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1 Einleitung

1.1 Intrazellulare Membranfusionen

Der Innenraum einer eukaryotische Zelle ist duramdranen in Kompartimente ein-
geteilt. Die raumliche Trennung verschiedener Bfeigewahrleistet, dass Konzentra-
tionsunterschiede in der Zelle aufrecht erhaltemdem konnen. So kdnnen z.B. pH-
Gradienten und Potentialunterschiede erreicht werde fir das Steuern von bioche-
mischen Prozessen essentiell sind. Die einzelnenpé&aimente der Zelle stehen unter-
einander und mit der Plasmamembran in einem standfguistausch. Dabei werden
Transportvesikel von einem Kompartiment abgeschoid zu einem Zielkomparti-
ment transportiert, mit dem sie spezifisch versdhere Verschmilzt ein Vesikel mit
der Plasmamembran, so wird sein Inhalt in den eelitdddren Raum entleert und man
spricht von Exozytose. Der umgekehrte ProzessAbschnirung eines Vesikels von
der Plasmamembran unter Aufnahme von Substanzeawerhalb der Zelle wird als
Endozytose bezeichnet. Sowohl die Kompartimente diadPlasmamembran als auch
die Transportvesikel verfigen uber charakterisasZusammensetzungen von Phos-
pholipiden und vor allem Membranproteinen, die eiksmplizierten Vorgénge steuern
[1, 2].

Neben diesen intrazellularen Prozessen gibt es Ruslonen an der Aul3enseite der
Plasmamembran: Bei der Verschmelzung zweier Z¢8gnder der Infektion der Zelle

durch membranummantelte Viren [4]. Diese Prozessenvnicht Schwerpunkt dieser
Arbeit. Viele der im Folgenden angestellten grugdleden Betrachtungen gelten aber
auch fur diese Fusionen und die hier vorgestelleghidde liel3e sich auch zu ihrer Un-

tersuchung anwenden.

1.1.1 Modelle der Membranfusion

Biologische Membranen bestehen aus Phospholipiddsgiuchten, in die Transmem-
branproteine eingebunden sind. Wenn zwei Membré&manieren, so vermischen sich
die Lipide der beiden Doppelschichten miteinandeopei der genaue Verlauf der
Fusion kontrovers diskutiert wird. Lipidgemischenké@n je nach Lésungsmittel, Tem-

peratur und Druck verschiedene Phasen ausbildenassriger Losung wird eine ther-
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modynamisch stabile Lipiddoppelschicht ausgebiltleh zu fusionieren, mussen die
zwei Membranen eine elektrostatische Abstol3ung wibhden und wahrscheinlich
kurzzeitig ein energetisch sehr unginstiges Intdratedurchlaufen. Einen Vorschlag,
wie dies im Einzelnen aussehen kénnte, bietestikHypothese (Abb. 1.1, [5]): Die
Membranen verformen sich zunéchst in einem kleiBereich, so dass die aul3eren
Lipidschichten in rdumliche N&he zueinander komntea.tritt eine Abstof3ung der
Hydrathillen der beiden Membranen nur in einem dmgrenzten Bereich auf. Im
nachsten Schritt mischen sich nur die Lipide dd$edien (,proximalen®) Lipidschich-
ten. Dieses Intermediat, in dem die Membranen eiftemige Struktur haben, wird als
hemifusioniert oder alfusion stalkbezeichnet. Es wird sowohl die direkte Offnung
einer Fusionspore aus destalkIntermediat wie auch die Erweiterung des hemitusio
nierten Bereiches zu einem so genannten Hemifufdeashragma diskutiert. Durch
das Zerreil3en des Diaphragmas bildet sich dannirersinem weiteren Schritt eine
Fusionspore und die Lipide der inneren (,distaldnpidschicht vermischen sich.

Abb. 1.1: Fusion von zwei Membranen nach demtalk-Modell.

(a) Membranen vor der Fusion. (b) Lokale Verformusy Membran. (c) Hemifusion-
sintermediat, aucfusion stalkgenannt. Die Lipide der proximalen Monoschichte s

bereits vermischt, die distalen Lipidschichten lmmhech keinen Kontakt. (d) Aus einer
Erweiterung degusion stalksergibt sich das Hemifusions-Diaphragma. (e) Disifu
onspore bildet sich entweder direkt aus detatk-Intermediat (c) oder durch das Aufrei-

Ren des Hemifusions-Diaphragmas (d). Abbildungeéitsh Anlehnung an [5].

Fur proteinfreie Membranen wird dgtalkHypothese experimentell vor allem dadurch
gestutzt, dass bestimmte Lipide die Fusionsinteratedtabilisieren. Abh&ngig von der

Zusammensetzung der Lipide nimmt eine Lipidmonagtheine bestimmte spontane
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Krimmung an. Biegt sich die Membran in Richtung Hepfgruppen, so spricht man
von positiver, im gegengesetzten Fall von negat&r@mmung. In den durch ds&talk
Hypothese beschriebenen Intermediaten liegen dimbv@nen zeitweise stark verformt
vor. Lipide, die durch ihre konische Form eine rnegaspontane Krimmung in Mono-
schichten induzieren, begtnstigen die Bildung fiesson stalk in dem die distalen
Lipidschichten eine starke negative Krimmung audeei Die Bildung von Fusionspo-
ren, in denen die proximalen Lipidschichten eirslspositive Krummung aufweisen,
wird hingegen durch invertiert konische Lipide gelért [6]. Wenn die Membranen
aufgrund ihrer spontanen Krimmung nicht fusionigkemn die Fusion dadurch indu-
ziert werden, dass die Membranen z.B. durch Debgaing in engen Kontakt gebracht
werden [7]. In proteinfreien Membranen wurde dientifasion also experimentell
nachgewiesen. Die Ergebnisse, vor allem der Eigftles spontanen Krimmung, konn-
ten durch Berechnungen mit dem Kontinuum-Model§ dee fusionierenden Membra-
nen als elastische Schichten betrachtet, korresthyeeben werden [8]. Hier geht man
allerdings von einer rotationssymmetrischen Form Ideermediate und einer punkt-
formigen Verformung der Membran als Ausgangspurét Busion aus. Ganz ohne
Vorannahmen Uber die Fusionsintermediate kommenensame Simulationen der
molekularen Dynamik in den Lipiddoppelschichten.dosder Mehrzahl der Simulatio-

nen konnte auch hier die Bildung dasion stalkdestatigt werden [9].

Proteinfreie Membranen mit einer Lipidzusammengs&jzdie der naturlicher Membra-
nen entspricht, sind stabil und fusionieren satlash langem Kontakt nicht. Membran-
fusionen in biologischen Systemen werden deshaithd@roteine gesteuert und vermit-
telt, die an jedem Schritt des Prozesses betaiigt: Dem Herstellen des Kontaktes
zwischen den Membranen, der Stabilisierung des fisionszustandes und der Off-
nung und Erweiterung der Fusionspore [10]. Die Hesmwn wurde fiur kinstliche
Membranen, die mit Fusionsproteinen rekonstitweaten, indirekt nachgewiesen. In
einer Untersuchung konnte eine zeitliche Verzoggramischen dem Vermischen der
Lipide und des luminalen Inhalts der Vesikel bedib@cwerden [11], in einer anderen
wurde eine Verzdgerung zwischen dem Vermischerspezifisch markierten proxima-
len und distalen Lipidschichten gezeigt [12, 18]Untersuchungen an fluoreszenzmar-
kierten Einzelvesikeln konnte aul3erdem ein zwagsf Signal beobachtet werden,
dass auf die getrennte Fusion der beiden Lipidetdnczuriickgefiihrt wurde [14, 15].



KAPITEL 1.1

Alternativ zur Hemifusion wird fur die Membranfusioron biologischen Membranen
ein Mechanismus diskutiert, der tber die Bildung WRroteinassoziaten verlauft. Pro-
teine in den fusionierenden Membranen formiereh gic einer geschlossenen Protein-
pore, die sich durch eine Konformationsdnderungognau einem lonenkanal oder
einergap junctiontffnet [16]. Diese Theorie ist experimentell schvza belegen, zu-
mal auch Fusionsporen in proteinfreien MembranegefSchaften von lonenkanéalen
aufweisen [17].

1.1.2 SNARE-Proteine

Allen intrazellularen Membranfusionen mit Ausnahder Fusion von Mitochondrien
[18] und Peroxisomen [19] ist gemeinsam, dass srehddie Familie der SNARE-
Proteine vermittelt werden. Neben den Fusioneneim sekretorischen Signalwegen in
Saccharomyces cerevisia® die neuronale Exozytose das meist untersuBbispiel
einer SNARE-vermittelten Fusion. Die SNAREs funkigren dabei als ,minimale
Fusionsmaschine® [20]. Weitere wichtige, regulatdne Funktionen werden von den

Rab- und SM-Proteine ibernommen, die im nachstgut&deschrieben werden.

Der Name der SNAREs steht fBNAP receptorSie wurden erstmals in einem Kom-
plex mit NSF N-ethylmaleimid sensitive fachound a-SNAP Goluble NSF attachment
protein) isoliert [21]. Bis heute sind 43 SNARE-Proteime Menschen und 24 i8ac-
charomyces cerevisideeschrieben [22-24]. Allen SNAREs gemein ist eméleptad-
Wiederholungen angeordnete, konservierte Sequemz ceo 60 Aminosauren, die
SNARE-Motiv genannt wird. Ein Grof3teil der SNARE®s® Membranproteine vom
Typ | und weisen an ihrem C-terminalen Ende eirendmembrandoméne auf. Oft ist
am N-terminalen Ende eine weitere unabhangig ggéalDoménen zu finden [1]. Je-
weils Sets aus vier zusammengehorigen SNARE-Motsied auf die beiden fusionie-
renden Membranen verteilt und bilden den so geean8NARE-Komplex. Wahrend in
den monomeren SNAREs das SNARE-Motiv kaum Sekutrdé&tar aufweist, bildet
der Komplex eine Struktur von hoher Schmelztemperatis vier umeinander gewun-
denenu-Helices (Abb. 1.3, [25, 26]).

Ursprunglich wurden SNAREs in zwei Gruppen, darget (t)- und die Vesikel
(V)-SNARESs eingeteilt, je nachdem auf welcher deanibranen sie zu finden sind. In

manchen Fallen, z.B. bei homotypischen Membranfigip kann es jedoch sinnvoller
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sein, eine auf der konservierten Struktur des Kemgd beruhende Nomenklatur zu
verwenden [1]. Selbst die Kristallstrukturen vonr rantfernt verwandten SNARE-
Komplexen zeigen eine auRergewdhnliche Ahnlichk&it29]. Der zentrale Teil des
Komplexes wird durch die Wechselwirkungen von Sdigten stabilisiert, die in 16
Ebenen angeordneten sind. Fast alle dieser Wedhsaehgen sind hydrophober Natur.
Immer durch polare Seitenketten stabilisiert isgtrater so genann@elayerin der Mitte
des Komplexes. Ddi-layerist hochkonserviert und besteht meistens ausGlrgami-
nen (Einbuchstabenkode Q) und einem Arginin (Eihstabenkode R). Je nachdem
welche Aminosaure sie dieser Schicht beisteuermdeme SNAREs als Q- oder
R-SNARE bezeichnet [30]. Die Q-SNARESs lassen sichirei weitere Untergruppen,
Qa @ und Q einteilen und nur ein SNARE-Komplex, der jeweigngu ein Protein aus

jeder der vier Untergruppen enthalt, kann Fusiamiigeln [1].

Bei der Membranfusion unterlaufen die SNARE-Praeamen komplizierten Konfor-
mationszyklus. Als Beispiel ist in Abb.1.2 die Fusieines Vesikels, auf dem sich das
R-SNARE befindet, mit einer Membran, auf der sich drei Q-SNAREs befinden,
dargestellt. Q-SNAREs kdnnen teilweise in Clusterganisiert auf der Membran vor-
liegen. Dieses Phdnomen wurde mehrfach beschriedmne Bedeutung ist jedoch
ungeklart [31, 32]. In einem ersten Schritt lagsith die drei Q-SNARES zu einem
Akzeptor-Komplex zusammen, an den das R-SNARE ven gkgenuberliegenden
Membran bindet. Nach dem so genanntgperModell bildet sich ausgehend vom
N-terminalen Ende des SNARE-Motives reildverschidgsder Komplex, wodurch die
Membranen zueinander hingezogen werden. Es winthwet, dass die bei der Komp-
lexbildung frei werdende Energie auf die Membraiibartragen und fur ihre Deforma-
tion aufgewendet wird [33]. Die Hypothese wird durneueste kristallographische
Untersuchungen am neuronalen SNARE-Komplex untztstiie zeigen, dass sich die
helikale Struktur bis in den TransmembranbereiahRieteine fortsetzt [34]. So lange
die Proteine noch in den gegentberliegenden Merehrarrankert sind, spricht man
vom transSNARE-Komplex. Durch das Verschmelzen der Phospiusichichten
relaxiert dieser in dertisKomplex. Zur Wiederverwertung wird desisSNARE-
Komplex durch einen Multiproteinkomplex aus der AAATPase NSF und-SNAP
unter ATP-Hydrolyse wieder getrennt [35]. Anschéaefl werden die Proteine z.B.
durch Endozytose wieder in die verschiedenen Mendmraurticksortiert.
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Abb.1.2: Der Konformationszyklus der SNARE-Proteine

Die Q-SNAREs lagern sich auf der Membran zu einekaefitor-Komplex zu-
sammen: Daran bindet das R-SNARE und es entstehttrdasSNARE-
Komplex. Bei der Fusion der beiden Membranen widais-Komplex gebildet.
Dieser wird durchu-SNAP und NSF unter Aufwendung von Energie wieder g
spalten. In der Membran liegen die Q-SNAREs nicbhamer, sondern in Clus-

tern organisiert vor. Abbildung abgewandelt aus [1]

1.1.3 Rabs und SM-Proteine

Die Rab-Proteing, eine Familie kleiner GTPase, sind an allen Sehritles sekretori-
schen Signalweges beteiligt, also der Abknospung Vesikeln (Budding), dem
Abstreifen von Mantelproteinenyncoating), dem Transport entlang des Zytoskeletts
und auch der Fusion mit der Zielmembran. Sie fumkéren als molekulare Schalter,
die zwischen zwei Konformationen wechseln: der GEBundenen ,an“-Konformation
und der GDP-gebundenen ,aus“-Konformation. Sie dibdr einen Geranylgeranyl-
Anker mit den Membranen verbunden. Die typischegabt der Rab-Proteine bei der
Vesikelfusion besteht in der Rekrutierung so getanhetheringFaktoren, die einen
ersten Kontakt zwischen zwei fusionierenden Memémaherstellen. Bei defethe-
ring-Faktoren handelt es sich um gro3e, langliche Picienplexe wie z.B. den Exo-
cyst-Komplex, detrans-Golgi-Vesikel an die Plasmamembran bindet, odeAEKlas

Kontakte zwischen endosomalen Membranen hers2glit
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Eine weitere Familie von zentraler Bedeutung fiégridirazellulare Membranfusion sind
die SM-Proteine, die ,Seclp und Munc-18 homologen Proteine®. Sestéhen aus

einer konservierten, 600 Aminosauren langen Sequkezine bogen- oder klammer-
férmige Konformation annimmt. In dieser Klammer kén die SM-Proteine ein Bln-
del aus viera-Helices binden. Es wird deshalb vermutet, dassuster anderem die

Fusion rdumlich und zeitlich koordinieren, indera die SNARES in fusogene Topolo-
gien arrangieren [36]. Das SM-Protein Munc-18 wiveiter unten noch genauer be-

schrieben.

1.2 Neuronale Exozytose

Die immense Vielfalt und Komplexitat der verschieee Aufgaben, die vom Nerven-
system Ubernommen werden, hangen von der FahigkeitNeuronen ab, auf genau
definierte Weise miteinander zu kommunizieren. Bignaltransduktion von einer

Nervenzelle zur nachsten findet an der Synapse wstdt wird durch Neurotransmitter

vermittelt, deren Ausschiittung durch einen®'c3timulus ausgelést wird. Bei den
Neurotransmittern handelt es sich um niedermole&uaibstanzen, wie z.B. dem Amin
Acetylcholin, aber auch bestimmten Peptiden odeindséuren, die an den Nerven-
endigungen der prasynaptischen Zelle abgegeberewenad auf der gegentberliegen-
den Seite des synaptischen Spalts an in der pegtsychen Membran verankerten
Rezeptoren binden. Die Ausschittung des Neurotridiess) auch neuronale Exozytose
genannt, lauft auf der Submillisekunden-Zeitskddd3¥]. Diese unmittelbare Antwort

ist nur moglich, weil die mit Neurotransmittern @agénen Vesikel bereits an bestimm-
ten Bereichen der Plasmamembran, den aktiven Zayemynden sind. Sie befinden
sich vermutlich in einem Zustand, in dem nur notsinste Konformationséanderungen
notwendig sind, damit es zur Fusion der Membrarenrit. Man nennt diesen Zustand
auchprimed[38].

An dieser Stelle sei erwéhnt, dass fur die derdfusorausgehende Bindung des Vesi-
kels an die Membran drei Begriffe verwendet werdesthering DockingundPriming.
Unter Tetheringwird eine eher lose Assoziation der Vesikel mit Aelmembran ver-
standen. Der Begrifbockingbeschreibt die in elektronenmikroskopischen Aufmeah
beobachtete Morphologie von an der Plasmamembrhangenen VesikelnPriming

ist urspriinglich eine funktionelle Beschreibung undint Vesikel, die sich in einem
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hochfusogenen Zustand befinden und bei Stimulatioglektrophysiologischen Expe-
rimenten unmittelbar Neurotransmitter ausschuttém. die Vesikel in diesen Zustand
zu versetzen wird ATP ben6étigt [38]. Manchmal werdke drei Begriffe auch durch
die rAumliche Nahe unterschieden, in der sich d=skél zur Plasmamembran befindet

bzw. durch die Starke der Bindung, die voetheringzumPriming hin zunimmt [39].

Es lassen sich zwei Typen von Neurotransmitter-ghissung unterscheiden. Im ersten
Fall, der spontanen Ausschittung, werden Neuratrdates von der prasynaptischen
Zelle abgegeben, ohne dass ein Aktionspotentiausging. Im zweiten Fall wird die
Ausschuittung durch ein Aktionspotential in der prizgtischen Zelle und den dadurch
hervorgerufenen G&Stimulus ausgeldst. Die Bindung der Neurotransmitin die
Rezeptoren 16st in der postsynaptischen Zelle zwpen von Signalen aus: ein schnel-

les, ,synchrones” und eine langanhaltendes, ,asymas” [38].

1.2.1 Schlisselproteine der neuronalen Exozytose

Die zentrale Bedeutung der SNARE-Proteine in degn&8transduktion wurde in
Knock-outExperimenten belegt [40-42]. Sie wurde durch dexthweis untermauert,
dass die neuronalen SNARESs spezifisch von einepg&rwon Nervengiften, den Botu-
linum und Tetanus Neurotoxinen, protolytisch getgpaiverden [43-45]. Der neuronale
SNARE-Komplex besteht aus drei Proteinen: Das R-BEAynaptobrevin 2 und das
Q+-SNARE Syntaxin 1A steuern jeweils ein SNARE-Motbei, das @-SNARE
SNAP-25A liefert zwei SNARE-Motive [27]. Wahrend i&ptobrevin 2 ein Vesikel-
protein ist, befinden sich Syntaxin 1A und SNAP-2%&f der Plasmamembran.
SNAP-25A weicht nicht nur dadurch vom typischen #aif der SNAREs ab, dass es
uber zwei durch eine Linker-Region verbundene SNAREive verfugt, sondern auch,
weil es keine Transmembrandoméne hat und stattidfser Palmitoyl-Reste in der
Membran verankert ist [1]. Syntaxin 1A verfligt @ainem N-terminalen Ende Uber ein
Bindel aus drei-Helices. Diese so genanntgpkFDomane kann verschiedene Konfor-
mationen annehmen. In der geschlossenen Konformaiiwdet das Helix-Bundel an
das SNARE-Motiv, so dass die Bildung des SNARE-Ktmxes verhindert wird [46,
47].

Die SNARE-Proteine sind zwar essentiell fur dieroeale Exozytose, aber nicht allei-

ne fur die Regulierung dieses hochkomplexen Vorgangstandig. Es gibt weitere
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Proteine, die dafur unabdingbar sind. So fuhrt alg:h deKnock-outdes SM-Proteins
Munc-18-1 zum volligen Verlust der neuronalen Exozg, obwohl sich das Nerven-
system normal ausbildet [48]. Munc-18 bindet sowdibl geschlossene Form des Syn-
taxin 1A wie auch einen Heterodimer aus Syntaxinubdl SNAP-25A [49-51]. Eine
maogliche Aufgabe von Munc-18 konnte es deshalb, sémeine Art Schablone fur die
Bildung des SNARE-Komplexes zu dienen [36]. Nelst¢ersuchungen lassen vermu-
ten, dass Munc-18 multiple Funktionen wéahrend desidasprozesses tUbernimmt und
z.B. auch anfPriming der Vesikel beteiligt ist [52, 53].

Eine Bedeutung in der neuronalen Exozytose wurad dir Munc-13 inKnock-out
Experimenten nachgewiesen [54]. Es bindet an désrdsimeren SNARE-Komplex
aus Syntaxin 1A und SNAP-25A [50, 51] und an einteves Protein der aktiven Zo-
nen, RIMIr (Rab3 interacting moleculex)l. RIM1a wurde zunachst als Rab3-Effektor-
Protein identifiziert [55] und bildet mit Munc-13d Rab3 einen Komplex, der wahr-
scheinlichPriming vermittelt und maf3geblich an der Steuerung deatyschen Plasti-
zitat beteiligt ist [56, 57].

Wie bereits einleitend erklart, ist die neuronal@®tose C&-abhangig. Eine zentrale
Rolle, namlich die des GaRezeptors, nimmt deshalb das Vesikelprotein Syagt
min-1 ein. EinKnock-Outvon Synaptotagmin 1 in hippokampalen Neuronen ciars
Maus oder an neuromuskularen Zellen Bussophilafihrt zu einem Verlust der syn-
chronen Neurotransmitter-Freisetzung [58, 59]. Mateen, die die Cd-Affinitat des
Synaptotagmins andern, rufen analoge AnderungeteirC&*-Sensitivitat der Neuro-
nen hervor [60, 61]. Das Protein verflugt Uber zwes B-Faltblattern aufgebaute
C,-Domanen, die zwei bzw. drei €donen binden kénnen. Man geht davon aus, dass
die Bindung der Cd-lonen zu einer Wechselwirkung von Synaptotagmin sauren
Phospholipiden und einem Eindringen des ProteirdianMembran fuhrt [62]. Aul3er-
dem bindet Synaptotagmin Syntaxin 1A, SNAP-25A dratimere der beiden Proteine
und den ternaren neuronalen SNARE-Komplex. Synagtoin 1 koppelt also das
C&*-Signal mit der Membranfusion, indem es einerseitsSNARE-Proteinen, ande-
rerseits mit Membranen in €aabhangiger Weise interagiert [63, 64]. Das Zusamme
spiel von Synaptotagmin 1 und dem im nachsten Albtcheschriebenen Complexin

ist noch ungeklart.
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1.2.2 Complexine

Die Geschwindigkeit und die Spezifitat der neurendgtxozytose werden nur durch das
Zusammenspiel einer Vielzahl von Proteinen errei€hese Proteine verfigen uber
vielfaltige Bindungsstellen und konnen offensidatitlimehr als eine Funktion in der
Regulation des Prozesses ausfiillen. Es ist deshatiiglich, ihnen ausschliel3lich eine
inhibierende oder aktivierende Rolle zuzusprecliBes gilt insbesondere auch fir das
Complexin, das Gegenstand dieser Arbeit war untdalesm Folgenden ausfuhrlicher

beschrieben werden soll.

Complexine, auch Synaphine genannt, sind eine &lEamilie von zytosolischen Pro-
teinen mit vier Vertretern in Saugetieren [65, Gbte Struktur aus 134-160 Aminosau-
ren ist hochkonserviert, wobei die weiter verbtenelsoformen 1 und 2 zu 97% iden-
tisch sind. Die evolutionar alteren Isoformen 3 dndinterscheiden sich starker unterei-
nander, aber vor allem von den anderen beiden. &xnp3 und 4 verfigen an ihrem
C-Terminus uber ein farnesyliertes CAAX-Motiv (emneypischen Membrananker),

dass in Complexin 1 und 2 in Saugetieren verloreg [$7].

Complexine sind spezifisch fur die neuronale Exoggt Ihre Bedeutung wird anschau-
lich durch die Vielzahl von neurologischen und gsstrischen Krankheiten verdeut-
licht, die mit einem veranderten Expressionsnivdau Complexine einhergehen, wie
z.B. Schizophrenie, Huntington, Parkinson und Alzteg [68]. Interessanterweise
konnte die Bedeutung der Complexine auch fur eiganz anderen Fusionsprozess
nachgewiesen werden, der Fusion von Akrosomen [Biglse Organellen bilden eine
Art Kappe am Kopf von Spermatozoiden und steuesh Eiadringen in die Eizellen.
Obwohl Complexin 1 und 2 in den Spermatozoideniexprt werden, schrankt nur ein
Verlust von Complexin 1 die Fruchtbarkeit ein [7)]. In hippokampalen Neuronen
kénnen die beiden Homologen sich ersetzen [72].déuDoppelKnock-Outfihrt zum
Phanotyp. Es kann durch Complexin 3 und 4 die Fankton Complexinl/2Knock

Out—Zellen wiederhergestellt werden [66].

Die Deletion von Complexin in Neuronen zeigt eimamKnock-Outvon Synaptotag-
min analogen Phanotyp [73]. Da Complexin aber Uuleine offensichtliche
Ca&*-Bindungsstelle verfiigt, ist es unwahrscheinlicassies selbst als €&Rezeptor
fungiert, obwohl dies kirzlich aufgrund von LiposemExperimenten vorgeschlagen
wurde [74]. Wahrscheinlicher ist, dass ein Zusanspih von Complexin und Synap-

totagmin die C&-Sensitivitat der neuronalen Exozytose ausmacht.
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Syntaxin 1A

Synaptobrevin 2 c

r \. SNAP-25A

CW\L Complexin

N

Abb. 1.3: Neuronaler SNARE-Komplex mit der zentrale Helix von Complexin.

Zu dem neuronalen SNARE-Komplex tragt SNAP-25A ztelices (Q und Q) und
Syntaxin 1A (Q) und Synaptobrevin (R) jeweils eine Helix bei. Gidexin bindet anti-
parallel an den SNARE-Komplex. Abbildung wurde alen fir [75] in der pdb-

Datenbank hinterlegten Strukturdaten erstellt.

Complexin 1 bindet mit hoher Affinitat an deis-SNARE-Komplex (Abb. 1.3). Wie in
NMR-Versuchen und in Experimenten mit den I6slichroreszenzmarkierten Protei-
nen sowie durch Kristallstrukturen gezeigt wurdedbt eina-helikaler Mittelteil des
Complexin 1 an den ternéren neuronalen SNARE-Koxpbee Bindung erfolgt in
antiparalleler Richtung, und zwar zwischen der Xdis Syntaxin 1A und des Synap-
tobrevin 2 [75-78]. Complexin 1 bindet nicht an dienomeren SNARE-Proteine [76],
wahrend es zur Bindung an Heterodimere aus Synta&irund SNAP-25A wider-
spruchliche Ergebnisse gibt [50, 51, 76]. SeinedBmgsaffinitat fir den neuronalen
SNARE-Komplex wurde sowohl tGber Anisotropie-Messem@n fluoreszenzmarkier-
ten, l6slichen Proteinen und isothermale Titrati@hsrimetrie [77] als auch durch
Einzelmolekul-Mikroskopie an in Membranen veran&aertSNARE-Komplexen be-
stimmt [79]. Dabei ergab die Messung in LOsung ligutkleinere Kk und grolRere
konrWerte (Ko = 10 nM, k,~ 5-10 M™ s%), als die Einzelmolekiilmessungens( 60
M, kon= 7-10 M s™).

Aufgrund der starken und spezifischen Bindung desnfexin an den neuronalen
SNARE-Komplex lieRe sich nun vermuten, dass eskianplex stabilisierte und des-
wegen einen aktivierenden Einfluss auf die neumrialozytose hatte. Aus vivo

Untersuchungen an verschiedenen Typen von Neurandnneuroendokrinen Zellen
ergibt sich aber ein ganz anderes Bild [67]. Sowdés Absenken der Complexin-

Konzentration durchkKnock-Outals auch die Erhéhung durch Uberexpression beein-
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flussen diese beiden Arten der Ausschittung urterdiich und in Abh&ngigkeit des
Zelltyps. EinKnock-Outfuhrt in den meisten Zellen zu einer Verringerutey Anzahl
bzw. der Amplitude der stimulierten und auch deordganen Ausschittungen. Dies
wurde z.B. in hippokampalen glutamatergen Neurceges der Maus [80] und neuro-
muskuléren Zellen ausrosophilagezeigt [81]. Andererseits fuhrte auch die Erh@hun
der lokalen Complexin-Konzentration an der aktiveme durch die Expression eines
Synaptobrevin-Complexin-Fusionsproteins zu einerschivdchung von stimulierter
und spontaner Ausschttung in kortikalen Neuror@)j. [Dies deckt sich mit Untersu-
chungen in anderen Zelltypen, z.B den neuroendekri@hromaffin-Zellen, in denen
eine Uberexpression von Complexin 1 zu einer Vealiig der Neurotransmitter-
Ausschuttung fuhrte [82].

