in die Protein nachtréglich inseriert wird, eine gleichmafi-
gere Proteinverteilung aufweisen und weniger fusogen sind.

Wie sind diese Beobachtungen und Kritiken im Zusammenhang mit dieser Ar-
beit zu beurteilen? Zunéchst zur Frage der Rekonstitutionsmethode wie sie von
Chen et al. aufgeworfen wurden. Es kann nicht vollstdndig ausgeschlossen wer-
den, dass die Proteinverteilung in den Liposomen heterogen ist, einige Befunde

sprechen jedoch dagegen. So sollte bei stark ungleichméfligem Proteineinbau
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ein bedeutender Anteil der Liposomen so wenige SNAREs enthalten, dass sie
nicht fusionieren kénnen. Die Anderung der GroBenverteilung in einer Fusions-
reaktion, wie sie in Abbildung 3.5 dargestellt ist, zeigt jedoch, dass nahezu alle
Liposomen an der Fusion teilnehmen, da keine Liposomen der urspriinglichen
Grofle mehr detektiert wurden. Auch fluoreszenzmikroskopisch ist nachgewie-
sen worden, dass bei der hier verwendeten Rekonstitutionsmethode nahezu alle
Liposomen an der Reaktion teilnehmen [224]. Die in dieser Arbeit verwendete
Rekonstitutionsmethode unterscheidet sich auflerdem entscheidend von der von
Chen et al. untersuchten. Die dort verwendete rapid-dilution-Methode, bei der
Liposomen durch rasche Verdiinnung der Detergens-Konzentration unter die
cmc formiert werden, fithrt in der Regel zu einer sehr heterogenen Gréflenver-
teilung und damit zu unregelméfigen Konzentrationsverteilungen [221]. Ent-
fernung des Detergens iiber eine Gelfiltrationssdule bei niedrigen Flussraten
ermoglicht hingegen eine gleichméfigere Entfernung des Detergens und resul-
tiert in Liposomen homogener Grofie. Allerdings sind zur Untersuchung dieses
Problems weitere Studien notig, die die Proteinverteilung genauer zu bestimmen
erlauben als die von Chen et al. verwendeten Nycodenz-Dichtegradienten [40].
Wenden wir uns nun dem Problem der angemessenen Proteindichten zu. Dennis-
on et al. argumentierten, dass die von ihnen verwendeten Protein:Lipid-Verhalt-
nisse von ca. 1:1000 jene in der Membran des synaptischen Vesikel widerspie-
gelten und dass unter diesen Bedingungen SNARE-Komplexbildung nicht zur
Membranfusion ausreiche. Zumindest die erste Aussage ist nach neueren Er-
kenntnissen nicht zutreffend. Ein synaptisches Vesikel beherbergt im Durch-
schnitt 70 Kopien Synaptobrevin [250]. Bei einer durchschnittlichen Oberfléche
von etwa 5400 nm? ergibt dies eine Molekiildichte von ca. 1,3 Synaptobrevin-
Molekiilen/A%. Tm Vergleich dazu haben die in dieser Arbeit verwendeten Li-
posomen eine Molekiildichte von ca. 0,76 Molekﬁlen/AQ, die von Dennison et
al. verwendeten Liposomen bei Protein:Lipid-Verhéltnisse von 1:2250, 1:1000
bzw. 1:400 Molekiildichten von 0,07 ; 0,15 bzw. 0,38 Molekiilen/A? 1. Nicht nur
ist die in dieser Arbeit verwendete Molekiildichte fiir Synaptobrevin-Liposomen
eher einem synaptischen Vesikel vergleichbar. Entscheidender ist, dass bei den
von Dennison et al. verwendeten Liposomen, die nicht fusionierten, nur etwa 3

bzw. 8 SNARE-Kopien pro Vesikel vorlagen. Selbst unter der Annahme, dass

'Diese Wert ergeben sich aus den mittleren Liposomendurchmessern von 18 nm (diese
Studie), bzw. 20 nm (Dennsion et al. [57]), einer Fliche je Lipidmolekiil von 0,65 nm? und

der von einer Transmembranregion eingenommenen Fliche von 150 A2 [250].
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alle SNARESs auf einem Liposom SNARE-Komplexe bildeten, erscheint es nach
diesen einfachen Uberlegungen nicht verwunderlich, dass keine Fusion beobach-
tet wurde.

Nichtsdestoweniger ist es in Anbetracht der vorgebrachten Kritik moglich,
dass die SNARE-vermittelte Fusion von Liposomen nicht ohne content leakage
ablduft. Drei Beobachtungen sprechen dagegen, dass die Liposomen durch die

Assemblierung von SNAREs nur auf Grund von fehlender Stabilitéat fusionieren.

e Die Beobachtung, dass Lysophosphatidylcholin die SNARE-vermittelte
Liposomenfusion hemmt, zeigt, dass diese wahrscheinlich tiber ein stalk-
Intermediat verlauft, also zumindest ein fiir die Fusion charakteristisches

Intermediat gebildet wird [40].

e Die Fusion von gereinigten synaptischen Vesikeln mit Q-SNARE-
Liposomen weist nahezu identische Charakteristika auf wie das in dieser

Arbeit untersuchte System?.

e Hell et al. zeigten, dass Liposomen, die iiber Cholat-Entfernung herge-
stellt sind, kiinstliche Ionengradienten iiber léngere Zeit aufrecht erhalten

kénnen [95].

Diese Befunde unterstiitzen die Validitéit des hier verfolgten Ansatzes. Es sei
an dieser Stelle auflerdem betont, dass die Konstruktion von experimentellen
Bedingungen, die zwar die Bildung von SNARE-Komplexen aber nicht die Fusi-
on erlauben, per se keine Evidenz dafiir sind, dass SNARESs nicht die minimale
Fusionsmaschinerie bilden. Solche Experimente sind nur dann bedeutsam, wenn
auch gezeigt werden kann, dass die so verbundenen Membranen eine Zwischen-
stufe im Fusionsprozess darstellen, die etwa durch Ca2+-Bindung an Synapto-

tagmin iiberwunden werden kann?.

2Ein Manuskript zu diesem Thema aus diesem Labor befindet sich gerade in Arbeit: Holt,
M., D. Riedel, A. Stein, C. Schuette, R. Jahn. 2007. Synaptic vesicles are constitutively active
fusion machines, which function independently of Ca(2+).

3Vergleiche dazu Experimente mit Hemagglutinin und anderen viralen Fusionsproteinen,
die zeigten, dass eine Reduktion der Oberflichenkonzentration dazu fithrt, dass die Fusion im

Zustand der Hemifusion angehalten wird [46].
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4.2 Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei

der Liposomenfusion

Die durch SNARESs vermittelte Fusion von Liposomen kann in mehrere Re-
aktionsschritte eingeteilt werden. In Losung diffundieren Liposomen frei und
kollidieren. Eine solche Kollision kann entweder produktiv sein oder unpro-
duktiv. Produktiv ist eine Kollision, wenn sie zur Interaktion von Q- und R-
SNAREs fiihrt. Die Haufigkeit von Kollisionen ist anhand der Viskositdt des
Reaktionsmediums, der Diffusionseigenschaften der Liposomen und der Lipo-
somenkonzentration relativ einfach abzuschitzen. Schuette et al. haben eine
solche Abschétzung vorgenommen [224]. Mit Hilfe von fluorescence correlation
spectroscopy wurde ein Diffusionskoeffizient von ~ 33 x 107 ¢m? s~! bestimmt.
Es ergab sich eine Wahrscheinlichkeit von etwa 1077, dass ein Kollisionsereignis
zur Fusion fiihrt. Da die in dieser Arbeit verwendeten Liposomen eine dhnliche
GroBenverteilung aufweisen und sehr dhnlich prépariert sind, kann davon aus-
gegangen werden, dass sie ein dhnliches Diffusionsverhalten haben und dieser
Wert auf die hier vorgelegten Experimente {ibertragbar ist. Welche Faktoren be-
stimmen die Wahrscheinlichkeit fiir eine produktive Kollision? Zun#chst ist die
Oberfliichendichte der SNARE-Proteine entscheidend. Dieser Faktor kann nur
begrenzt modifiziert werden, inbesondere in Anbetracht der gegen zu hohe Pro-
teindichten vorgebrachten Kritik (siehe oben) [40,57]. Je hoher diese ist, desto
wahrscheinlicher sollte es allerdings zu einer produktiven Interaktion kommen.
Wichtiger scheint jedoch die Reaktivitit der SNARE-Proteine zu sein. Siddi-
qui et al. zeigten, dass Synaptobrevin in der Liposomenmembran konstitutiv
aktiv vorliegt. Dies scheint auch in der Membran des synaptischen Vesikels so
zu sein, wo die Bindung an Synaptophysin nicht zu einer Minderung der Ak-
tivitdt von Synaptobrevin fithrt [230]. Hinweise darauf, dass die Aktivitdt von
Synaptobrevin durch Insertion von Tryptophanresten in die Membran reguliert
sein konnte [127] oder dass Synaptobrevin in der Membran des synaptischen
Vesikels erst durch Ca®" aktiviert wird [103], wurden in der zitierten Arbeit
nicht reproduziert [230].