1.3 Rekonstitution der Membranfusion in vitro

Es ist praktisch unmdglich, die Rolle der einzelnegulatorischen Proteine, wie auch
den Einfluss von z.B. der Zusammensetzung der Mambnd ihrer Krimmung aus
vivo-Experimenten abzuleiten. Es lassen sich zwar diezEntrationen bestimmter
Proteine in der Zelle wie oben beschrieben erhddar verringern, die beobachteten
Effekte kbnnen aber auch immer sekundarer Natur. $¢anche Parameter, wie z.B.
die Membrankrimmung, lassen sich gar nicht beessfln. Um verschiedene Kompo-
nenten systematisch untersuchen zu kénnen, mussimaolieren. Dies ist mit Assays
maoglich, die Membranfusionen in rekonstituierterst®ynen nachstellen und so eine
grof3e Anzahl von experimentellen Variablen ermdglic

Am Dbesten etabliert ist die Untersuchung der SNAREnittelten Fusion zwischen

zwei Proteoliposomen, also kunstlichen Vesikelrposiomen lassen sich tber unter-
schiedliche Verfahren in verschiedenen GrofR3en, mih.variierender Membrankriim-

mung herstellen, und mit Membranproteinen rekamstien (siehe hierzu Kap. 2.1.4
und [83]).

Die SNARE-abhangige Fusion zwischen Proteoliposomemie umfassend charakteri-

siert und spiegelt wichtige Charakteristika deddmschen Membranfusion wieder:

» Die Fusionsreaktion zwischen Liposomen, die mit dearonalen SNARESs rekons-
tituiert sind, kann durch Zugabe eines loslichengpyobrevin-Fragments oder von

Botulinum Neurotoxin D inhibiert werden [20].

12
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* Die SNARE-vermittelte Fusion ist durch Lysophosghacholin inhibierbar. Da
Lysophospholipide eine positive Krimmung induziershdies ein Hinweis auf die
Tatsache, dass die Fusion uber ein Hemifusionsn@@iat mit stark negativer
Krimmung verlauft [84].

* Werden Q-SNARE-Proteoliposomen mit synaptischenikéés also naturlichen
Membranen, fusioniert, so zeigt die Fusion diedllen Charakteristika wie die Fu-
sion zwischen zwei Proteoliposomen [85].

* Die Fusion friher Endosomen konnte in einem rekinstten System Rab- und
SNARE-spezifisch nachgestellt werden [86].

Allerdings bleibt als zentraler Kritikpunkt bestehelass die rekonstituierte Fusion um

GrolRenordnungen langsamer ist, als biologische Manmflzsionen. In den ersten Arbei-

ten wurden die Proteoliposomen auf Eis prainkupiert die Bildung vorcissSNARE-

Komplexen zu initiieren. Trotzdem war die Fusiortm& h noch nicht abgeschlossen.

Bei der neuronalen Exozytose lauft die Fusion hgegeauf der Submillisekunden-

Zeitskala ab (siehe Kap.1.2). Teilweise konnte ldiegsame Fusionsgeschwindigkeit

auf die speziellen Konformationen zuriickgefiihrt degr, die die isolierten SNARE-

Proteine einnehmen, wenn sie in der Membran rekaiest sind. So liegen einige

Syntaxine in der oben beschriebenen geschlosseoren ¥or, in der die N-terminale

HanecDoméne an das SNARE-Motiv bindet. Fur das Hefe-Blogy Ssolp fuhrt die

Deletion der Domane zu einer 2000fachen Beschleangigier Komplexbildung [87].

Der Effekt auf die durch neuronale SNAREs vernigtdfusion ist aber bedeutend

kleiner und die Deletion der Domane bewirkt nureerehnfache Beschleunigung der

Bindung von Syntaxin 1A an SNAP-25A [47]. Wichtiget flr die neuronalen SNA-

REs die Tatsache, dass die Q-SNAREs einen Komplexzevei Syntaxinen und den

beiden SNARE-Motiven des SNAP-25A bilden kénnenr B&ARE-Komplex mit

dem auf der anderen Membran rekonstituierten Sgbagtin kann jedoch nur gebildet
werden, wenn die Bindungsstelle zwischen SNAP-284 8yntaxin 1A frei ist. Des-
halb kann die Fusion um den Faktor 20 beschleumégtien, wenn der Komplex aus
den Q-SNAREs mit einem C-terminalen Fragment demfpbrevin (AS 49-96) stabi-
lisiert wird [88, 89]. Dieses Fragment lasst di¢aagliche Bindungsstelle des Synap-
tobrevins frei, verhindert aber die Bindung des imve Syntaxin-Motivs und bindet
schwach genug um vom Wildtyp-Syntaxin aus dem Kempkrdrangt zu werden.

In den meisten Fallen wird die Fusion Uber das \fe&ehen von fluoreszenzmarkierten

Lipiden in den beiden Membranen beobachtet [20, B@pei werden Farbstoffe ver-
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wendet, zwischen denen Forster-Resonanz-Energsétrastattfindet. Das FRET-Paar,
meist NBD und Rhodamin Lissamin, befindet sich agfi@h in derselben Membran,
wodurch die Fluoreszenzintensitat des FRET-Donangedrigt ist. Durch die Fusion
mit unmarkierten Liposomen vergrof3ert sich die MeanBache und damit auch der
Abstand zwischen den Fluorophoren. Dadurch kommztweginer Verringerung der
FRET-Effizienz, einemDequenchingdes Donor-Fluorophors. Alternativ kbnnen die
beiden FRET-Partner auch auf die beiden Membrapeiit sein [29]. Dann fihrt die
Fusion zu einem Absinken der Fluoreszenzintend@&atDonor-Farbstoffes.

Von Membranfusion im biologischen Sinne kann nuspgechen werden, wenn sich
nicht nur die Lipide der beiden Membranen vermis¢chgondern auch der luminale
Inhalt. Nicht immer ist dabei ein Vermischen depitle ein Hinweis auf vollstandige
Fusion. An Liposomen, die mit komplementaren DNAadmenten rekonstituierten
waren, wurde gezeigt, dass es auch ein signifisavisemischen der Lipide geben kann,
ohne dass sich die Lumina vermischen [91]. WahagrdFusion muss aul3erdem ge-
wabhrleistet sein, dass nichts von dem luminaleralinhach auf3en tritt. Man spricht
auch davon, dass die Membranintegritat wahrendFdision erhalten bleiben muss.
Dass Proteoliposomen durch die Vermittlung der SHARoteine vollstandig fusionie-
ren und dabei Membranintegritat gewahrleistet kafjn aus folgenden Experimenten

geschlossen werden:

* In EM-Untersuchungen ist eine deutliche GroRenzomeghedoch nicht die Bil-

dung von hemifusionierten Liposomen zu beobacHigh |

 Werden Q- und R-SNARESs an ihrem C-Terminus flueagmarkiert, so kann
die Interaktion der C-Termini nach der Fusion UBBRET nachgewiesen wer-
den. Diese Interaktion ist nur moglich, wenn di®@t€ine nach der Fusion in

derselben Membran vorliegen und eireaKomplex bilden [92].

* Eine vollstadndige Zerstérung der Liposomen wahmedFusion kann aufgrund
einer Untersuchung mit fluoreszenzmarkierten Oligdeotiden ausgeschlossen
werden [93]. Diese zeigen das Vermischen der Luramatreten wahrend der
Fusion jedoch nicht aus. Da es sich um relativ griMdlekile handelt, kann
aber nicht ausgeschlossen werden, dass Porenrkismér Durchmesser bei

der Fusion auftreten.
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e Auch in einer Studie mit dem Fluoreszenzfarbstadflioxyfluoreszein als Mar-
ker fur den Vesikelinhalt waren die Proteoliposonier zwei Stunden stabil.
Allerdings inhibierte der Farbstoff auch die Fus|84d]. Die Ergebnisse entkréf-
ten damit eine Untersuchung von Dennison et ab,zdi dem Schluss kommt,
dass bei hohen Proteindichten, ahnlich den in dikdeeit eingesetzten, die Fu-
sion auf ein Zerrreil3en der Membran mit einer ales8bnden Neubildung des

Vesikels zurtckzufuhren ist [94].

Aus diesen Untersuchungen kann es deshalb alshgesangesehen werden, dass die
mit den hier verwendeten Methoden hergestellterodamen ihre Membranintegritat
wahrend des gesamten Experimentes aufrecht erhafténdass der grofdte Teil der

Liposomen eine vollstédndige Fusion durchlauft.

1.4 Detektion von Einzelpartikeln

In einer Ensemble-Messung geht ein Grolteil an ar@stischen Informationen da-
durch verloren, dass uber alle Molekile oder Palrtjemittelt wird. Ist es jedoch mog-
lich, einzelne Partikel isoliert zu beobachten,ksmn die Heterogenitat einer Probe
offengelegt, seltene oder metastabile IntermediEe Reaktionsweges erkannt und
kinetische Messungen in Systemen vorgenommen wendelenen nicht alle Molekile

synchronisiert sind [95].

Unter dem Begriff Einzelmolekll- oder Einzelpartiketektion werden diverse Me-
thoden zusammengefasst. Meistens handelt es sictiuoneszenz- oder kraftmikros-
kopische Techniken, obwohl z.B. auch die Untersangheinzelner lonenkanale mit der
Patch-ClampMethode in der Elektrophysiologie als EinzelmoleRétektion verstan-
den werden kann. Der Schwerpunkt soll hier aufrdleoreszenzmikroskopie liegen, die
sich besonders flir die Beobachtung von intermoéekul Wechselwirkungen eignet
und in der vorliegenden Arbeit Anwendung fand. iKrakroskopische Methoden, wie
z.B. Rasterkraftmikroskopie und optische Fallenydea hingegen bei der Untersu-
chung von Oberflachen bzw. der Bestimmung mechharsEigenschaften verwendet
[96].

Grundsatzlich gilt: Sollen Partikel isoliert betnéet werden, so muss ihre Anzahl nied-

rig und der Detektionsbereich klein gehalten werdgir die Fluoreszenzmikroskopie
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wird meist ein Auflichtmikroskop verwendet. Das Bigidass die Probe mit Hilfe des
gleichen Objektivs mit Licht bestrahlt wird, mitrdeauch das Fluoreszenzlicht gesam-
melt wird. Anregung und Detektion erfolgen von @dlsen Seite und die beiden Strah-
len werden durch dichroitische Spiegel hinter debje&tiv getrennt. Der mit einem
solchen Epifluoreszenzmikroskop detektierte Berekeimn durch einen konfokalen
Aufbau weiter eingeschrankt werden. Hier wird detdiktionsbereich durch eine Loch-
blende im Detektionsstrahl oder durch die Anwendwog Zweiphotonenanregung
weiter begrenzt, so dass er nur wenige Femtolite® gst [97, 98]. Da die zu vermes-
senden Konzentrationen im nanomolaren Bereich ieggissen die fur Einzelpartikel-
Detektion verwendeten Farbstoffe und DetektorenehQuantenausbeuten aufweisen.
Typischerweise finden deshalb CCD-Kamereba(ge-coupled device camejasnd

APDs fvalanche photodiodgsals Detektoren Anwendung.

Im einfachsten Fall werden die fluoreszierendertildrin Lésung beobachtet, wéh-
rend sie durch den Detektionsbereich diffundiei®@as wahrend ihres Transits aufge-
zeichnete Fluoreszenzsignal wird als Photonenthezgichnet. Grundsatzlich kénnen
fur die einzelnen Fluorophore oder Partikel dieialflen Parameter wie in einer En-
semble-Messung bestimmt werden. So wird in der BWitkroskopie purst integrated
fluorescence lifetime microscod@9] die Fluoreszenzlebensdauer einzelner Fluawep
re bestimmt. Mit der FIDAfluorescence intensity distribution analysssnd die Kon-
zentrationen und die Helligkeit einzelner Partikabganglich [100]. In der FCS (Fluo-
reszenz-Korrelations-Spektroskopie) wird das Flspeaz-Signal zeitlich autokorreliert
und es sind Konzentrationen und Diffusionskonstaestimmbar ([101], Kap. 2.2.3).
Eine zweidimensionale Abbildung der Probe ist miieen Laser Scanningvikroskop
maoglich. Hier wird entweder die Probe durch deneRebnsbereich gefahren, oder der
Laserstrahl mit Hilfe von Spiegeln durch die Pralesvegt. Eine 100 bis 200 nm dicke
Schicht kann auch mit Hilfe der TIRF-Mikroskopi®t@l internal reflection microsco-
py) untersucht werden. Dabei wird ausgenutzt, dassiber Totalreflektion an einer
Oberflache ein Teil der elektromagnetischen Schwmiggn in der Richtung des eintre-
tenden Lichts als so genanntes evaneszentes Hedthentiell weiter in die Probe ein-
dringt. So kdnnen vor allem auf einer Oberflachenobilisierte Proben untersucht
werden [102].

Grundsatzlich ist bei allen lichtmikroskopischenwendungen die Auflésung durch
das Gesetz von Abbé auf ca. 200 nm begrenzt. DB% kdass Molekile oder Partikel,
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die kleiner als 200 nm sind, nicht einzeln aufgeiltierden kdnnen. Neuste hochaufl6-
sende Methoden konnten diese Grenze durchbreatneéer ISTED-Mikroskopiestimu-
lated emission depletiprwird der beugungsbegrenzte Bereich verkleinedeim der
punktférmige Anregungsstrahl mit einem ringfémig8mED-Strahl tberlagert wird.
Dieser fuhrt zu einer stimulierten Emission derdraphore in den &uf3eren Teilen des
beugungsbegrenzten Bereichs. So ist in Abhangiglexitphotophysikalischen Eigen-
schaften des eingesetzten Fluorophors eine Aufpson bis zu 20 nm maoglich [103,
104]. In der PALM photoactivable localization microscopwerden sequentiell immer
nur einige wenige Fluorophore angeregt. Einzelgendmmene Bilder werden an-
schlieBend zu einem hochaufgelosten Gesamtbildrausagesetzt, das eine Auflosung

von bis zu 10 nm haben kann [105].

1.5 Beobachtung gedockter Membranenn vitro

Wichtige Einblicke in die neuronale Exozytose hat dben beschriebene Assay gelie-
fert, in dem die SNARE-Proteine in Liposomen rekitngert werden. Die Membranfu-
sion wird als das Vermischen der Lipide der fluasgsemarkierten Liposomen gemes-
sen [20, 90]. Die Geschwindigkeit, mit der sich dlisionierten Liposomen bilden,
hangt aber nicht nur davon ab, wie schnell sichLgpgde mischen. Die beobachtete
Fusionsgeschwindigkeit wird auch von dem Diffusi@rbalten der Liposomen beein-
flusst, also davon wie schnell sie sich treffenngzshesonders entscheidend ist aul3er-
dem, wie schnell die Membranen einen stabilen Kdrtarstellen kbnnen, also docken,
so dass die SNARE-Proteine miteinander interagi&@men. Um diese einzelnen
Schritte mechanistisch auflosen zu kénnen, bedaMethoden, mit denen die vor der
Fusion liegenden Schritte beobachtet werden kdnnen.

In den letzten Jahren wurden verschiedene Versuimcteser Richtung unternommen,

die hier kurz vorgestellt werden sollen:

Fusion zwischen Liposom und immobilisiertem Liposor®er grof3e Nachteil des
Liposomen-Assays liegt darin, dass die Fusion nuEmsemble-Messungen verfolgt
wird. Dadurch gehen wichtige Informationen Uber diazelnen Zwischenstufen der
Fusion verloren. Der Assay wurde deshalb so abgesiindass eine mit Biotin-
markierte Liposomen-Population auf einem mit PEG iNeutravidin beschichteten
Quarzplattchen immobilisiert wird. Das Plattchenrdvin einer Durchflusskammer
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platziert, in der sich die zweite Liposomen-Popalatin Losung befindet. Die beiden
Liposomen-Populationen sind mit den Fluorophorelnudd DiD markiert, bei denen es
sich um ein FRET-Paar handelt. Die Fusion einzdligssomen wird Uber die Fluores-
zenzintensitat mittels TIRF-Mikroskopie verfolgtath dem Docken eines Liposoms
aus der Losung an ein immobilisiertes Liposom wwgithe Vielzahl von verschiedenen
Fluoreszenz-Signalen beobachtet. Diese wurden eonAditoren auf unterschiedliche
Fusionsintermediate, wie hemifusionierte Membrangrwl transiente Fusionsporen,
zurtckgefuhrt. Die Analysen beschréanken sich jesaaiif wenige hundert Fluoreszenz-
spuren [14, 74]. Dies bedeutet bei der Vielfalt deobachteten Fusionswege eine ge-
ringe statistische Aussagekratft.

Fusion zwischen Liposomen und planaren Membrand3ezlglich der Membranspan-
nung gibt die Fusion von zwei stark gekrimmten kgroaen die Situation bei der neu-
ronalen Exozytose schlecht wider. Hier fusionian ¥esikel mit einer fast planaren
Membran. Es wurden deshalb in der Vergangenheisuéiie unternommen, die SNA-
RE-vermittelte Fusion in einem System aus Ober#&aelinterstitzten Membranen und
Vesikeln zu rekonstituieren. Die Fusion war jedecttweder nicht SNARE-abhéangig
[15, 106, 107] oder benétigte €donen [108], was die Aussagekraft der Studienkstar
in Frage stellt. Erst in einer ganz aktuellen Arbgelang erstmals die SNARE-
abhangige Fusion von Vesikeln mit planaren, uniérsgn Membranen [109]. Grund-
satzlich stellt sich die Frage, inwiefern die ustétzende Oberflache die Eigenschaften
der Membran verfalscht. Aul3erdem ist die ,RickSeder Membran experimentell
nicht zuganglich. Klassische, zwischen zwei Fixgankrei hangenden Membranen, so
genannteblack lipid membraneéBLM), sind aber sehr instabil. Ein Ausweg kénnten
hier in Zukunft poreniberspannende Membranen hiedém &hnliche physikalische
Eigenschaften wie die BLMs aufweisen, aber seHrstabiler sind [110, 111].

Fusion zwischen zwei ZellerAuRerdem soll hier kurz ein Assay Erwahnung finden
das die SNARE-Proteine in einem natirlichen Systekonstituiert. Hier werden
SNARE-Proteine auf der extrazellularen Seite dexsfAamembran von kultivierten
COS-, CHO- oder MEF-Zellen exprimiert [112, 113]itMerschiedenen Fluoreszenz-
Markern kénnen sowohl die Membran als auch derkéell und das Zytoplasma mar-
kiert werden. Nach einer Inkubation von t-SNARE-t miSNARE-exprimierenden

Zellen sind diese Marker dann unterschiedlich vigérije nachdem, ob es zu vollstand-
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iger Fusion, Hemifusion oder transienter Fusion kaufgrund der GrofR3e der Zellen
lasst sich die Verteilung der Farbstoffe leichtriBlioreszenzmikroskopie beobachten.
Bei den Membranen handelt es sich um natirlichéeBys Allerdings haben sie in
ihrer Zusammensetzung wenig mit der der aktivenedoder Synapse oder der des
synaptischen Vesikels gemeinsam. Auch die Krummeings synaptischen Vesikels
wird von der praktisch flachen Membran der Zellehnhimitiert. Es ist kaum zu erwar-
ten, dass die Zeitskala auf der die Fusion von zyaeizen Zellen stattfindet, die der
neuronalen Exozytose widerspiegelt. Zudem sinddanf Membranen die intrinsischen
Membranproteine und Zucker der Zellen zu findenb@iaingeklart bleibt, wie diese
evtl. spezifisch oder unspezifisch mit SNARE-Pnoé#i und den untersuchten Regula-
toren interagieren. Die Aussagekraft des Assayibtadso fraglich. Das zeigt sich auch
in einer niedrigen Fusionseffizienz. Nach sechsfiier Inkubation haben nur 23 % der

Zellen vollstandig fusioniert.

1.6 Motivation der Arbeit

Die intrazellulare Fusion von Membranen wird duethe Vielzahl von Proteinen ge-
steuert und von den SNARE-Proteinen angetriebem.kBmplexes Beispiel fir eine
intrazellulare Membranfusion ist die neuronale Bxoge, die zur Ausschittung von
Neurotransmittern in den synaptischen Spalt fiBig.wird von einer besonders grol3en
Anzahl von Regulatoren kontrolliert. Obwohl die sdrung zum aktuellen Zeitpunkt
noch weit von einem vollstdndigen Bild entfernt, isfird vermutet, dass in der fein
abgestimmten Steuerung der neuronalen Exozytos8dadiissel fur die Neuroplastizi-
tat und damit fur das Lernen liegt. Daneben ise éwfklarung des Mechanismus von
grof3er Bedeutung fir das Verstandnis und die gezBdhandlung von neurologischen

und psychiatrischen Krankheiten.

Die Erforschung der neuronalen Exozytose erfolgtsiuh erganzenden Methoden. In
Tiermodellen lasst sich die Morphologie von Nern@mgbe von Knock-Out
Organismen beobachten. Einzelne Zellen aus traesgéieren werden elektrophysio-
logisch untersucht. Die Funktion einzelner Regukiowird in Protein-Interaktion-
Studien auf molekularer Ebene erforscht. Um di@makinanten Proteine in dem Kon-
text einer Membran zu untersuchen, werden sie ppdomen rekonstituiert. Liposo-
men-Assays bieten die Moglichkeit, die Membranfaosimter kontrollierten Bedingun-
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gen ablaufen zu lassen und so einzelne Faktoréartszu studieren. So lassen sich die
Membranproteine, Membranzusammensetzung, Membramiting und das umgeben-
de Medium bestimmen. Die Fusion verlauft wahrsdiakiniber mehrere bisher

schlecht charakterisierte Intermediate. Bis jetatde das Verschmelzen der Proteoli-
posomen meist Uber die Fluoreszenzintensitat dérv@rmischenden fluoreszenzmar-
kierten Lipide beobachtet. Die gemessene Fusionbgésdigkeit ist aber auch abhan-
gig von den vor der Fusion liegenden Schritterha@ssndere von der Geschwindigkeit,
mit der die Liposomen stabile Kontakte ausbildenri@n. Diese konnen mit dem her-

kdmmlichen Ansatz aber nicht beobachtet werden.

In dieser Arbeit sollte deshalb der Liposomen-Asdaych Einzelpartikeldetektion so
weiterentwickelt werden, dass der vor der Fusiegdnde Schritt, das Docking der
Liposomen, detektiert werden kann. Ziel war es,Biidung der einzelnen Intermediate
(frei, gedockt, fusioniert, mehrfach fusioniert)aaitativ zu verfolgen und eine genaue
Charakterisierung des Mechanismus der Liposomesriusiorzunehmen. Nur ein
grundlegendes Verstandnis dieses Mechanismus edaulden Einfluss von wichtigen
Regulatoren der neuronalen Exozytose auf die Fasitermediate der Liposomenfusi-
on aufzuschlisseln und daraus Schlussfolgerungedidibiologische Membranfusion
zu ziehen. Complexin ist eines der Schlisselpretei@r neuronalen Exozytose, aber
bisher noch unvollstandig verstanden. Die Untergnghdes Einfluss dieses Proteins
auf die Fusion von Liposomen war Ziel des zweiteiisIder Arbeit.
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2 Material und Methoden

2.1 Biochemische Methoden

2.1.1 Material

Standardchemikalien von analytischem Reinheitsgradden von den Firmen Biorad,
Sigma, Merck, Roth, Serva, Boehringer und Flukaobemn. Detergenzien kameron

Anatrace (CHAPS), Glycon (OctyHD-glucopyranosid) oder Sigma (Natriumcholat).
Lipide waren von Avanti Polar Lipids mit AusnahmenvOregon Green-PE und Texas

Red-PE, die von Invitrogen/ Molecular Probes bemogarden.

Die verwendeten Vektoren (pET28a und pET-Duet-djnshiten von Novagen. Die zur
Klonierung verwendeten Reagenzien (Pfu-PolymerRestriktionsendonucleasen, T4
Ligase und alkalische Phosphatase) waren von Neylakt Biolabs. Zur Aufreinigung
von PCR-Produkten und Plasmiden wurden Kits vonhdag&Nagel verwendet. Die
Klonierungen wurden ink. colrStamm XL1-Blue von Stratagene durchgefiihrt, die
Proteinexpressionen ii. col-rStamm BL21 (DE3) von Novagen.

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Konstruktenstaten alle ausattus norvegicus
und sind in Tab. 2.1 zusammengefasst. Die Klongmarde nach Standardprotokollen
der Molekularbiologie durchgefuhrt [114] und istndeeisten Fallen bereits beschrie-
ben worden (siehe Tab. 2.1). Die Expression dardngtmals beschriebenen Comple-
xin 2-Mutanten erfolgte analog zu [77]. Ein Teilrdeonstrukte und/ oder Proteine
wurde freundlicherweise von Dr. Alexander Stein Wwrdel Ries zur Verfigung ge-

stellt.

21



KAPITEL 2.1

it

[

Protein Aminosaurensequenz Vektor Restriktions-| Beschreibung
enzyme
Hergestellte Konstrukte:
Complexin 2 1-83 pET28a Ndel/Xhol in dieser Arbe
26-83 pET28a Ndel/Xhol in dieser Arbei
26-134 pET28a Ndel/Xhol in dieser Arbei
K69AY70A pET28a Ndel/Xhol in dieser Arbeit|
Zur Verfugung gestellte Konstrukte:
SNAP-25A 1-206, C84,85,90,92S pET28a Nhel/Xhol 115
Synaptobrevin 2 1-96 pET28a Ndel/Xhol [116]
AN-Komplex Syntaxin 1A: pET Duet-1 | Ncol/Hindll [117]
183-288
Synaptobrevin 2; Ndel/Xhol
49-96
Konstrukte von zur Verfligung gestellten Proteinen:
Syntaxin 1A 183-288 pPET28a Ndel/Xhol [92]
Synaptobrevin 2 1-116 pET28a Ndel/Xhol [117]
Complexin 1 1-134 pET28a Ndel/Xhol [77]
Complexin 2 1-134 pET28a Ndel/Xhol [77]
1-69 pPGEX-KG EcoRI/BamHI| [76]
21-97 pGEX-KG EcoRI/BamHI| [76]
41-97 pGEX-KG | EcoRl/BamHI| [76]
70-134 pGEX-KG | EcoRl/BamHI| [76]
21-117 pGEX-KG | EcoRl/BamHI| [76]

Tab. 2.1 DNA-Konstrukte zu in den in dieser Arbeit verweteh Proteinen.

2.1.2 Expression und Reinigung von Proteinen

Die Proteine wurden nach in der Abteilung Neurcimod etablierten Protokollen her-
gestellt [77, 115-117]. Fur die Expression wurdenid Tab. 2.1 aufgefihrten Vektoren

durch Elektrotransformation in die Zellen des Stasid. coli BL 21 (DE3) einge-

bracht und die Zellen anschlieRend auf einer Agédplvereinzelt. Als Startkultur

wurde eine einzelne Kolonie Gber Nacht bei 37°@00 ml LB-Medium mit 40ug/ mi

Kanamycin geschuttelt (180 rpm). Diese Startkutumrde 1:30 in TB-Medium/

40ug/ml Kanamycin verdinnt und fir 3-4 h inkubidxis die optische Dichte bei 600
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nm ca. 1.0 betrug. Die Expression wurde dann nlt 58 IPTG induziert. Nach vier-
stindiger Expression wurden die Zellen sedimentierExtraktionspuffer (1 ml pro 30
ml Bakterienkultur, 20 mM Tris, pH 7.4, 500 mM Na@0 mM Imidazol) resuspensiert
und bei -20°C gelagert.

Die aufgetauten Zellen wurden mit 1 mg/ml LysozyirmM PMSF, 1 mM MgGl und
einer Spatelspitze DNasel versetzt und fur 30 n@n45C (oder 15 min bei RT) auf
einem Rollinkubator aufgeschlossen. Bei ProteinéinTransmembrandomane wurde
aulBerdem nochmal das gleiche Volumen Extraktioriepafit 10 % (w/v) Natriumcho-
lat zugegeben. Im Anschluss wurden die Zellen 4 8@ak durch Ultraschall zertrim-
mert. Proteine, die zur Bildung von Einschlusskanp@eigen (SNAP-25A,AN-
Komplex, Synaptobrevin 2) wurden anschlieRend zlishtmit 4 M Harnstoff inku-
biert (RT, 15 min). Die unléslichen Zellbestandteiturden dann in zwei Zentrifuga-
tionsschritten (1. 30 min, 4°C, 11000 x g, RotoAS1500, 2. 30 min, 4°C, 14000¢
Rotor SS34) abgetrennt.

Alle Proteine wurden mit einem Hexa-Histidin (kJisag exprimiert [118] und konnten
deshalb (iber eine Affinitatschromatographie aA"NiTA-Agarose aufgereinigt wer-
den. Dabei wurden alle Schritte bei 4°C bzw. auf &isgefihrt. Zum Binden der ks
tag-Proteine an das Saulenmaterial wurde der klargdtbred aus dem Zellaufschluss
mit 6 ml N#*"NTA-Agarose pro 200 ml Extraktionspuffer versetaidu2 h auf dem
Rollinkubator inkubiert. Das beladene S&ulenmaiteriade durch Filtration vom Bak-
terienlysat abgetrennt und mit mindestens 200 médhjpuffer (20mM Tris, pH 7.4,
500 mM NaCl, 20 mM Imidazol) gewaschen. Die Elutimit 20 mM Tris/ 500 mM
NaCl/ 400 mM Imidazol/ pH = 7.4 erfolgte in 2 ml8itten und wurde Uber einen
Bradford-Proteintest verfolgt. Fur damN-Komplex enthielt der Waschpuffer zusatzlich
2% CHAPS und der Elutionspuffer 3 % CHAPS. Bei Birogn, deren Sequenz ein
Cystein enthielt, wurde direkt nach der Elution MMTT zugegeben.

Die vereinigten proteinhaltigen Fraktionen wurdem Entfernung des Higags mit

1 wl/ ml Thrombin (5 mg/ml in 5% (w/v) Glycerin) vertz¢ und Gber Nacht gegen den
fur die folgende lonenaustausch-Chromatographieveredeten Puffer dialysiert. Die
vollstandige Entfernung des Hitags wurde durch SDS-PAGE Uberprift. Die einzel-

nen Proteine wurden folgendermal3en weiter aufggtein
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* Die Complexin 2-Mutanten 1-83, 26-134 und K69AY7®AIrden gegen 20 mM
Tris/ 1 mM DTT/ 1 mM EDTA/ pH = 8 (Puffer A) dialyert und tber eine Mono Q-
Saule (Anionenaustauscher, Pharmacia/ GE Healthearfgereinigt, wobei Puffer B
1 M NacCl enthielt. Anschliel3end wurden die Protednech eine Gelfiltration Gber eine
Superdex-75-Séaule (Pharmacia/ GE Healthcare) infdiedie Liposomenpraparation

verwendeten Puffer Uberfihrt.

* Das Fragment Complexin 2 26-83 wurde gegen 20 misf ITrmM EDTA/ pH = 6
(Puffer A) dialysiert und tGber eine MonoS-Saule t{Bl@enaustauscher, Pharmacia/ GE
Healthcare) aufgereinigt, wobei Puffer B 1 M Na@theelt. Das Protein wurde Uber
eine PD-10-Saule (Pharmacia/ GE Healthcare) in fderdie Liposomenpraparation
bendétigten Puffer Gberfuhrt.

* SNAP-25A (alle Cysteine mutiert zu Serinen) wurégen 20 mM Hepes/ 50 mM
NaCl/ 1mM EDTA (Puffer A) dialysiert und Uber eiMonoQ-Saule gereinigt. Puffer B
enthielt 1 M NacCl.

» Der AN-Komplex wurde gegen 20 mM Hepes/ 500 mM NaCl/ THAPS/ 1 mM
EDTA/ 1mM DTT/ pH = 7.4 dialysiert, die Leitfahigkeauf 25 mS/ cm eingestellt und
der Komplex uber eine MonoQ-S&ule gereinigt. Pulf@nthielt hierbei 250 mM NaCl
und Puffer B 1M NacCl.

Fur die lonenaustauschchromatographie wurde eina-8kstem (Pharmacia/ GE
Healthcare) verwendet. Die Elution erfolgte beiegnlinearen Salzgradienten. Das
Ergebnis der einzelnen Reinigungsschritte wurdeemmitSDS-PAGE und Coomassie
Blau-Farbung Uberprift. Reine Fraktionen wurdenewegt, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.1.3 Herstellung des ternaren SNARE-Komplex

Zur Herstellung eines ternaren SNARE-Komplexes, diei vollstandige SNARE-
Motive enthielt, wurden Syntaxin 1A 183-288, SNAPA21-206 und Synaptobrevin 2
1-116 im Verhaltnis 1: 1.5 : 1.5 in der Gegenwam 60 mM Octylglucosid gemischt
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Monomere wurdemcd Anionenaustausch Uber
eine MonoQ-Saule vom Komplex abgetrennt. Die Lbigkeit der Proteinlésung wur-
de hierzu auf 21 mS eingestellt. Puffer A enthZéltmM Tris/ 1 mM EDTA/ 1 mM
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DTT/ 50 mM Octylglucosid (pH = 8.5), Puffer B zuglith 1 M NaCl. Uber eine
PD-10-Saule wurde der Komplex in den fur die Liposopréparation verwendeten
Puffer (20 mM Hepes, 150 mM KCI, 1 mM DTT) Uberftjider zusatzlich 2 % CHAPS

enthielt.

2.1.4 Herstellung von Liposomen

In dieser Arbeit wurden unilamellare Proteoliposonmach zwei verschiedenen Proto-

kollen hergestellt:

* Liposomen mit einem Durchmesser von ca. 30 nm wuhlsgestellt, indem einem
Gemisch aus Lipiden und Proteinen in mizellarerunds Uber eine Gelfiltration das

Detergens entzogen wurden [119].

* Liposomen mit einem Durchmesser van ca. 100 nm evuttergestellt, indem zu-
nachst proteinfreie Liposomen erzeugt wurden. les&ikonnen Membranproteine
rekonstituiert werden, wenn die Membran durch dams&iz einer genau definierten

Menge Detergens zwischenzeitlich destabilisierd y&3].

2.1.4.1Herstellung kleinerer Proteoliposomen (30 nm Durchrasser)

Fur die Herstellung der Proteoliposomen durch Entfieg des Detergens wurden Li-
pid-Stammlésungen bereit gehalten. Zu ihrer Hdtsigl wurden die lyophilisierten

Lipide (Avanti Polar Lipds und Molecular Probesyitnogen) zunéchst in Chloroform /
Methanol (2:1) aufgenommen und im gewinschten MbBiénis gemischt. Die Stan-
dardmischung enthielt 5 Teile Phosphatidylcholi€)P2 Teile Phosphatidylethanola-
min (PE), 1 Teil Phosphatidylserin (PS), 1 Teil Bplwatidylinositol (PI) und 1 Teil

Cholesterin. Bei den Phospholipiden handelte ds s Extrakte aus Rinderhirn mit
gemischten Fettsdureresten und die Zusammensetwurtg so gewahlt, dass sie in
etwa der Lipidzusammenstzung synaptischer Vesiktdpeach [120]. Pl war bei eini-

gen Experimenten nicht enthalten, was keine Auswigkauf die Ergebnisse hatte. Zur
Herstellung von fluoreszenzmarkierten Membranendewein Teil des PE durch das
entsprechend markierte PE-Derivat ersetzt. Das Sdmwurde unter Sticktoff getrock-
net, der Lipidfilm mit Hilfe von Ultraschall in Ptdr gelst (20 mM Hepes, 150 mM
KCIl, 1 mM DTT, 5 % (w/v) Natriumcholat) und tGber tta bei 4°C inkubiert, so dass
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die Lipid-Losung eine Konzentration von 13.5 mM @&mwadlipid hatte. Die Stammlo6-
sung wurde schockgefroren und bis zur VerwenduneBloéC gelagert.

Zur Herstellung der Liposomen wurden 50 pL der diftammldésung mit 50 pL Pro-
teinlésung gemischt, so dass sich ein Konzentrswiennéltnis von ca. 1:200-300 von
Proteinen zu Lipiden ergab. Aggregate und Verumgaimgen wurden durch Zentrifuga-
tion abgetrennt. Die Liposomen wurden durch Entfaghdes Detergens uber eine PC
3.2/10 Fast Desalting Saule in einem SMART-Systeendes Pharmacia/ GE Healthca-
re) gebildet. Die Saule war mit 20 mM HEPES/ 150 dll/ 1 mM DTT/ pH = 7.4
equilibriert. Die Liposomen wurden bei einer komséa Flussrate von 50/min in

einem Volumen von 100l aufgefangen.

2.1.4.2Herstellung grol3erer Proteoliposomen (100 nm Durchesser)

Die Herstellung der gréfReren Liposomen erfolgtehnaimem von Matias Hernandez
(Abt. Neurobiologie) optimierten Protokoll. Die @hloroform/ Methanol (2:1) geldsten
Lipide wurden jeweils direkt gemischt und in ein®uotationsverdampfer getrocknet.
Die Zusammensetzung der Lipide war analog zu derkb#neren Liposomen. Der
Lipidfilm wurde in einem Gemisch aus drei Teilenefhylether geldst und mit einem
Teil Puffer (20 mM HEPES/ 150 mM KCI/ 1 mM DTT/ INNEDTA/ pH = 7.4) ver-
setzt. Dann wurde das Gemisch dreimal fir 45 semiér Ultraschallsonde beschallt.
Aus der so entstandenen Emulsion wurde der Didtigleam Rotationsverdampfer
entfernt. Die in Losung zuriickbleibenden multilalawedn Vesikel wurden in zwei
Extrusionsschritten in unilamellare Uberfihrt, inddie Liposomen zunachst mit Hilfe
eines Extruders (Avanti Polar Lipid) 25 Mal durdheePolycarbonatmembran von 400
MM Durchmesser, dann durch eine Membran von 10@unhmesser gedrickt wur-
den. Zur Rekonstitution der Proteine wurden dieokgmen mit den Proteinen gemischt
und so viel Octylglucosid zugesetzt, dass das Kuatnaeonsverhaltnis Detergens/ freies
Lipid 2.0 betrug. Dabei ist die kritische Mizellerkzentration des Detergens bei der
Berechnung des tatsachlich verfiigbaren Detergemzsileeéziehen. Das Gemisch wurde
in einer Dialysekammer (Porendurchmesser der Memi20@0 MWCO,Thermo Scien-
tific) gegen Hepes 20 mM/ KCI 150 mM/ DTT 1mM/ EDTBEMM/ pH = 7.4 Uber
Nacht dialysiert. Zur Bindung des Detergens wuiidde_éffel Biobeads (SM-2, Biorad)
zugesetzt. Am folgenden Tag wurde eine weitereyB@lohne Zusatz der Biobeads
durchgeflnhrt.
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2.1.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der Reinheit von Proteinen wurde @elelektrophorese nach Schag-
ger durchgefihrt [121]. Die Konzentration des Aarglds betrug 15 % (w/v). Zum
Anfarben der Proteine wurden die Acrylamid-Gelezkiarder Mikrowelle in der Farbe-
l6sung (0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250ui&) in 50%(v/v) Methanol, 10%
(v/v) Essigsaure) erhitzt. Nach 5 min wurden si@dainst fir 15 min in 50% (v/v)
Ethanol/ 10% (v/v) Essigsaure und dann zwei Tag&0% (v/v) Ethanol/ 5% (v/v)
Essigsaure auf dem Schittler entfarbt.

2.1.6 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden photometrisch tUberEditinktion bei 280 nm bestimmt
und mit denen bei SwissProt angegebenen Extiktaefikienten berechnet [122-124].
Die Messung wurde in einer 120 ul Kivette (Weglahgen) mit einem Standard-UV-
Spektrometer (Shimadzu UV-2601) oder mit einem Nibop-Spektrometer 1000
(Probenvolumen 2 pL, Thermo Scientific) vorgenommg&lternativ wurden die Kon-

zentrationen mit kommerziellen Kits nach Bradfomgiofad) oder mit der BCA-

Methode (Pierce) bestimmt [125, 126].

2.2 Physikalische Methoden

2.2.1 Konfokale Messapparatur

Photonenburst- und FCS-Messungen wurden an einefokalen Mikroskop durchge-
fuhrt (Abb. 2.1) [127]. Zur Anregung wurde ein sstiebauter Titan:Saphir-Laser im
gepulsten Modus (Zentralwellenlange 790 nm, 90 MHX) fs, 250 mW) verwendet,
der mit einem kontinuierlichen Laser des Typs Vdpds 532 nm, 5 W, Coherent)
gepumpt wurde. Die Leistung wurde durch ein Fitdrauf 30 -50 mW abgeschwécht.
Der Uber ein Teleskop aufgeweitete Anregungsstrahile tber einen dichroitischen
Spiegel (715 DCSPXR, AHF Analysentechnik) von unteein hochauflosendes Mik-
roskopobjektiv (Uplan Apo Wasserimmersion, 40x51.0lympus) reflektiert, auf dem

sich ein Deckglas mit der Probe befand.
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Das durch einen Interferenzfilter (E700sp-2p, AHRalysentechnik) von Streulicht
gereinigte Fluoreszenzlicht wurde von dem dichsolien Spiegel transmittiert und
durch ein System aus einer speziellen Tubuslingsites kollimiert. Ein zweiter di-
chroitischer Spiegel (590DCXR, AHF Analysentechnilgnnte das Fluoreszenzlicht
spektral auf. Mit Hilfe einer weiteren Linse (Aclmat, f = 100 mm) wurden die Strahl-
en auf zwei Detektoren (Avalanche-Photodioden A@RFerkin Elmer) fokussiert und
durch entsprechende Interferenzfilter gereinigiifigiHQ535/ 50, rot: HQ645/ 70, AHF
Analysentechnik, Tubingen). Die Messsignale voréeiDetektoren wurden gleichzei-
tig Uber einen Router (PRT400, Picoquant GmbH) #inzelphotonenzahlwerk Time
Harp 200 (Picoquant GmbH) aufgezeichnet.

fs-Laser

Detektor

gruner
Detektor

Abb. 2.1: Konfokale Messapparatur. Lichtquelle fir die Anreg ist ein Femtosekun-
den-Laser. Ein konfokales Mikroskop fokussiert dasegungslicht auf die Probe und
sammelt gleichzeitig das emittierte Fluoreszentlictas auf die Detektoren gelenkt
wird. SA: Strahlaufweitung, DC: Dichroitischer Sp&, O: Mikroskopobjektiv, P:
Deckglas mit Probentropfen, S: Spiegel, L: Linge,lhterferenZzfilter.
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2.2.2 Photonenburst-Analyse

Ist die Probe stark genug verdiinnt, so kdnnen i @ben beschriebenen Aufbau
Durchgange einzelner fluoreszierender Teilchentdden Fokus verfolgt werden. Man
beobachtet eine Gaul3sche Verteilung der AnzahPdetonen lber die Zeit des Durch-

gangs. Dieses Signal nennt man einen Photoner(&unist 2.2).

404 —
307

204w

Anzahl der Photonen

0 5 10 15 20
Zeit/ ms

Abb. 2.2: Schematische Darstellung eines PhotonenburstHsgramm ergibt sich
durch das Aufsummieren der gezahlten Photonentarvallen von 1 ms. Die gestri-
chelten Linien markieren den Schwellenwert zur Brieng von Dunkelrauschen und

den Grenzwert fir die Mindesthhe des Photonenfurst

Fur die Detektion von Photonenbursts wurde die @ralf etwa 0.1 Teilchen pro Fo-
kalvolumen verdiinnt, so dass die Wahrscheinlichikehrere Teilchen gleichzeitig zu
beobachten gering war. Die Zeitspur, die man fiie siolche Probe misst, besteht grofi3-
tenteils aus Dunkelrauschen, nur an einzelneneBtdteten Photonenbursts auf. Es
missen deshalb zunachst die Bereiche ausgewallemedn denen sich ein Teilchen in
dem Detektionsbereich befunden hat und die flrAdiswertung interessant sind. Es
wurden hierzu zunéchst die gezahlten Photonen mslintervallen in einem Histo-
gramm aufsummiert und die so erhaltene Zeitspulaget In dieser Zeitspur wurden
alle Bereiche ausgewahlt, die Gber einem fir diesdvdag spezifischen Schwellenwert
lagen, der das Dunkelrauschen berlcksichtigte. ddisgewahlten Bereiche wurden
jedoch nur dann als Photonenburst gewertet, weanAdizahl der Photonen in dem
ausgewahlten Bereich mindestens 200 und die Hoh€Hdetonenbursts mindestens 20

Photonen betrug. Fur Proben, die verschieden mitekigposomen enthielten, wurde
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zunachst die beschriebene Bursterkennung fir diesgdeen jedes Detektors einzeln
durchgefuhrt und dann analysiert, ob die deteldreBereiche Uberlappten, d.h. ob die
Photonenbursts auf beiden Detektoren zeitlich kertewaren. Fur korrelierte Photo-

nenbursts wurde dann das Verhéltnis der Photonémeden Detektoren berechnet.
Eine ausfuhrliche Beschreibung der Software sowreQuellcode befinden sich in

[128].

2.2.3 Fluoreszenz-(Kreuz)-Korrelations-Spektroskopie

Mit herkébmmlichen spektroskopischen Methoden bebteicman ein Ensemble von
Molekulen, dabei stellt der Messwert einen Mittativfér alle Molekule dar. Viele auf
mikroskopischer Ebene ablaufende Prozesse gehem ilatler Gesamtheit unter und
sind nicht zu beobachten. In der Fluoreszenz-Katimrs-Spektroskopie werden anstel-
le der Gesamtintensitat des emittierten Lichtszéi#ichen Schwankungen der Intensi-
tat beobachtet [129-131]. Es sind damit alle phglsskhen Parameter zuganglich, die
eine Fluktuation, also eine Abweichung vom thermmaghgischen Gleichgewicht, her-
vorrufen. Die Fluktuationen kdnnen auf ganz vemsdbnen Zeitskalen, von Nanose-
kunden bis Sekunden ablaufen. Sie kdnnen durchgaisehiedene Prozesse hervorge-

rufen werden, z.B.:
» Forster-Resonanz-Energie-Transfer zwischen zwearbphoren [132, 133]
* die Besetzung von Triplettzustdnden [134-136]

* Rotationsdiffusion [137] oder translatale Diffusipt31] des fluoreszierenden

Teilchens

e Reaktionen und chemische Wechselwirkungen zwisamehreren Teilchen
[101, 127, 138, 139]

Die Verwendung von zwei oder mehr Detektoren ermtigleine Kreuzkorrelation
(Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie, FC@8) die Detektion von Interak-
tionen zweier mit unterschiedlichen Fluorophorerrkiegten Moleklle oder Teilchen
[140-142)].

Da die relativen Schwankungen des Messsignals teigexder Anzahl der Molekiile
kleiner werden, missen moglichst kleine Konzerdregn der zu bestimmenden Spezies
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eingesetzt werden und der Detektionsbereich mask segrenzt sein. Durchschnittlich
kénnen nicht mehr als ca. 1 bis 100 Teilchen glaiiy detektiert werden. Das bedeu-
tet, dass bei subnanomolare Konzentrationen eiakidehsvolumen von ca. 1 fL erfor-
derlich ist. Der Durchbruch fir die FCS kam deshealit durch den Einsatz von konfo-
kalen Mikroskopen [98]. Eine weitere Begrenzung Detektionsbereiches in der Ebe-
ne kann entweder durch éhinhole oder, wie in dieser Arbeit, durch die Anwendung
von Zwei-Photonen-Anregung erzielt werden [143, ]148ei der Zwei-Photonen-
Anregung erfolgt die Anhebung des Molekils in defZGstand durch die gleichzeitige
Absorption zweier Photonen, deren Energien in deni8e der Energie des Ubergangs
entsprechen. Die Fluoreszenzintensitat (Gl.[2.Hphélt sich dabei proportional zum

Quadrat der Anregungsintensitat:

F(t)O12 [2.1]

Die quadratische Abhangigkeit fihrt dazu, dassLdigerintensitat selbst eines gepuls-
ten Lasers nur in einem sehr eng begrenzten Beaeisteichend grol3 ist, um die Fluo-
reszenz anzuregen. Nach auf3en hin féllt die Irnttgnsowohl in horizontaler wie auch
in axialer Richtung stark ab. Weitere Vorteile d&rei-Photonen-Anregung gegenuber
der Ein-Photonen-Anregung in der FCS sind die telehTrennung von Anregungslicht
und Fluoreszenz, die fir biologische Systeme wenggphadliche Wellenlange des
Anregungslichts im IR-Bereich und der kleinere Behrein demPhotobleachinguftre-
ten kann [145, 146].

Aus der Blauverschiebung des Absorptionsmaximum deei-Photonen-Anregung
gegenuber der doppelten Wellenlange des Ein-Photdbsorptionsmaximums [147]
ergibt sich auRerdem ein Vorteil fir die FCCS. Hig Kreuzkorrelation missen bei
Ein-Photonen-Anregung zwei Laser verschiedener &lklhge auf das exakt gleiche
Anregungsvolumen justiert werden. Es gibt hier keawei Farbstoffe, die bei der
gleichen Wellenlange absorbieren, deren Emissi@kssm jedoch ausreichend weit
getrennt sind, um sie einzeln zu detektieren. Aufdrder Verschiebung ihrer Absorp-
tionsspektren kénnen fur Zwei-Photonen-Anregung&gen geeignete Farbstoffpaare
gefunden werden [148].

Die Starke und Dauer der Schwankungen, die im Ngpsasisdurch die Teilchen in dem
begrenzten Detektionsbereich hervorgerufen weraarden durch Autokorrelation

quantifiziert. Es wird ein Messwert zur Zeitnit dem Messwert zur ZeitHz) vergli-
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chen (Gl. [2.2]). Die Autokorrelation der Messweliedert ein MaR fiir die Ahnlichkeit,

die das Signal Gber eine bestimmte Zeit mit sidhss@ufweist. Informationen die sich
daraus ergeben sind die Teilchenzahl und die Ddhszeit und damit auch Teilchen-
gréfRe und —helligkeit. Genauso kénnen die Signalger Detektoren durch Kreuzkor-
relation miteinander verglichen werden, woraus siehAnteil an verschieden markier-

ten Teilchen ergibt, die miteinander interagieren.

2.2.3.1Autokorrelation

Fur FCS-Messungen wurden die Proben in dem entspneen Probenpuffer so ver-
dunnt, dass die Teilchenzahl bei ca. 1-100 Teilchen Fokalvolumen lag und die
Zahlrate 5-19-5-10 Photonen pro Sekunde betrug. Die von den Photeiess auf-
gezeichneten Zeitspuren wurden in 5 ps Intervadafsummiert und jeweils nach
Gleichung [2.2] autokorreliert [101, 130]:

SF (t) BF (t +1))

_{
G(7) =
© (F(t))°

[2.2] ,

wobeiG(z) die Autokorrelations-Amplitude zur Korrelationgze und F(t) bzw. F(t+7)
die Photonenzahlrate zur Zeisind. <F(t)> ist der Mittelwert des Fluoreszenzsignals
fur alle Zeiten 0 big einer Messung unéF(t) ist die Abweichung des Fluoreszenzsig-

nals vom Mittelwert zum Zeitpunkt

1T
F(t)) ==|F(t)dt 2.3] ,
(F(t) =< j (t) [2.3]

SF(t) = F(t)-(F(t)) [2.4]

Fur die frei diffundierende Liposomen wurde dreidimionale Brownsche Bewegung
angenommen und die Autokorrelationskurve mit ddgdonden Gleichung gefittet
[101]:
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G(r) =G, —t g1

@+ ) f+z2 o’

D Ty

[2.5]

Freie Variablen beim Fitten ward&sy, die Amplitude der Autokorrelationskurve bei der
Korrelationszeitr= 0, und die Diffusionszeitp, die der mittleren Zeit entspricht, die
ein Liposom bendtigt, um durch das Fokalvolumenliffundieren. Der GroRenparame-

terz, der die Geometrie des Fokalvolumens beschreilntjevauf 0.25 festgesetzt.

FiUr eine steigende Anzahl von fluoreszierendenikhnverden die Fluktuationen in
der Fluoreszenzintensitat relativ gesehen kleigsrsinkt deshalb die Autokorrelations-
amplitude. Die TeilchenzalN einer fluoreszierenden Spezies konnte deshallzenms

Kehrwert der Autokorrelationsamplitud® berechnet werden [101]:
N=— [2.6]

Die Helligkeit ¢ eines Liposoms, also die Photonen pro SekundeTeridhen, wurde
aus der Gesamtzahlrate eines Detekibusd der TeilchenzaN berechnet:

_Q
£= N [2.7]

2.2.3.2Kreuzkorrelation

Zur Bestimmung der Anzahl von doppeltmarkiertendsipmen wurden die Signale von

grinem und rotem Detektor nach Gleichung [2.8] kkewreliert [101, 140]:

(8F 4 (t) [BF, (t+T))

(Fe)UFs)

Gpe (1) = [2.8]

Gra(7) ist die Kreuzkorrelationsamplitude ukd(t) undFg(t) sind die Photonenzéahlra-
ten des grinen und roten Detektors. Die Kreuzkaticriskurven wurden ebenfalls mit

Gleichung [2.5] gefittet. Der Zusammenhang zwisctienKreuzkorrelationsamplitude
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und der Anzahl doppeltmarkierter Teilchen ist ias#im Fall jedoch komplizierter. Aus

Gleichung [2.8] ergibt sich [141]:

G - NRG
Res (NG+NRG)[(NR+NRG)

[2.9]

(NG + Nrg) ist die Gesamtzahl aller einfaddd) - und doppeltmarkierteriNgs) griinen
Teilchen und Nr + Nrg) ist die Gesamtzahl aller roten Teilchen, die sblenfalls aus
der Anzahl der einfachmarkierten roteNg) und doppeltmarkiertenNgs) Teilchen
zusammensetzt. Diese Zahlen konnten aus der Aut&bonsamplitude Ggo und
Gr,0) bestimmt werden (siehe Kap. 2.2.3.1, GI. [2.6]eichung [2.9] lasst sich umfor-

men in:
GRG,O = NRG |]BG,O |]3R,0 [210]

Die Zahl der doppeltmarkierten Teilch&ls wurde deshalb mit Hilfe folgender Glei-

chung bestimmt:

G
N = RG,0

=202 [2.11]
GG,O |]3R,O

2.2.4 Ermittlung der FRET-Effizienz

Beim Forster-Resonanz-Energietransfer (FRET) gibtaegeregtes Donor-Fluorophor
seine Energie an ein Akzeptor-Fluorophor ab [14%bei handelt es sich nicht um
Reabsorption eines vom Donor emittierten Photonshdden Akzeptor, sondern um
einen resonanten Prozess, der nur zwischen Molekilétritt, die etwa 10 — 100 A
voneinander entfernt sind. Der Transfer ist nur ietigwenn das Emissionsspektrum

des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzespiberlappt [150].

Die Effizienz des Energietransfdtszwischen einem Donor und einem Akzeptor in

einem eindimensionalen System wird durch die FixGteichung angegeben [151]:
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E=_1o [2.12]

R ist der Abstand zwischen Donor und Akzeptor. Dérster-AbstandR, ist der Ab-

stand, bei der die Transfereffizienz 50 % betrRgtiasst sich folgendermal3en berech-

nen:

~900QIN10)k°Q,J
128t°n“N,,,

RS [2.13]

Qp ist hier die Quantenausbeute des Donors in Abwesedbs Akzeptors) der Bre-
chungsindex des Mediumbl,, die Avogadro-Konstante untider Uberlapp von Do-
nor-Emissions- und Akzeptor-Absorptionsspektrumrdbuden Orientierungsfaktor
wird der Winkel zwischen Donor- und Akzeptor-Ubeargadipolmoment berticksich-
tigt. Fir frei rotierende Molekiile betragft 2/3.

Die EnergietransfereffizienkE lasst sich experimentell aus der Fluoreszenziittgns
(Ipa undlp) oder Fluoreszenzlebensdaugyx(undzp) des Donor-Farbstoffs in An- und

Abwesenheit des Akzeptor-Farbstoffs bestimmen [151]

I
E=1--BA [2.14]
D
T
E=1-—2A [2.15]
Z-D

Komplizierter wird der Zusammenhang fiir ein zweidimsionales System, wie es eine
Membran darstellt. Hier ist ein Donor-Fluorophormvimehreren Akzeptor-Molekule
umgeben. Diese Verteilung muss bei der Berechnamgedergietransferrate bertick-

sichtigt werden [152]:
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t [2.16]

Hier istt die Zeit nach Eintreffen des Anregungspuldgfl) die Fluoreszenzintensitat
des Donor-Fluorophors in einer Ebene zum Zeitptiokid I’ die Fluoreszenzintensitat

des Donor-Fluorophors zum Zeitpunkt null.

Aus Gleichung [2.12] ergibt sich, dass sich dertAbd zweier Fluorophore aus der
Effizienz des Forster-Resonanz-Energietransfersinme®en lasst. Der Forster-Radius
der hier verwendeten Farbstoffe Oregon Green uxas'&ed sowie NBD und Rhoda-
min-Lissamin liegt bei ca. 5 nm. Das bedeutet, d&&RET nur stattfinden kann, wenn
die Lipid-verankerten Fluorophore sich in derselddembran befinden. Durch FRET
kommt es zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitdteiner Verkirzung der Fluo-
reszenzlebensdauer des Donor-Fluorophors. Daschoeteen einer Fusionsreaktion,
bei der verschieden markierte Membranen miteinanelesschmelzen, lasst sich deshalb

Uber diese beiden Parameter beobachten.

2.2.4.1Fluoreszenzlebensdauer

Die hier verwendeten Photonenzahlwerke erlaubterAdizeichnung von Fluoreszenz-
lebensdauer-Histogrammen. Zur Bestimmung des Ruaerelebensdauey wurde der
abfallende Bereich der Histogramme des FRET-Dofmegon Green mit Hilfe der

selbstprogrammierten Software mit einer monoexpoelen Abklingkurve angepasst:
I,(t)=13@&" ™ [2.17]

In(t) ist die Fluoreszenzintensitat zum Zeitpubktach Eintreffen des Laserpulsés’

ist die Amplitude der Abklingkurve.

Die Fluoreszenzlebensdaugy des Donor-Fluorophors ergibt sich aus der Geschwin
digkeitskonstant&er des Resonanz-Energie-Transfers und den Konstafiemande-

ren Prozesse, durch die der angeregte Zustand iEradrgibt, hier zusammengefasst als

ki:
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11, =k +k [2.18]

Je hoher die FRET-Effizienz, desto kirzer wird Elieoreszenzlebensdauer des Donor-
Fluorophors. D&gr linear von der Akzeptor-Farbstoffkonzentration o, ist 1/zg
linear abhangig von der Anzahl der fusioniertenosipmen [151].

2.2.4.2Fluoreszenzintensitat

Die FRET-Effizienz kann auch Uber die Fluoreszeterisitat gemessen werden
(Gl. [2.14]). Befinden sich die Donor- und Akzepteuorophore zu Beginn der Fusion
in unterschiedlichen Membranen, so kann in eineseBible-Messung beobachtet wer-
den, wie die Donor-Fluoreszenz abnimmt und die pkazeFluoreszenz zunimmt [29].
Weiter verbreitet fur die Fusion von Liposomen dstr umgekehrte Ansatz [20, 90]:
Man bringt beide Farbstoffe (Ublicherweise NBD wRitbdamin-Lissamine) in dieselbe
Membran ein und lasst diese mit einer nicht markrerMembran fusionieren. Die
Fluorophore werden dadurch verdiinnt, ihr Abstandnég®ert sich und man beobachtet
ein DequenchingDie Donor-Fluoreszenzintensitat nimmt deshalbdieides Akzeptor-

Fluorophors ab.