Bleiben also die Q-SNARESs. Die in Kapitel 3.2 gezeigten Experimente zeigen,
dass die Reaktivitdt der Q-SNAREs mit der Geschwindigkeit der Fusion korre-
liert. Je schneller 16sliches Synaptobrevin mit den Q-SNARKEs interagierte, desto
schneller verlief die Fusionsreaktion. Wurden Syntaxin- und Synaptobrevin-

Liposomen inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von SNAP-25 gestar-
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tet, war die Fusion vergleichsweise langsam. Bindungsstudien zeigten, dass dies
darauf zuriickzufiithren ist, dass Syntaxin in der Membran relativ inaktiv vor-
liegt. Aber auch bei Rekonstitution eines Syntaxin-SNAP-25-Komplexes war
die Reaktion langsam. Als Grund dafiir wurde das komplizierte Q-SNARE-
Gleichgewicht identifiziert. Bei den hohen lokalen Proteinkonzentrationen auf
der Liposomenmembran liegt das Gleichgewicht zwischen dem 2:1- und dem 1:1-
Komplex von Syntaxin und SNAP-25 eindeutig auf Seiten des 2:1-Komplexes,
der Synaptobrevin nicht binden kann [70,191].

Dass Reaktionen mit den endosomalen SNAREs und mit einem Komplex von
Syntaxin 1 und SNAP-23 schneller verliefen, kann darauf zuriickgefiihrt werden,
dass diese Proteine entweder keinen 2:1-Komplex bilden oder dass das Gleichge-
wicht eher auf der Seite des reaktiven 1:1-Komplexes liegt. CD-spektroskopische
Untersuchungen an léslichen Fragmenten spdtendosomaler Q-SNAREs erga-
ben keine Hinweise auf die Ausbildung stabiler Q-SNARE-Komplexe, die den
Syntaxin-SNAP-25 Komplexen vergleichbar wéren [7]. In Losung bildet sich
der spitendosomale Komplex folgerichtig duBerst langsam [5]. Es ist jedoch
moglich, dass solche Zwischenstufen zwar in Losung instabil sind, aber bei den
hohen lokalen Konzentrationen der membranverankerten Proteine entstehen.
Die schnelle Bindung von Synaptobrevin an die rekonstituierten endosomalen
Q-SNAREs legt dies nahe. Untersuchungen zum Gleichgewicht von Syntaxin 1
und SNAP-23 liegen meines Wissens nicht vor und wurden in dieser Arbeit auch
nicht durchgefiihrt. Die schnellere Bindung von Synaptobrevin gibt allerdings
auch hier Anlass zur Vermutung, dass ein zweites Syntaxin-Molekiil entweder
gar nicht oder zumindest weniger stark als im SNAP-25-Komplex gebunden ist.
Die Stabilisierung der N-terminalen Bindungsstelle fiir Synaptobrevin im AN-
Komplex ist ein entscheidendes Argument fiir die Richtigkeit des in Abbil-
dung 3.11 prisentierten Modells zum Q-SNARE-Gleichgewicht. Wird die Bin-
dung des zweiten Syntaxin-Molekiils durch ein C-terminales Fragment fiir Syn-
aptobrevin blockiert, widhrend gleichzeitig die Bindungsstelle von Synapto-
brevin zugéinglich bleibt, verlduft die Fusionsreaktion schnell und ist bereits
nach wenigen Minuten abgeschlossen. In diesem Fall wird die Verdrangung des
Synaptobrevin-Fragments oder ein nachfolgender Schritt geschwindigkeitsbe-
stimmend fiir die Gesamtreaktion. Dies wird durch die Beobachtung gestiitzt,
dass eine Erhohung der Konzentration der Reaktanden nicht zu einer erhohten
Fusionsrate fiihrt (Abb. 3.19). Die Geschwindigkeit der Verdrédngung des

Synaptobrevin-Fragments ist wahrscheinlich eine Funktion seiner Bindungs-
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energie, die wiederum von der Linge des Fragments abhéngig sein diirfte. Eine
direkte Uberpriifung dieser Hypothese war jedoch nicht méglich, da ein AN-
Komplex mit einem etwas ldngeren Fragment (Synaptobrevin AS 42-96) zwar
weniger reaktiv war, ein kiirzeres Fragment (AS 60-96) hingegen keinen stabilen
Komplex mehr bildete. In jedem Fall ermdoglicht es die Verwendung des AN-
Komplexes zum ersten Mal, eine Fusionsreaktion zu betrachten, bei der nicht

die Initiierung des SNARE-zippering geschwindigkeitsbestimmend ist.

4.3 Beschleunigung der Liposomenfusion durch Syn-

aptotagmin

Wie sind im Lichte der Erkenntnis zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
bei der Liposomenfusion die mit Synaptotagmin beobachteten Phédnomene zu
beurteilen? Zunéchst eine kurze Zusammenfassung der Beobachtungen (Abbil-
dung 4.1): Das C2AB-Fragment beschleunigt die Fusion strikt Ca2+—abhéngig,
wenn ein 2:1-Komplex von Syntaxin und SNAP-25 rekonstituiert wird. Die ein-
zige Ca2+—abhiingige Reaktion ist die Rekrutierung des C2AB-Fragments an die
Synaptobrevin-Membran. Fiir diese Bindung ist nur die Ca2+—Bindung an die
C2A-Doméne notwendig, wihrend Ca2+—Bindungsstellen in der C2B-Doméne
ohne erkennbaren Einfluss auf die Reaktion mutiert werden konnten. Neben die-
ser Rekrutierungsreaktion ist eine Interaktion mit den neuronalen Q-SNARESs
notwendig (Abb. 4.1a).

Bei Korekonstitution von Synaptotagmin in die R-SNARE-Membran wird die
Ca2+—abhiingige Rekrutierung iiberfliissig. Die Beschleunigung der Fusionsreak-
tion wird in diesem Fall in Abwesenheit von Ca®t beobachtet und ist auf eine
Interaktion mit den Q-SNAREs zuriickzufiihren (Abb. 4.1b). Dieser Schluss
wird durch weitere Studien unterstiitzt, die den Effekt von Mutationen in der
Lysin-reichen Region der C2B-Domiéine untersuchten [140, 197]. Loewen et al.
mutierten die Aminosduren K326 und K327 zu Alaninen. Bei Korekonstitution
dieser Mutante mit Synaptobrevin wurde keine Ca2+—unabhéngige Beschleuni-
gung der Liposomenfusion mehr beobachtet [140].

Die in Abbildung 4.1c gezeigte Ca2+—abhiingige trans-Interaktion mit sauren
Phospholipiden fiihrt ebenfalls zu einer Beschleunigung der Fusion. Sie kann
jedoch nur beobachtet werden, wenn die ansonsten dominante cis-Interaktion
durch Entfernen saurer Phospholipide aus der Synaptobrevin/Synaptotagmin-
Membran verhindert wird. Auch in Gegenwart von PIPs in der Q-SNARE-
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Membran ist die cis-Interaktion dominant. Wird die cis-Interaktion verhin-
dert, fithrt PIPy dazu, dass die Beschleunigung auch schon bei niedrigeren
Ca*"-Konzentrationen beobachtet wird. Auch in einer Arbeit aus der Chapman-
Gruppe wurde gezeigt, dass Synaptotagmin préferentiell mit der eigenen Mem-
bran interagiert [12].

Der inhibitorische Effekt der cis-Interaktion ist auf eine Bindung der C2-
Doménen Synaptotagmins an die eigene Membran zuriickzufiihren, die eine
trans-Interaktion mit den Q-SNARESs sterisch unmoglich zu machen scheint.
Die Fusionsraten entsprechen in diesem Fall folgerichtig jenen, die in Abwesen-
heit von Synaptotagmin beobachtet werden.

Wie beschleunigen diese Interaktionen die Reaktion? Das Schliisselexperiment
zur Beantwortung dieser Frage ist in Abbildung 3.33 gezeigt: Bei Rekonstitu-
tion des AN-Komplexes wurde unter keiner der zuvor beschriebenen Bedin-
gungen eine Beschleunigung der Reaktion festgestellt, weder durch das C2AB-
Fragment, noch durch Korekonstitution von Gesamtsynaptotagmin. Wie oben
ausgefiihrt, ermoglicht der AN-Komplex die Untersuchung von Schritten der
Membranfusion, die der Initiierung der Komplexbildung nachgeschaltet sind, da
die SNARE-Komplexbildung selbst nicht mehr geschwindigkeitsbestimmend fiir
die Fusionsreaktion ist. Dass die Beschleunigung durch das C2AB-Fragment in
einer Reaktion nicht beobachtet wird, in der der Assemblierungsprozess schnell
ablduft, suggeriert, dass Synaptotagmin in diesem System vor der SNARE-
Interaktion wirkt bzw. diese beeinflusst.

Ein direkter Einfluss auf die Komplexbildungsreaktion scheint jedoch unwahr-
scheinlich zu sein, da das C2AB-Fragment die Bindung von Synaptobrevin in
Ubereinstimmung mit einer fritheren Arbeit nicht beschleunigt [17]. Die von
Bhalla et al. beschriebene Beschleunigung der Bildung des bindren Komplexes
aus Syntaxin und SNAP-25 durch das C2AB-Fragment scheidet ebenfalls als Er-
kldrung aus, da dieser Komplex in den hier vorgestellten Experimenten bereits
in micellirer Losung vorformiert und dann rekonstituiert wurde. Im Ubrigen
konnte eine solcher Einfluss auf die Bildung des bindren Komplexes in einem
System, das eine hohe zeitliche Auflésung des Reaktionsverlaufs gewéhrleistet,
nicht reproduziert werden.

Vielmehr scheint die Interaktion mit Lipiden der Synaptobrevin-Membran ei-
nerseits und den Q-SNAREs andererseits zu einer reversiblen Aggregation (clus-
tering) der beiden reagierenden Liposomen zu fiithren. Die lokale Konzentration
der SNAREs und die Kontaktzeit bei der Kollision wird dadurch erhtht und
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Abbildung 4.1 — Schematische Darstellung der bei der Liposomenfusion beobachteten
Reaktionen von Synaptotagmin. (a) Interaktionen des C2AB-Fragments. Zuerst bindet
das C2AB-Fragment Ca2+-abhﬁngig iiber die C2A-Doméne an die R-SNARE-Membran.
Die C2B-Doméne vermittelt dann die Interaktion mit den Q-SNARESs Ca2+-unabhﬁngig.
Beide Interaktionen sind fiir eine Beschleunigung der Reaktion notwendig. (b) Interak-
tionen von korekonstituiertem Synaptotagmin in Abwesenheit von Ca’". Bei Korekonsti-
tution von Synaptotagmin mit Synaptobrevin geniigt die Ca2+—unabhangige Interaktion
mit den Q-SNARESs zur Beschleunigung der Reaktion. Keine Beschleunigung wird beob-
achtet, wenn Synaptotagmin mit den Q-SNARESs rekonstituiert wird (nicht gezeigt). (c)
Interaktionen von korekonstituiertem Synaptotagmin in Anwesenheit von ca’t. Synap-
totagmin interagiert bei Anwesenheit von Phosphatidylserin in der R-SNARE-Membran
préiferentiell in cis, wodurch das Protein inaktiviert wird. Wird diese Reaktion durch Ent-
fernen von PS verhindert, fithrt eine trans-Interaktion zur Beschleunigung der Fusion.
Eine Beschleunigung der Reaktion wird also nur dann beobachtet, wenn Synaptotagmin

auf die eine oder andere Weise beide Membranen verbindet.

die Bindung von Synaptobrevin an die neuronalen Q-SNAREs erleichtert. Ei-

ne solche durch das C2AB-Fragment vermittelte Aggregation wurde auch von
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Bhalla et al. beobachtet, wenn die Menge des von der Probe gestreuten Lich-
tes gemessen wurde. Bei Fehlen von Phosphatidylserin induzierte das C2AB-
Fragment clustering von Liposomen, in die neuronale SNAREs rekonstituiert
waren, wahrend dies bei den exozytotischen SNAREs aus Saccharomyces ce-
revisiae nicht beobachtet wurde [17]. Um fiir die Komplexbildung produktiv
zu sein, muss das clustering allerdings einige sterische Anforderungen erfiillen.
So berichteten Schuette et al., dass clustering durch Biotin-Avidin erst bei
sehr verdiinnten Losungen zu einer Beschleunigung der Reaktion fiihrt. Es ist
moglich, dass der Abstand zwischen SNAREs in diesem System noch zu grof3
ist, um eine Interaktion zu erleichtern [224]. Bhalla et al. zeigten auflerdem,
dass das C2AB-Fragment zwar clustering von Liposomen bewirkt, in die die
exozytotischen Hefe-SNAREs rekonstituiert sind, sie stellten jedoch keine Be-
schleunigung der Reaktion fest [17]. Auch ich konnte bei Verwendung eines 2:1
Komplexes aus Syntaxin 4 und SNAP-23 keine Beschleunigung feststellen.

Die Féhigkeit des C2AB-Fragments und der isolierten C2A- und C2B-Doménen,
Liposomen zu aggregieren, wurde systematisch von Arac et al. untersucht [9].
Clustering wurde dabei elektronenmikroskopisch und mit Hilfe dynamischer
Lichtstreuung nachgewiesen. Es zeigte sich, dass das C2AB-Fragment und die
isolierte C2B-Doméne Liposomen Ca2+—abhéingig aggregieren, die C2A-Doméne
hingegen nicht. Wenn Lysinreste K326 und K327 zu Alaninen mutiert werden,
verliert nur die isolierte C2B-Doméne die Féahigkeit Liposomen zu aggregieren,
wihrend mit dem mutierten C2AB-Fragment immer noch Aggregation beob-
achtet wird. Die C2B-Doméne besitzt also zwei Bindungsstellen fiir anionische
Membranen, das C2AB-Fragment mit der C2A-Doméne eine dritte. Auf der
Grundlage dieser Beobachtungen kann auch der Befund erklért werden, dass
die C2B-Doméne allein zu einer Beschleunigung der Liposomenfusion fiihrt
(Abb. 3.27). Auch sie scheint durch Aggregation von Liposomen die SNARE-
Komplexbildung zu erleichtern. Allerdings konnte die Beschleunigung nur in
Gegenwart von PIPy beobachtet werden, wihrend Arac et al. Aggregation auch
bei 30% PS-Anteil in der Membran beobachteten [9]. Es ist allerdings moglich,
dass bei solch hohem PS-Anteil PIP5 nicht benétigt wird. Ob auch bei der Be-
schleunigung durch die C2B-Doméne eine Interaktion mit den neuronalen Q-
SNAREs wichtig ist, kann anhand der prisentierten Daten nicht beantwortet
werden. Es sei jedoch erwéhnt, dass die gleiche basische Region in der C2B-
Doméne, die an der Bindung von PIPy beteiligt ist, auch die Bindung an den

bindren Komplex zu vermitteln scheint [197]. Ob sich die Interaktionen aus-
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schliefen oder welche der beiden dominiert, ist bislang noch nicht untersucht
worden. Die Bindungsaffinitéten fiir beide Interaktionen, deren Kenntnis zur
Klarung dieser Frage wichtig wére, sind unbekannt, da die bisher verwendeten
Bindungsassays (GST-pulldowns etc.) die genaue Bestimmung von Affinitéten
nicht zulassen.