Die Messung der Fluoreszenzintensitat wurde anneiféuorolog (FL 3-22, Yvon
Jobin) vorgenommen. Das Probenvolumen betrug 1.2umd die Verdinnung der
Liposomen 1:100. Die Probe wurde auf 30°C tempteded wahrend der ganzen Mes-
sung mit einem Magnetrihrer gerihrt. Die Anreguredmlénge fur Oregon Green/
Texas Red betrug 490 nm, detektiert wurde bei 584ind 608 nm. Das Farbstoffpaar
NBD/ Rhodamin-Lissamin wurde bei 460 nm angeregt bai 530 nm und 590 nm
detektiert.

2.2.5 Dynamische Lichtstreuung

Die GroRenverteilung von Liposom-Aggregaten wurdéets dynamischer Lichstreu-
ung bestimmt [84]. Das Prinzip der Messung ist endder FCS analog [96]. Eine
monochromatische, kollimierte Lichtquelle wird agr dProbe gestreut. Durch die Diffu-

sion der Teilchen fluktuiert die detektierte Streansitat. Durch eine Autokorrelations-
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analyse (siehe Gl. [2.2]) kann dann die Diffusiasand daraus die Grof3e der streuen-

den Teilchen bestimmt werden.

Die Messung wurde an einem DynaPro System (Wyathd@ogy) durchgefuhrt. Die
Liposomen wurden 1:40 in Probenpuffer verdiinntdass sich eine Zahlrate von ca.
10° s* ergab. 15 pL der Probe wurden auf 25°C tempeuiedt15 Mal fiir 4 s vermes-
sen. Die Auswertung erfolgte mit der Dynamics Vét®are (Wyatt Technolgy).
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3 Ergebnisse

3.1 Photonenburst-Experimente

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Konfokkioskop hat einen Detektionsvo-
lumen mit einem Radius von ca. 400 nm und einenuiMeh von ca. einem Femtoliter.
Wird eine Probe ausreichend stark verdinnt, somtefisich im Mittel weniger als ein
fluoreszierendes Teilchen im Messvolumen. Dies egtitiit, die Eigenschaften einzel-

ner Partikel zu bestimmen.

a b
80, 500-
5 60 400-
@]
g / 3004
%40- 70 80 90 100
2z 200
5 20, /50 60 70 80
g 100
<
0 04
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 500
Zeit/ ms Zeit/ ms

Abb. 3.1: Typische Zeitspuren von fluoreszenzmarkigen Liposomen.

In (a) wurden griine (1.5 % Oregon Green-PE) und (bt% Texas Red-PE) Liposo-
men gemischt, die nur mit Synaptobrevin 2 rekouigtit waren. In (b) wurden mit Syn-
aptobrevin 2 rekonstituierte Liposomen vermessennit beiden Farbstoffen markiert
waren (0.75 % Oregon Green-PE und 0.5 % Texas [R¢ds#d so den Farbstoffgehalt
von fusionierten Liposomen simulierten. Rote Limdaizahl der Photonen auf dem ro-

ten Detektor, griine Linie: Anzahl der Photonendarh griinen Detektor.

Es wurden mit Oregon Green und Texas Red fluoresaarkierte Liposomen so ver-
dinnt, dass sich durchschnittlich 0.1 Teilchen iratdRtionsbereich befanden. Das
entspricht einer Konzentration von weniger als 1. Mb. 3.1 zeigt Ausschnitte aus
typischen Zeitspuren, die sich dadurch ergebers das auf dem griinen und roten
Detektor gezahlten Photonen Uber bestimmte Zeitialie (hier 1 ms) aufsummiert

werden. Man nennt dieses Verfahren aBaming Die Grol3e des gewahlten Intervalls
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ist von zentraler Bedeutung fir die spatere Ausweytund hangt von der Art der Probe
ab. Wird das Intervall zu klein gewéahlt, so lassgch die Photonenbursts, die von
fluoreszierenden Partikeln hervorgerufenen werdeamn sie durch den Detektionsbe-
reich diffundierenden, nicht vom Dunkelrauschenetstheiden. Sind die Intervalle

hingegen groler als die typische AufenthaltsdaunesePartikels in dem Detektionsbe-

reich, so gehen die Information Uber die charastischen Eigenschaften des Partikels
verloren. In den hier gezeigten Experimenten wurgleei verschiedene Fluoreszenz-
Marker verwendet, die spektral getrennt detekingtden konnen. So kann analysiert
werden, ob eine Korrelation zwischen den Fluorezzignalen besteht. In den Zeitspu-
ren in Abb. 3.1 ist dies bereits mit blo3em Augesgkennen. Wahrend fir ein Gemisch
aus roten und grinen Liposomen die Photonenbunsiishdingig voneinander gemessen
werden (Abb. 3.1 a), treten in der Probe mit dojppatkierten Liposomen die Photo-

nenburst grundsatzlich gleichzeitig auf (Abb. 3)1 b

Aus dem Vergleich der beiden Zeitspuren in Abb.&dibt sich noch ein weiterer, fur

diese Arbeit wichtiger Sachverhalt. Im Vergleichden einzelmarkierten wurde genau
die halbe Farbstoffkonzentration fir die Hersteduder doppeltmarkierten Liposomen

verwendet. Dies entspricht der Farbstoffkonzerdmatdie nach einer Fusionsrunde zu
erwarten ware. Wenn die beiden fusionierenden ldpwn genau gleich grof3 sind, so
verdoppelt sich die Membranflache durch die Fusidie. Konzentration jedes einzel-

nen Farbstoffs bezogen auf die Gesamtlipidkonzeotrdnalbiert sich dabei. Wahrend

in Abb. 3.1 a jedoch die GroRRe der Photonenbunstsdam grinen und dem roten

Detektor vergleichbar ist, ist fur die korreliertehotonenbursts in Abb. 3.1 b die GrélRe
des grunen Photonenbursts im Vergleich zum rotdaziert. Dass sich das Verhaltnis
der Photonen auf griinem und rotem Detektor in agpeltmarkierten gegeniber den
einfachmarkierten Liposomen verschiebt, obwohl Beebstoffkonzentrationen relativ

zueinander gleich bleiben, ist auf FRET zuriickzegiah Nur wenn sich grine und rote
Fluorophore auf derselben Membran befinden, istAdbstand zwischen den Fluoropho-
ren ausreichend kurz fur den resonanten Energsfanwischen ihnen.
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Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Photonenbuts fir verschiedene Interme-

diate einer Fusionsreaktion.

Photonenbursts von (a) freien, (b) gedockten upfugionierten Liposomen.

Genau auf diesen beiden Parametern, der KorreldésnFluoreszenzsignals von gri-
nem und rotem Detektor einerseits und der FRETziefliz andererseits, beruht das
Konzept des in dieser Arbeit entwickelten Assayie. ERET-Effizienz wird routinema-
Big zur Beobachtung des Vermischens der LipidedbeiFusion von fluoreszenzmar-
kierten Proteoliposomen herangezogen [20, 90]. sbéte aber auch ein vor der Fusion
liegender Schritt, das Docking, beobachtet werdénter Docking soll im Folgenden
das Herstellen eines engen Kontakts zwischen danlvenen verstanden werden, bei
dem es jedoch zu keinerlei Austausch von Lipidemib. Abb. 3.2 erklart, wie durch
einen Vergleich von Korrelation und FRET-Effiziede verschiedenen Spezies unter-
schieden werden kénnen. Nur in einem fusioniert@odom ist die Fluoreszenzintensi-
tat und damit die GroRe des Photonenbursts aufgrand=RET veréndert. Sowohl fur
gedockte als auch fur fusionierte Liposomen sirg $lignale auf beiden Detektoren
korreliert. Hier wird auch klar, warum die beidetudrophore auf zwei Liposomen-
Populationen verteilt sein missen. Mit dem im Deghéeng-Assay verwendeten An-
satz, eine Population mit Donor-und Akzeptor-Faotistu markieren, wahrend die
zweite Population unmarkiert bleibt, ware die K@atensanalyse nicht méglich. Wird
nun eine Analyse aller korrelierten Photonenbuvsiggenommen, so lassen sich ge-
dockte und fusionierte Liposomen anhand der uritegdiichen Photonenverhaltnisse
zwischen den beiden Detektoren unterscheiden.
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Eine solche Analyse ist in Abb. 3.3 zuné&chst flrdeltpopulationen von Lipo-
somen vorgenommen worden. Es wurden die Photongtsbuwn Proben unter-
sucht, die einfachmarkierte rote (schwarze Kurve) doppeltmarkierte Lipo-
somen (rote Kurve) enthielten und das VerhaltnisRietonen auf dem griinen
Detektor zu den Photonen auf dem roten Detekifig) in einem Histogramm
aufgetragen. Es wurden die Bereiche der Zeitspalysiert, die auf dem roten
Detektor als Photonenburst erkannt wurden. Flrfrdien Liposomen ist das
Verhaltnis nicht groRer als das des Ubersprechessraten Farbstoffs in den
grinen Detektor. Das Maximum der Verteilung liegt bnter 0.1. Bei den dop-
peltmarkierten Liposomen hingegen sind grine urted Rhotonenbursts korre-
liert und es sind deutlich hohere Werte fig/(r) zu erwarten. Wie aber bereits
in Abb. 3.1 b dargestellt, ist die Intensitat deéngn Farbstoffs aufgrund von
FRET stark herabgesetzt. Es ergeben sich deshaltdafi Photonenverhéltnis
Werte kleiner eins und das Maximum der Verteiluiegtl bei ca. 0.5. Leider
stand flur die gedockten Liposomen kein definiefgsdellsystem zur Verfu-
gung. Die Verteilung der ,gedockten“ Liposomen wairdeshalb theoretisch
berechnet, indem zuféllig Photonenbursts von frggimen Liposomen durch
Photonenbursts von freien roten geteilt wurden.diéise hypothetische Popula-
tion von Liposomen ergibt sich eine Verteilung mimem Maximum von ca. 1
(blaue Kurve in Abb. 3.3). Dies entspricht der Baditung aus Abb. 3.1 a, dass
die Photonenbursts von freien grinen und rotendapten in etwa gleich grof3
sind.

Die Verteilungen der Modellpopulationen wurden damih der Verteilung einer
Population von Liposomen verglichen, die tatsathfigsioniert waren (grine
Kurve in Abb. 3.3). Es wurden Oregon Green-markidriposomen, die mit
einem stabilisierten Akzeptor-Komplex (dexh-Komplex) rekonstituiert waren
mit Texas Red-markierten Liposomen, die mit Synbp@ein 2 rekonstituiert
waren, fusioniert. DerAN-Komplex enthélt neben den beiden Q-SNAREs
SNAP-25A und Syntaxin 1A ein Fragment von Synaoior 2 (AS 49-96), das
an den C-terminalen Teil des SNARE-Komplexes bin&et lasst es die Bin-
dungsstelle fur das Membran-rekonstituierte Synatab frei, blockiert aber die
Bildung eines inerten Komplexes aus SNAP-25A undeiz®ynatxin 1A-

Molekdulen.
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Die fusionierten Proben wurden nach 2 h Inkubat®iner Zeit nach der die
Fusion abgeschlossen ist, analog zu den Modellpipoken vermessen. Es
ergibt sich eine Verteilung, deren Maximum auf das Verteilung der doppelt-
markierten Liposomen fallt. Die Verbreiterung destbigramms im Vergleich
zu dem der Modellpopulation in Richtung der kleerelWerte lasst auf eine
Population von Liposomen schlie3en, die weder gddonoch fusioniert sind.
Die Verbreiterung in Richtung groRerer Werte kaowaehl auf mehrfachfusio-
nierte wie auch auf gedockte, aber unfusionierigosomen zuriickzufihren

sein.
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Abb. 3.3: Verteilungen von relativen Intensitaten @ir verschiedene Liposomen-

Spezies.

Fur Bereiche, die auf dem roten Detektor als Bigsntifiziert wurden, wurde die

Summe der Photonen auf dem griinen Detektor duecSuinme der Photonen auf dem
rotem Detektor geteilt. Schwarz: nicht fusionierendposomen, die nur mit Synaptob-
revin 2 rekonstituiert waren. Rot: Doppeltmarkieiposomen, rekonstituiert mit Syn-

aptobrevin 2. Blau: Eine hypothetische Verteiluogy yedockten Liposomen wurde aus
einer nicht fusionierenden Probe errechnet, indenmSdmme der Photonen von Photo-
nenbursts auf dem griinen Detektor zufallig durehQlimme der Photonen von einem
unabhéngigen Photonenburst auf dem roten Detekteilgwurde. Grin: Verteilung ei-

ner Probe von fusionierenden Liposomen 2 h nachnBeder Fusion. Oregon Green-
markierte Liposomen waren mit defiN-Komplex und Texas Red-markierte Liposo-

men mit Synaptobrevin 2 rekonstituiert.

Mit Hilfe der aus den Modellpopulationen errechnetéerhéltnisse lassen sich
nun Photonenbursts verschiedenen Spezies zuorb@edie Histogramme der
Spezies sich Uberlappen, ist die Zuordnung allgsdinie eindeutig. Typische
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Photonenbursts aus einer Fusionsreaktion sind Im Bl dargestellt. Wahrend
sich zu Beginn der Fusion Beispiele von korrelief@hotonenbursts finden, die
einem gedockten Liposomenpaar zuzuordnen sind (3db), deuten die Werte

fur Photonenbursts nach zweisttindiger Fusion aibfierte Liposomen hin.

a b c
I/l = 0.09 I/, =153 IJI, =0.27
g 200y < 2007 °° 2007 °°
S
@]
N
g 100 100 100
©
E J\‘
0]
N
= . k
< 9 15 30 0 15 30 0 15 30
Zeit/ ms Zeit/ ms Zeit/ ms

Abb. 3.4: Beispiele fur einzelne Photonenbursts.

Photonenburst einer Probe mit nicht fusioniertegposbomen (a) und fusionierenden Li-
posomen 2 min (b) und 2 h (c) nach Beginn der Reaktiposomen enthielten 1.5 %
Oregon-Green oder 1 % Texas Red. In a waren gllesbimen mit Synaptobrevin 2 re-
konstituiert, in b und ¢ waren griine Liposomen d&m AN-Komplex und rote Lipo-
somen mit Synaptobrevin 2 rekonstituiert. Die amdpmmen Verhaltnissk; /Iz geben
die Summe aller Photonen auf dem grinen DetektamégLinie) geteilt durch die

Summe aller Photonen auf dem roten Detektor ar (riotie).

3.2 Validierung des FCCS-Assays

3.2.1 Datenanalyse

In Kapitel 3.1 wurde gezeigt, dass eine Analyseamer Photonenbursts grundsatzlich
die Unterscheidung von gedockten und fusioniertg@odomen ermdglicht. Die Analy-
se setzt jedoch sehr verdiinnte Proben voraus. Wsagekraftige Verteilungen zu

ermitteln, mussen die Daten tUber mehrere Minutesamenelt werden. Dies steht im
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Widerspruch zu der Kinetik der Liposomen-Fusion: &ié Fusion von Liposomen, die
mit demAN-Komplex rekonstituiert sind, mit Liposomen, dign&ptobrevin 2 enthal-
ten, betragt die Halbwertszeit nur wenige Minut&9]] Die Kinetik einer solchen

Reaktion kann mit einer Photonenburst-Analyse nécitittelt werden.

Es wurde deshalb in dieser Arbeit Fluoreszenz-Kteuelations-Spektroskopie
(FCCS) angewendet. Fur die FCCS mussen die Teitelden zwar auch niedrig sein
(bis zu 100 Teilchen im Detektionsbereich), abekas mehr als ein Teilchen simul-
tan analysiert werden. Die Methode stellt somieefiwischenstufe zwischen der Ein-

zelmolekuil-Detektion und einer Ensemble-Messung dar

Statt einzelne Bereiche der gemessenen Zeitspanalysieren, wie es bei der Photo-
nenburst-Detektion und -Analyse geschieht, wirdder FCCS die gesamte Zeitspur
eines Detektors mit der Zeitspur des anderen Datekreuzkorreliert (siehe Gleichung
[2.8]). Aus dieser Korrelation ergibt sich eine isghe Kurve, so wie sie in Abb. 3.5
dargestellt ist. Die Hohe der Kurve fir kurze Ktatnszeiten, die so genannte Korre-
lationsamplitude, spiegelt die Anzahl der doppettagaten, also gedockten oder fusio-

nierten, Liposomen wider.

10

Korrelationszeit t/ s

Abb. 3.5: Fluoreszenz-Kreuzkorrelation-Kurven einer Fusionsreaktion.

Die Kurven wurden 30 s (schwarz), 3 min (grin) @&@dmin (rot) nach Beginn der Fu-
sionsreaktion gemessen. Es wurden Liposomen, 8i€6lOregon Green-PE und den
AN-Komplex enthielten, mit Liposomen gemischt, di&lTexas Red und Synaptobre-

vin 2 enthielten. Die Messdauer betrug 10s.
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Abb. 3.6: Fluoreszenzlebensdauer-Analyse.

(a) Fluoreszenzabklingkurven in logarithmischer thagung. Die Kurven wurden 30 s
(schwarz), 3 min (griin) und 60 min (rot) nach Begiler Fusionsreaktion gemessen. In
(a) wurden Liposomen gemischt, die deX-Komplex und Synaptobrevin 2 enthielten.
In (b) wurden dieAN-Komplex-Liposomen vor dem Mischen mit einem lélsén Syn-

aptobrevin 2-Fragment (1-96) als kompetitivem litbibinkubiert. In (c) und (d) sind

die Mittelwerte von neun 10 s Messungen der Flummes-Lebendauer nach 30 s
(schwarz) und nach 60 min (rot) aufgetragen. Ddidfbalken ist die Standardabwei-

chung vom Mittelwert.

In dem hier verwendeten Aufbau wird mittels einepgsten Lasers angeregt. Dies
ermdoglicht die Bestimmung der Fluoreszenzlebensddee markierten Liposomen.
Anstatt wie oben beschrieben die gezahlten Photéoréaufend in Intervallen zusam-
menzufassen, wird der zeitliche Abstand der Phaot@oen ndchsten Laserpuls in einem
Histogramm aufgetragen. So ergibt sich eine Fluamezabklingkurve mit einem expo-
nentiellen Verlauf, dessen Zeitkonstante der Lethi@msr des angeregten Zustands der
Fluorophore entspricht. Genauso wie die Fluoresmésitat wird auch die Fluores-
zenzlebensdauer eines FRET-Donors durch Energsé¢raherabgesetzt. Das Vermi-
schen der Lipide lasst sich in dem hier beschriebdbxperiment also auch tber die
Anderung der Fluoreszenzlebensdauer verfolgenbgsseren Vergleichbarkeit sind in
Abb. 3.6 Fluoreszenzabklingkurven logarithmischgatrfagen, so dass sich ein linearer
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Abfall ergibt. Es handelt in Abb. 3.6 a. um diesgliMessungen wie in Abb. 3.5. Die
Unterschiede zu verschiedenen Zeitpunkten der Rygibb. 3.6 a) sowie zwischen der
Fusionsreaktion und einer durch einen I6slichesdifrvagment kompetitiv inhibierten
Reaktion (Abb. 3.6 b) erscheinen zunéchst gering. Buoreszenzlebensdauer lasst
sich jedoch bis auf 0.01 ns genau bestimmen, s® dixsUnterschied zwischen 3.4 ns
zu Beginn der Fusion und 3.75 ns nach 2 h sigmfikst (Abb. 3.6 ¢ und d).

Grundsatzlich ware es mdoglich, die Helligkeit dewdsomen aus einer Autokorrelati-
onsanalyse (FCS) zu bestimmen und so die FRET&ffizzu berechnen. Allerdings
hangt die Fluoreszenzintensitat auch immer von r@m3Eaktoren, wie z.B. der Anre-
gungsintensitat und der variierenden Farbstoffkotraionen sowie dem Durchmesser
der Liposomen ab. Die Analyse der Fluoreszenzlatares ist deshalb zuverlassiger.

Auch in der kombinierten FCCS-/ Fluoreszenzlebensdé&nalyse kann der Anteil der
gedockten Liposomen bestimmt werden. Dazu musauleahl Ny der interagierenden
(gedockten und fusionierten) direkt mit der Anz&lhls der fusionierten Liposomen
verglichen werden. Zunachst wurde der Anteil desidmierten Liposomen aus der
Fluoreszenzlebensdauer bestimmt. Wie bereits imhdtinteil ausgefuhrt (siehe Kap.
2.1.4) ist die Anderung der Fluoreszenzlebensdageumgekehrt proportional zur
Summe der Energietransferrae und der Ratenkonstante in Abwesenheit von FRET

ki:
Uty =kg +k [2.18]

ki lasst sicHeicht aus der Fluoreszenzlebensdauer des Donordgibiors in Abwesen-
heit des Akzeptors berechnen, also in diesem Halblar Fluoreszenzlebensdateder

reinen mit Oregon Green markierten Liposomen:

ki= 1/ [3.1]

Die Energietransferrate bei FRET kann deshalb falgemal3en berechnet werden:
ket=1/7q - 1/ 1p [3.2]

Da die Energietransferraler jedes einzelnen Donor-Fluorophdisear von der Kon-
zentration der Akzeptor-Fluorophore in seiner Umgepb abhéngt, ist die mittlere

Energietransferrate einer 10s-Messung proportibnaer durchschnittlichen Akzeptor-
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Fluorophor-Konzentration in allen fusionierten Mewaaten. Damit isket auch propor-
tional zu der Anzahl der fusionierten LiposomBii, (siehe hierzu auch Kapitel 3.2.2).
Im Folgenden wirdNs,s angegeben als der Prozentsatz der fusionierteasaipen

relativ zur Anzahl der fusionierten Liposomen n&bhmin Fusion:

_ kET (t) D.OO

s . (60min) [3-3]

Zu diesem Zeitpunkt kann die Fusionsreaktion atgeabhlossen betrachtet werden.

Um nun die Anzahl der fusionierten und der gedatkiposomen zu vergleichen, wird
die relative Anzahl der doppeltmarkierten Teilcidneingefiihrt.Ny ist der Anteil der
doppeltmarkierten Liposomen an der Anzhkl aller Liposomen, die eine griine Mar-

kierung tragen:

Ny =—° [3.4]

Nc kann aus einer Autokorrelationsanalyse bestimmtere (siehe Kapitel 2.2.3.1). Es
hat keinen Einfluss auf die Ergebnisse, wenn destielr Anzahl der griinen Liposomen

die Anzahl der roten Liposomen fir die Normieruegwendet wird.

Es ist notwendig den normierten Wéd und nicht die absolute Anzahl der doppelt-
markierten TeilchenNgg, fur die weitere Analyse zu verwenden, da die kgroen
auch mehr als eine Fusionsrunde unterlaufen kofsiehe Kapitel 3.3.2). Wenn z.B.
ein doppeltmarkiertes Liposom mit einem weitereiingn Liposom interagiert, so fuhrt
das zu keiner Anderung in der Anzahl der doppekimaen TeilcherNrg, die normier-

te ZahlINyx steigt aber an. AucNx wird im Folgenden auf den Endwert der Fusion nach

60 min bezogen:

Ny (t)

W, Goni) o5

Das Ubersprechen der Detektoren wurde dabei bedintkg, indem von allen Werten

der Wert der inhibierten Reaktion abgezogen wurde.
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Abb. 3.7: Verarbeitung und Normierung der FCCS- undFluoreszenzlebensdauer-

Daten.

Fusionsreaktion von Liposomen, die mit 1.5 % Ore@oeen und 1 % Texas Red mar-

kiert waren und deAN-Komplex bzw. Synaptobrevin 2 enthielten. Schwaurd rote

Punkte stellen die Messung zweier unabhangigerdapen-Praparationen dar.

(a) Die Kreuzkorrelation wurde berechnet, indem Alizahl der doppeltmarkierten Li-

posomen durch die Gesamtanzahl der griinen Liposgratilt wurde lre/ Ng-100).

Der durch Ubersprechen der Detektoren verursachteetgrund wurde beriicksichtigt,

indem der Mittelwert der Kreuz-Korrelation gemessén eine inhibierte ProbeA(N-

Komplex préainkubiert mit einem ldslichen Synaptafmne?-Fragment) von den Werten

abgezogen wurde. In (b) wurden die Daten aus (@jtggt und normiert. (c) Anderung

der Fluoreszenzlebensdau&ty. Da die Fluoreszenzlebensdauer zwischen einzelnen

Liposomenpréaparationen leicht variiert, wurde dlaofeszenzlebensdauer der reinen

grinen Liposomen der entsprechenden Praparatiomiem Werten abgezogen, um so

Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. In (d) wurdee Baten aus (c) gemittelt und nor-

miert.
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Abb. 3.7 zeigt die Rohdaten (Abb. 3.7 a und c)@argen die gemittelten und normier-
ten Werte fUmMNx undNs,s berechnet wurden. Jeder Punkt in Abb. 3.7 a uvdrde aus
der FCCS- bzw. Fluoreszenz-Abklingkurve einer Messung bestimmt (Abb. 3.5 und
Abb. 3.6 a). Dazu wurden entsprechende Funktio&eichung [2.5] bzw. [2.17])
mittels einer nichtkommerziellen Software [128]che Kurven angepasst.

3.2.2 Lineare Abh&ngigkeit der Fluoreszenzlebensdauer voder Farbstoff-

konzentration

0 0.2 0.4 0.6 0.8
% Texas Red-PE von Gesamtlipid

Abb. 3.8: Lineare Abhéngigkeit der Energietransferrate ket von der Konzentration
des Akzeptor-Farbstoffs Texas Red.

Aufgetragen wurde die aus der Fluoreszenzlebensdmrechnete Energietransferrate
gegen die Konzentration des Akzeptor-Fluorophorie Ronzentration des Donor-

Fluorophors variierte zwischen 0.13 und 0.50. Dadd zeigen zwei unabhéngige Li-
posomen-Praparationen (rote und schwarze Punkte)Abeegungsintensitaten von

10 mW (offene Symbole) und 25 mW (gefillite Symbagjeinessen.

Die oben beschriebene Berechnung der Anzahl demigsten LiposomeiNs aus der
Energietransferratker ist nur zuldssig, wenker auch tatséchlich linear von der Kon-
zentration des Akzeptor-Farbstoffs abhangt. Um diediberprifen, wurden doppelt-
markierte Liposomen mit verschiedenen Konzentratiomon Donor- und Akzeptor-
Farbstoff hergestellt. Die Konzentrationen entspeecdabei denen, die sich ergeben,

wenn die Liposomen ein bis drei Fusionsrunden daotén. Wie zu erwarten, hangt
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die ermittelte Energietransferrate ausschlief3lind linear von der Konzentration des
Akzeptor-Fluorophors ab. Die Konzentration des DeRoorophors, die ebenfalls
zwischen den einzelnen Liposomen-Praparationemevasowie die Anregungsintensi-
tat haben keinen Einfluss (Abb. 3.8).

3.2.3 Vergleichbarkeit von Fluoreszenzlebensdauer und Flureszenzinten-
sitat

In dem gut etablierten so genanBtequenchingAssay wird das Vermischen der Lipide

bei der Fusion von fluoreszenzmarkierten Proteshypeen tber die Fluoreszenzintensi-

tat beobachtet. Da sowohl die Anderung der Fluemsintensitat wie auch der Fluo-

reszenzlebensdauer auf eine Anderung der FRETig( fizzurlickzufiihren sind, sollte

sich mit beiden Parametern die gleiche Fusionsiiirezgeben.

Um dies zu Uberpriifen, wurde die Anderung der Espenzintensitat des Donor-
Farbstoffs wahrend der Fusion von Oregon Green-Timés Red-markierten Liposo-
men in einer Ensemble-Messung bestimmt. Die Kurueder dann mit der Anfangsin-
tensitat normiert und der Endwert bei 60 min anseiormiert. Durch die Normierung
ergibt sich eine ansteigende Kurve, obwohl die kibsd-luoreszenzintensitat des Do-
nor-Fluorophors in dem Experiment abfallt. Die Andey der normierten Fluoreszenz-
intensitat korreliert mit der aus der Energietransite berechneten Anzahl der fusio-
nierten Liposomenl\qs (Abb. 3.9). Die mittels FCCS bestimmte Anzahl \oteragie-
renden Liposomemy, steigt hingegen deutlich schneller als die nortiEluoreszenz-
intensitat und\y,s. Alle Messungen wurden an derselben LiposomendPadipn vorge-

nommen.
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Abb. 3.9: Vergleich von Fluoreszenzintensitat und koreszenzlebensdauer fir eine

Fusionsreaktion von Oregon Green- und Texas Red-mé&ierten Liposomen.

(@) Anderung der Fluoreszenzintensitat (blaue Djngemessen in einer Ensemble-
Messung mit einem Standard-Fluoreszenz-Spektrométerahl der fusionierten Lipo-
somen KNs, schwarze Punkte), bestimmt Uber Fluoreszenz-ldshesr-Analyse (aus
einer Einzelpartikel-Messung), Anzahl der doppeltieaten Liposomen Ny, rote
Punkte) bestimmt Glber FCCS. Die Liposomen entmettenAN-Komplex und 1.5 %
Oregon-PE bzw. Synaptobrevin 2 und 1 % Texas Red\REund Ny wurden wie in
Kapitel 3.2.1 berechnet. Der Kehrwert der Fluoragagensitat-o/F wurde fir 60 min
Fusionszeit auf 1 normiert. (b) ist eine Vergro®egrder ersten 10 min der Fusionsreak-

tion.