Mogen diese Schlussfolgerungen auch etwas erniichternd klingen, so 16sen sie
doch einige Widerspriiche zwischen Beobachtungen auf, die mit dem C2AB-
Fragment bzw. Gesamtsynaptotagmin gemacht wurden. Der urspriingliche von
Tucker et al. gemachte Befund, dass das C2AB-Fragment die Liposomenfusion
Ca’T-abhiingig beschleunigt [255], ist vollstéindig durch die unphysiologische
Rekrutierung an die R-SNARE-Membran erklirt. Die von Mahal et al. zu-
erst beschriebene Ca2+-unabhangige Beschleunigung kann auf eine Interaktion
mit den Q-SNAREs zuriickgefiithrt werden [143], die auch fiir die durch das
C2AB-Fragment beschleunigte Reaktion wichtig ist. Zuletzt kann die fehlen-
de Beschleunigung durch Ca*" bei Korekonstitution von Synaptotagmin durch

eine inhibitorische cis-Interaktion erkliart werden.

4.4 Die Rekonstitution der neuronalen Exozytose

Der Vergleich mit physiologischen Befunden zur Wirkungsweise von Synapto-
tagmin bei der neuronalen Exozytose macht deutlich, dass die im liposoma-
len Fusionsassay beobachtete Beschleunigung durch Synaptotagmins C2AB-
Fragment die dramatische Beschleunigung der Neurotransmitterfreisetzung

nicht authentisch reproduziert:

e Studien in Maus und D. melanogaster haben {iberzeugend gezeigt, dass
Caz+—Bindung an die C2B-Doméne fiir die synchrone Freisetzung von
Neurotransmitter essenziell ist [142, 168]. Die Beschleunigung durch das
C2AB-Fragment bedarf hingegen lediglich der Ca2+—Bindung an die C2A-
Doméne. Eine knock-in Maus mit einer mutierten Caz+—Bindungsstelle in

der C2A-Domaine zeigt hingegen nur einen milden Phénotyp [76].

e Seit langem ist bekannt, dass auch erhohte préasynaptische SrPt-
Konzentrationen die Freisetzung von Neurotransmitter bewirken kénnen,
wenn auch mit verminderter Effizienz [84, 159, 229]. Hingegen stellten
Bhalla et al. in Gegenwart von 1 mM St?" keine Beschleunigung der

Liposomenfusion durch das C2AB-Fragment fest [18]. Diese Beobachtung
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lésst sich mit den in meiner Arbeit gemachten Beobachtungen erkléren.
Danach ist die Ca2+-abhangige Rekrutierung des C2AB-Fragments an
die Synaptobrevin-Membran {iber die C2A-Doméne essentiell. Shin et al.
zeigten jedoch, dass Sr*t zwar die Bindung der C2B-Doméne an Mem-
branen vermitteln kann, die C2A-Doméne jedoch erst bei millimolaren
Sr’*-Konzentrationen mit Membranen interagierte [229]. Auch Bhalla et
al. zeigten Sr2+—abhéingige Membraninteraktion der C2A-Doméne erst bei
ciner Konzentration von 1 mM [18]. In Gegenwart von Sr°" ist also kei-
ne Rekrutierung des C2AB-Fragments an die R-SNARE-Membran und

daher auch keine Beschleunigung der Liposomenfusion zu erwarten.

Warum ist die Funktionsweise Synaptotagmins im liposomalen Fusionsassay
nicht authentisch reproduziert? Eine Rekonstitution ist nur mdoglich, wenn die
Reaktion, die von Synaptotagmin beeinflusst wird, beobachtbar ist, d.h. wenn
der gesamte Reaktionsverlauf zu einem bedeutenden Anteil von dieser Reakti-
on bestimmt wird. Die Experimente mit dem AN-Komplex und verschiedenen
Q-SNAREs zeigten, dass die Initiation der trans-SNARE-Interaktion bei der
SNARE-vermittelten Liposomenfusion geschwindigkeitsbestimmend ist. Wirkt
Synaptotagmin auf einen spéteren Zustand, so ist dies nicht beobachtbar. Die
entscheidende Frage auf dem Weg zur Rekonstitution der synaptischen Exozyto-
se muss also lauten: Was ist der Zustand der Fusionsmaschinerie zum Zeitpunkt
der Erhohung der priasynaptischen Ca2+-Konzentration, auf den Synaptotagmin
wirkt und wie kann dieser im liposomalen Fusionsassay reproduziert werden?
Mehrere Szenarien sind denkbarbar [240]:

e SNARE-Proteine liegen vor dem Anstieg der priasynaptischen Ca’'-
Konzentration unkomplexiert vor. Bindung von Ca®" an Synaptotagmin
fordert die Bildung des SNARE-Komplexes und fithrt zur Fusion.

. Ca2+—Bindung an Synaptotagmin initiiert die Bindung von Synaptobre-
vin an einen in verschiedenen priming-Reaktionen bereits gebildeten 1:1-
Akzeptorkomplex aus Syntaxin und SNAP-25. Zippering von Synaptobre-

vin fithrt zur Fusion.

e Der SNARE-Komplex ist N-terminal assembliert. Vollstdndiges zippering
wird entweder durch intrinsische Faktoren wie die Abstoflung der bei-
den Membranen oder einen Proteinfaktor X verhindert. Die Bindung von
Ca’ an Synaptotagmin und das vollstdndige zippering sind aneinander

gekoppelt.
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Das erste Szenario erscheint als unwahrscheinlich. Bhalla et al. haben zwar einen
solchen Ablauf auf Grundlage ihres Befundes vorgeschlagen, dass das C2AB-
Fragment Caz+—abhéngig die Interaktion von Syntaxin mit SNAP-25 fordert.
Aber neben der Tatsache, dass ich diesen Befund hier nicht reproduzieren konn-
te, sprechen einige physiologische und biochemische Befunde gegen ein solches
Modell. Xu et al. untersuchten den Einfluss von anti-SNAP-25 Antikorpern auf
die SNARE-Komplexbildung und auf die Fusion von dense-core vesicles in chro-
maffinen Zellen [274]. Sie fanden, dass ein Antikorper, der als Epitop die Reste
20-40 in SNAP-25 erkennt, die Assemblierung von SNARE-Komplexen in vitro
nahezu vollsténdig inhibiert. Experimente mit 16slichen SNARE-Fragmenten
zeigten spéter, dass dieser Bereich von SNAP-25 absolut essentiell fiir die Bin-
dung an Syntaxin ist [70]. Wurde das Fab-Fragment dieses Antikorpers iiber
die patch-Pipette in chromaffine Zellen dialysiert, beobachteten Xu et al., dass
die als sustained bezeichnete Komponente der Exozytose stark inhibiert ist,
wahrend die sogenannte burst-Komponente weniger stark beeintrichtigt ist.
Auflerdem zeigt sich bei zwei kurz aufeinander folgenden Erh6hungen der Ca’"-
Konzentration, dass die Fusion nach der zweiten Stimulation besonders stark
inhibiert ist. Die burst-Komponente wurde von Xu et al. als Fusion von soge-
nannten release-competent vesicles interpretiert, bei denen SNARE-Komplexe
bereits partiell assembliert und daher gegen die Wirkung des Antikorpers resis-
tent sind. Die sustained-Komponente soll hingegen die Rekrutierung und Fusion
neuer Vesikel darstellen, die noch nicht release-competent sind. Durch Blockie-
rung der SNARE-Komplexbildung ist diese Reifung (priming) neuerer Vesikel
inhibiert. Auch Mutationen im und um den 0-layer von SNAP-25 beeinflussen
selektiv die sustained-Komponente und inhibieren auch ¢n vitro die Bildung des
Syntaxin/SNAP-25-Komplexes [240,266]. Aufgrund dieser Ergebnisse halte ich
es fiir sehr wahrscheinlich, dass Syntaxin und SNAP-25 vor dem Ca”*"-Stimulus
in einem Komplex vorliegen.