3.2.4 Vergleich verschiedener FRET-Paare und Donor-Farbstff-
konzentrationen

Meistens wird das Vermischen der Lipide bei der &EAvermittelten Liposomen-
Fusion mit dem so genanntBequenchingAssay beobachtet. Hier werden Donor- und
Akzeptor (normalerweise NBD und Rhodamin Lissanmingine Liposomen-Population

rekonstituiert, wahrend die andere unmarkiert bleiburch die Fusion nimmt die
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FRET-Effizienz ab und es erhoht sich die Fluoresigansitat des Donor-Fluorophors,
wahrend die des Akzeptor-Fluorophors abfallt.

1.0
0.8
W 0.6

0.4+

0.2

0 10 20 30 40 50 60
Zeit/ min

0.6

— 0.4

0.2

0 2 4 6 8 10
Zeit/ min

Abb. 3.10: Vergleich der beiden FRET-Paare NBD/ Rh#amin Lissamine und

Oregon Green/ Texas Red.

(a) Die normierte FluoreszenzintensitbtR,) wurde gemessen fir eine Fusionsreaktion
von NBD (1.5%)/ Rhodamin Lissamin (1.5 %) —marléartmit unmarkierten Liposo-
men (schwarz), Oregon Green (0.5 %)- mit Texas [e#o)-markierten Liposomen
(rot) und NBD (1.5%)- mit Rhodamin Lissamin (1.5-%6arkierten Liposomen (grin).
Die Liposomen waren jeweils mit defkN-Komplex und Synaptobrevin 2 rekonsti-
tuiert. Die Temperatur (22°C), die Verdinnung dgrolsomen (1:100) und das Verhalt-
nis von Proteinen zu Lipiden (1:200) waren beiralMessungen gleich. Alle Messun-
gen wurden als Ensemble-Messung mit einem Starfdlanfeszenz-Spektrometer

durchgefuhrt. (b) zeigt eine VergréRerung der eré@min der Messung.
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Wie der in Abb. 3.10 dargestellte Vergleich zwisgci¢BD/Rhodamin Lissamin- und
Texas Red/ Oregon Green-markierten Liposomen zeigllie gemessene Fusionskine-
tik unabhéngig von dem verwendet FRET-Paar. Aucbhinas keinen Unterschied, ob
der DequenchingAnsatz gewahlt wird und beide Fluorophore sichdast in dersel-
ben Liposomen-Population befinden, oder die Flubooe in getrennten Populationen
rekonstituiert sind und sich erst durch die Fusioschen.

Energietransfer ist nicht nur zwischen Donor- unkizéptor-Fluorophoren maoglich,
sondern auch zwischen gleichartigen Fluorophoreiesdd Homotransfer senkt die
Fluoreszenzintensitat ebenfalls ab [151]. Sein&igfiz ist, genauso wie beim Transfer
zwischen zwei verschiedenen Fluorophoren, abhargyig Abstand der Farbstoffmole-
kiule. Ist die Konzentration der Fluorophore auf &eoteoliposomen also hoch genug,
so konnte dies zu einem Homotransfer und damitr édedbstausléschung der Fluoro-
phore fuhren. Durch die Fusion vergréf3ert sichMignbranflache und es ware analog
dem Deguenching-Assay eine Erhéhung der Fluores#ensitat zu beobachten. Die-
ser Effekt sollte vor allem fur die Oregon Greendkerten Liposomen ausgeschlossen
werden. Denn die Erh6hung der Fluoreszenzintengitéth Aufhebung der Selbstaus-
l6schung wirde das eigentlich beobachtete Absiml@nFluoreszenzintensitat bei der
Fusion teilweise aufheben und somit die beobachtetonskinetik verfalschen. Es
wurden deshalb Liposomen mit verschiedenen Konagotren von Oregon Green
hergestellt (0.25%, 0.5%, 0.75%) und mit Liposonfiesioniert, die 1 % Texas Red
enthielten. Eine Abhangigkeit der Fusionsgeschwgkeit von der Donor-
Farbstoffkonzentration konnte nicht beobachtet eerdie Halbwertszeit der Kurven
lag im gleichen Bereich wie fur Liposomen mit 1.5Gfegon Green (Abb. 3.9). Eine
Verfalschung der Ergebnisse durch Selbstausloscluasg Donor-Fluorophors kann
deshalb fir den in dieser Arbeit verwendeten Kotragionsbereich ausgeschlossen

werden.
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Abb. 3.11: Einfluss der Konzentration des Donor-Flerophors auf die gemessene
Fusionsgeschwindigkeit.

Liposomen, die demN-Komplex und 0.75% (schwarz), 0.5 % (rot) und O@fgrin)

Oregon Green-PE enthielten, wurden mit Liposomeiofiert, die mit Synaptobrevin 2
rekonstituiert und mit 1% Texas Red markiert wa@azeigt wird die relative Fluores-
zenzintensitat des Donor-Fluorophors Oregon Grezoden auf den Anfangswert. Der

Endpunkt der Kurven ist auf eins normiert.

3.2.5 Anwendbarkeit von FCS und FCCS auf Liposomen

Streng genommen, gilt die hier zum Anpassen der-k@& FCCS-Kurven verwendete

Formel (Gleichung [2.5]) nur fir monodisperse Tedo von gleicher Helligkeit:

G(r)=G,— o1

T
+ ) ji+z220" [3.6]
I ()

Die Liposomen weisen aber eine gewisse Gré3enikartedes Durchmessers von ca.

20-40 nm auf [117]. AuRBerdem treten bei der Fugjlanchzeitige freie, gedockte und
fusionierte Liposomen auf, die unterschiedlich lseid.

Um sicher zu stellen, dass diese Variationen did#@5 und FCCS bestimmten Zahlen
nicht beeinflussen, wurden zunachst verschiedeneiMaungen (1:50 — 1:400) von
einzelmarkierten griinen und roten Liposomen heefedts ergaben sich Teilchenzah-
len zwischen ca. 2 und 35. Diese Verdinnungen tledka Konzentrationsbereich ab,
der fUr die Experimente zu erwarten ist, bei deden Anfangsverdiinnung jeweils
1:100 bezogen auf jede Liposomen-Population betrug.
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Abb. 3.12:Teilchenzahlen als Funktion der Verdiinnug der Liposomen.

Um zu Uberprifen, o, linear von der Liposomen-Konzentration abhéngtden ver-

schiedene Verdinnungen von (a) grinen (griine Puokik roten (rote Punkte) Lipo-
somen und (b) einem Gemisch aus griinen und rofeosbimen vermessen. Die Ver-
dinnungen lagen zwischen 1:50 bis 1:400 und dandeim Konzentrationsbereich der
in unseren Experimenten zu erwarten war. Die Liptmo enthielten 1.5% Oregon

Green oder 1% Texas Red.

Sowohl fur die einzeln verdinnten roten und gribi@oesomen (Abb. 3.12 a) wie auch
fur eine Verdinnung eines Gemischs aus beiden (3l2. b), verhalt sich die ermittel-
te Korrelationsamplitude tUber den gesamten Kona#atrsbereich linear. Der durch
die GroRenverteilung hervorgerufene Fehler ist &lemer als die Messgenauigkeit.
Die Anwendung der Gleichungen [3.7] und [3.8] zuesBmmung der Anzahl von

Liposomen, die grinNg) bzw. rot (Ng) markiert sind, ist damit gerechtfertigt:

Ng = [3.7]
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Ng = 3.8]

Um zu Uberprufen, wie Variationen in der Helligkdie berechnete Anzahl an dop-
peltmarkierten Liposomen beeinflussen, wurden Laopesn hergestellt, die Oregon
Green und Texas Red in solchen Konzentrationeniedtah, dass die resultierende
Helligkeit in etwa der von fusionierten und gedarktiposomen entsprach. Es wurden
zunachst doppeltmarkierte Liposomen, die die Hiedigvon gedockten Liposomen

simulieren, in verschiedenen Verhaltnissen mitaghfmarkierten Liposomen gemischt.
Die fur diese Probe nach Gleichung [3.4] berechAetzahl Nx der doppeltmarkierten

Liposomen hing linear von ihrem tatsachlichen Ariteder Probe ab (Abb. 3.13 a).

AulRerdem wurden Gemische von unterschiedlich hetleppeltmarkierten Liposomen
hergestellt, um eine Situation zu simulieren, infdsionierte und gedockte Liposomen
gleichzeitig in der Probe zugegen sind. Fur alsdi&emische wurde 100 % Kreuzkor-
relation gemessen. Aus diesen Experimenten karchigssen werden, dass die Fehler,
die durch unterschiedliche Helligkeit der Liposontesrvorgerufen werden, klein sind
im Vergleich zur Messgenauigkeit. Es ist deshaite eulassige Naherung die Anzahl
Nx der doppeltmarkierten Liposomen nach Gleichung][3u berechnen, obwohl es

sich nicht um vollig gleichartige Teilchen handelt.
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Abb. 3.13: Kreuzkorrelation fir Gemische mit Liposanen von variierender Hel-

ligkeit.

Es wurden Liposomen mit den folgenden Farbstoffkotrationen hergestellt: einfach-
markierte Liposomen mit 0.5 % Oregon Green-Pkg[Geinfachmarkierte Liposomen
mit 1 % Texas Red-PE (R doppeltmarkierte Liposomen mit 0.25% Oregon G+E&
und 0.5 % Texas Red-PE (@R 5 »,dunkel“, simulieren die Helligkeit von fusionien
Liposomen nach einer Fusionsrunde) und doppeltmdekiiposomen mit 1.5 % Ore-
gon Green-PE und 1 % Texas Red-PE {&R,hell, simulieren die Helligkeit von ge-

dockten Liposomen).
Der Anteil der doppeltmarkierten Teilchen wurdedmtmet nach Gleichung [3.4] fur:

(a) Gemische von doppeltmarkierten (GR mit einfachmarkierten griinen ¢g und

roten (R) Liposomen. Die Abhangigkeit der berechneten Ahzah dem experimentell

[GR]
(GRsu]+[GL)

eingestellten Anteil der doppeltmarkierten Teilchiender Probe

war in etwa linear.

(b) Gemische von zwei Typen von doppeltmarkiertaéposomen, die fusionierte

(GRy.2510.9 und gedockte (GR,;) Liposomen simulieren.
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3.3 Kinetik einer Fusionsreaktion

3.3.1 Vergleich von Docking und Fusion

Im vorangehenden Abschnitt 3.2.5 wurde gezeigts ¢igs so wie es in Abb. 3.7 b
berechnet wurde, tatsadchlich dem Anteil der doppaikierten Liposomen entspricht.
Nrs hingegen ist eine lineare Funktion der Anzahl fsionierten Liposomen (Abb.
3.8). Aufgrund der in beiden Fallen geltenden Propoalitat ist es deshalb zulassig,
die normierten Werte fir doppeltmarkierte und fuogoe Liposomen, so wie in Abb.
3.14 a und b geschehen, direkt zu vergleichen. iDidbb. 3.14 gezeigten Kurven
stammen von demselben Datensatz, der auch in ABbgeXeigt wird, also aus einer
Reaktion in der die Liposomen mit deN-Komplex und Synaptobrevin 2 rekonsti-

tuiert waren.

Der direkte Vergleich voiy undNy,s zeigt deutliche Unterschiede. Wéhrend der Anteil
der doppeltmarkierten Liposomeéy (rote Kurve in Abb. 3.14) direkt nach dem Mi-
schen der Liposomen ansteigt, ist der Anstieg Ngg(schwarze Kurve in Abb. 3.14),
dem Anteil der fusionierten Liposomen, verzégerieder Unterschied weist auf eine
PopulationNg,c VOn Liposomen hin, die bereits miteinander intexseqn, aber deren
Lipide noch nicht miteinander vermischt sind une thier als gedockte Liposomen

bezeichnet werden:
Naoc = Nx - Nius [3.9]

Der Anteil der gedockten Liposomen steigt ca. 2 maoh Mischen der Liposomen auf
bis zu 50% und fallt dann auf O ab (Abb. 3.14 c dihdDies lasst sich als Hinweis auf
die Existenz eines metastabilen gedockten Zustamdies den hier gewahlten Reakti-
onsbedingungen werten. Die Verzogerung der DockKingre im Vergleich zur Fusi-
onskurve spiegelt sich auch in den Zeitkonstantatenydie sich fur biexponentielle
Anpassungen an die Kurven ergeben. Fir das Dodletrgigt die Konstante 70 s, fur
die Fusion 840 s.

Die hier gezeigten Ergebnisse werden durch die lifrigee der Photonenburstanalyse
gestutzt. Hier sind 2 min nach Mischen der Liposorabenfalls korrelierte Photonen-
bursts zu beobachten, die die typischen Photonkakeisse von gedockten Liposomen
aufweisen (Abb. 3.4 b). Die Verzoégerung zwischerckidaoy und Fusion ist auch im
Vergleich von Abb. 3.5 und Abb. 3.6 erkennbar. \dldrin Abb. 3.5 bereits ein deutli-
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cher Anstieg der Kreuzkorrelationsamplitude erkemnbt, ist die Fluoreszenzabkling-
kurve in Abb. 3.6 unverandert.

1.2 5

I
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Abb. 3.14: Kinetik von Docking und Fusion.

Es wurden Oregon Green (1.5%)-markierte Liposondésn,mit demAN-Komplex re-
konstituiert waren, mit Texas Red (1%)-markiertéposomen fusioniert, die mit Syn-

aptobrevin 2 rekonstituiert waren.

Die Fehlerbalken zeigen die Abweichung tber 90s wmm zwei unabhéngigen Mes-
sungen an (siehe auch Abb. 3.7). (a) Vergleichmbemierten Anzahl an fusionierten
Liposomen K, schwarze Punkte) mit der Anzahl an gedocktenfusidnierten Lipo-

somen Ky, rote Punkte). Kreise stehen fir Experimente, éneth die Fusion durch
Prainkubation mit einem l6slichen Synaptobrevinrdgfent inhibiert wurde. (b) ist ei-
ne VergroRerung der ersten 10 min der Daten in(¢a)Der Unterschied in der Kinetik
der Bildung von doppeltmarkierten Liposombly, und fusionierten Liposomen kann
durch das Auftreten einer intermediéren Population gedockten LiposomeNy,. er-

klart werden. (d) zeigt die ersten 10 min von (s)\éergré3erung.
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3.3.2 Anzahl der Fusionsrunden

Es ist aus Untersuchungen mit d&aquenchingAssay bekannt, dass die Liposomen
bei der SNARE-vermittelten Fusion mehrere Fusiomdem durchlaufen kénnen. Die
Anzahl der Fusionsrunden wurde dabei aber nurektidurch den Vergleich mit Ka-
librationsmessung bestimmt [153]. Mit Fluoreszera+iélations-Spektroskopie ist die
Anzahl der Fusionsrunden hingegen direkt zugangod Anzahl der griinen und roten
Liposomen wird unabhangig davon bestimmt, ob siéaeh- oder doppeltmarkiert sind
(vgl. Gleichungen [3.7],[3.8] und Abb. 3.12). Dekkhé@ndert sich die Anzahl der auf
einem Detektor gezahlten Teilchen nicht, wenn etas und ein grines Liposom inter-
agieren. Das resultierende doppeltmarkierte Teflched immer noch als ein griines
auf dem griinen Detektor und ein rotes auf dem rBietektor gezahlt. Zu einer Ande-
rung in der Anzahl der Liposomen kommt es nur, wem bereits gedocktes oder
fusioniertes Liposomenpaar mit einem oder mehreretteren Liposomen interagiert.
In Abb. 3.15 a interagieren insgesamt zwei gruirg awei rote Liposomen miteinander.
Ursprunglich wurden also je zwei Teilchen auf jed#sn Detektoren gezahlt. Durch die
mehrfache Interaktion der Liposomen reduziert siigse Zahl auf eins. Aus der Ver-
ringerung der Anzahl der Liposomen wéhrend derdfukisst sich also abschatzen, wie
viele Liposomen jeweils miteinander interagierem.Abb. 3.15 b reduziert sich die
Anzahl der Liposomen um 40-50%. Das heil3t, dasklittel 3-4 Liposomen interagie-
ren. Die Zahlen auf dem grinen und roten Deteldbheri gleich stark ab. Dies deutet
daraufhin, dass grine und rote Liposomen gleichBeman den Interaktionen beteiligt
sind.

Aus dem Vergleich von Abb. 3.14 und Abb. 3.15 ergizh, dass die Bildung von
mehrfach interagierenden Liposomen ca. sechsmalefieh ist als die Fusion. Auf-
grund der in Abb. 3.3 gezeigten Photonenburstaeatigsf geschlossen werden, dass
ein Grol3teil der gedockten Liposomen spater ausioiert. Damit ergibt sich aus dem
hier beobachteten Absinken der Teilchenzahlen, des&iposomen im Schnitt 1.8- 2

Fusionsrunden durchlaufen.
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NIN,

Zeit/ min

Abb. 3.15: Mehrfach interagierende Liposomen.

(a) Schematische Darstellung von einzelnen Liposom&l einem gedockten Liposo-

menpaar, die sich zu einem Liposomen-Aggregat zosartagern.

(b) Zeitliche Veranderung der Teilchenz&hbhuf dem griinen (griine Punkte) und roten
(rote Punkte) Detektor wahrend einer typischen dnsieaktion. Die TeilchenzalN
normiert mit der Teilchenzat, der Liposomen zu Beginn der Fusionsreaktion nimmt
ab und weist deshalb auf mehrfach interagierendedamen hin. Die gezeigten Daten
stammen aus denselben Messungen wie auch Abb.Kxdide zeigen die Teilchenzah-
len fUr ein Experiment, in dem die Fusion durchifdédbation mit einem ldslichen Syn-
aptobrevin 2-Fragment inhibiert wurde. Die Daterrden mit einer monoexponentiel-
len Abklingkurve angepasst. Es ergab sich dabe& Egitkonstante von~ 240-480 s,
was zeigt, dass die Liposomen schneller Mehrfaehaitionen eingehen als fusionieren
(Abb. 3.14,r, = 840 s).

3.3.3 Kinetik von Docking und Fusion

Um die Geschwindigkeit von Docking und Fusion qitativ vergleichen zu kdnnen,

wurden in Abb. 3.14 zunachst biexponentielle Florien an die Kurven angepasst. Es

ergaben sich Konstanten veix 70 s fur das Docking ung = 840 s fir die Fusion.
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Diese Konstanten sind als eine Abschatzung zuelezst Die Funktionen wurden ohne
Annahmen Uber den zugrundeliegenden Mechanismu&hdew

a
R+G D, F

|
!

Abb. 3.16: Kinetisches Modell fur eine Fusionsreakbn von Liposomen rekonsti-
tuiert mit einem stabilisierten SNARE-Akzeptor-Komplex (AN-Komplex) und

Synaptobrevin 2.

(a) Reaktionsschema fir einen zweistufigen Fusiechianismus. Einzelne grin&)(
und rote R) Liposomen interagieren und bilden eine intermedidwischenstufel¥,,)
mit einer Geschwindigkeitskonstarke= 1/ ;. D, schlief3t alle einfach- und mehrfach
interagierenden Liposomen ein. Aus dem Intermejatverden dann die fusionierten
Liposomen (F) mit der Geschwindigkeitskonstakie= 1/ 7, gebildet. (b) und (c):
Schwarze Linien: Numerische Losungen der Diffeadglteichung mit den Zeitkonstan-
tent; = 100s und, = 600s. Rote Punkte: Experimentelle Werte fir gktio(b) und fu-

sionierte Liposomen (c).

Die Daten lassen sich jedoch auch nach einem avligistKinetik-Modell interpretie-
ren. Hierzu wurde das am einfachsten vorstellbaoelé gewahlt: Es wird angenom-
men, dass sich jeweils ein grines und ein rotesdam (,G“ und ,R“) zu einem ge-
dockten, metastabilen IntermediaD(,) zusammenfinden, aus dem sich dann ein fusio-
niertes Liposom ) bildet (Abb. 3.16 a). Das Differentialgleichungstem, das sich
fur dieses Modell ergibt, ist analytisch nicht lésb

63



KAPITEL 3.3

Al el .10
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Numerische Losungen der Gleichungen wurden anxgierenentellen Daten angepasst

(Abb. 3.16 b und c). Sie beschreiben den fir deidfiskurve beobachteten verzégerten
Anstieg besser als die biexponentielle Funktiomn. dié@ beiden Zeitkonstanten ergeben

sich Werte vormr; = 100 s unde, = 600 s. Sie liegen damit in einem sehr ahnlichen
Bereich, wie auch die aus der biexponentiellen Aspag bestimmten Konstanten. Aus

den hier bestimmten Zeitkonstanten fur das Docking 100 s lasst sich nach der

Theorie von Smoluchowski berechnen, dass die Lipesoca. 10 Mal kollidieren,

bevor sie einen gedockten Zustand eingehen [154].

Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass die Wertkdestanten von den verwendeten
SNARE-Proteinen, der Liposomen-Konzentration, dS¥ARE-Dichte und dem Pro-
tein: Lipid-Verhaltnis abhéngig sind und der gapezelle Kinetik der hier betrachtete
Fusionsreaktion entsprechen. Die Abhangigkeit ven dposomen-Grol3e wird im

nachsten Kapitel noch genauer betrachtet.

In den hier gezeigten Experimenten ist ein stabilier Q-Akzeptor-Komplex zum
Einsatz gekommen. Der Komplex besteht aus den h&@&NAREs SNAP-25A und
Syntaxin-1A, sowie dem Fragment (AS 49-96) aus Biotaevin 2. Dieses Fragment
muss zunachst aus dem Komplex verdrangt werdergriser Komplex vollstandig
assemblieren und die Fusion initiieren kann [89¢ Btelle des Komplexes, an die das
Synaptobrevin der gegenuberliegenden Membran himstgedoch frei. So kénnen die
Liposomen mittels dieser Bindung docken. Die Veertigg der Fusion gegeniber dem
Docking ist also vermutlich auf die Verdrangung dabilisierenden Fragments zu-

rickzufiuhren.
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In Kapitel Abb. 3.15 wurde gezeigt, dass die Liposa ca. zwei Fusionsrunden durch-
laufen und dass wéahrend der Reaktion mehrfach géslcgposomen ([D,) auftreten

(Abb. 3.15). Dies hat jedoch keinen Einfluss awd Anwendbarkeit von Gleichungen
[3.10]-[3.13], wie im Folgenden gezeigt werden sdlie intermediare Spezies wird
dazu so definiert, dass sie alle mehrfachinteragm#n Liposomen miteinschliel3t

(-Dn*). AuRerdem werden folgende Annahmen gemacht:

1. Docking tritt immer vor der Fusion auf, d.h. ifwserte Liposomen docken nicht
mehr. Diese Annahme ist gerechtfertigt, weil gezeigrde, dass das Docking sehr viel
schneller als die Fusion ist (Vergleiche Abb. 3ubdl Abb. 3.15)

2. Die Liposomen gehen einfache und mehrfachedktienen gleich schnell ein.

3. Die Geschwindigkeitskonstante der Fuskgimangt nicht von der Art des gedockten

Intermediates ab (mehrfach oder einfachgedockt).

Wenn von maximal zwei Docking-Runden ausgeganged, \so kénnen die folgenden

Intermediate auftreten:

R+G—>D [3.14]
G+D—GD [3.15]
R+D—RD [3.16]
D+D— DD [3.17]

Hier sindG griine undR rote Liposomen. MiID ist ein gedocktes Paar aus genau einem

grinen und einem roten Liposom gemeint.

Die Bildungs- und Zerfalls-Kinetik der einzelnertdrmediaren Spezies kann mit den
folgenden Differentialgleichungen beschrieben werddier istk; die Ratenkonstante

des Dockings un#, die Ratenkonstante der Fusion:

d[]

L2 = k[RIe] - k[RIp] - k[G]ID]- koI ~I,[D] [3.18]
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401 [e][o]- . fen] 3.29]
dR0L . [RlIp] -k, [Ro) 320
d80)_ o} -k, [0} 8.21]

Das Intermediab, schliel3t alle gedockten Spezies ein:
D, = D+RD+GD+DD [3.22]

Die Bildung und der Zerfall voB, kann dann folgendermaf3en beschrieben werden:

dp,| _dD], dleo] , drRO] , d[pD]
dt

[3.23]
dt  dt ot ot

Unter Berucksichtigung von Gleichungen [3.18]-[3.24gibt sich so:

O] [Rel- o, .24

Diese Gleichung ist vollig analog zu [3.12].

Der Beweis wurde hier fir zwei Docking-Runden gefiikveil dies auch die durch-
schnittliche Anzahl von Interaktionsrunden in ABl5 war. Er lasst sich aber auf eine

beliebige Anzahl von Runden erweitern.
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3.3.4 Einfluss der Grol3e der Liposomen auf die Fusion
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Abb. 3.17: Vergleich von Liposomen verschiedener @Gifie.

Normierte Anzahl der fusioniertemM{, schwarz) und gedockten Liposomey( rot)
einer Fusion von Liposomen, die d&N-Komplex enthielten (markiert mit 0.5 % Ore-
gon Green), mit Liposomen, die mit SynaptobrevireRonstituiert waren (markiert mit
1 % Texas Red). Das Verhdltnis von Proteinen zudeip betrug 1:500, die Reaktion
wurde bei 35°C durchgefiihrt. Die Durchmesser dposomen betrug in (a) ca. 100 nm

und in (b) ca 30 nm. Die Linien sind Anpassungechrdem in Abb. 3.16 vorgestellten
kinetischen Modell.

Die Krimmung einer Membran und die daraus reselige Membranspannung kann
die Geschwindigkeit der Membranfusion maRR3geblichirfiussen [5]. Um diesen Ein-
fluss fur die hier untersuchte Fusion von Protedgmen zu bestimmen, wurde die
Fusion von Liposomen mit einem Durchmesser vonr8(Jso wie so auch in Abb. 3.14
Verwendung fanden) mit der Fusion von Liposomen aiitem Durchmesser von

100 nm verglichen (Abb. 3.17). In diesen Reaktiomemden niedrigere Proteinkon-
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zentrationen verwendet als in Abb. 3.14, weil dekénhstitution deaN-Komplexes in
die groRReren Liposomen zu sehr breiten GroRenuarggn fuhrt. Wéahrend die Ge-
schwindigkeit des Dockings fur beide Falle verdibiar ist, ist ein deutlicher Unter-
schied in der Fusionskurve zwischen kleinen und®gnoLiposomen zu erkennen. Die
Anfangsphase, in der die Fusionskurve zunachstt r@okteigt, ist bei den grofReren
Liposomen ca. zwei- bis dreimal langer als bei Hemen. Dies lasst vermuten, dass
die Stabilitat des gedockten Intermediates dureh@liol3e der Liposomen beeinflusst
wird. Der Vergleich ist an dieser Stelle qualitatiNatur. Fir einen quantitativen Ver-
gleich musste sicher gestellt werden, dass die dopeen tatsadchlich mit derselben
Konzentration an Proteinen rekonstituiert wareresDst hier jedoch ausgeblieben.

3.4 Einfluss von Complexin 2 auf die Fusion

Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dasslemt hier vorgestellten Assay die
Detektion eines gedockten Zustandes maglich ist dads fur die speziellen, in dieser
Arbeit verwendeten Proteine ein solcher Zustandna$astabiles Intermediat vor der
Fusion auftritt. Membranen in einem gedockten Zus$taind auch ein Schlisselinter-
mediat in der neuronalen Exozytose. Wie bereitsiversen Arbeiten einschlief3lich der
vorliegenden gezeigt, sind die SNARE-Proteine albisreichend, um Membranen zu
fusionieren. Bei der neuronalen Exozytose komndhes nicht nur darauf an, dass das
Neurotransmitter-geladene Vesikel mit der Plasmabmamverschmilzt, sondern dieser
Prozess muss auch schnell und vor allem zum rehtideitpunkt ablaufen. Es wird
deshalb vermutetet, dass die Fusionsmaschine emeteitpunkt knapp vor der Fusion
gestoppt wird und das Vesikel in einem hochfusogefiestand darauf wartet, dass das
Cd*-Signal eintrifft. Zu den regulatorischen Proteindie den Prozess zu diesem spé-
ten Zeitpunkt beeinflussen, gehdrt neben dem Sgteginin auch das Complexin.
Aufgrund seiner inhibitorischen Wirkung, auch ingéximenten mit Proteoliposomen
[155], wurde Complexin algusion clampdiskutiert. Damit ist gemeint, dass es an den
SNARE-Komplex bindet und so seine vollstandige Agsieerung verhindert, wodurch
die Fusion bis zum Eintreffen des ‘G&ignals aufgehalten wird. Ein Einfluss des
Complexins auf den gedockten Zustand sollte mit deen prasentierten Assay gut

zuganglich sein.
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Abb. 3.18: Einfluss von Complexin 2 auf die Kinetibn Docking und Fusion. Ge-
mischt wurden Oregon Green-markierte Liposomen nstimiert mit dem AN-

Komplex mit Texas Red-markierten Liposomen rekduigit mit Synaptobrevin 2 unter
Zugabe von Complexin (rot) und ohne Complexin (satzwl pM). (a) Anteil der inter-
agierenden (doppeltmarkierten) Liposomen an demaf@tmhl der grin markierten Li-

posomen. (b) Anderung der Fluoreszenzlebensdaueh fusion.

Einer Fusionsreaktion von Liposomen, die défitKomplex enthielten mit Liposomen,
die mit Synaptobrevin 2 rekonstituiert waren, wufiemplexin 2 zugesetzt. Es wurde
die Anzahl der doppeltmarkierten Teilchen sowiekligreszenzlebensdauer der Probe
mit und ohne Complexin 2 verglichen. Wie Abb. 3d&eigt, erhoht die Zugabe von
Complexin 2 die Geschwindigkeit, mit der doppeltkiente Teilchen gebildet werden,
wie auch die Gesamtzahl der doppeltmarkierten fiefic Wahrend der Wert fir die
Reaktion ohne Complexin nur ca. 60 % erreichtgsi fir die Reaktion unter Zugabe
von Complexin auf 100%. Erstaunlich ist, dass tmdizses deutlichen Effekts in der

Kreuzkorrelationsanalyse, die Zugabe von Complexaktisch keinen Einfluss auf die
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Fluoreszenzlebensdauer hat. Allenfalls ist einehtei Verringerung der Geschwindig-

keit fir Fusionszeiten langer als 30 min zu erkenne

Dies spricht gegen den direkten Einfluss von Comiplauf ein Fusionsintermediat.
Eine Erklarung fur den grof3en Anstieg der Kreuzidation liefert das durch Comple-
xin induzierte Clustering der Liposomen, wie im Iméten Abschnitt ausfuhrlicher

beschrieben wird.

3.5 Interaktion von Complexin 2 mit Membranen
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Abb. 3.19: Autokorrelationskurven fir fluoreszenzmakierte Proteoliposomen.

Typische Autokorrelationskurve fir Oregon Greenthigte Liposomen rekonstituiert
mit dem AN-Komplex (schwarz) und einer Probe derselben lopten-Préaparation

nach Zugabe von 1 pM Complexin 2 (rot). Die Int¢iakder Liposomen fuhrt zu einer
Abnahme der Teilchenzahl, die eine Erhéhung deokatelationsamplitude hervor-
ruft. Auf3erdem erhoht sich die Diffusionszeit dexrtikel, hier durch die Pfeile mar-
kiert. Aus der Gesamtanzahl der gezahlten Photandrder Teilchenzahl lasst sich die
Teilchenhelligkeit berechnen. Linien sind nach &ieing [2.5] gefittete Kurven. Die

Messzeit betrug 10 s.

Aufgrund der Untersuchung des Einflusses von Coxaplauf die Fusion von Proteoli-
posomen (Abb. 3.18) wurde vermutet, dass Complaxtch unabhangig von SNARE-
induzierten Fusionsintermediaten zu einer Intecaktler Liposomen fiihren kann. Um
dies zu uberprifen, wurden verschiedene LiposomépaPationen in An- und Abwe-
senheit von Complexin 2 mit FCS untersucht. Es wemrth einer Autokorrelations-

70



ERGEBNISSE

Analyse alle Parameter ausgewertet, die die Anmall die Grolie der detektierten
Teilchen widerspiegeln: die Korrelationsamplitudes Helligkeit der Teilchen und die
Diffusionszeit (Abb. 3.19). All diese Parameter dam durch ein Clustering der fluo-

reszierenden Teilchen beeinflusst.

107

|
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Abb. 3.20: Vergleich von Parametern, die Clusteringeigen.

Liposomen, die mit den angegebenen Proteinen rékaasgt waren, wurden mindestens
10 min bei Raumtemperatur mit 1 pM Complexin 2 iilkeut. Nur die Liposomen, die
einen teilweisen oder vollstandig assembliertendem SNARE-Komplex enthielten,
zeigten einen signifikanten Anstieg der Autokortielassamplitude, der Teilchenhellig-
keit und der Diffusionszeit. Die Werte sind Mittelte aus 18-25 Einzelmessungen (je
10 s) und normiert auf den entsprechenden WerPdeameters ohne Complexin. Feh-

lerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mitteiw

Die untersuchten Liposomen enthielten:

* DenAN-Komplex, und damit einen Teil des assembliert\BE-Komplexes,
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den AN-Komplex prainkubiert mit dem Fragment Synaptobrel~96 und da-

mit ein vollstandig assembliertes SNARE-Motiv,

* einen Komplex aus SNAP-25A und Syntaxin 1A (2:1-Kxdex),

Synaptobrevin 2 oder
* kein Protein.

Nur die beiden Proben, die Liposomen mit déNMrKomplex oder dem ganzen as-
semblierten SNARE-Motiv enthalten, zeigt einen Kffeei Zugabe von Complexin.

Zu beobachten war ein Anstieg der Korrelationsatugd und damit ein Abfall der

Teilchenzahl, sowie eine Erhéhung von Teilchenbkdit und der Diffusionszeit

(Abb. 3.20), beides Hinweise fir einen Vergrol3erdeg Teilchen. Insgesamt lasst
sich fur diese beiden Proben schliel3en, dass djial#ivon Complexin zu der Bil-

dung von Liposomen-Clustern fuhrt. Die hohen Fddatiken flr geclusterte Proben
sind auf die Tatsache zurtickzufiihren, dass durshCliastering eine sehr polydis-
perse Mischung von Teilchen entsteht.

Dass der Clustering-Effekt nur in Anwesenheit dssemblierten SNARE-Motivs zu
beobachten ist, erstaunt nicht. Offensichtlichd& gut charakterisierte Bindung von
Complexin an den terndren SNARE-Komplex Voraussej4ur das Clustering. Damit
es zu einem Clustering kommt, muss Complexin jedumth eine zweite Interaktion
mit den Liposomen eingehen kdnnen. Als Bindungsgarbleiben hier eigentlich nur
die Phospholipide. Complexin 2 muss also eine D@nf@ben, die Membranen binden
kann. Da es sich um ein recht kurzes Protein harkiinen die in Frage kommenden
Bereiche leicht eingegrenzt werden. Der Mittelties Proteins (ca. AS 26- 83) ist die
SNARE-Bindungsdomane. Fur eine mdogliche Interaktmit Membranen bleiben
deshalb nur die beiden ca. 30 und 50 Aminosauragela Domanen am N- und

C-Terminus des Proteins.

Es wurden verschiedene Deletions-Mutanten von Cexipl hergestellt, die entweder
nur die N-terminale Domane und den mittleren T&# (1-83), die C-terminale Domane
und den mittleren Teil (AS 26-134) oder nur dentlerién Teil (AS 26-83) enthielten.

AulRerdem wurde eine Doppelpunktmutation eingef(ftR@OAY70A), von der aus der

Literatur bekannt war, dass sie die SNARE-Bindunggtbricht (Abb. 4.1, [156]).
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Auch fir diese Complexin-Fragmente wurde der Esdlauf das Clustering von Lipo-
somen, die mit einem teilweise oder vollstandigeagdierten SNARE-Komplex re-
konstituiert waren, mit FCS untersucht. Das Experitnwurde etwas anders durchge-
fuhrt als in Abb. 3.23. Es wurden Oregon-Green neaid& Proteoliposomen mit pro-
teinfreien, Texas Red-markierten Liposomen gemidoheiner Autokorrelationsanaly-
se wurden wie oben fur sowohl fir den griinen athalen roten Detektor die Korrela-
tionsamplitude, die Teilchenhelligkeit und die Dsfonszeit bestimmt. Es zeigt sich,
dass neben dem Wildtyp-Complexin (AS 1-134) dagyfent mit der C-terminalen
Doméne (AS 26-134) das einzige ist, das diese Raeanbeeinflusst. Auch fir die
Punktmutante wurde kein Effekt beobachtet. Diektdsich mit der Beobachtung aus
Abb. 3.20, dass die Bindung von Complexin an dendten SNARE-Komplex not-

wendig fir das Clustering ist.

Aus den Experimenten lasst sich au3erdem schlieffesy Complexin 2 tatsachlich
Uber eine Membraninteraktion die Liposomen verhin@enn die Effekte sind glei-
chermal3en auf dem grinen und roten Detektor zunséhes ist nur durch eine Beteili-
gung der roten, proteinfreien Liposomen an dent€taszu erklaren. Auf3erdem wurde
in Abb. 3.21 d die Anzahl der doppeltmarkiertenldien bestimmt. Auch hier zeigt
sich, dass grine und rote Liposomen an den Clustetgiligt sind. Ein Anstieg der
Anzahl doppeltmarkierter Teilchen ist ausschligi3hgr die Proben zu beobachten, die
auch einen Effekt in der Autokorrelations-Analyssvorrufen.

In den Experimenten wurden sowohl Liposomen gdtedie mit demAN-Komplex
rekonstituiert waren (offene Balken) als auch Lgroen, die einen ternaren SNARE-
Komplex enthielten (geflllte Balken). Der ternarerkplex enthalt alle vier SNARE-
Motive und die beiden Transmembrandomanen von SyntA und Synaptobrevin 2.
Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Proigénicht zu erkennen.
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Abb. 3.21: Complexin 2 kann Membranen quervernetzen

Oregon Green-markierte Liposomen, die entwederdeih AN-Komplex (offene Bal-
ken) oder mit einem ternaren SNARE-Komplex, dergg@jabrevin 2 1-116 enthielt (ge-
schlossene Balken), rekonstituiert waren, wurdernt proteinfreien, Texas Red-
markierten Liposomen inkubiert. Den Liposomen wuvidigdtyp-Complexin 2 (1-134)
sowie die Complexin 2 —Fragmente AS 1-83, 26-83124 und eine Mutante, die den
SNARE-Komplex nicht bindet (K69AY70A) zugesetzt.r@aeter, die Aggregation an-
zeigen (Korrelationsamplitude (a), Teilchenhelligk®), Diffusionszeit (c), Kreuzkor-
relation (d)) wurden fiir den roten (rote Balkenilgntinen (griine Balken) Detektor be-

stimmt.

Um auszuschliel3en, dass eine hydrophobe Interaliéorluoreszenzmarker das Clus-
tering verursacht, wurde au3erdem der Einflusssdeschiedenen Complexin-Mutanten
auf das Clustering von unmarkierten Liposomen, rdiedem AN-Komplex rekonsti-
tuiert waren, untersucht (Abb. 3.22). Es wurdenrzuedie Grof3enverteilungen der
Proben mit dynamischer Lichtstreuung bestimmt. Aligln war eine Verschiebung der
GroRRenverteilung zu grofReren Radii nur fur Wild@pmplexin (AS 1-134) und das C-
terminale Fragment (AS 26-134) zu beobachten.
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Abb. 3.22: Nachweis von Liposomen-Clustern durch dyamische Lichtstreuung.

Unmarkierte Liposomen, die mit dexN-Komplex rekonstituiert waren, wurden mit
dem Wildtyp und unterschiedlichen Mutanten von Claxin 2 inkubiert. Die Konzent-

ration von Complexin 2 war 1 uM, mit der AusnahmenvComplexin 2 26-134

(0.2 uM). Die Histogramme sind typische Intensitétteilungen von je 15 Einzelmes-
sungen (4 s).
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4 Diskussion

4.1 Assay zur Unterscheidung von Docking und Fusion

Seit langer Zeit werden Studien an Proteoliposom@&nSNARE-vermittelten Mem-

branfusion durchgefiihrt. Dabei wird bei der Ublichdethode die Fusionsgeschwin-
digkeit Uber die Veranderung der FRET-Effizienz sstien Lipid-verankerten Fluoro-

phoren gemessen. Die vor der eigentlichen Fusiegetiden Schritte, vor allem das
Ausbilden eines stabilen Kontaktes zwischen den btaren, sind schlecht untersucht.
Nur ein tieferes Verstandnis dieser Intermediakeubt aber den Einfluss von regulato-
rischen Proteinen auf die Fusion richtig zu intetigren und Aussagen zu treffen, die

auch auf biologische Systeme zu Ubertragen sind.

Mit der in der vorliegenden Arbeit entwickelten Metle wurde auf diesen gut etablier-
ten Liposomen-Assay zurtickgegriffen. Wie beim uisglichen Ansatz wurde die
Fusion Uber die Anderung der FRET-Effizienz zwisthen Lipid-verankerten Fluoro-
phoren gemessen. Darlber hinaus wurde mit der F&D@&STechnik verwendet, die die
Bestimmung der Eigenschaften einzelner Partikel dadhit auch die Detektion der

Interaktion von nicht fusionierten, ,gedockten” bgomen erlaubt.

Um eine Grundlage fir weitere Anwendungen des Assayie seine Weiterentwick-
lung zu schaffen, wurde eine Reihe von Kontrollexpenten durchgefuhrt. In der
vorliegenden Arbeit wurde erstmals systematischEiefluss der verwendeten Fluoro-
phore untersucht. Es wurde gezeigt, dass die besérfrusionsgeschwindigkeit unab-
hangig von der Konzentration des Donor-Fluoroph{éisb. 3.11), der Verteilung der
beiden Fluorophore auf den Membranen (Dequenchieg BRET-Ansatz) und der Art
des FRET-Paares war (Abb. 3.10). Es wurde Uberptésts die verwendeten Gleichun-
gen zur Bestimmung der Teilchenzahlen von einfawh-dopppeltmarkierten Liposomen
anwendbar sind, obwohl es sich bei den LiposomeTeichen mit einer nicht mono-
dispersen GroRRenverteilung handelt (Abb. 3.12 ubt./3.13). Es konnte auf3erdem
gezeigt werden, dass sowohl die Fluoreszenzlebaasdals auch die berechnete
Kreuzkorrelation linear von der Anzahl der fusiote@ bzw. doppeltmarkierten Lipo-
somen abhangt (Abb. 3.8 und Abb. 3.13). Damit &t direkte Vergleich der beiden
Parameter, bzw. der aus ihnen berechneten Zafilemnd Nx zulassig und kann zur

Berechnung der Anzahl der gedockten Liposomen lgerogen werden.
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In der Einleitung wurden bereits mehrere Methodergestellt, die die Beobachtung
von gedockten Membranen bei der SNARE-vermitteMmmbranfusionn vitro mog-
lich machen. Zwei von ihnen beruhen ebenfalls auf\terwendung von fluoreszenz-
markierten, mit SNARE-Proteinen rekonstituiertemtBoliposomen: die Fusion eines
immobilisierten Liposoms mit einem in Losung befioden, sowie die Fusion von
Liposomen mit Festkorper-unterstitzen Membranerbeiden Fallen wird die Fusion
einzelner Liposomen mittels TIRF-Mikroskopie vegblDie Methoden kénnen deshalb
ebenso als Einzelpartikeldetektion verstanden werdée die in der vorliegenden
Arbeit angewendete Fluoreszenz-Kreuzkorrelationsk8pskopie. Die kombinierte
Fluoreszenzlebensdauer/FCCS-Analyse weist ihneangdgr jedoch einige grundséatz-

liche Vorteile auf:

e Es kann auf gut etablierte Protokolle zur Herstejlaler Liposomen zurtickge-
griffen werden. Die nach diesen Protokollen hemgjish Liposomen sind um-
fassend charakterisiert worden. Es kann eine gkafzahl verschiedener Mem-
branproteine rekonstituiert werden. Die Membrankmung der Liposomen
kann durch die Herstellung von Liposomen mit veisdénem Durchmesser va-
rilert werden. Die Rekonstitution von ProteinerMembranen, die durch Ober-
flachen unterstitzt werden, ist nicht notwendig.h&asind keine Artefakte
durch die Immobilisierung Liposomen oder durch dieraktion einer der

Membranen mit Oberflachen zu erwarten.

e Durch die Detektion von bis zu 100 Teilchen gleditig ist es moglich, Do-
cking- und Fusionsgeschwindigkeit mit hoher statister Genauigkeit und
gleichzeitig hoher Zeitauflosung zu bestimmen. &= anderen beiden Metho-
den werden hingegen einzelne Fluoreszenzspureonfasénder Liposomen
ausgewertet. Die Ergebnisse stitzen sich auf digemalige Analyse von weni-

gen hundert dieser Fusionsereignisse.

Die in der vorliegenden Arbeit entwickelte Methostellt damit ein wichtiges Werk-
zeug zur Charakterisierung der einzelnen SchrigtreLgposomenfusion dar. Das Prin-
zip, die Kombination von FCCS und Lebensdauer-Asmlylasst sich grundsétzlich
auch auf die Detektion eines weiteren moglichendasintermediates, den hemifusio-
nierten Zustand, Ubertragen. Hierzu misste dasstedftystem um einen weiteren
Marker fur den Inhalt des Vesikel erganzt werdarsgesamt stellt die vorliegende

Arbeit einen Startpunkt fur eine Reihe von inteaeésn moglichen Anwendungen und
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technischen Weiterentwicklungen dar. Dabei kanndaifsorgféaltig abgesicherte und
kalibrierte Technik zurtickgegriffen werden.

4.2 Die Geschwindigkeit von Docking und Fusion

Wodurch wird nun der genaue Verlauf der Dockingd dfusionskurve (Abb. 3.16)
bestimmt? Zunachst einmal befinden sich die Lipasorm Lésung. Geht man von
unmittelbarer und idealer Durchmischung der beigesionspartner aus, so missen sie
trotzdem erst einmal in der Losung aufeinander estol®ieser Prozess wird durch
Diffusion kontrolliert. Von Schitte et al. wurderdgiffusionskoeffizient mit Hilfe von
FCS zu 33-10cnt- st bestimmt [92]. Dieser Wert liegt in etwa in derd@enordnung
der Diffusionskonstante, die sich aus der StokestEin-Gleichung fur ein 40 nm
grof3es, kugelférmiges Teilchen ergibt. Aus dem éech mit den in Abb. 3.16 be-
stimmten Zeitkonstanten fiir das Docking ergibt stdnn aber, dass ein Liposom
durchschnittlich ca. FoMal mit einem anderen Liposom kollidiert, bevoe d{ollision
produktiv ist, also zu einer Interaktion fihrt. Basch bei Schitte et al. eine Zahl von
10" Kollisionen ergibt, kann auf die Verwendung eiaesleren Q-SNARE-Komplexes
zuruckgefuhrt werden, wie im Folgenden noch erkuterd. In jedem Fall ist die
Diffusion der Liposomen nicht geschwindigkeitsbhestiend.

In den ersten Experimenten zur SNARE-vermitteltasién war die Bindung des Syn-
aptobrevins an den Q-SNARE-Komplex der geschwirglighestimmende Schritt. Da
Synaptobrevin aktiv in den Proteoliposomen vorligdi7], hangt die Geschwindigkeit,
mit der der Kontakt hergestellt werden kann, maligelvon der Bildungsgeschwin-
digkeit des Q-SNARE-Akzeptor-Komplexes und von désrfligbarkeit einer Bin-

dungsstelle fur das Synaptobrevin an diesem Komgite)Die Bindung von SNAP-25A
an die geschlossene Form des Syntaxin verlauft smmgsam [47]. Wenn die
HaneDoméne des Syntaxin entfernt wird, ist die Bildsggschwindigkeit des Komple-
xes stark erhoht [87]. Aber auch in diesem Falldist Bindung des Synaptobrevins
blockiert. Es bildet sich aus den in der Membrakonstituierten Q-SNAREs ein
Komplex aus SNAP-25A und zwei Syntaxin 1A, bei déas Gberzahlige Syntaxin 1A
die Bindungsstelle des Synaptobrevin einnimmt. Bigsionsgeschwindigkeit kann
deshalb stark erh6ht werden, wenn der Q-SNARE-Kergurch ein Synaptobrevin-
Fragment stabilisiert wird, das an den C-termindleih des SNARE-Motivs bindet. So
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bleibt die Bindungsstelle fir das zweite Syntaxiackiert. Synaptobrevin kann aber
schnell am N-terminalen Ende mit dem SNARE-Kompleachselwirken und eine
Interaktion zwischen den beiden Liposomen herstetlee sich in der FCCS-Analyse in
einem Anstieg der Anzahl an doppeltmarkierten Teitg Ny, zeigt. Da das stabilisie-
rende Fragment nur an einen Teil des SNARE-Kompgléxadet, ist seine Bindung
schwach und es kann von dem auf der anderen Membkamstituierten Wildtyp-

Synaptobrevin verdrangt werden [158].

Durch die Verwendung des stabilisierten Q-SNARE-ékopr-Komplexes
(AN-Komplex) ergibt sich nun jedoch, dass ein neusri® geschwindigkeitsbestim-
mend wird. Wie die Analyse in Abb. 3.16 zeigt,estnun die Verdrangung des stabili-
sierenden Synaptobrevin-Fragments, die am langsamstlauft. So kommt es zu einer
Verzdgerung der Fusion im Vergleich zum Dockinged#i Verzdgerung ist hier natir-
lich rein kiinstlich herbeigefiihrt. Sie ist abertzdem aus mehreren Griinden bedeut-

sam:

» Es war durch die Verwendung des stabilisierten pkaeKomplexes maoglich,
zu zeigen, dass mit dem hier vorgestellten Assaygedockter Zustand detek-

tiert werden kann.

« Auch wenn es sich hier um eine kinstliche Stabilisig handelt, ist es gut
maoglich, dassn vivo ein Regulator in ganz &hnlicher Weise an den SNARE
Komplex bindet und so die Membranen in einem haabdenen Zustand fest-
halt. Diese Moglichkeit wird im folgenden Kapitebeh ausfihrlicher bespro-
chen.

Zu ganz anderen Ergebnissen bezuglich der Zeitaotest fir Docking und Fusion und
einer anderen Interpretation der Verzégerung zwisdfiesen beiden Schritten kommt
eine neue Untersuchung der Fusion von Liposomerplaiaren Membranen. Auch in
dieser Arbeit wurde der stabilisierte Q-SNARE-AkmepgKomplex eingesetzt. Im
Gegensatz zu der in der vorliegenden Arbeit bestennKonstante (600 s) liegt die
berechnete Fusionsgeschwindigkeit bei 10-100 mes Bliellt die Ergebnisse grundséatz-
lich in Frage, denn allein die Halbwertszeit fue dferdrangung des Synaptobrevin-
Fragments betragt ca. 20 s [159]. Die Vermutungt lageeshalb nahe, dass die Liposo-
men zwar SNARE-spezifisch docken, dann aber UbeeneiSNARE-unabhangigen

Mechanismus mit der Membran fusionieren. Die Autgpassen die Kinetik durch ein
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Modell an, das von 6-9 elementaren Reaktionssehrittvischen dem Docking und der
Fusion ausgeht. Sie interpretieren diese Schrigedee Bildung mehrerer SNARE-
Komplexe und folgen damit einem seit langer Zestkdtierten Modell. Nach diesem
Modell sind mehrere SNARE-Proteine ringférmig une dich bildende Fusionspore
angeordnet sind und nur die Bildung mehrerer SNA®IEplexe gleich zeitig liefert
genug Energie, um die Membranfusion anzutreibe@][1Bie Autoren lassen bei ihrer
Interpretation die Verdrangungen des stabilisiee@neragments vollig aul3er acht. Dies
steht damit im Widerspruch zu der hier prasentiehtéerpretation (Abb. 3.16), bei der

die Verzdgerung gerade auf diese Verdrangung zgefdkrt wird.

Dass die Bildung mehrerer SNARE-Komplexe fiir diesibn von Proteoliposomen
keine Rolle spielt, wurde in Experimenten gezeaigidenen die Proteindichte der Lipo-
somen auf bis zu 1:16 000 Protein:Lipid gesenktdeuDie Liposomen fusionierten,
obwohl durchschnittlich weniger als ein SNARE-Photauf einem Liposom verfligbar
war [161]. Die Ergebnisse stitzen damit die higwerkelte Interpretation der Fusions-
kinetik (Abb. 3.16). Da die Fusionsgeschwindigkeiiei Verwendung des
AN-Komplexes immer von der Verdrangung des SynaptobiFragments als lang-
samsten Reaktionsschritt bestimmt wird, l&sst slamaus allerdings keine Aussage
dartber treffen, ob durch die gleichzeitige Bildumghrerer SNARE-Komplexe die
Fusionsgeschwindigkeit erhoht werden kann. Insb#m@nmag die synchrone Bildung
mehrerer SNARE-Komplexe fir die sehr schnelle Fusiei der neuronalen Exozytose

notig sein.

Um den Einfluss der Membrankrimmung auf die Fusimetik zu bestimmen, wurde

in Abb. 3.17 die im gro3ten Teil der Arbeit verweteh kleinen, 30-40 nm grof3en
Liposomen mit ca. 100 nm grol3en verglichen. Dabai die Kinetik des Dockings

vergleichbar, wahrend die Fusion fur die groRergrosomen verlangsamt war, insbe-
sondere verlangerte sich die Anfangsphase, in derkdisionssignal nicht steigt. Die
Ergebnisse stehen damit im Einklang mit Untersugkearvon PEG-induzierten Fusio-
nen von Liposomen [162]. Hier fuhrte die Vergrofeyules Radius der Liposomen zu
einer deutlichen Verringerung der Geschwindigkeit Busion, gemessen als Vermi-
schen der Inhalte der Liposomen. Auf das VermisaerLipide hatte der Liposomen-
durchmesser hingegen nur einen geringen Einfluss Kbonnte spater mit Berechnun-
gen der Energiebarrieren zwischen den einzelnena@dsn erklart werden. Diese

zeigen, dass vor allem der Ubergang zwischen fiision stalk also dem hemifusio-

81



KAPITEL 4.3

nierten Zustand, zur Offnung der Fusionspore deiole starke Krimmung bevorzugt
ist. Der Effekt der Krimmung auf die Bildung desion stalkist hingegen klein [163].
Ein groRerer Einfluss ware in unseren Experimemisn zu erwarten gewesen, wenn
statt der Lipid-Marker ein Marker fiur den Inhaltrdeposomen verwendet worden
waére. Insgesamt unterstitzen die in Abb. 3.17 gézeiExperimente die These, dass
die Membrankrimmung die Fusionsgeschwindigkeit dmislend beeinflusst. Die
Abschatzung der genauen Grolienordnung des Effakischt trivial. Der Einfluss der
Krimmung ist nur indirekt. Eigentlicher Grund fline hohere oder niedrigere Fusi-
onsgeschwindigkeit ist eine verdnderte Membrangpann164]. Diese ist aber stark
von der spontanen Krimmung des eingesetzten Lipidgdes abhangig. Eine quanti-
tative Aussage ginge weit Uber die Aussagekrafthiler gezeigten Experimente und

den Rahmen dieser Arbeit hinaus.

4.3 Ausblick: Anwendungen des Assays

Die Fusion von Proteoliposomen bietet als Modetlysweitreichende Mdglichkeiten
fur die Untersuchung von biologischen MembranfusionGrundsatzlich kénnen alle
membrangebundenen Fusionsproteine in dieses Sysleonstituiert und untersucht
werden. Um tatsachlich Aussagen uber den Mechasisto biologischen Membranen
machen zu kénnen, muss zunachst das rekonstitGgstem selber verstanden werden.
Dazu reicht es nicht aus, den allerletzten ScHettFusionsreaktion, das Verschmelzen
der Membranen, zu beobachten. Auch die davorliegiei&thritte missen aufgeschlis-
selt werden. Dies wird durch den hier vorgestelAssay ermoglicht.

Die Erweiterung des Assays um ein zweites Farlstsfém wirde ein weiteres Fusi-
onsintermediat zugénglich machen, den Hemifusistand. Es ware so mdoglich,
gedockte, hemifusionierte, fusionierte, und mehrfausionierte Liposomen gleichzeitig
zu beobachten und das in dieser Arbeit vorgestiiftetische Modell weiter zu verfei-
nern. In Zukunft kdnnen mit dem Assay die Faktowetersucht werden, die einzelne
Fusionsintermediate fordern. Darunter sind bestienragulatorische Proteine, wie das
Complexin und das Synaptotagmin, die Zusammensgtzien Membran und ihre
Krummung, aber auch Art und Lange der Transmemimadden der SNARE-
Proteine. So wird es moglich sein, isoliert denflEss von Parametern zu studieren, die
auch bei der neuronalen Exozytose eine Rolle spigdanten. Vielleicht wird es auch
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gelingen, die neuronale Exozytosevitro als zweistufigen Mechanismus nachzustel-
len: Durch die Zugabe der richtigen Regulatorendwilie Fusion der SNARE-
rekonstituierten Liposomen aufgehalten, erst digabe von C# fiihrt zu einem plétz-
lichen Verschmelzen der Membranen. Aul3erdem I|dskt der Assay auch fur alle

anderen SNARE- und nicht SNARE-vermittelten Fusibapwenden.

4.4 Wie beeinflusst Complexin 2 die Fusion?

Der Phanotyp des Complexiknock-Outsund die Tatsache, dass es mit dem assemb-
lierten SNARE-Komplex interagiert, weisen darauh,hdass Complexin zu einem
spaten Zeitpunkt als Regulator der neuronalen Hweeyauftritt. Gerade ein solcher
Zustand, in dem die Membranen bereits einen stalitentakt ausgebildet, aber nicht
fusioniert haben, sollte mit dem im ersten Teil éitbentwickelten Assay gut zu beo-

bachten und zu untersuchen sein.

Die vorliegende Arbeit stellt dabei nicht die erStetersuchung des Einfluss des Comp-
lexins auf die Fusion von Proteoliposomen dar. EréhExperimente zeigten, dass
Complexin einen hemifusionierten Zustand stabitisi®araus entwickelte sich die
Idee, dass es als so genanriteson clampwirken konnte, also die Fusion zu einem
Zeitpunkt nach dem Docking der Vesikel aufhalt wiesen, geklammerteh Zustand
stabilisiert [155]. Einen inhibierenden Effekt h&omplexin auch im Zell-Zell-
Fusionsassay. Hier wurden GPIl-verankerte Mutantannéuronalen SNAREs an der
Aul3enseite von CHO-Zellen exprimiert und die Fusion ,Q“- und ,R"-Zellen Gber
Fluoreszenzmarker beobachtet [112]. Die gleichgeitiExpression von GPI-

verankertem Complexin blockiert die Fusion vollsti@i165].