Die in dieser Arbeit prisentierten Daten zeigen, dass Synaptobrevin schnell
mit einem stabilisierten Qabc-Intermediat interagieren kann (k,, =~ 5 X
10° M~1s71). Sie zeigen auBerdem, dass diese schnelle Bindung auch eine

schnelle Fusion von Liposomen zur Folge hat*. Da die Fusionskinetik wahr-

4Es fillt schwer, einen spezifischeren Ausdruck als schnell zu verwenden. Zwar erfolgt die
Fusion immer noch deutlich langsamer als etwa die gerade erwéhnte Fusion von dense-core
vesicles in chromaffinen Zellen. Die Vergleichbarkeit der beiden Reaktionen ist jedoch fraglich,

da beim liposomalen Fusionsassay das Verhalten eines ganzen Ensembles, bei der Fusion in
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scheinlich durch die unphysiologische Verdringungsreaktion des Synaptobrevin-
Fragments bestimmt wird, ist es auflerdem wahrscheinlich, dass die Fusion
noch schneller erfolgen kénnte, wenn dieser Schritt nicht notig wére. Das zwei-
te Szenario ist aufgrund dieser Ergebnisse und Uberlegungen also zumindest
denkbar. Synaptotagmin koénnte nach diesem Modell durch eine Interaktion
mit dem Syntaxin/SNAP-25-Komplex bereits vor dem Ca’t-Stimulus an der
SNARE-Maschinerie positioniert sein. Ca2+—Bindung an Synaptotagmin wiirde
dann eine Interaktion mit Phospholipiden induzieren und durch diese Positi-
onsénderung die Bindung von Synaptobrevin an die Q-SNAREs ermdoglichen.
Die von mir beobachtete inhibitorische cis-Interaktion kénnte nach diesem Sze-
nario dadurch vermieden werden, dass Synaptotagmin durch Bindung an den
Syntaxin/SNAP-25-Komplex so positioniert ist, dass Ca2+-Bindung praferen-
tiell zu einer Interaktion mit der Plasmamembran fiithrt. Diese Kontrolle der
Exozytose scheint auch unter regulatorischen Gesichtspunkten plausibel, da nur
die Bindung von Synaptobrevin bei basalen Ca*"-Konzentrationen verhindert
werden muss.

In diesem Zusammenhang sei eine weitere Studie erwéhnt. Martens et al. zeig-
ten, dass die Bindung des C2AB-Fragments an proteinfreie Membranvesikel zur
Ausbildung von langen Tubuli mit kleinem Durchmesser fithrt [149]. Dies wur-
de auf die Insertion hydrophober Aminosduren der Ca®"-bindenden loops in
die Membran zuriickgefiihrt, was eine positive Kriitmmung bewirken soll. Eine
solche Insertion hydrophober Aminoséuren in die Plasmamembran kénnte eine
lokale Kriimmung hin zum synaptischen Vesikel induzieren und dadurch das
zippering einleiten. Der von dieser Studie postulierte Wirkungsmechanismus
von Synaptotagmin ist aber auch mit den anderen Szenarien vereinbar, da er
eine neue, aktiv mechanische Funktion von Synaptotagmin im Fusionsprozess
postuliert.

Das dritte Szenario, nach dem vor dem Eintreffen des Ca*"-Stimulus bereits
partiell assemblierte trans-Komplexe zwischen Vesikel- und Plasmamembran
ausgebildet werden, wird gegenwértig von den meisten Autoren favorisiert. Die
extrem kurze Verzogerung von < 100 us zwischen dem Anstieg der prisynapti-
schen Ca”"-Konzentration und der Offnung der Fusionspore in schnellen Syn-
apsen wird dabei oft als Argument angefiihrt, um zu erkliren, dass die Fusions-
maschinerie, gleich einer gespannten Feder, nur auf ein Signal zur vollstdndigen

Assemblierung wartet [206,244]. Dieses Modell wird durch eine Reihe von Be-

chromaffinen Zellen die Fusion einzelner Vesikel betrachtet wird.
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funden zur Physiologie der synaptischen Transmission gestiitzt. Wie erwahnt,
konnen in chromaffinen Zellen distinkte Vesikelpopulationen unterschieden wer-
den, die sequentielle Schritte auf dem Weg zur Exozytose darstellen. In den im
Folgenden diskutierten Arbeiten wurde mit Hilfe von Antikérpern, clostridia-
len Toxinen oder der Expression von SNARE-Mutanten die Assemblierung des
SNARE-Komplexes gestort. Einige der beobachteten Phénotypen lassen sich
am besten mit einem Gleichgewicht zwischen freien, monomeren SNAREs und
partiell assemblierten trans-Komplexen erkléren.

Der bereits erwiahnte anti-SNAP-25 Antikorper inhibiert nicht nur die sustai-
ned-Komponente der Neurotransmitterfreisetzung sondern auch selektiv den
schnellsten Teil der burst-Komponente [274], scheint also das priming, genau-
er gesagt die Uberfithrung von Vesikeln aus dem slowly releasable pool in den
readily releasable pool zu beeinflussen. Interpretiert wurde dieser Befund durch
die Annahme, dass der verwendete Antikérper nicht nur monomeres SNAP-
25 bindet, sondern auch den partiell assemblierten Komplex und dadurch das
Gleichgewicht zwischen den beiden Vesikel-pools beeinflusst. In der Tat wurde
gezeigt, dass die beiden burst-Komponenten innerhalb weniger Sekunden rever-
sibel ineinander iiberfiihrt werden kénnen [263]. Die Stabilisierung der SNARE-
Maschinerie durch den Antikorper in einem Zustand, der den slowly releasable
pool repréasentiert, wiirde eine gute Erklarung fiir das beobachtete Phénomen
bieten. Biochemische Daten, die eine Bindung des Antikorpers an einen partiell
assemblierten Komplex zeigen, liegen jedoch nicht vor.

Ein ganz dhnlicher Phénotyp, wie der bei den Antikorper-Experimenten beob-
achtete, wurde auch bei Uberexpression einer SNAP-25-Mutante, bei der die
letzten neun Aminoséuren deletiert waren (SNAP-25 A9) [266], und bei Intoxi-
kation mit BoNT/A festgestellt [273], das dieselben Aminosiduren von SNAP-25
proteolytisch entfernt. Auch hier war selektiv die schnelle burst-Komponente
gehemmt, wihrend die langsamere burst-Komponente unbeeintrachtigt blieb.
Spétere Studien an chromaffinen Zellen von SNAP-25 knock-out-Méausen zeig-
ten, dass bei Uberexpression von SNAP-25 A9 keine Neurotransmitterfreiset-
zung bei sonst ausreichenden Ca”"-Konzentrationen von 20-30 uM festzustel-
len ist, hohere Konzentrationen (> 100uM) jedoch die Fusion von chromaffinen
Granula erlauben [240]. Andere Experimente zeigten in Ubereinstimmung da-
mit, dass bei hoheren Ca’t-Konzentrationen der Effekt von BoNT/A Intoxika-
tion iiberwunden werden kann, und zwar auch in anderen Modellsystemen wie

hippocampalen Neuronen und der Heldschen Calyx [32,82,208,253]. Die Inter-
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pretation dieser Ergebnisse ist kompliziert, da auch beschrieben worden ist, dass
Synaptotagmin Ca2+-abhangig mit dieser Region von SNAP-25 im SNARE-
Komplex interagiert [82]. Dazu passt, dass im Synaptotagmin-knock-out eben-
falls die schnelle burst-Komponente der Transmitterfreisetzung aus chromaf-
finen Granula selektiv beseitigt ist [262]. Diese Ergebnisse werden durch ein
Modell, in dem C-terminales zippering und Bindung von Ca’" an Synaptotag-
min simultan erfolgen, gut erklért [240], bedingen aber nicht zwangslaufig, dass
die SNAREs vor dem Ca*"-Einstrom bereits in partiell assemblierten trans-
Komplexen vorliegen.

Auch einige andere Experimente mit clostridialen Neurotoxinen lassen sich mit
der Existenz von partiell-assemblierten SNARE-Komplexen erkldren. Wurden
die Botulinumtoxine C1, E und D oder Tetanustoxin iiber die patch-Pipette in
chromaffine Zellen dialysiert, war die Fusion von Granula nahezu vollstédndig
inhibiert [273]. Dieses Ergebnis ist nicht zu vereinbaren mit einem irreversibel
partiell assemblierten SNARE-Komplex, der die Fusion von Vesikeln aus dem
readily releasable pool vermittelt, da diese Toxine wahrscheinlich nur mono-
mere SNAREs angreifen kénnen, assemblierte SNARESs jedoch Toxin-resistent
sind [93,176]. Es wurde daher angenommen, dass wihrend der Inkubations-
zeit mit Toxinen (ca.l0 min) alle Vesikel reversibel Zustdnde der SNARE-
Komplexbildung durchlaufen, in denen sie sensitiv gegeniiber Proteolyse sind.
Dass die verschiedenen pools in einem dynamischen Gleichgewicht miteinander
stehen, wurde von Voets et al. gezeigt [263]. Alternativ wurde postuliert, dass
Neurotoxine SNAREs proteolytisch angreifen kénnen, die nur N-terminal as-
sembliert sind.