Eine Rolle des Complexins dission clampwird durch die in der vorliegenden Arbeit
dargelegten Daten, sowie der zeitgleichen Arbetten Soliner-Gruppe nicht bestétigt
[166, 167]. Ware Complexin tatséchlich der zentRégulator fir das Aufhalten der
Fusion bis zum Eintreffen des €&ignals, so musste sich dies auch in einer déutlic
verringerten Geschwindigkeit der Fusion von Propeslomen zeigen bzw. diese ganz
inhibieren. In dem hier entwickelten Assay solliehseine solche Funktionsweise des
Complexins in einer deutlichen Akkumulation von gekten Liposomen bei gleichzei-
tiger Unterbindung der Bildung von fusioniertengasi. Der Effekt des Complexins auf
die Fusionsgeschwindigkeit ist jedoch schwach Hesdigend. Dies stimmt mit den
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Arbeiten von Malsam et al. Uberein, die zeigensdake vier Homologe des Comple-
xins aus dem Menschen beschleunigende Wirkung eufFdsion haben. Nur das
Complexin-Homolog auBrosophilg das auch in der Studie Verwendung fand, die zur

Definition desfusion clamgthrte, wirkte inhibierend [166].

Seiler et al. untersuchten auRerdem verschiedaggiente des Complexins beztiglich
ihres Einflusses auf die Fusion. Die Fragmente peathen ungefahr den in dieser
Arbeit eingesetzten, die in Abb. 4.1 b dargestsiliid. In Ubereinstimmung mit im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Erpanten (Daten nicht gezeigt),
haben nur die Fragmente einen Einfluss auf diedRyslie den C-Terminus des Pro-
teins einschlielen. Wird der C-Terminus entferot,zeigt Complexin keinerlei Ein-
fluss, weder beschleunigend noch inhibierend. Befdenung des N-Terminus beeinf-
lusst das Fragment die Fusion hingegen gleichermafe das Wildtyp-Complexin.
Genau die Fragmente, die in den Arbeiten von Seilel. die Fusion beschleunigten,

sind es auch die in der vorliegenden Arbeit dast€hing der Liposomen hervorriefen.

a 1 2 134

9 48 70
N-Terminus | :(:If;- C-Terminus |

b 134

26 83
]

26 83
]

1 26 83
[

1 6970 134

1

AA

Abb. 4.1: Doménen von Complexin.

Einteilung der Doménen nach [156]. (b) In der \egénden Arbeit verwendete Kons-
trukte. Der orangefarbene Bereich entspricht demelikalen Mittelteil von Complexin
der gebunden an den SNARE-Komplex kristallisiertdea konnte (Abb. 1.3).




DISKUSSION

Zu einer ganz anderen Beschreibung der DomaneCdegplexins gelangte hingegen
eine Studie, die die Fahigkeit einzelner Domé&nes @emplexins untersuchte, die
Funktion in Complexinl/2-Dopp&{nock-OutNeuronen wiederherzustellen. Einerseits
konnte gezeigt werden, dass die SNARE-Bindungsdenmatwendig, aber nicht aus-
reichend fur die Funktion ist. Andererseits lief3&h am N-terminalen Ende des Pro-
teins zwei Bereiche unterscheiden. Die Deletion efsten 26 Aminosauren fuhrt zu
einem starker inhibierenden Effekt als die Deletd®r ersten 47. Es wurde deshalb
vermutet, dass die Aminoséuren 1-26 einen aktimdg#a und die als Hilfshelix be-
zeichnete Sequenz (AS 26-47) einen inhibierendéekE&uf die neuronale Exozytose
haben (Abb. 4.1 a, [156]).

Eine duale Rolle des Complexins, aktivierend emiesund aldusion clampanderer-
seits, wird durch neueste Untersuchungen an kdéetikdleuronen unterstitzt. Hier
wurde fur Complexirknock-OutNeuronen eine erhdhte Anzahl von spontanen Aus-
schittungen gezeigt, wahrend fur die stimuliertegehtttung zwei Falle unterschieden
werden: Das schnell auf einen einzelnen Stimullgefale synchrone Signal wird in
seiner Amplitude erniedrigt, die asynchrone Kompaeeaber verstarkt. Experimente
mit verschiedenen Complexin-Fragmenten zur Wiedstedung der Funktion zeigten,
dass ein Fragment, das nur die Hilfshelix nichtraten unstrukturierten N-Terminus
enthielt (AS 27-134), ausreichend war um die spuntausschittung zu unterdriicken.
Um die Amplitude des synchronen Signals wamock-OutNeuronen wiederherzustel-
len reichte dieses Fragment jedoch nicht aus, sonee musste das Wildtyp-Protein
eingesetzt werden. Die Autoren interpretierten @ars Ergebnissen, dass die Hilfshelix
alsfusion clampwirkt, wahrend der N-Terminus aktivierenden EinflLauf die Fusion
hat. Die aktivierende Wirkung des N-Terminus konderauf beruhen, dass die im
fusion clampgespeicherte Energie auf die fusionierenden Mendrdibertragen wird.
Die Idee wird durch Experimente gestutzt, in degereigt wird, dass eine Punktmuta-
tion in Synaptobrevin in der N&ahe der Membran diedBng des Complexins in diesem
Bereich unterbindet und den Phanotyp des Complérimek Outamitierte [168]. Dies
steht im Einklang mit Ergebnissen aus dem obenhbiesenen Zell-Zell-Fusionsassay.
Hier konnte durch Mutationen, die die Bindung ddfdHelix an den SNARE-Komplex
verstéarkten, die Anzahl der ,geklammerten” ZellemgroRert werden [169].

Warum werden in den einzelnen Assays so unterdathedEinflisse des Complexins
beobachtet? Dass sich die Funktion des Complexeusion clampin dem Liposo-
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men-Assay nicht beweisen lasst, mag darauf zurtichzen sein, dass seine Rolle sehr
empfindlich von aul3eren Parametern abhangt. Sdratiskutierte, dass fur die Fusion
der verschiedenen Vesikeltypen, die spontane umdulstrte Fusion durchlaufen,
unterschiedliche Energieprofile vorliegen [170]r Flie stimulierte Fusion wird durch
die Priming-Faktoren ein tiefes Energietal gesamafflas die Vesikel in eineprimed
Zustand festhalt. Sowohl daslppriming* des Vesikels von der Membran wie auch die
Fusion bedirfen hoher Aktivierungsenergien. Durdne eErhdhung der CGh
Konzentration wird die Aktivierungsenergie fur diasion herabgesetzt. Bei der spon-
tanen Fusion wirken di€riming-Faktoren wahrscheinlich nicht, das Energietal zwi-
schen dem Docken der Vesikel und ihrer Fusion l&thf oder nicht vorhanden. An
dieser Stelle ist die inhibierende Wirkung von Ctéewm von Bedeutung, weil die
Vesikel durch Complexin in einem gedockten Zustéestgehalten werden. Wahr-
scheinlich lie3en sich viel mehr als diese zweré&ixfalle unterscheiden. Die einzelnen
Energieprofile hAngen ganz empfindlich von kleindtinterschieden bei den Regulato-
ren und den Membranen ab. Es ist gut moglich, sladsposomen-Assay die Energie-
barrieren fur den Ubergang von einem gedocktenahdstzur Fusion dergestalt sind,

dass Complexin seine inhibierende Wirkung nichtadtet.

Dies kann jedoch ein vielversprechender Ausgandgdiin weitere Experimente sein.
Dass Complexin nicht inhibierend wirkt, kann anegiNielzahl der gewahlten Parame-
ter liegen: der Membrankrimmung, der Membranzusamseteung oder der Art des
verwendeten Q-SNARE-Akzeptorkomplexes. Moglichesgdisst sich in Experimen-
ten, in denen genau diese Parameter variiert wemdetukunft ein genaueres Bild der

Energieprofile bei der neuronalen Exozytose entverf

4.5 Complexin 2 interagiert mit Membranen

Die Untersuchungen mit dem FCCS-Assay wiesen aimgéhée Anzahl an doppeltmar-
kierten, also interagierenden Liposomen (Abb. 34#) Mit den nachfolgenden FCS-
Experimenten konnte gezeigt werden, dass dies aidiginen Einfluss des Complexins
auf ein Fusionsintermediat zurlickzuflhren ist. Miehr sind die Liposomen-Cluster
damit zu erklaren, dass Complexin Uber seinen @airers Interaktionen mit Membra-
nen eingehen kann. So kann es zu einem Clusteend.idosomen kommen, wenn

entweder durch den Einsatz des Synaptobrevin-stigoien Akzeptor-Komplexes oder
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durch die erste Fusionsrunde ein ternarer SNARE{exauf den Liposomen zuge-

gen ist.

Die Interaktion des C-Terminus mit Phospholipideurde zeitgleich fir Complexin 1
von Seiler et al. nachgewiesen [167]. In der vgdieden Arbeit konnte dariber hinaus
eindeutig gezeigt werden, dass es Uber diese ktimmadem Complexin moglich ist,
gegeniberliegende Membranen quer zu vernetzen. dxadsteraktion bis jetzt unent-
deckt blieb, ist ihrer schwachen Affinitdt zu saen. So ist sie mit klassischen bio-
chemischen Methoden nur schwer zu fassen. Der Nashiber den von Seiler et al.
angewandte Koflotations-Assay ist beispielweiseiirer alteren Arbeit nicht gelungen
[50]. Die in der vorliegenden Arbeit eingesetztetMele ist besonders gut geeignet,
eine solch schwache Bindung zu detektieren, wesl Qaustering direkt in Losung
gemessen werden kann und FCCS sehr empfindlichngbge Inhomogenitaten wie

den Clustern ist.

Die hier beschriebene Membraninteraktion ist desehr viel schwacher, als die von
Synaptotagmin [117, 171, 172]. Sie ist aber mogialeise trotzdem von biologischer
Relevanz. Die beiden evolutionar jingeren Isoforr@@mplexin 3 und 4, sind nicht
zytosolisch, sondern tragen an ihrem C-Terminusrelfarnesyl-Rest, der sie in Memb-
ranen verankert [66]. Es wurde vorgeschlagen, deser Anker dazu dient, die lokale
Konzentration der Proteine an spezifischen Membraneerhdhen. Dies ist vor allem
deshalb von Bedeutung, weil Complexin 3 und 4 eimr viel niedrigeres Expressions-
niveau aufweisen, als die beiden anderen IsoforrBsnist also gut moglich, dass
Complexin 1 und 2 ebenfalls durch eine Membranaitigon an der entscheidenden
Stelle angereichert werden. Der Argumentation dabiergehenden Kapitels folgend
kbnnte man auferdem vermuten, dass diese Bindts#ghdich fur die Stabilisierung
der Bindung der Vesikel mit der Membran von Bedegtist, wenn dies nicht von den
Priming-Faktoren geleistet wird. Wenn Complexin tatsé¢hlite Vesikel in dem Fall
der spontanen Fusion stabilisiert, so bewirkt dieweache Bindung moglicherweise
eine gewisse Erhdhung der Energiebarriere fur aegeliehrten Prozess, das Wieder-
ablosen der Vesikel von der Membran.

Die Vermutung liegt nahe, dass die Interaktiondi@ im Liposomen-Assay erzielten
Ergebnisse eine grof3e Rolle spielt. Wahrscheinkold die Herstellung der Bindung

zwischen den SNAREs dadurch erleichtert, dass igiesbmen durch das Complexin in
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raumliche Néhe gebracht und gehalten werden. Dlesheletztendlich die Fusionsge-
schwindigkeit.

Aus den widersprichlichen Ergebnissen, die hiekutiert wurden, lasst sich zusam-
menfassen, dass Complexin wahrscheinlich einenitSahider neuronalen Exozytose
kontrolliert, der nach derRriming der Vesikel stattfindet. Es hat sowohl inhibierend
als auch aktivierende Kontrolle Gber den Prozesdyscheinlich in starker Abhangig-
keit von &ulReren Faktoren. Das oben erklfus@on clampModell kann die unter-

schiedlichen Erkenntnisse nicht umfassend miteieaimd Einklang bringen und wird

durch die hier gezeigten Ergebnisse nicht gesthttein vollstandiges Verstandnis der
Rolle des Complexins bedarf es deshalb weiteréerdifizierter Analysen seiner einzel-
nen Domé&nen sowie der Charakterisierung der Intiersdn, die es mit anderen Protei-

nen eingeht.
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5 Zusammenfassung

Unter der Vielzahl von intrazellularen Membranfusa, die in einer eukaryotischen
Zelle ablaufen, zieht die neuronale Exozytose @ax dpesondere Interesse der Wissen-
schaft auf sich. Das Wissen dariiber, wie das Neamsinitter-geladene Vesikel mit der
prasynaptischen Membran fusioniert und seinen tnhatlen synaptischen Spalt ent-
leert, ist entscheidend fur die Aufklarung von BErkkungen des Nervensystems und fur

das Verstandnis von Lernprozessen.

Allen intrazellularen Membranfusionen ist gemeimssl sie durch die konservierte
Proteinfamilie der SNAREs angetrieben werden. Diesgteinen haben eine etwa 60
Aminosauren lange, in Heptad-Wiederholungen angeted Sequenz, das SNARE-
Motiv. Jeweils vier verschiedene SNARE-Motive seud die fusionierenden Membra-
nen verteilt. Bei der Fusion lagern sie sich vonteNminalen Ende des Motivs aus
zusammen und bilden einewoiled coitKomplex, wobei die beiden Membranen anei-
nander gezogen werden und schlieBlich fusionieBda. vor der Fusion liegenden
Schritte, insbesondere das spezifische Herstelters é&ontakts zwischen den fusionie-
renden Membranen, auéhiming oder Docking genannt, werden je nach Prozess von
ganz verschiedenen Proteinen kontrolliert. Bei miewronalen Exozytose stabilisieren
die Priming-Faktoren das Vesikel in einem hochfusogenen Zdstem binden es eng
an die Plasmamembran. So kann das Vesikel beimeffant des CZ-Signals in weni-
ger als 100 ps mit der Membran verschmelzen und\Ngemotransmitter ausschatten.

Um den Einfluss verschiedener Faktoren auf diesempkizierten Mechanismus zu
verstehen, ist es sinnvoll, einzelne Regulatoreheid in einem artifiziellen System zu
untersuchen. Dafir werden seit vielen Jahren SNRRieine in fluoreszenzmarkierte
Liposomen rekonstituiert und die Membranfusion idierAnderung der Fluoreszenzin-
tensitat beim Vermischen der Lipide beobachtetiésem Assay ist aber nur der letzte
Schritt des Fusionsprozesses, das VerschmelzeMe@branen, zu beobachten. Da-
vorliegende Schritte, vor allem das Herstellen ®istabilen Kontaktes zwischen den
Liposomen, kdnnen nicht detektiert werden. Es falsib ein grundsatzliches Verstand-
nis fur die Intermediate, die bei dieser Fusionigiea auftreten. Ohne dieses Verstand-

nis ist es aber unmaglich, den Einfluss verschied€&aktoren, wie z.B. der zugesetzten
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regulatorischen Proteinen, der Membranzusammenmsgtand —krimmung oder der
Art der Transmembrandomanen der Fusionsproteitkdgzen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Liposomen-Assat Hilfe von Einzelpartikelde-
tektion weiterentwickelt. Die zur Markierung derpbsomen verwendeten FRET-
Farbstoffe wurden auf die beiden zu fusionierendosomen-Populationen verteilt.
Die Liposomen wurden mit einem Konfokalmikroskoprmaessen, was sowohl eine
Fluoreszenzlebensdauer- wie auch eine FCCS (Fzemeskreuzkorrelations-
Spektroskopie)-Analyse erlaubt. So kann das Verstden der Membranen als ein
Absinken der Fluoreszenzlebensdauer des FRET-Ddrewbachtet werden, wahrend
die Korrelation zwischen grinen und roten Fluoregzgmgnalen eine Aussage dartber
zuldsst, ob die Liposomen miteinander interagiefars der simultanen Messung von
Fluoreszenzlebensdauer und Kreuzkorrelation-Angditlisst sich so die relative An-
zahl an interagierenden und fusionierten Teilch@ssan, und daraus die relative Zahl
der gedockten Liposomen bestimmen. Aus der Bestimgnaker Teilchenzahlen in einer
Autokorrelationsanalyse kann auf3erdem die AnzahlFdsionsrunden berechnet wer-
den.

Hier wurde die Fusion von Liposomen untersucht,mdieden neuronalen Q-SNAREs
SNAP-25A und Synatxin 1A bzw. dem neuronalen R-SIEAR/naptobrevin 2 rekons-

tituiert waren. Der Q-SNARE-Komplex war mit einemagment des Synaptobrevin 2
stabilisiert, um die Bildung eines inerten Komplgxeis SNAP-25A und zwei Syntaxin
1A-Molekilen zu unterbinden. Die Ergebnisse zeig#ags am Anfang der Fusions-
reaktion bis zu 50 % der Liposomen einen gedockiestand eingehen. Dies ist im
Einklang mit einem kinetischen Modell, bei dem tésergang vom gedockten Zustand
zu den fusionierten Membranen geschwindigkeitstmesgnd ist. In der hier vorliegen-

den Arbeit ist dies wahrscheinlich auf die Verdnémg des stabilisierenden Synaptob-
revin 2-Fragmentes zurickzufuhren. Fir Liposomeneaimem groReren Durchmesser
ist eine deutlich reduzierte Membranspannung zuadgen. Bei Verwendung dieser
Liposomen ist in den hier gezeigten ExperimentenFdisionsgeschwindigkeit deutlich
herabgesetzt, wahrend die Docking-Geschwindigkergleichbar bleibt. Im Durch-

schnitt durchlaufen die hier verwendeten Liposomwai Fusionsrunden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss eineishtigen Regulators der neurona-
len Exozytose, des Complexin, auf die Fusion vgm&omen untersucht. Complexin

wird als Stabilisator fir ein spates Fusionsintafiameder neuronalen Exozytose, den
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primed Zustand, diskutiert. Ein solch stabilisierendefekf konnte mit dem hier entwi-

ckelten Assay nicht gezeigt werden. Der zu erwadehnstieg der Anzahl von gedock-
ten Liposomen und das Absinken der Fusionsgescigkieid konnten nicht beobachtet
werden. Der Einfluss des Complexins war eher schwmaschleunigend. Dies wurde
auf die Fahigkeit des Complexins zurlckgefuhrt, fdonierenden Membranen Uber

eine Interaktion seines C-Terminus zu vernetzen.

91



KAPITEL 5

92



Literaturverzeichnis

[1] Jahn, R. and R.H. SchelleBNAREs--engines for membrane fusibiat Rev
Mol Cell Biol, 2006.7(9): p. 631-43.

[2] Stenmark, H.Rab GTPases as coordinators of vesicle traffiat Rev Mol Cell
Biol, 2009.10(8): p. 513-525.

[3] Chen, E.H., et alCell-cell fusionFEBS Letters, 200A81(11): p. 2181-2193.

[4] Harrison, S.C.Viral membrane fusionNat Struct Mol Biol, 20081X7): p.
690-698.

[5] Chernomordik, L.V. and M.M. KozlovMechanics of membrane fusioNat
Struct Mol Biol, 200815(7): p. 675-683.

[6] Chernomordik, L.V. and M.M. KozlovProtein-lipid interplay in fusion and
fission of biological membrane&nnu Rev Biochem, 20032 p. 175-207.

[7] Yang, L. and H.W. HuangA Rhombohedral Phase of Lipid Containing a
Membrane Fusion Intermediate Structu?2€03.84(3): p. 1808-1817.

[8] Kozlovsky, Y. and M.M. KozlovStalk model of membrane fusion: solution of
energy crisisBiophys J, 200282(2): p. 882-95.

[9] Knecht, V. and S.-J. MarriniMolecular Dynamics Simulations of Lipid Vesicle
Fusion in Atomic Detail2007.92(12): p. 4254-4261.

[10] Chernomordik, L.V., J. Zimmerberg, and M.M. Hov, Membranes of the
world unite!J. Cell Biol., 20061752): p. 201-207.

[11] Reese, C., Heise, F. and Mayer, Arans-SNARE pairing can preceede a
hemifusion intermediate in intracellular membransién.Nature, 2005436 p.
410-414.

[12] Xu, Y., et al. Hemifusion in SNARE-mediated membrane fusia.Struct Mol
Biol, 2005.12(5): p. 417-422.

[13] Lu, X., et al.,Membrane fusion induced by neuronal SNARESs tratisitaigh
hemifusionJ Biol Chem, 200528(0(34): p. 30538-41.

[14] Yoon, T.Y., et al.Multiple intermediates in SNARE-induced membras@fu
Proc Natl Acad Sci U S A, 20060352): p. 19731-6.

[15] Liu, T., et al.,Productive Hemifusion Intermediates in Fast Vesi€Elesion
Driven by Neuronal SNARE2008.94(4): p. 1303-1314.

[16] Jackson, M.B. and E.R. Chapmaimhe fusion pores of Ca2+-triggered
exocytosisNat Struct Mol Biol, 200815(n7): p. 684-689.

[17] Chanturiya, A., L.V. Chernomordik, and J. Zirarberg,Flickering fusion pores
comparable with initial exocytotic pores occur imogein-free phospholipid
bilayers.Proc Natl Acad Sci U S A, 19994(26): p. 14423-8.

[18] Chan, D.C., Mitochondria: Dynamic Organelles in Disease, Agingnd
DevelopmentCell, 2006.1257): p. 1241-1252.

[19] Titorenko, V.l. and R.A. Rachubinskihe life cycle of the peroxisonméat Rev
Mol Cell Biol, 2001.2(5): p. 357-68.

93



[20] Weber, T., et a.SNAREpins: minimal machinery for membrane fusiell,
1998.92(6): p. 759-72.

[21] Sollner, T., et al. SNAP receptors implicated in vesicle targeting dnsion.
Nature, 19933626418): p. 318-24.

[22] Kloepper, T.H., C. Nickias Kienle, and D. Haaser, An Elaborate
Classification of SNARE Proteins Sheds Light on @enservation of the
Eukaryotic Endomembrane Systévtal Biol Cell, 2007.

[23] Kienle, N., T. Kloepper, and D. Fasshauehylogeny of the SNARE vesicle
fusion machinery yields insights into the conseorabf the secretory pathway
in fungi. BMC Evolutionary Biology, 2009(1): p. 19.

[24] Kienle, N., T.H. Kloepper, and D. Fasshau®&ifferences in the SNARE
evolution of fungi and metazoa@iochemical Society Transactions, 20009.
037(4): p. 787-791.

[25] Fasshauer, D., et aSNARE assembly and disassembly exhibit a pronounced
hysteresisNat Struct Biol, 20029(2): p. 144-51.

[26] Sorensen, J.B., et alSequential N- to C-terminal SNARE complex assembly
drives priming and fusion of secretory vesiclesbo J, 200625(5): p. 955-66.

[27] Sutton, R.B., et alCrystal structure of a SNARE complex involved magyic
exocytosis at 2.4 A resolutioNature, 19983956700): p. 347-53.

[28] Antonin, W., et al.Crystal structure of the endosomal SNARE compleaais
common structural principles of all SNARB&t Struct Biol, 20029(2): p. 107-
11.

[29] Zwilling, D., et al.,Early endosomal SNAREs form a structurally conskrve
SNARE complex and fuse liposomes with multiplelegps. EMBO J, 2007.
26(1): p. 9-18.

[30] Fasshauer, D., et alConserved structural features of the synaptic fusio
complex: SNARE proteins reclassified as Q- and RFERs.Proc Natl Acad Sci
U S A, 19989526): p. 15781-6.

[31] Lang, T., et al.SNAREs are concentrated in cholesterol-dependeasteasts that
define docking and fusion sites for exocytdsimbo J, 200120(9): p. 2202-13.

[32] Low, S.H., et al.Syntaxins 3 and 4 are concentrated in separatdaisi®n the
plasma membrane before the establishment of cllipo Mol Biol Cell, 2006.
17(2): p. 977-89.

[33] Fasshauer, DStructural insights into the SNARE mechaniBimchim Biophys
Acta, 20031641(2-3): p. 87-97.

[34] Stein, A., et al.Helical extension of the neuronal SNARE compleg the
membraneNature, 2009460(7254): p. 525-528.

[35] Zhao, C., J.T. Slevin, and S.W. Whitehe&Jlular functions of NSF: Not just
SNAPs and SNARHBSEBS Letters, 200/81(11): p. 2140-2149.

[36] Sudhof, T.C. and J.E. Rothmaviembrane Fusion: Grappling with SNARE and
SM ProteinsScience, 2008235913): p. 474-477.

[37] Sabatini, B.L. and W.G. Regefrnming of neurotransmission at fast synapses in
the mammalian braiNature, 1996384(6605): p. 170-2.

94



[38]
[39]
[40]

[41]

[42]

[43]

[44]
[45]
[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

Sudhof, T.C.,The synaptic vesicle cyclannu Rev Neurosci, 20027 p. 509-
47.

Verhage, M. and J.B. Sorens&fesicle docking in regulated exocytodisaffic,
2008.9(9): p. 1414-24.

Schoch, S., et alSNARE function analyzed in synaptobrevin/VAMP koatck
mice.Science, 2001294(5544): p. 1117-22.

Littleton, J.T., et al.Temperature-sensitive paralytic mutations demonstitaat
synaptic exocytosis requires SNARE complex assemibty disassembly.
Neuron, 199821(2): p. 401-13.

Borisovska, M., et aly-SNARESs control exocytosis of vesicles from pgnin
fusion.Embo J, 200524(12): p. 2114-26.

Schiavo, G., et alTetanus and botulinum-B neurotoxins block neurctraitter
release by proteolytic cleavage of synaptobreMature, 19923596398): p.
832-5.

Blasi, J., et al.Botulinum neurotoxin A selectively cleaves the piingrotein
SNAP-25Nature, 19933656442): p. 160-3.

Blasi, J., et al.Botulinum neurotoxin C1 blocks neurotransmittereesde by
means of cleaving HPC-1/syntaxiembo J, 199312(12): p. 4821-8.

Dulubova, I., et al.A conformational switch in syntaxin during exocigosole
of munc1l8Embo J, 199918(16): p. 4372-82.

Margittai, M., et al.,Single-molecule fluorescence resonance energy feans
reveals a dynamic equilibrium between closed andnoponformations of
syntaxin 1Proc Natl Acad Sci U S A, 200300(26): p. 15516-21.

Verhage, M., et al.Synaptic assembly of the brain in the absence of
neurotransmitter secretioiscience, 200R87(5454): p. 864-9.

Zilly, F.E., et al. Munc18-bound syntaxin readily forms SNARE complexts
synaptobrevin in native plasma membrariélss Biology, 20064(10): p. 1789-
1797.

Guan, R., H. Dai, and J. Riz&inding of the Muncl13-1 MUN Domain to
Membrane-Anchored SNARE Complex@®chemistry, 200847(6): p. 1474-
1481.

Weninger, K., et al.Accessory Proteins Stabilize the Acceptor Compbex f
Synaptobrevin, the 1:1 Syntaxin/SNAP-25 Com@e®8.16(2): p. 308-320.

Gulyas-Kovacs, A., et alMuncl18-1: Sequential Interactions with the Fusion
Machinery Stimulate Vesicle Docking and PrimidgNeurosci., 200727(32):
p. 8676-8686.

Tareste, D., et alSNAREpin/Muncl18 promotes adhesion and fusion gkelar
vesicles to giant membrand¥.oceedings of the National Academy of Sciences,
2008.1057): p. 2380-2385.

Rosenmund, C., J. Rettig, and N. Brdglecular mechanisms of active zone
function.Current Opinion in Neurobiology, 200B3(5): p. 509-519.

Wang, Y., et al.Rim is a putative Rab3 effector in regulating sytiapesicle
fusion.Nature, 19973886642): p. 593-598.

95



[56]
[57]
[58]
[59]
[60]

[61]

[62]

[63]
[64]
[65]
[66]
[67]
[68]
[69]

[70]

[71]
[72]
[73]
[74]

[75]

Dulubova, I., et al.A Muncl13/RIM/Rab3 tripartite complex: from priming
plasticity?EMBO J, 200524(16): p. 2839-2850.

Kaeser, P.S. and T.C. SAv.dhBIM function in short- and long-term synaptic
plasticity. Biochem. Soc. Trans., 20083(Pt 6): p. 1345-1349.

Geppert, M., et al.Synaptotagmin |: a major Ca2+ sensor for transmitte
release at a central synap<eell, 1994.7%4): p. 717-27.

Yoshihara, M. and J.T. Littletoigynaptotagmin | functions as a calcium sensor
to synchronize neurotransmitter releabkeuron, 200236(5): p. 897-908.

Fernandez-Chacon, R., et &ynaptotagmin | functions as a calcium regulator
of release probabilityNature, 2001410(6824): p. 41-9.

Rhee, J.S., et alAugmenting neurotransmitter release by enhancing th
apparent Ca2+ affinity of synaptotagmin Broc Natl Acad Sci U S A, 2005.
10251): p. 18664-9.

Fernandez, |., et alThree-dimensional structure of the synaptotagmi@2B-
domain: synaptotagmin 1 as a phospholipid bindingchine. Neuron, 2001.
32(6): p. 1057-69.

Brunger, A.T., Structure and function of SNARE and SNARE-intergcti
proteins.Q Rev Biophys, 200%8(1): p. 1-47.

Rizo, J. and C. Rosenmurfslynaptic vesicle fusiomNat Struct Mol Biol, 2008.
15(7): p. 665-74.

McMahon, H.T., et al.Complexins: cytosolic proteins that regulate SNAP
receptor functionCell, 199583(1): p. 111-9.

Reim, K., et al.,Structurally and functionally unique complexins ratinal
ribbon synapsesl. Cell Biol., 20051694): p. 669-680.

Brose, N.JFor Better or for Worse: Complexins Regulate SNAREction and
Vesicle FusionTraffic, 2008.9(9): p. 1403-1413.

Brose, N., Altered Complexin Expression in Psychiatric and fd&agical
Disorders: Cause or Consequendddl. Cells, 200825(1): p. 7-19.