In diesem Zusammenhang ist besonders bemerkenswert, dass Intoxikation der
neuromuskuldren Endplatte von Procambarus clarkii mit Tetanustoxin oder
BoNT/B, die beide Synaptobrevin an der gleichen Position spalten (GIn76-
Phe77), unterschiedliche Effekte hat [104]. Werden die Nerven wihrend der
Toxininkubation nicht stimuliert, fithrt BoNT/B zu einer drastischen Inhibiti-
on der Transmitterfreisetzung, wihrend Tetanustoxin keinen Einfluss hat. Die
einfachste Interpretation fiir dieses Phdnomen ist, dass SNARE-Komplexe so-
weit assembliert vorliegen, dass sie zwar noch sensitiv fiir proteolytischen Abbau
durch BoNT/B sind, aber resistent gegeniiber Tetanustoxin. In der Tat gibt es
eine biochemische Untersuchung, die diese Vermutung unterstiitzt. Pellizari et
al. zeigten, dass fiir eine effiziente Proteolyse durch Tetanustoxin die Aminoséur-
en Asp40 und Glu4l essentiell sind, wihrend fiir die Spaltung durch BoNT /B
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nur weiter C-terminal liegende Reste als essentiell identifiziert wurden [184]. In
diesem Fall sprechen also sowohl biochemische als auch physiologische Daten
fiir das Vorliegen von partiell assemblierten trans-Komplexen.

In Anbetracht der Wichtigkeit der Neurotoxine lohnt sich ein Blick auf die
Kristallstruktur von BoNT/A mit der C-terminalen Helix von SNAP-25, um
der Frage nachzugehen, ob Toxine auch partiell assemblierte Komplexe spalten
kénnen [25]. Die Struktur zeigt, dass das Enzym nicht nur an der Schnittstel-
le bindet, sondern auch in zwei weiteren Bereichen, sogenannten ezocites, die
N-terminal von der Spaltstelle liegen. Die am weitesten N-terminal gelegene -
exocite umfasst einen Bereich, der im SNARE-Komplex die layer -5 — -4 bildet.
Mutationen in Aminosduren der a-ezocite fithren zu einer Verminderung der
katalytischen Effizienz (keqt/Kpr), Deletion der a-exocite zu einer Erhohung
von Kj; um den Faktor 55, wihrend k., unveréndert bleibt [25]. Diese Be-
obachtungen schlielen eine proteolytische Spaltung von partiell assemblierten
Komplexen zumindest durch BoNT /A nahezu aus, da die Bindungsregion bis
fast zum dulersten N-Terminus des SNARE-Motivs reicht. Ob diese Befunde
auch auf andere Neurotoxin-SNARE-Paare anwendbar sind, ist unklar und er-
fordert weitere Untersuchung der Substratbindung durch die Toxine.

Der vielleicht beste Hinweis auf die Existenz von partiell assemblierten Kom-
plexen kommt aus Arbeiten an Complexinen. Complexine binden schnell und
mit hoher Affinitét an den C-terminalen Bereich des assemblierten SNARE-
Komplexes [22,41,177,178]. Bei Deletion der Isoformen 1 und 2 zeigen Neuro-
nen eine stark herabgesetzte Ca2+—Sensitivitéit, wahrend die Zahl fusionskompe-
tenter Vesikel (readily releasable pool) unverandert ist [194]. Diese Beobachtun-
gen fiithrten zu dem Schluss, dass Complexin direkt auf den Ca2+-abhangigen
Schritt oder nach ihm wirkt, indem entweder der exozytotische Ca”"-Sensor
oder seine Interaktion mit dem SNARE-Komplex reguliert wird. Die Tatsa-
che, dass Complexine nur mit weitgehend assemblierten Komplexen intera-
gieren, ist in Kombination mit dem Phéanotyp des knock-out ein sehr starker
Hinweis auf die Existenz von partiell assemblierten trans-Komplexen. Neue-
re Studien lassen auch einige Vermutungen iiber den Wirkungsmechanismus
von Complexinen zu. So zeigten Bindungsstudien, dass gleichzeitige Interak-
tion von Synaptotagmin und Complexinen mit dem SNARE-Komplex nicht
moglich ist. Vielmehr bindet in Abwesenheit von Ca*t préiferentiell Complexin,
das durch eine Erhchung der Ca*"-Konzentration vom SNARE-Komplex ver-

dringt wird [53,251]. Einige Beobachtungen mit Complexinen fiihrten zu der
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Vermutung, dass Complexine als fusion clamp wirken, die die Assemblierung des
SNARE-Komplexes stoppen. Danach wird Complexin durch Ca2+—gebundenes
Synaptotagmin vom blockierten SNARE-Komplex verdringt, was zur Fusion
fithrt [83,212]. Auch die Erhoéhung der Frequenz spontaner Fusionsereignisse
bei basalen Ca’"-Konzentrationen in Complexin-Null-Mutanten von D. me-
lanogaster wurde als Hinweis fiir eine Rolle als clamp betrachtet [107]. Ein
solcher Phénotyp wurde im Maus-knock-out allerdings nicht beobachtet [194].
Die Funktion als fusion-clamp ist auch ansonsten schwer mit dem Phénotyp des
Maus-knock-out vereinbar, der eine eher modulatorische Funktion von Comple-
xinen suggeriert, die nicht essentiell fiir das Funktionieren der Fusionsmaschine
ist. Auch die Verschiebung der Ca”"-Sensitivitit der Fusionmaschinerie scheint
mir mit einem clamp-Mechanismus unvereinbar zu sein. Die Aufklarung der
genauen Wirkungsweise der Complexine bedarf also noch weiterer Forschung.
Alle diese Arbeiten bieten nur indirekte Hinweise fiir die Existenz partiell assem-
blierter trans-Komplexe. Thr direkter Nachweis durch biochemische Methoden
wird durch ihren transienten, metastabilen Charakter erschwert. Thre Isolie-
rung durch Extraktion aus nativem Material ist wahrscheinlich unméglich, da
alle zur Verfiigung stehenden Methoden die Verwendung von Detergens ein-
schlieflen, wodurch trans- in cis-Komplexe tiberfiihrt werden. Trotzdem liegen
einige Hinweise aus biophysikalischen Untersuchungen vor, die die Hypothese
unterstiitzen, dass partiell assemblierte SNARE-Komplexe existieren. Wihrend
der Wildtyp-Komplex in einem einzigen Ubergang thermisch zerfillt, weisen
Komplexe mit Mutationen in C-terminalen layers einen zweiphasigen thermi-
schen Zerfall auf [240]. Ein SNARE-Komplex, in dem Synaptobrevin N- und
C-terminal vom 0-layer getrennt in zwei Hélften vorliegt, schmilzt ebenso in
zwei Phasen. Der C-terminale Teil zerfiel dabei wesentlich frither als der N-
terminale, der ebenso wie der Gesamtkomplex erst bei ca. 90°C seine a-helikale
Struktur verlor [191]. Diese Befunde zeigen, dass dieselben Mutationen, die die
Fusion von chromaffinen Granula inhibieren [240], den C-terminalen Bereich des
SNARE-Komplexes destabilisieren und sind daher sehr gute Belege fiir die di-
rekte Kopplung von zippering und Fusion. Sie sind auflerdem der erste Hinweis
dafiir, dass im SNARE-Komplex zwei funktionell trennbare Doménen vorliegen
kénnen, und unterstreichen die Moglichkeit, dass partiell assemblierte trans-
Komplexe existieren kénnten.

Zwar existieren also einige Belege dafiir, dass die Assemblierung des C-

terminalen Abschnittes des SNARE-Komplexes reversibel ist, aber die Assem-
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blierung des N-terminalen Bereiches des SNARE-Komplexes scheint irreversi-
bel zu sein [191]. Dies ist besonders interessant wegen der Beobachtung, dass
in chromaffinen Zellen keine Neurotoxin-resistenten pools existieren [273]. Dies
streicht noch einmal heraus, wie wichtig die Frage ist, ob Neurotoxine partiell
assemblierte SNARE-Komplexe spalten konnen.

Es sei an dieser Stelle betont, dass sich die drei vorgeschlagenen Szenarien
nicht unbedingt ausschlieflen. Ca’"-induzierte Exozytose ist ein weitverbreite-
tes Phédnomen. Vergleicht man diesen Prozess in Neuronen und PC12-Zellen, so
fallt auf, dass sie auf vollig verschiedenen Zeitskalen ablaufen [150]. Wahrend
die Freisetzung des Neurotransmitters aus synaptischen Vesikeln weniger als
100 s auf die Erhohung der priisynaptischen Ca®'-Konzentration folgt [206],
betrégt die Latenzzeit in chromaffinen Zellen mehrere Millisekunden [49], in
PC12-Zellen sogar teilweise mehrere Sekunden [167]. Zenisek et al. zeigten au-
Berdem, dass die langsame Phase der Exozytose weitgehend auf die Fusion von
Vesikeln zuriickzufithren ist, die zum Zeitpunkt des Ca2+-Signals noch nicht
physikalisch mit der Membran verbunden waren (newcomers) [279]. Auch an-
dere Untersuchungen zeigen, dass Vesikel kurz vor der Fusion duflerst mobil
sind [203]. In diesen Fillen kann es also als sicher gelten, dass Synaptobrevin
noch nicht mit den Q-SNAREs interagiert. Meine Arbeit zeigt erstmals eine
von SNARE-Proteinen angetriebene Reaktion, die solch schnelle exozytotische
Ereignisse erklédren kann.

Die Frage nach dem Zustand der SNARE-Maschinerie bei release-ready Vesikeln
zum Zeitpunkt der Erhéhung der prasynaptischen Ca*"-Konzentration ist also
nicht gekldrt, auch wenn Experimente mit Complexinen stark fiir die Existenz
von partiell assemblierten trans-Komplexen sprechen. Wie oben ausgefiihrt, ist
die Rekonstitution eines solchen Zustands im liposomalen Fusionsassay nicht ge-
lungen. Auf eine Reaktion, bei der die Initiierung der SNARE-Komplexbildung
nicht mehr geschwindigkeitsbestimmend ist, konnte kein Ca2+—abhéngiger Ef-
fekt von Synaptotagmin festgestellt werden. Dies kann durch den unphysiolo-
gischen Charakter des dabei verwendeten AN-Komplexes erklért werden, des-
sen Assemblierung im C-terminalen Bereich durch die nétige Verdrangung des
Synaptobrevin-Fragments behindert ist.

Was verhindert also die vollsténdige Assemblierung der SNAREs und die Fu-
sion in Abwesenheit von Ca’'? Eine Moglichkeit ist, dass Eigenschaften der
Membran eine solche nur durch SNAREs-vermittelte Fusion verhindern. Die be-

sondere Phospholipidzusammensetzung des synaptischen Vesikels mit einem ho-
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hen Anteil an Plasmalogenen konnte zur Stabilisierung von stalk-Intermediaten
fithren. Das néchste Etappenziel auf dem Weg zur Rekonstitution der synap-
tischen Exozytose muss also ein besseres Verstédndnis des Ca”"-sensitiven Zu-
standes der SNARE-Maschinerie sein. Erst wenn dieser Zustand reproduziert
werden kann, wird es moglich sein, die Effekte regulatorischer Proteine zu un-

tersuchen und ein kohérentes Bild der neuronalen Exozytose zu erhalten.



Kapitel 5
Summary

Most intracellular membrane fusion events involve the formation of SNARE
complexes. These complexes are composed of four parallel a-helices, each of
which is provided by conserved sequences, termed SNARE motifs. SNARE pro-
teins are anchored to the membrane via C-terminal transmembrane domains
or by lipid-modifications. According to the current model of membrane fusion,
SNARE proteins initially form contacts at their N-terminal ends. In a zipper-
like fashion, the four helical bundle then forms towards the C-terminus, pulling
the two membranes into close apposition and finally overcoming the energy bar-
rier for the merger of the two membranes.

Synaptic vesicle fusion results in the secretion of neurotransmitters, a process
essential for inter-neuronal communication. The synaptic SNARE complex is
formed by the proteins syntaxin 1 (Qa-SNARE) and SNAP-25 (Qbc-SNARE)
that reside on the plasma membrane, and synaptobrevin (R-SNARE) which is
enriched on the membrane of synaptic vesicles. Syntaxin 1 and synaptobrevin
each provide one SNARE-motif to the complex, whereas SNAP-25 contributes
two SNARE motifs.

The release of neurotransmitter from synaptic vesicles is dramatically accele-
rated by elevation of intracellular calcium. Physiological analysis of mouse and
fly mutants has revealed that synaptotagmin 1 acts as the Ca”" sensor in this
process. Synaptotagmin 1 is anchored to the synaptic vesicle membrane through
its N-terminal transmembrane region. Its two cytoplasmic C2-domains interact
with membranes containing acidic phospholipids in a Ca2+—dependent manner.
Furthermore it has been shown, that these C2 domains interact with monome-
ric and heterooligomeric SNARESs both in the absence and presence of calcium.

The relative contributions of these two binding modes in the context of synaptic
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fusion are controversial.

It was shown before that assembly of purified neuronal SNARE proteins, when
reconstituted in artificial phospholipid vesicles, is able to drive membrane fusi-
on, albeit at very low reaction rates [224,265]. A fragment of synaptotagmin 1,
ecompassing both cytoplasmic C2 domains, accelerates this reaction in a Ca’"-
dependent manner by a factor of approximatley two [255]. Several aspects of
the observed acceleration of liposome fusion by the C2AB fragment, however,
are difficult to reconcile with the established features of neurotransmitter re-
lease. First, the observed fusion rates are still orders of magnitude slower than
synaptic exocytosis. Second, only Caz+—dependent acceleration by the C2AB
fragment of synaptotagmin 1 has been observed, whereas the full-length recon-
stituted protein accalerates liposome fusion in the absence of Ca’" [143].

In an effort to shed light on the mechanism of Caz+—dependent exocytosis, I
investigated the SNARE mediated fuison of liposomes and the effect of synap-
totagmin on it in greater detail. Neuronal SNARE proteins purified from E.
coli were reconstituted in liposomes, and after a thourough characterization in
terms of size distribution and protein incorporation, the fusion between them
was shown to strictly depend on the formation of the 4-helical SNARE bundle.
Analysis of the reactivity of different Q-SNARESs in binding to synaptobrevin
and driving fusion, revealed that fusion rates are dictated by the availability of
a Qabc acceptor complex. Under normal conditions this binding site is blocked
and fusion is therefore largely retarded. Stabilization of the acceptor complex
and its reconstitution in liposomes resulted in an acceleration of liposome fusion
by more than an order of magnitude.

Next, I investigated the influence of the synaptotagmin 1 on liposome fusion.
Testing systematically its lipid- and SNARE-binding properties it turned out
that the acceleration by the C2AB fragment is readily explained by a Ca’t-
dependent recruitment of the fragment to the synaptobrevin-membrane and a
Ca2+—independet interaction with the neuronal Q-SNAREs. Furthermore, using
synaptotagmin-mutants which had been previously examined by electrophysio-
logy, it was found that several important properties of synaptotagmin are not
reproduced in the liposome fusion system.

Reconstitution of full-length synaptotagmin with synaptobrevin circumvented
the non-physiological recruitment reaction and led to an acceleration in the
absence of Ca’t due to an interaction with the neuronal Q-SNARES. Ca®"-

dependent binding of synaptotagmin to its own membrane impedes the acti-
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vation. Preventing this cis-interaction allows Ca’" to trigger synaptotagmin
binding to the opposing membrane (trans), accelerating fusion. However, when
an activated SNARE acceptor complex was used, synaptotagmin had no effect
on fusion kinetics, suggesting that it operates upstream of SNARE assembly in
this system.

These results show that SNAREs when present in an activated state are able
to drive membrane fusion on a biologically meaningful time scale. Furthermore,
they resolve major discrepancies concerning the effects of full-length synap-
totagmin and its C2AB fragment on liposome fusion, but also show that the
action of synaptotagmin on the fusion-arrested state of docked vesicles in vivo
is not fully mimicked in vitro. For the future it will be crucial to understand the
molecular structure of the late-arrested state of a docked and primed vesicle,

particularly with respect to the state of SNARE assembly.



Kapitel 6
Zusammenfassung

Die Bildung von SNARE-Komplexen ist ein Charakteristikum der meisten in-
trazellularen Fusionsreaktionen. SNARE-Komplexe bestehten aus vier paralle-
len a-Helices, die durch konservierte Sequenzen gebildet werden, die SNARE-
Motive. SNARE-Proteine sind iiber C-terminale Transmembransegmente oder
Lipidmodifikationen in der Membran verankert. Nach der zipper-Modell wird
die Interaktion zwischen SNARE-Proteinen, die in gegniiberliegenden Mem-
branen sitzen, an deren N-Termini initiiert und schreitet dann C-terminal in
Richtung der Transmembrananker fort. Die dabei freiwerdende Konformations-
energie wird zur Uberwindung der Energiebarriere bei der Fusion benutzt.

Die Freisetzung von Neurotransmittermolekiilen bei der Fusion synaptischer
Vesikel mit der présynaptischen Plasmamembran ist ein essentieller Vorgang
fir die Kommunikation zwischen Nervenzellen. Der daran beteiligte synapti-
sche SNARE-Komplex besteht aus den Proteinen Syntaxin 1 (Qa-SNARE) und
SNAP-25 (Qbc-SNARE), die in der Plasmamembran sitzen, und Synaptobrevin
(R-SNARE), das in der Membran von synaptischen Vesikeln angereichert ist.
Die SNARE-Motive von Syntaxin und Synaptobrevin bilden jeweils eine Helix
im neuronalen SNARE-Komplex, wiahrend SNAP-25 zwei Helices beisteuert.
Die Erhohung der prisynaptischen Ca*"-Konzentration beschleunigt die Frei-
setzung von Neurotransmitter aus synaptischen Vesikeln dramatisch. Physiolo-
gische Untersuchung an Maus- und Drosophilamutanten zeigten, dass das Syn-
aptotagmin 1 als Ca’"-Sensor in diesem Prozess wirkt. Synaptotagmin 1 ist
in der Membran des synaptischen Vesikels durch eine N-terminale Transmem-
branregion verankert, seine zwei cytoplasmatischen C2 Doménen interagieren
Ca2+—abhéingig mit Membranen, die anionische Phospholipide enthalten. Da-

neben ist die Bindung von Synaptotagmin an monomere und heterooligomere
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SNARESs in An- und Abwesenheit von Ca*" beschrieben, wobei unklar ist, wel-
che dieser Interaktionen physiologisch relevant sind.

Einige Arbeiten haben versucht, die Ablaufe bei der synaptischen Membranfusi-
on in einem rekonstituierten System zu rekapitulieren. Wenn gereinigte SNARE-
Proteine in kiinstliche Phospholipidvesikel rekonstituiert werden, treibt die Bil-
dung von SNARE Komplexen die Fusion dieser Liposomen an. Die beobachteten
Reaktionsraten sind jedoch ausgesprochen langsam [224,265]. Weiterhin wurde
gezeigt, dass ein cytoplasmatisches Fragment von Synaptotagmin 1, das beide
C2-Doménen umfasst, die Fusion von Liposomen Ca2+-abhangig um etwa den
Faktor zwei beschleunigt [255]. Einige Aspekte dieser Beschleunigung sind je-
doch schwer mit den bekannten Merkmalen der Ca2+—abhéingigen Exozytose in
Einklang zu bringen. Erstens bleiben die Fusionsraten auch in Gegenwart des
C2AB-Fragments und Ca®" um mehrere Groflenordungen hinter jenen zuriick,
die in Neuronen oder neuroendokrinen Zellen beobachtet werden. Auflerdem
wurde nur eine Beschleunigung durch das C2AB-Fragment von Synaptotagmin
beschrieben, wihrend die Korekonstitution des gesamten Proteins mit Synap-
tobrevin zu einer Beschleunigung in Abwesenheit von Ca’" fiihrt [143)].

Um zu einem tieferen Versténdnis der neuronalen Exozytose beizutragen, wurde
in dieser Arbeit die SNARE-vermittelte Fusion von Liposomen und der Einfluss
von Synaptotagmin auf sie im Detail untersucht. Dazu wurden die neuronalen
SNARE-Proteine aus F. coli gereinigt und in Liposomen rekonstituiert. Nach
einer sorgfiltigen Charakterisierung der Liposomen wurde gezeigt, dass die Fu-
sion von Liposomen strikt von der Formierung des terndren SNARE-Komplexes
abhéngig ist. Eine Analyse der Reaktivitéit verschiedener Q-SNARE-Komplexe
und der von ihnen angetriebenen Fusionsreaktionen ergab, dass die Fusionsraten
von der Verfiigharkeit eines Qabc-Akzeptorkomplexes als der Bindungsstelle fiir
Synaptobrevin bestimmt werden. Unter normalen Bedingungen ist diese Bin-
dungsstelle blockiert und die Fusion lduft folglich langsam ab. Eine Stabilisie-
rung des Akzeptorkomplexes resultierte in einer dramatischen Beschleunigung
der Fusion um mehr als eine Gréflenordnung.

Als néchstes wurde der Effekt von Synaptotagmin auf die Liposomenfusion
untersucht. Eine systematische Analyse der Lipid- und SNARE-Bindung zeig-
te, dass die Beschleunigung der Reaktion durch das C2AB-Fragment auf eine
Ca2+—abhéingige Rekrutierung an die Synaptobrevin-Membran und eine Ca’"-
unabhéngige Interaktion mit den Q-SNAREs zuriickzufiihren ist. Die Verwen-

dung von Synaptotagmin-Mutanten, die in elektophysiologischen Studien unter-
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sucht worden sind, zeigte weiterhin, dass einige zentrale Figenschaften Synapto-
tagmins in der SNARE-vermittelten Fusion von Liposomen nicht reproduziert
werden.

Bei Rekonstitution von Synaptotagmin mit Synaptobrevin wird die unphy-
siologische Rekrutierungsreaktion umgangen. In diesem Fall wurde eine Be-
schleunigung der Fusion in Abwesenheit von Ca*" beobachtet, die auf einer
Ca2+—unabhéingige Bindung an die neuronalen Q-SNAREs beruht. In Gegen-
wart von Ca’" wurde hingegen eine Inhibition dieser Reaktion beobachtet,
die mit einer Interaktion Synaptotagmins mit der eigenen Membran erklért
wurde (cis-Interaktion). Wurde diese Interaktion verhindert, beschleunigte eine
Ca2+—abhéingige Bindung Synaptotagmins an Phospholipide in der Q-SNARE-
Membran (trans-Interaktion) die Reaktion. Die Verwendung des stabilisierten
Qabc-Akzeptorkomplexes offenbarte, dass weder das C2AB Fragment noch ko-
rekonstituiertes Synaptotagmin eine Reaktion beschleunigen, in der die Initiie-
rung der SNARE-Interaktion nicht geschwindigkeitsbestimmend ist. Dies zeigt,
dass Synaptotagmin zumindest in diesem System vor der SNARE-Interaktion
wirkt bzw. diese stimuliert.

Meine Arbeit zeigt, dass die Assemblierung von SNARE-Proteinen Membra-
nen in einem biologisch sinnvollen Zeitrahmen fusionieren kann. Zuvor wi-
derspriichliche Ergebnisse zum C2AB-Fragment von Synaptotagmin und dem
gesamten Protein werden miteinander in Einklang gebracht. Diese Untersu-
chung zeigt jedoch auch, dass die Wirkung von Synaptotagmin auf die synap-
tische Fusionsmaschinerie bisher nicht in vitro rekapituliert worden ist. Fiir ein
vollstandiges Verstdndnis dieses Vorgangs ist es wichtig, die molekulare Struk-

tur des SNARE-Komplexes vor dem Calcium-Stimulus néher zu untersuchen.
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