Redecker, P., et aBrain Synaptic Junctional Proteins at the Acrosashd&Rat
Testicular Germ Cells]. Histochem. Cytochem., 20@L(6): p. 809-819.

Zhao, L., K. Reim, and D.J. Mille€Complexin-I-deficient sperm are subfertile
due to a defect in zona pellucida penetrati®eproduction, 20081363): p.
323-334.

Zhao, L., et al.,.Complexin | is required for mammalian sperm acrogbm
exocytosisDevelopmental Biology, 2008092): p. 236-244.

Reim, K., et al., Complexins regulate a late step in Ca2+-dependent
neurotransmitter releas€ell, 2001.104(1): p. 71-81.

Tang, J., et al.A complexin/synaptotagmin 1 switch controls fastagyic
vesicle exocytosi€ell, 2006.1266): p. 1175-87.

Yoon, T.-Y., et al.Complexin and Ca2+ stimulate SNARE-mediated menabran
fusion.Nat Struct Mol Biol, 20081%(7): p. 707-713.

Chen, X., et al.Three-dimensional structure of the complexin/SNARBEplex.
Neuron, 200233(3): p. 397-409.

96



[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]
[84]
[85]
[86]
[87]

[88]

[89]
[90]

[91]

[92]

Pabst, S., et alSelective interaction of complexin with the neuto8AARE
complex. Determination of the binding regiodsBiol Chem, 200027526): p.
19808-18.

Pabst, S., et alRapid and selective binding to the synaptic SNABEptex
suggests a modulatory role of complexins in newogosis.J Biol Chem,
2002.277(10): p. 7838-48.

Bracher, A., et al.X-ray structure of a neuronal complexin-SNARE camxpl
from squid.J Biol Chem, 200277(29): p. 26517-23.

Li, Y., G.J. Augustine, and K. Weningéfinetics of Complexin Binding to the
SNARE Complex: Correcting Single Molecule FRET Measents for Hidden
Events2007.93(6): p. 2178-2187.

Xue, M., et al. Complexins facilitate neurotransmitter release ®atitatory and
inhibitory synapses in mammalian central nervoustesy.Proceedings of the
National Academy of Sciences, 2008522): p. 7875-7880.

Huntwork, S. and J.T. LittletonA complexin fusion clamp regulates
spontaneous neurotransmitter release and synapbwtitp. Nat Neurosci, 2007.
10(10): p. 1235-1237.

Archer, D.A., M.E. Graham, and R.D. Burgoyrn@épmplexin Regulates the
Closure of the Fusion Pore during Regulated Veskk®cytosis.Journal of
Biological Chemistry, 200277(21): p. 18249-18252.

Rigaud, J.L. and D. LevyReconstitution of membrane proteins into liposomes.
Methods Enzymol, 200372 p. 65-86.

Chen, X., et a.SNARE-mediated lipid mixing depends on the physicaé of
the vesiclesBiophys J, 2000R0(6): p. 2062-74.

Holt, M., et al.,Synaptic Vesicles Are Constitutively Active Fusidachines
that Function Independently of Ca22008.18(10): p. 715-722.

Ohya, T., et al.Reconstitution of Rab- and SNARE-dependent memfuaits
by synthetic endosomdsature, 20094597250): p. 1091-1097.

Nicholson, K.L., et al.,Regulation of SNARE complex assembly by an N-
terminal domain of the t-SNARE Ssolilat Struct Biol, 19985(9): p. 793-802.

Melia, T.J., et al.Regulation of membrane fusion by the membrane-malxi
coil of the t-SNARE during zippering of SNAREpih€ell Biol, 200215805):
p. 929-40.

Pobbati, A.V., A. Stein, and D. Fasshaus¥f, to C-terminal SNARE complex
assembly promotes rapid membrane fusieience, 2008135787): p. 673-6.

Struck, D.K., D. Hoekstra, and R.E. Pagddse of resonance energy transfer to
monitor membrane fusioBiochemistry, 198120(14): p. 4093-9.

Chan, Y.-H.M., B. van Lengerich, and S.G. Boxgeffects of linker sequences
on vesicle fusion mediated by lipid-anchored DNAariucleotides 2009. p.
979-984.

Schitte, C.G., et alDeterminants of liposome fusion mediated by syoapti
SNARE proteind?roc Natl Acad Sci U S A, 200201(9): p. 2858-63.

97



[93]

[94]

[95]

[96]
[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]
[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

Nickel, W., et al.,Content mixing and membrane integrity during membra
fusion driven by pairing of isolated v-SNAREs at8\tAREsProc Natl Acad
SciU S A, 199996(22): p. 12571-6.

Dennison, S.M., et al.Neuronal SNAREs do not trigger fusion between
synthetic membranes but do promote PEG-mediated brae@e fusion.
Biophysical Journal, 20080(5): p. 1661-1675.

Walter, N.G., et al.Do-it-yourself guide: how to use the modern single-
molecule toolkitNat Meth, 20085(6): p. 475-489.

Walla, P.J.Modern Biophysical Chemistr{st ed. 2009: Wiley VCH.

Hilbert, M., Hippchen, H, Wehling, A. ,Wall&. J.,Correlational analysis of
proteins and non-metallic nano particles in a derjling microscopeJ. Chem
Phys. B, 2005109 p. 18162-18170.

Rigler, R., et al.Fluorescence correlation spectroscopy with high ntorate
and low background: analysis of translational dsiten. Europ J Biophys, 1993.
22(3): p. 169-175.

Eggeling, C., et alMonitoring conformational dynamics of a single nuole
by selective fluorescence spectroscdprpceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 198%): p. 1556-1561.

Kask, P., et alFluorescence-intensity distribution analysis argl application
in biomolecular detection technologyroceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 19824): p. 13756-13761.

Haustein, E. and P. Schwill&Juorescence Correlation Spectroscopy: Novel
Variations of an Established Techniqugnnual Review of Biophysics and
Biomolecular Structure, 20036(1): p. 151-169.

Axelrod, D.,Total Internal Reflection Fluorescence MicroscopyCeell Biology.
Methods Enymol, 200361 p. 1-33.

Hell, S.\W. and J. WichmanrBreaking the diffraction resolution limit by
stimulated emission: stimulated-emission-depletiorescence microscopy.
Opt. Lett., 199419(11): p. 780-782.

Willig, K.I., et al., STED microscopy with continuous wave beaNet Meth,
2007.4(11): p. 915-918.

Betzig, E., et al.Jmaging Intracellular Fluorescent Proteins at Naneter
ResolutionScience, 20063135793): p. 1642-1645.

Bowen, M.E., et al.Single molecule observation of liposome-bilayeroius
thermally induced by soluble N-ethyl maleimide #&mmsfactor attachment
protein receptors (SNARE®iophys J, 200487(5): p. 3569-84.

Liu, T., Tucker, W.C., Bhalla, A., ChapmanRE and Weisshaar, J.GNARE-
driven, 25-Millisecond Vesicle Fusion In VitrBiophys. J., 200589: p. 2458-
2472.

Fix, M., et al.,Imaging single membrane fusion events mediated NWRE&
proteins.Proc Natl Acad Sci U S A, 200201(19): p. 7311-6.

Domanska, M.K., et al.Single vesicle millisecond fusion kinetics reveals
number of SNARE complexes optimal for fast SNARkated membrane
fusion.Journal of Biological Chemistry, 2009: p. -.

98



[110] Hennesthal, C., J. Drexler, and C. Steinemlembrane-Suspended
Nanocompartments Based on Ordered Pores in Alum@teemPhysChem,
2002.3(10): p. 885-889.

[111] Mey, I., et al.Local Membrane Mechanics of Pore-Spanning Bilayédesirnal
of the American Chemical Society, 20031(20): p. 7031-7039.

[112] Giraudo, C.G., et alSNAREs can promote complete fusion and hemifusion a
alternative outcomesgl. Cell Biol., 2005170(2): p. 249-260.

[113] Hu, C., et al.Fusion of Cells by Flipped SNAREience, 2003300(5626): p.
1745-1749.

[114] Sambrook, J. and D.W. Russallplecular cloning : a laboratory manuaBrd
ed. 2001, Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring btarLaboratory Press.

[115] Fasshauer, D., et al.Mixed and non-cognate SNARE complexes.
Characterization of assembly and biophysical praperJ Biol Chem, 1999.
274(22): p. 15440-6.

[116] Fasshauer, D., et alStructural changes are associated with soluble N-
ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachmprdtein receptor complex
formation.J Biol Chem, 199727244). p. 28036-41.

[117] Stein, A., et al.Synaptotagmin activates membrane fusion througha@-€-
dependent trans interaction with phospholipiddéat Struct Mol Biol, 2007.
14(10): p. 904-11.

[118] Hochuli, E., et al.Genetic Approach to Facilitate Purification of Retoinant
Proteins with a Novel Metal Chelate AdsorbeNat Biotech, 19886(11): p.
1321-1325.

[119] Schubert, R.Liposome preparation by detergent removdethods Enzymol,
2003.367: p. 46-70.

[120] Takamori, S., et alMolecular anatomy of a trafficking organell€ell, 2006.
127(4): p. 831-46.

[121] Schagger, HTricine-SDS-PAGENat Protoc, 2006L(1): p. 16-22.

[122] Edelhoch, H.,Spectroscopic determination of tryptophan and tym@sin
proteins.Biochemistry, 19676(7): p. 1948-54.

[123] Gasteiger E., H.C., Gattiker A., Duvaud SiJks M.R., Appel R.D., Bairoch
A., Protein Identification and Analysis Tools on thePA&8Sy Serverin The
Proteomics Protocols Handboold.M.W. (ed):, Editor. 2005, Humana Press,
Springer: Heidelberg.

[124] Pace, C.N., et alHow to measure and predict the molar absorptionffi@ent
of a protein.Protein Sci, 199%4(11): p. 2411-23.

[125] Bradford, M.M.,A rapid and sensitive method for the quantitatibmacrogram
quantities of protein utilizing the principle of giein-dye binding.Anal
Biochem, 197672 p. 248-54.

[126] Smith, P.K., et al.Measurement of protein using bicinchoninic ac#hal
Biochem, 1985150(1): p. 76-85.

[127] Pohl, W., Hellmuth, H., Hilbert, M., Seibel., Walla, P.J. A two-photon
fluorescence correlation study of lectins interagtiwith carbohydrated 20 nm
beads.ChemBioChem, 2006 p. 268-274.

99



[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]
[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

Hippchen, H.,Konfokale Einzelpartikel-Detektion von Fluoresz&odierten
Nanosphereslst ed. 2008, Gottingen: Cuvillier Verlag.

Madge, D., Elson, E. and Webb, W.Whermodynamic Fluctuations in a
Reacting System - Measurement by Fluorescence I@bore Spectroscopy.
Phys. Rev. Lett., 19729: p. 705-708.

Elson, E.L., Madge, DFluorescence correlation spectroscopy. I. Concelptua
basis and theoryBiopolymers, 197413(1): p. 1-27.

Madge, D. and E.L. ElsoRjuorescence Correlation Spectroscopy. IIl. Uniform
Translation and Laminar FlowBiopolymers, 197817: p. 361-376.

Widengren, J., et alTwo New Concepts to Measure Fluorescence Resonance
Energy Transfer via Fluorescence Correlation Spmstopy: Theory and
Experimental Realization¥he Journal of Physical Chemistry A, 20Q0528):

p. 6851-6866.

Torres, T. and M. Levitusvieasuring Conformational Dynamics: A New FCS-
FRET ApproachThe Journal of Physical Chemistry B, 20Q71(25): p. 7392-
7400.

Widengren, J. and P. Schwilléharacterization of Photoinduced Isomerization
and Back-Isomerization of the Cyanine Dye Cy5 hyofdscence Correlation
SpectroscopyThe Journal of Physical Chemistry A, 200@4(27): p. 6416-
6428.

Blom, H., et al.,Triplet-State Investigations of Fluorescent Dyedatlectric
Interfaces Using Total Internal Reflection Fluoreace Correlation
SpectroscopyThe Journal of Physical Chemistry A, 2009.319): p. 5554-
5566.

Davis, L.M. and G. Sher\ccounting for Triplet and Saturation Effects in&C
Measurementurrent Pharmaceutical Biotechnology, 2006. 287-301.

Ehrenberg, M. and R. RigleRotational brownian motion and fluorescence
intensify fluctuationsChemical Physics, 1974(3): p. 390-401.

Grunwald, D., et al.Diffusion and Binding Properties Investigated by
Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCSTurrent Pharmaceutical
Biotechnology, 20056: p. 381-386.

Gosch, M. and R. RigleEluorescence correlation spectroscopy of molecular
motions and kineticsAdvanced Drug Delivery Reviews, 20087(1): p. 169-
190.

Schwille, P., Meyer-Almes, Franz-Josef, RigleRudolf, Dual-Color
Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy for tidoimponent Diffusional
Analysis in SolutionBiophys. J., 199772: p. 1878-1886.

Rigler, R., Foldes-Papp, Z, Meyer-Almes, FSdmmet C, Volcker, M, Schnetz
A, Fluorescence cross-correlation: A new concept falymerase chain
reaction.J Biotech, 199863: p. 97-1009.

Schwille, P., Heinze, K G,Two-Photon Fluorescence Cross-Correlation
SpectroscopyChemPhysChem, 2002(5): p. 269-272.

Denk, W., J.H. Strickler, and W.W. Webllwo-Photon Laser Scanning
Fluorescence Microscopfacience, 19948 p. 73-76.

100



[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]
[150]
[151]
[152]

[153]

[154]
[155]
[156]
[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

Berland, K.M., P.T.C. So, and E. Grattodwo-Photon Fluorescence
Correlation Spectroscopy: Methods and Applicatiom the Intracellular
EnvironmentBiophys J, 199568 p. 694-701.

Schwille, P., et al.,Molecular Dynamics in Living Cells Observed by
Fluorescence Correlation Spectroscopy with One- @na-Photon Excitation.
Biophys J, 199977: p. 2251-2265.

Dittrich, P.S. and P. Schwill®hotobleaching and stabilization of fluorophores
used for single-molecule analysis with one-and ploton excitation.Appl
Phys B 200173: p. 829-837.

Xu, C. and W.W. Webhyleasurements of two-photon excitation cross segtion
of molecular fluorophores with data from 690 to @0&m.J Opt Soc Am B,
1996.13: p. 481-491.

Heinze, K.G., Koltermann, A. and Schwille,, FSimultaneous two-photon
excitation of distinct labels for dual-color flumeence -crosscorrelation
analysis.Proc. Natl. Acad. Sci., 20007: p. 10377-10382.

Forster, T.,Zwischenmolekulare Energiewanderung und Fluoreszéum
Physik, 19486: p. 55-75.

Van der Meer, W.B., G. Coker, and S.-Y.S. gHResonance Energy Transfer:
Theory and Datal994, New York: Wiley VCH.

Lakowicz, J.R.Principles of fluorescence spectrosco@nd ed. 1999, New
York: Kluwer Academic/Plenum.

Kwok-Keung F.B. and S. LSurface Density Determination in Membranes by
Fluorescence Energy Transf@iochemistry, 197817(24): p. 5241-5248.

Parlati, F., et al.Rapid and efficient fusion of phospholipid vesidss the
alpha-helical core of a SNARE complex in the abseat an N-terminal
regulatory domainProc Natl Acad Sci U S A, 19996(22): p. 12565-70.

v. Smoluchowski, M., Versuch einer mathematischen Theorie der
Koagulationskinetik kolloider LosungeA. Phys.Chem., 19182 p. 129-168.

Schaub, J.R., et alHemifusion arrest by complexin is relieved by Ca2+-
synaptotagmin INat Struct Mol Biol, 200613(8): p. 748-50.

Xue, M., et al., Distinct domains of complexin | differentially rdgte
neurotransmitter releas®at Struct Mol Biol, 200714(10): p. 949-58.

Siddiqui, T.J., et alDeterminants of synaptobrevin regulation in memlkesan
Mol Biol Cell, 2007.18(6): p. 2037-46.

Wiederhold, K. and D. Fasshaukr,Assembly of the SNARE Complex Enough
to Fuel Membrane FusionZournal of Biological Chemistry, 200984(19): p.
13143-13152.

Stein, A., Untersuchungen zur Rekonstitution der SNARE-veziteitt
Membranfusion, Dissertatior2007, Gottingen.

Montecucco, C., Schiavo, G., and Pantano, SNARE complexes and
neuroexocytosis: how many, how clo3e&nds Biochem. Sci., 20030: p. 367-
372.

van den Bogaart, G., et aDne SNARE complex is sufficient for membrane
fusion.Nat Struc Mol Biol, 2009in press

101



[162]

[163]

[164]

[165]
[166]
[167]
[168]
[169]

[170]

[171]

[172]

Malinin, V.S., P. Frederik, and B.R. Len@smotic and Curvature Stress Affect
PEG-Induced Fusion of Lipid Vesicles but Not MixoigTheir Lipids.2002.
82(4): p. 2090-2100.

Malinin, V.S. and B.R. LentzEnergetics of Vesicle Fusion Intermediates:
Comparison of Calculations with Observed Effect€Osmotic and Curvature
Stresses2004.86(5): p. 2951-2964.

Grafmduller, A., J. Shillcock, and R. Lipowsk¥he Fusion of Membranes and
Vesicles: Pathway and Energy Barriers from DissymtParticle Dynamics.
2009.96(7): p. 2658-2675.

Giraudo, C.G., et alA clamping mechanism involved in SNARE-dependent
exocytosisScience, 2006135787): p. 676-80.

Malsam, J., et al.The carboxy-terminal domain of complexin | stimesat
liposome fusionProc Natl Acad Sci U S A, 2009.

Seiler, F., et al.A role of complexin-lipid interactions in membrafesion.
FEBS letters, 2009.

Maximov, A., et al.,Complexin Controls the Force Transfer from SNARE
Complexes to Membranes in Fusi@tience, 2008235913): p. 516-521.

Giraudo, C.G., et alAlternative zippering as an on-off switch for SNARE
mediated fusionScience, 2008235913): p. 512-6.

Sorensen, J.BConflicting Views on the Membrane Fusion Machinang the
Fusion Pore.Annual Review of Cell and Developmental Biologp09. 25(1):
p. 513-537.

Kuo, W., et al.,The Calcium-Dependent and Calcium-Independent Mangbr
Binding of Synaptotagmin 1: Two Modes of C2B Bigdiournal of Molecular
Biology, 2009.387(2): p. 284-294.

Chapman, E.R. and A.F. Davidjrect interaction of a Ca2+-binding loop of
synaptotagmin with lipid bilayerd. Biol Chem, 199&87322): p. 13995-4001.

102



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1.1: Fusion von zwei Membranen nach dgatkc-Modell. ............coocviiiiiiiniiie e 2
Abb.1.2: Der Konformationszyklus der SNARE-Proteine...........oooooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 6
Abb. 1.3: Neuronaler SNARE-Komplex mit der zentnaldelix von Complexin. .........ccccceeeeeveieennn.. 11
Abb. 2.1: Konfokale MeSSAPPAIatUL. ......... e eeeeitiiaaaaea ettt e e e ee e e e e e e e e e s e e e e ennnneeereeeeees 28
Abb. 2.2: Schematische Darstellung eines Photonm8hbUL.............coooiiiiiiiiiiiiiiii e 29
Abb. 3.1: Typische Zeitspuren von fluoreszenzmat&ireLipoSOMEN. .......cccoeevviiiiiiiiiiiiicrrree e, 39
Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Photonetmftiis verschiedene Intermediate einer
FUSIONSIEAKLION. ...eiiiiiiiiiite ettt e e s et e e s e e e e e e nanrees 41
Abb. 3.3: Verteilungen von relativen Intensitatéinyerschiedene Liposomen-Spezies.................. 43
Abb. 3.4: Beispiele flr einzelne PhotONENDUISES.. cc......uuiiiiiiiiiiiiiieie e 44
Abb. 3.5: Fluoreszenz-Kreuzkorrelation-Kurven eiR@sionsreaktion. ...........ccccovcvveiniieeininene e, 45
Abb. 3.6: Fluoreszenzlebensdauer-ANalYSe. ... 46
Abb. 3.7: Verarbeitung und Normierung der FCCS- bBhibreszenzlebensdauer-Daten. ................ 49
Abb. 3.8: Lineare Abhangigkeit der Energietransfezkzr von der Konzentration des Akzeptor-
FarbstoffS TeXAS RE. ......veviiiiieiiiecmmeer et 50
Abb. 3.9: Vergleich von Fluoreszenzintensitat uhtbFeszenzlebensdauer fiir eine Fusionsreaktion von
Oregon Green- und Texas Red-markierten LIPOSOMEN. .c.......uuviiiiiiiiiiiieaaaaeaeee e 52
Abb. 3.10: Vergleich der FRET-Paare NBD/ Rhodanigsamine und Oregon Green/ Texas Red. ....... 53
Abb. 3.11: Einfluss der Konzentration des Donorerphors auf die gemessene
FuSioNSgeSChWINAIGKEIL. ........oooi it e e e 55
Abb. 3.12:Teilchenzahlen als Funktion der VerdlUmndar LipoSomen............ccccccvvvvviiveeeeeeeeeeeeeens 56
Abb. 3.13: Kreuzkorrelation fir Gemische mit Liposen von variierender Helligkeit...................... 58
Abb. 3.14: Kinetik von DOCKING UNA FUSION. ...ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiieece e n e e e e e e e e e e e e 60
Abb. 3.15: Mehrfach interagierende LIPOSOMEN. .......uiuiiiiiiiiiiieieeeie et e e e 62
Abb. 3.16: Kinetisches Modell fur eine Fusionsréakivon Liposomen rekonstituiert mit einem
stabilisierten SNARE-Akzeptor-KomplexlN-Komplex) und Synaptobrevin 2................ 63
Abb. 3.17: Vergleich von Liposomen verschieden@if&Y. .............ccoeeiiiiiiiaaaaiiiiiiiiiiceceee e 67
Abb. 3.18: Einfluss von Complexin 2 auf die Kinetiin Dockingund Fusion. ..............cccccuvvvvienneee. 69.
Abb. 3.19: Autokorrelationskurven fiir fluoreszenzkiarte Proteoliposomen. ........ccccccvvveeveereennnes 70
Abb. 3.20: Vergleich von Parametern, die CIUStEBBMYEN. ..........uuueeriiiiiiiiiaiiaaaeea e 71
Abb. 3.21: Complexin 2 kann Membranen qUEINVEINELZEN............ccoveeeciiiiiiiiieeieeeee e e e e e sesnenes 74
Abb. 3.22: Nachweis von Liposomen-Clustern durchadyische Lichtstreuung. ................oooiiceeeees 75
Abb. 4.1: DOMANEN VON COMPIEXIN. ..uuiiiieiiieereeeiriiiiiieeeereereeraeeeeeessessasssssaaraaereereeeaeaaeeeasesansannnnnnns 84

103



104



Publikationen

Zwilling, D., Cypionka, A., Pohl, W.H., Walla, P.J., Wahl, M.C., Jahn, Early
endosomal SNARESs form a structurally conserved &E\odplex and fuse liposomes
with multiple topologiesEMBO J, 2007. 26(1): p. 9-18.

Cypionka, A., Stein. A., Hernandez, J.M., Hippchen, H., Jahn\alla, P.J.,
Discrimination between docking and fusion of lippes reconstituted with neuronal
SNARE-proteins using FCBroceedings of the National Academy of Science892
106(44): p. 18575-18580.

"Ergebnisse aus dieser Publikation sind in die @geinde Arbeit eingeflossen.

105



106



Lebenslauf

Geburtsdatum: 16. Dezember 1981

Geburtsort: Géttingen

Schulen:

08/ 1987 — 07/ 1991
08/ 1991 — 01/ 1993
01/ 1993 — 06/ 1993
08/ 1993 — 07/ 2000
08/ 1997 — 01/ 1998

07/ 2000

Studium:

10/ 2000 - 06/ 2006

01/ 2004 — 06/ 2004
11/ 2005 — 06/ 2006

Seit 09/ 2006

Seit 11/ 2008

Teggingerschule RadolfzelBadensee
Gymnasium Radolfzell am Bodens
Orientierungsstufe Friedriehsf
Céacilienschule Oldenburg

Brevard High School, Northallaa, USA

Abitur

Chemie (Diplom) an der TechHmescUniversitat Carolo-
Wilhelmina zu Braunschweig

Studienaufenthalt (Erasmugpiagoza, Spanien

Diplomarbeit am Max-Planckitastfur Biophysikali-
sche Chemie in Gottingen, Titel: ,Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie zur Untersuchung von SNA
RE-Protein-Wechselwirkungen*

Doktorandin und wissenschaftlichealtieiterin am Max-
Planck-Institut fur Biophysikalische Chemie in Giigen,
Abteilung Neurobiologie (Prof. Reinhard Jahn) und A
beitsgruppe Biomolekulare Spektroskopie und Einpelm
lekil-Detektion (Prof. Peter Jomo Walla)

Promotion im Rahmen der IMPRS PhysfcBiological
and Complex Systems, Georg-August-Universitat Gotti
gen

107



108



Danksagung

Ich danke an erster Stelle meinen beiden Doktomrdtemo Walla und Reinhard Jahn
fur ihre Anleitung und Unterstitzung und dafir, slage mir die Mdglichkeit geboten
haben, die Arbeit in zwei Abteilungen gleichzeiigzufertigen. Meine ,Patchwork-
Familie” hat mich zwar immer wieder vor Herausfordegen gestellt, die Arbeit aber
auch besonders spannend und lehrreich gestalteassoich diese Erfahrung letztend-

lich nicht missen méchte.

Prof. Steinem als drittem Mitglied des Thesis Cottees mochte ich fur ihre konstruk-

tive fachliche Begleitung danken.

Dem Koordinationsteam des GGNB und Antje ErdmasnKalordinatorin der IMPRS
danke ich fur ihre Hilfsbereitschaft, mit der siohich durch die Richtlinien der neu

entstandenen Graduiertenschule navigiert haben.

Von den vielen Arbeitskollegen, die mich in dereteh Jahren begleitet haben, gebuhrt
Alexander Stein mein ganz besonderer Dank. Er hairmLaboralltag die Richtung

gewiesen und viele wichtige Denkansto3e gegeben.

Matias Hernandez danke ich fur die gute Zusammeitaoei dem Liposomen-Projekt
und die Gelegenheit mein Spanisch zu Uben. HilsteerDiskussionspartner waren
auch Geert van den Bogaart und Aliaksandr KandiktseHendrik Hippchen hat
freundlicherweise die in der Arbeit verwendete @afe entwickelt, angepasst und zur
Verfiigung gestellt. Von Christian Reichardt halie gelernt, die Tucken des Lasers zu
Uberwinden. Gottfried Mieskes danke ich fiur diendtge Einsatzbereitschaft bei Prob-

lemen aller Dimensionen.

Wenn die Arbeit soviel Lebenszeit einnimmt, wiebes dieser Doktorarbeit manchmal
der Fall war, dann ist das eigentlich nur in eiremgenehmen Umfeld auszuhalten. Fir
gute Stimmung danke ich deshalb allen ehemaligengegenwartigen Mitgliedern der
Abteilung Neurobiologie und den AGs Walla und Scirea ganz besonders Janina

Boyken und Wensi Gao.

Auch denen, die nicht unmittelbar am Gelingen di&saktorarbeit beteiligt waren, gilt
mein Dank. Meine Familie und viele Freunde habechnm den letzten Jahren unters-
tutzt, und war es auch nur dabei, den Kopf einmelzu machen.

109



	Inhaltsverzeichnis
	Einleitung
	Intrazelluläre Membranfusionen
	Modelle der Membranfusion
	SNARE-Proteine
	Rabs und SM-Proteine

	Neuronale Exozytose
	Schlüsselproteine der neuronalen Exozytose
	Complexine

	Rekonstitution der Membranfusion in vitro
	Detektion von Einzelpartikeln
	Beobachtung gedockter Membranen in vitro
	Motivation der Arbeit

	Material und Methoden
	Biochemische Methoden
	Material
	Expression und Reinigung von Proteinen
	Herstellung des ternären SNARE-Komplex
	Herstellung von Liposomen
	Herstellung kleinerer Proteoliposomen (30 nm Durchmesser)
	Herstellung größerer Proteoliposomen (100 nm Durchmesser)

	Polyacrylamid-Gelelektrophorese
	Bestimmung der Proteinkonzentrationen

	Physikalische Methoden
	Konfokale Messapparatur
	Photonenburst-Analyse
	Fluoreszenz-(Kreuz)-Korrelations-Spektroskopie
	Autokorrelation
	Kreuzkorrelation

	Ermittlung der FRET-Effizienz
	Fluoreszenzlebensdauer
	Fluoreszenzintensität

	Dynamische Lichtstreuung


	Ergebnisse
	Photonenburst-Experimente
	Validierung des FCCS-Assays
	Datenanalyse
	Lineare Abhängigkeit der Fluoreszenzlebensdauer von der Farbstoffkonzentration
	Vergleichbarkeit von Fluoreszenzlebensdauer und Fluoreszenzintensität
	Vergleich verschiedener FRET-Paare und Donor-Farbstoffkonzentrationen
	Anwendbarkeit von FCS und FCCS auf Liposomen

	Kinetik einer Fusionsreaktion
	Vergleich von Docking und Fusion
	Anzahl der Fusionsrunden
	Kinetik von Docking und Fusion
	Einfluss der Größe der Liposomen auf die Fusion

	Einfluss von Complexin 2 auf die Fusion
	Interaktion von Complexin 2 mit Membranen

	Diskussion
	Assay zur Unterscheidung von Docking und Fusion
	Die Geschwindigkeit von Docking und Fusion
	Ausblick: Anwendungen des Assays
	Wie beeinflusst Complexin 2 die Fusion?
	Complexin 2 interagiert mit Membranen

	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis

