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Abstract

Even though there are a number of different in vitro fusion assays to analyze
neuronal SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor) mediated fusion, still the essential features of the in vivo situation are
only partially captured. In this thesis an in vitro fusion assay that provides a
planar solvent-free pore-spanning membrane containing a ternary acceptor SNARE
complex, which mimics the presynaptic membrane, to monitor fusion of single
synaptobrevin containing vesicles is presented. Protein-containing pore-spanning
membranes were obtained by spreading of giant unilamellar vesicles on gold
covered 6-mercapto-1-hexanol functionalized porous silicon nitride substrates with
pore diameters of 1.2 um. The mobility of Lipids and the SNARESs in the pore-
spanning membranes was shown by FCS-experiments, which is prerequisite for
the formation of active fusion complexes. The fusion process was highly specific
with an efficiency of 50 % and was analyzed by two color confocal laser scanning
fluorescence microscopy in a time resolved manner allowing to distinguish between
vesicle docking, hemifusion and full fusion. A kinetics analysis revealed that two
reaction steps need to take place to progress to fusion with a lifetime of the docked

vesicles of about 50s.
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1 Einleitung

Biologische Membranen bilden die physische Begrenzung von Zellen sowie ihrer
intrazelluliren Kompartimente und ermoglichen den Aufbau von Stoffgradien-
ten oder elektrischen Potentialen.”! Sie bestehen in erster Linie aus amphiphilen
Lipiden, die in einem wiéssrigen Milieu eine Doppelschicht ausbilden. Innerhalb
einer Zelle erzeugen Membranen getrennte Reaktionsrdume, die fiir den Ablauf
komplexer biologischer Prozesse unerlasslich sind. Ihre Struktur und Eigenschaften
werden dabei durch die Zusammensetzung der Lipide sowie eine Vielzahl an
integralen und peripheren Proteinen bestimmt. Der Austausch von Stoffen zwischen
einer Zelle und ihrer Umgebung oder zwischen ihren verschiedenen Organellen
wird durch unterschiedliche Transportmechanismen ermoglicht. Es ist dabei von
grofiter Wichtigkeit, dass beim Stoffaustausch die Kontinuitdt der Lipidmembran
erhalten bleibt, um eine Vermischung der separaten Kompartimente zu verhindern.
Eine Moglichkeit fiir den Transport von Molekiilen oder Ionen durch die Membran
bilden hierbei carrier-Proteine oder Proteinkanile, die sowohl fiir aktive als auch
fiir passive Transportprozesse zum Einsatz kommen. 2!

Eine weitere Moglichkeit, die den Austausch grofler Mengen komplexer Ver-
bindungen, wie Proteine, Hormone oder Neurotransmitter, sowie der Transport
membranstandiger Proteine (membrane trafficking) ermoglicht, ist die Membranfu-
sion. Hierbei kommt es zu einer Verschmelzung zweier Lipiddoppelschichten zu
einer kontinuierlichen Membran und der Vermischung der beiden zuvor getrennten
wassrigen Kompartimente. Die Fusion biologischer Membranen lduft dabei nicht

spontan ab, sondern bedarf neben der Bereitstellung der fiir die Fusion benétigten
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Energie einer genauen rdaumlichen und zeitlichen Kontrolle. Aus diesem Grund
wurden im Lauf der Evolution verschiedene Fusionssysteme inklusive ihrer spe-
zifischen Regulationsmechanismen entwickelt und sind hoch konserviert in vielen
Spezies zu finden.”! Die Membranfusion bildet somit den Schliisselschritt fiir eine
Vielzahl an biologischen Prozessen, wie zum Beispiel die Exozytose, die Zell-Zell-

Fusion, das eindringen eines Virus oder die Befruchtung der Eizelle.™!

1.1 Mechanismus der Membranfusion

Aufgrund ihrer amphiphilen Struktur ordnen sich Lipide in wéssriger Losung
spontan zu Lipiddoppelschichten zusammen. Fiir eine Fusion miissen zwei Mem-
branen in engen Kontakt gebracht werden, sodass sie durch eine Umlagerung der
Lipide zu einer einzigen kontinuierlichen Lipiddoppelschicht verschmelzen. Bei der
Anndherung zweier Membranen erfahren sie zundchst attraktive Van-der-Waals-
Wechselwirkungen sowie repulsive elektrostatische Wechselwirkungen aufgrund
der geladenen Lipidkopfgruppen. Ab einem Abstand von etwa 2-3nm der Kopf-
gruppen zueinander kommt eine weitere repulsive Wechselwirkung aufgrund der
Hydrathiillen der Lipidkopfgruppen hinzu. Fiir eine weitere Anndherung muss
das Wasser der Hydrathiillen verdrangt werden, wofiir zusétzliche Energie aufge-
wendet werden muss. P In artifiziellen Membranen kann die Hydratationsenergie
durch Zugabe divalenter Kationen in Anwesenheit azider Phospholipide, wie Phos-
phatidylserin (PS), durch trans-Interaktionen zwischen den Kopfgruppen beider
Membranen herabgesetzt werden, wodurch es zur Fusion kommen kann. ¥4
Durch Dehydratisierung von lamellaren Multimembranstapeln kann die Wasser-
schicht zwischen den einzelnen Membranen soweit reduziert werden, dass mittels
Kleinwinkelrontgenbeugung das Auftreten einer rhomboedrischen Phase der Lipi-
de beobachtet werden kann. 012131 Es kommt hierbei zu einer Verbindung zwischen
den benachbarten Lipidmonoschichten zweier Membranen. In Abbildung [I.T[A

ist die Elektronendichteverteilung einer solchen Verbindungsstelle gezeigt. Die
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roten Bereichen hoher Elektronendichte konne den Lipidkopfgruppen zugeordnet
werden, sodass hieraus eine Anordnung der Lipide in einem sogenannten fusion
stalk, wie sie in Abb.[1.1|B dargestellt ist, abgeleitet werden kann. Eine solche lokale

Verbindung der angrenzenden Lipidmonoschichten gilt als ein Ubergangszustand

t. [4114]

der Fusion und wird als Hemifusion bezeichne

Abbildung 1.1: (A) Elektronendichteverteilung eines fusion stalks gemessen durch Kleinwinkelront-
genbeugung in multilamellaren Lipidschichten. (B) Schematische Darstellung des fusion stalks. (C)
Schematische Darstellung der bevorzugten Kriimmung einer Lipidmonoschicht in Abhingigkeit des
Packungsparameters des jeweiligen Lipids. Abbildungen (A) und (B) verindert nach!1l,

Die verbundenen Lipidmonoschichten weisen in diesem Zustand eine starke
negative Kriimmung auf. Die Energie dieses Ubergangszustands wird aus diesem
Grund mafigeblich durch den Packungsparameter der beteiligten Lipide bestimmt,
welcher das Verhiltnis des Raumbedarfs der Kopfgruppe zu den hydrophoben
Acylketten des Lipids angibt.!®! Der fusion stalk wird hierbei durch Lipide mit
einer kleinen Kopfgruppe im Verhiltnis zu den hydrophoben Seitenketten, wie
im Fall von Phosphoethanolaminen (PE) stabilisiert, da sie eine negative Mem-
brankriimmung bevorzugen (Abb.[L.1|C). Lipide mit verhaltnisméafig grolen Kopf-
gruppen, wie Lysophosphatidylcholine (LPC), bevorzugen eine positive Mem-
brankriimmung, sodass durch sie die Bildung eines fusion stalk nahezu vollstandig
unterbunden wird. le17

Der finale Schritt der Fusion ist die Offnung einer Fusionspore durch die Ver-
schmelzung der beiden Lipidmonoschichten auf der jeweils abgewandten Seite

der Membranen, wodurch eine kontinuierliche Lipiddoppelschicht erzeugt wird
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(Abb. [1.2]e). Hierbei kommt es zur Vermischung der wassrigen Kompartimente,
die zuvor durch die Membranen getrennt waren. Der Mechanismus des Ubergangs
von der Hemifusion (Abb. [[.2b) zur vollstindigen Fusion (Abb. [I.2]e) ist noch
nicht abschlieflend geklirt. Der Ubergang konnte dabei auf direktem Weg erfolgen
(Abb.[1.2c) oder durch eine Erweiterung des initialen fusion stalks ein sogenanntes
Hemifusionsdiaphragma (Abb.[1.2]d) gebildet werden. 181l

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Fusionsmechanismus. (a) Anniherung der Mem-
branen, (b) Hemifusion, (c) direkte Offnung einer Fusionspore, (d) Hemifusionsdiaphragma, (e)
vollstindige Fusion.

Die Bildung eines Hemifusionsdiaphragmas konnte bereits in vitrol®l sowie in
vivo!l beobachtet werden. Es wird jedoch diskutiert, ob es sich bei diesem Zustand
um eine kinetische Sackgasse des Fusionsprozesses handelt, aus welcher keine
vollstindige Fusion erfolgen kann. 142223

In biologischen Prozessen wird die Membranfusion in den meisten Féllen mit
Hilfe von Proteinen durchgefiihrt. Sie stellen die fiir die Fusion benétigte Energie
zur Verfligung und ermoglichen eine umfassende Kontrolle der ablaufenden Fusi-
onsprozesse. Nahezu alle intrazelluldaren Membranfusionen in Eukaryonten werden

durch die Klasse der SNARE-Proteine vermittelt. 4

1.2 SNARE-Protein vermittelte Membranfusion

SNARE-Proteine vermitteln nahezu alle intrazelluliren Membranfusionsprozesse
in eukaryontischen Zellen.?¥ Sie spielen eine herausragende Rolle beim Transport

neu gebildeter Lipide und Proteine vom endoplasmatischen Reticulum zu den
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entsprechenden Organellen der Zelle, sowie bei der Fusion von Transportvesikeln
mit der Plasmamembran (Exocytose).l*?l Im Kontext dieser Arbeit ist dabei die
Ausschiittung von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt bei der Reizweiter-
leitung in der Synapse besonders hervorzuheben. Hierbei handelt es sich um einen
hochregulierten Prozess, bei dem die Ausschiittung des Neurotransmitters durch
die Fusion eines synaptischen Vesikels mit der prasynaptischen Membran weniger
als eine Millisekunde nach der Ankunft eines Aktionspotentials am synaptischen
Endknépfchen erfolgt. ! Der Prozess der synaptischen Reizweiterleitung steht im
Fokus intensiver Forschungsarbeiten, wodurch bereits viele Erkenntnisse tiber die
beteiligten Proteine und Regulationsmechanismen gewonnen werden konnten. 2728
Eine Entwicklung geeigneter Modellsysteme fiir die genaue Untersuchung der
zugrunde liegenden Mechanismen dieses, fiir die Funktion des Nervensystems
essentiellen Prozesses, ist hierbei unerldsslich um ein detailliertes Verstandnis fiir
diesen hochkomplexen Vorgang zu erlangen. Es istjedoch bisher nicht gelungen, die

Geschwindigkeit sowie die exakte Regulation in Modellsystemen nachzuahmen.

Der Name SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) ist
historisch begriindet und ist ein Akronym fiir die Bezeichnung SNAP receptor.
Er basiert auf der Beobachtung, dass der Vesikeltransport zwischen einzelnen
Kompartimenten des Golgi-Aparats in einem zellfreien System durch die Zugabe
einer geringen Konzentration an N-Ethylmaleimid blockiert und durch Zugabe von
Cytosol einer intakten Zelle wieder reaktiviert werden kann.#%% Das Protein aus
dem Cytosol welches das N-Ethylmaleimid binden konnte wurde durch Block et
al. als N-ethylmaleimid-sensitve factor (NSF) bezeichnet. 1990 konnten durch Clary
und Rothman die Bindungspartner von NSF identifiziert werden und erhielten den
Namen soluble NSF-attachment Proteins (SNAPs).lBl Mit Hilfe affinitdtschromato-
graphischer Verfahren konnte durch Séllner et al. anhand von rekombinatem NSF
und SNAP wiederum die Interaktionspartner der SNAPs ermittelt werden. " Diese
wurden SNAP receptors (SNAREs) genannt. Bei diesem Experiment wurde aufier-

dem festgestellt, dass SNARESs einen Komplex aus den drei Proteinen Syntaxin-1A,
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Synaptobrevin-2 und SNAP-25 (synaptosome associated protein of 25kDa) mit einer
Stochiometrie von 1:1:1 ausbilden. In der Folge konnte 1998 durch Weber et al.
gezeigt werden, dass diese drei SNARE-Proteine in der Lage sind die Fusion von

Membranen in vitro zu vermitteln. 23!

Synaptobrevin-2, oder auch VAMP-2 (vesicle associated membrane protein-2), kann
in der Membran synaptischer Vesikel gefunden werden und ist iiber eine transmem-
branstindige a-Helix in der Vesikelmembran verankert. Syntaxin-1A und SNAP-25
finden sich in der prasynaptischen Membran. Syntaxin-1A verfiigt ebenfalls {iber
eine transmembranstdndige a-Helix, wahrend SNAP-25 durch vier palmitoylierte
Cystein-Reste an die Membran gebunden ist.P Syntaxin und SNAP-25 bilden
gemeinsam einen Komplex in der aktiven Zone der prasynaptischen Membran, an
welchen die synaptischen Vesikel mit Hilfe von Synaptobrevin-2 binden kénnen.
Die Bildung dieses Komplexes setzt dabei die notwendige Energie frei, um die
Fusion des Neurotransmitter-gefiillten Vesikels mit der prasynaptischen Membran
einzuleiten und so die Ausschiittung des Neurotransmitters in den synaptischen

Spalt auszuldsen.

Der gebildete Komplex aus Syntaxin-1A, SNAP-25 und Synaptobrevin-2 wird
SNARE-core-Komplex genannt. Er ist zusammengesetzt aus vier a-Helices, die
zusammen eine superhelikale (coiled coil) Struktur bilden.?*! Syntaxin-1A und
Synaptobrevin-2 nehmen mit jeweils einer a-Helix am Komplex teil, wahrend
SNAP-25 mit zwei a-Helices an der Bildung beteiligt ist. Der Komplex besitzt
eine auflergewohnlich hohe Stabilitdt. Er ist gegeniiber SDS stabil und seine
Zersetzungstemperatur liegt bei etwa 90°C.FY Eine schematische Darstellung

des Komplexes ist in Abbildung[I.3|gezeigt.

Die an der Komplexbildung beteiligten a-Helices aus 60-70 Aminosduren be-
sitzen eine evolutiondr hochkonservierte Struktur aus einer Abfolge aus sieben
sich wiederholenden Aminosduren (heptad repeat), die als SNARE-Motiv bezeichnet
wird. B3 An Position eins und vier dieser Aminosédureabfolge besitzen sie meist

hydrophobe Reste, die bei der Ausbildung der Superhelix miteinander wechsel-
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% Synaptischer Vesikel
/) SNAP-25
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Abbildung 1.3: (A) Kristallstruktur des tetrameren coiled-coil-Motivs sowie eine schematische Dar-
stellung der Interaktionsebenen der heptad repeat-Aminosiurenabfolge des SNARE-Komplexes. (B)
Simuliertes Modell des trans-SNARE-Komlexes zwischen synaptischem Vesikel und priisynaptischer
Membran. Abgewandelt nach27,

wirken und auf diese Weise den Komplex stabilisieren. Im terameren Komplex
liegen jeweils vier hydrophobe Aminosédure Reste in einer Ebene zusammen und
der gesamte Komplex ist aus insgesamt 16 Ebenen aufgebaut (vergl. Abb. [1.3A).
Eine Besonderheit des SNARE-Komplexes im Vergleich zu anderen superhelikalen
Strukturen ist hierbei der sogenannte zero ionic layer in der Mitte des Komplexes. Die-
se Ebene besteht als einzige aus hydrophilen Aminosédureresten, die tiber Wasser-
stoffbriickenbindungen verkntipft sind. Die Guanidino-Gruppe eines Arginins von
Synaptobrevin-2 wechselwirkt hier mit den Carbamoyl-Gruppen dreier Glutamine
von SNAP-25 (2 x) und Syntaxin-1A (1 ).

Im SNARE-Komplex liegen die vier a-Helices in einer parallelen Anordnung
vor. Die Bindung von Synaptobrevin-2 erfolgt dabei vorzugsweise vom N- zum C-
Terminus in Richtung der Transmembrananker von Synaptobrevin-2 und Syntaxin-
1A, wobei sich die einzelnen Ebenen der heptad repeat-Sequenz sich Reifsverschluss-
artig verbinden (zippering-Modell).B¥! Hierdurch werden die beiden Membranen
in rdumliche Nahe zueinander gebracht, sodass die Fusion stattfinden kann. Der
genaue Mechanismus dieses Vorgangs ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Anhand
von Kristallstrukturen konnte jedoch festgestellt werden, dass sich die gebildete

Superhelix sich bis zu den transmembranstiandigen Sequenzen von Synaptobrevin-
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2 und Syntaxin-1A fortsetzt. ! Es wird hierbei vermutet, dass die bei der Komplex-
bildung freiwerdende Energie iiber die Verbindungsequenzen zwischen SNARE-
Motiv und Transmembrananker direkt in die Membran tibertragen wird und auf

diese Weise die Fusion mit der anschliefenden Offnung einer Fusionspore auslost.

1.3 Modellsysteme zur Untersuchung der

SNARE-vermittelten Fusion

Aufgrund der hohen Komplexitit biologischer Systeme werden, um die zugrunde
liegenden Mechanismen detailliert aufklaren zu konnen, Modellsysteme eingesetzt.
In Modellsystemen konnen die beteiligten Komponenten und dufieren Bedingungen
genau kontrolliert werden, sodass die beobachteten Prozesse leichter verstanden
werden konnen. Die Membranfusion, als einer der Schliisselschritte biologischer
Prozesse steht dabei im Fokus einer Vielzahl von Forschungsarbeiten. Im Laufe der
Zeit wurden unterschiedliche Modellmembransysteme zur Untersuchung verwen-
det. Die prominentesten Modellsysteme fiir die SNARE-vermittlete Membranfusion

sollen im Folgenden vorgestellt werden.

1.3.1 Vesikel-Vesikel-Fusion in Losung

Die gdngigste Methode zur Untersuchung der Fusion von Vesikeln besteht in der Be-
obachtung der Lipidvermischung zweier Populationen von fluoreszenzmarkierten
Vesikeln in Losung mit Hilfe eines Fluoreszenzspektrometers. Hierzu werden meist
kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicles, SUVs) eingesetzt. Diese bieten
den Vorteil, dass Membranstdndige Proteine, wie die zu untersuchenden SNARE-
Proteine, sehr leicht mit Hilfe Detergenz-basierter Methoden in die Vesikelmembran
rekonstituiert werden konnen.##!l Die Detektion der Lipidvermischung erfolgt

anhand der zeitlich aufgelosten Beobachtung der Intensitit der in die Vesikel
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eingebrachten Fluoreszenzfarbstoffe. Hierzu konnen verschiedene Konfigurationen

von lipidgebundenen Fluoreszenzfarbstoffen verwendet werden.

Im einfachsten Fall wird eine Vesikelpopulation mit einer hohen Konzentration
an Farbstoff verwendet, wodurch die Fluoreszenz durch die raumliche Nahe der
Farbstoffmolekiile zueinander bei bestimmten Farbstoffen zum Teil selbst geldscht
wird (self quenching). Durch die durch die Fusion verursachte Lipidvermischung
mit Vesikeln ohne eingebrachten Farbstoff wird die Konzentration in der Membran

verringert, sodass das Fluoreszenzsignal ansteigt (dequenching assay).

Eine Erweiterung dieses Konzepts ist der Einsatz zweier Farbstoffe unterschied-
licher Anregungswellenldnge, die miteinander ein FRET (Forster resonance energy
transfer)-Paar bilden. Der FRET-Effekt bewirkt dabei einen strahlungslosen Ener-
gietransfer vom Donor-Farbstoff auf den Akzeptor-Farbstoff, sobald sich diese
in rdumlicher Ndhe zueinander befinden. Das Emmisionsspektrum des Donor-
Farbstoffs muss hierfiir moglichst gut mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors
tiberlappen. Wird nur die Fluoreszenz des Donors angeregt, bewirkt der Energie-
transfer eine Abschwéchung der Intensitdt des Donors und eine Anregung der
Akzeptor-Fluoreszenz. Durch die Verringerung der Konzentration bei der Fusion
wird dieser Effekt aufgehoben, sodass die Intensitdt des Donors ansteigt, wahrend

die des Akzeptors sinkt ("deFRET assay").

Dieser Ansatz kann auch invers verwendet werden, indem beide Vesikelpopu-
lationen nur jeweils einen der beiden Farbstoffe des FRET-Paares enthalten. Hier
gelangen Donor und Akzeptor erst bei der Vermischung der Lipide in rdaumliche
Nahe. In diesem Fall sinkt die Intensitdt des Donors und die des Akzeptors steigt

entsprechend ("FRET assay").

Anhand der aufgenommenen Fluoreszenzintensitdtsverlaufe von Vesikel-Vesikel-
Fusionsexperimenten konnen Aussagen iiber die Kinetik des ablaufenden Fu-
sionsprozesses getroffen werden. In einigen bisherigen Arbeiten konnten so
Erkenntnisse iiber den Einfluss der Lipidzusammensetzung der Membran?, die

Rolle von Ca** in Abhangigkeit vom Gehalt an negativ geladenen Lipiden ¥,
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sowie der Vesikelgrofie und damit der Membrankriimmung auf die Fusion erzielt
werden. #*#1 Es kénnen dabei jedoch zunéchst nur Informationen iiber das gesamte
Ensemble der enthaltenen Vesikel erhalten werden. Eine Unterscheidung der
Kinetiken verschiedener parallel ablaufender Prozesse oder das Auftreten von
Zwischenstufen der Fusion ist nur schwer moglich. Durch das einbringen ge-
eigneter wasserloslicher Fluoreszenzfarbstoffe kann ein Transfer des Vesikelinhalts
nachgewiesen werden und so die Kinetik der vollstindigen Fusion unabhédngig von
Docking und Hemifusion detektiert werden.®%*l Die erhaltenen Ergebnisse kénnen
hierbei jedoch durch das Aufreiffen von Vesikeln oder Verlust des Vesikelinhalts
wihrend der Fusion verfédlscht werden.

Um einen tieferen Einblick in den Ablauf der Fusion zu erhalten, wurden aus-
gehend von den Experimenten zur Vesikel-Vesikel-Fusion in Losung Verfahren

entwickelt, um einzelne Fusionsereignisse getrennt auflosen zu konnen.

1.3.2 Fusion an immobilisierten Vesikeln

Eine Erweiterung der Vesikel-Vesikel-Fusionsexperimente hinzu einer Detektion
einzelner Fusionsereignisse ist die Fusion an immobilisierten Vesikeln. Hierbei wird
eine der beiden Vesikelpopulationen, wie sie auch fiir die Vesikelfusion in Losung
eingesetzt werden, auf einer passivierten transparenten Oberfliche immobilisiert.
Die Substratoberflache wird meist mit Polyethylenglycol (PEG) beschichtet, um ein
Spreiten der Vesikel zu verhindern.'*! Die Immobilisierung der Vesikel erfolgt
meist durch eine Avidin vermittelte Bindung zwischen biotinyliertem PEG auf
der Oberflache und einem in die Vesikelmembran eingebrachten biotinylierten
Lipid. P2 Auf dieimmobilisierten Vesikel wird die zweite Vesikelpopulation gege-
ben und die Interaktion einzelner Vesikelpaare zeitlich aufgelost mittels TIRF (total
internal reflection fluorescence)-Mikroskopie verfolgt. Eine schematische Abbildung
des Systems ist in Abbildung(1.4|gezeigt.

Die Fusionsexperimente an immobilisierten Vesikeln sind gut geeignet um den

Austausch des Vesikelinhalts zwischen den Vesikeln zu beobachten, da die Vesikel
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1.3. Modellsysteme zur Untersuchung der SNARE-vermittelten Fusion

Donorfarbstoff =)
Akzeptorfarbstoff )

biotinyliertes Lipid =240—0

Avidin -
PEG-Biotin ~—@
PEG
sxs!“ss!sxxxsssrssmslxxss!sssxss&sss&ss&s s ssssxssrsss&ssslsxs&!ssssss&sx&sss!ssss!s&sssss!&x&x&sss&ssssss s sss&m!msmfm!m
hydrophiles Substrat

TIR-Anregung

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung eines Fusionsexperiments an immobilisierten Vesikeln.

zwei abgeschlossene wissrige Kompartimente beinhalten, die sich bei der Offnung
einer Fusionspore vermischen. Der Nachteil dieses Modellsystems ist, dass es
sich bei den Vesikeln um gekriimmte Membranen handelt. Im nattiirlichen System
fusionieren die Vesikel im Normalfall mit einer planaren Membran. Die zusétzliche
Energie, die durch den Abbau der Kriimmung der Membranen bei der Fusion zwei-
er Vesikel frei wird, konnte somit die beobachtete Kinetik der Fusion verfilschen.
In diesem Zusammenhang wird diskutiert, ob die Fusion in vivo erst durch die
Induktion einer Membrankriimmung durch Synaptotagmin-1 in Verbindung mit

Ca”" eingeleitet wird. #5355

1.3.3 Detektion einzelner Fusionsereignisse auf
festkorperunterstiitzten Membranen

Ein weiteres Modellsystem zur Untersuchung einzelner Fusionsereignisse sind

planare festkorperunterstiitzte Membranen. Sie ahmen die Membrantopologie der

Fusion im biologischen System besser nach als dies fiir Vesikel-basierte Syste-

me der Fall ist. Festkorperunterstiitzte Membranen konnen sehr leicht durch das
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Spreiten von SUVs, wie sie auch in Vesikelexperimenten verwendet werden, auf
hydrophilen Substraten erzeugt werden.P Durch die Festkdrperunterstiitzung
besitzen sie eine sehr hohe Langzeitstabilitdt. Die Detektion der Fusion von SUVs
mit der planaren Membran erfolgt meist mittels TIRF-Mikroskopie. "l Die TIRF-
Mikroskopie erlaubt auflerdem den Einsatz von lichtstarken Olimmersionsobjekti-
ven und schnellen CCD-Kameras, die eine zeitliche Aufldsung bis in den einstelligen
Millisekundenbereich erméglichen. ™ Eine Schematische Darstellung des Systems

ist in Abbildung 1.5/ gezeigt.

W%%ﬁw it

SNARE-Proteine

ne Festkorperunterstiitzte
Membran

=y |
i
Quarzglas

TIR-Anregung

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung eines Fusionsexperiments auf festkorperunterstiitzten
Membranen.

An festkorperunterstiitzten Membranen wurden die bis Dato schnellsten Fusi-
onsereignisse im Bereich von 5-25ms detektiert, wodurch zum ersten Mal Fu-
sionsereignisse mit einer Dauer nahe der im biologischen System beobachteten
Zeitskalen im Submillisekundenbereich beschrieben wurden. %2l Die Fusion war
hierbeijedoch in den meisten Fillen unabhédngig von der Anwesenheit von SNAP25.
In Vesikel-basierten Systemen dagegen ist eine Fusion nur, wie im biologischen
System, nur durch die Bildung des vollstindigen SNARE-Komplexes moglich.

Durch den engen Kontakt der Membran zur Substratoberfldche kann die Mobilitéat
der Lipide und rekonstituierten Proteine eingeschrankt sein. Die Einschrankung der
Mobilitat ist hierbei stark von den Eingenschaften des verwendeten Substrats und
der verwendete Praparationsmethode sowie von der Zusammensetzung der Lipide

in der Membran abhéngig.P® Es finden daher in der Literatur variierende Werte
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fir Diffusionskoeffizienten in festkorperunterstiitzten Membranen. Auf Glimmer
(Mica) wurden zum Beispiel Diffusionskoeffizienten zwischen 1 und 4 ym?/s in
DOPC Membranen mit 30 % Cholesterin (1.1+0.2 um?/s) und ohne Cholesterin
(4.2 £0.4 um?/s) bestimmt. !¢l

Eine Detektion der Ausschiittung des Inhalts der fusionierenden Vesikel ist durch
den Substratkontakt ebenfalls nur eingeschrankt moglich. Zwischen Substratober-
fliche und Membran befindet sich eine nur 2—-3nm diinne Wasserschicht, in die
der Vesikelinhalt ausgeschiittet werden konnte. Im Fall einer Studie von Wang et al.
war dies nicht moglich und es konnte gezeigt werden, dass der Vesikelinhalt durch
Aufreiflen der Vesikel in die umgebende Lésung entwich. ™!

Um die Nachteile des engen Substratkontakts zu umgehen, wird die Mem-
bran in vielen Arbeiten durch ein Polymerkissen oder das Aufbringen von spacer-
Molekiilen von der Substratoberflache entkoppelt. Hierdurch kann die Mobilitét der
Membrankomponenten gesteigert werden, erreicht jedoch nicht ganz das Niveau
freistehender Membranen. ¥ Zusétzlich ist in diesem Fall ein groleres wissriges
Kompartiment unter der Membran vorhanden, sodass die Ausschiittung des Vesi-

kelinhalts gelingen kann. [¢!

1.4 Detektion einzelner SNARE-vermittelter
Fusionsereignisse auf porenuberspannenden

Membranen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Assay zur Untersuchung einzelner SNARE-
vermittelter Fusionsereignisse auf poreniiberspannenden Membranen entwickelt
werden. Hierbei handelt es sich um ein neues Modellsystem, welches bisher noch
nicht fiir eine Untersuchung SNARE-vermittelter Membranfusion verwendet wur-
de. Poreniiberspannende Membranen vereinen die Vorteile der hohen Stabilitait

festkorperunterstiitzter Membranen, aufgrund der Unterstiitzung durch das porose
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Substrat, mit denen von freistehenden Membranen mit einem wéssrigen Kompar-
timent auf beiden Membranseiten. In einer vorhergehenden Arbeit wurde durch
Hofer et al. bereits ein Assay zur Detektion von einzelnen Fusionsereignissen
auf poreniiberspannenden Membranen entwickelt, woran die Calcium-vermittelte
Fusion grofier unilamellarer Vesikel (LUVs) untersucht werden konnte. 97l Hierbei
wurden poreniiberspannende Membranen mit Hilfe der painting-Technik durch
das Aufbringen von in unpolarem Losungsmittel gelosten Lipiden auf ein hydro-
phob funktionalisiertes Substrat erzeugt. Die Fusion einzelner Vesikel konnte im
Anschluss mittels konfokaler Rasterfluoreszenzmikroskopie durch die Beobach-
tung der Lipidvermischung detektiert werden. Hierzu wurde der lipidgekoppelte
Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green 488 in die poreniiberspannende Membran ein-
gebracht. Die fusioniereden Vesikel enthielten den lipidgekoppelten Fluoreszenz-
farbstoff Texas Red. Im Fall einer Vermischung der Lipide konnte so ein Abfall der
Fluoreszenzintensitdt von Oregon Green 488, bei einem gleichzeitigen Anstieg der
Intensitdt von Texas Red, durch den Forster Resanzenergietransfer zwischen den

Farbstoffen beobachtet werden.

Eine zuverldssige Rekonstitution von Membranproteinen in auf diese Weise
hergestellte Membranen ist nur schwer moglich und es konnen Reste des orga-
nischen Losungsmittels in der Membran verbleiben. Aus diesem Grund sollte
die Prdparation der poreniiberspannenden Membranen losungsmittelfrei durch
das Spreiten von GUVs (giant unilamellar vesicles) erfolgen. Hierfiir mussten
zundchst geeignete Protokolle fiir eine reproduzierbare Membranerzeugung auf hy-
drophil funktionalisierten pordsen Substraten entwickelt werden. Um die SNARE-
vermittelte Fusion untersuchen zu kénnen, sollten die Akzeptor-SNARE-Proteine
Syntaxin-1A und SNAP25 in GUVs rekonstituiert werden, um diese im Anschluss
zur Erzeugung poreniiberspannender Membranen zu verwenden. Die Fusion von
LUVs mit rekonstituiertem Synaptobrevin-2 sollte in der Folge analog zu den Expe-

rimenten von Hofer et al. mit Hilfe der konfokalen Rasterfluoresezenzmikroskopie

14



1.4. Detektion einzelner SNARE-vermittelter Fusionsereignisse auf poreniiberspannenden Membranen

detektiert werden. Eine schematische Darstellung des angestrebten Modellsystems

fiir die SNARE-vermittelte Membranfusion ist in Abbildung[1.6|gezeigt.

SN ARE-Proteine

b mmzt%i m e Wﬁ( poreniiberspannende
WWWI{ W%% . Membran
Gold
pordses Substrat

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des angestrebten Modellsystems zur Untersuchung
SNARE-vermittelter Vesikelfusionsereignisse auf poreniiberspannenden Membranen.

15






2 Zielsetzung

Die Fusion von Membranen stellt einen Schliisselschritt in vielen Transportpro-
zessen biologischer Systeme dar und ist die Grundlage fiir die Ausschiittung von
Neurotransmittern zur Reizweiterleitung am synaptischen Spalt. Die Fusion der
synaptischen Vesikel mit der prdasynaptischen Membran ist ein hochregulierter
Prozess und unterliegt einer genauen rdumlichen und zeitlichen Kontrolle. Der
exakte Mechanismus dieses Vorgangs ist Gegenstand intensiver Forschungsar-
beit, konnte bisher jedoch noch nicht vollstandig aufgekldrt werden. Artifizielle
Modellmembransysteme bieten hierbei die Moglichkeit, die ablaufenden Prozesse
unter kontrollierten Bedingungen detailliert zu untersuchen. Die bisher eingesetz-
ten Modellsysteme stiitzten sich hierbei auf die Vesikel-Vesikel-Fusion oder auf
die Fusion von Vesikeln mit festkdrperunterstiitzen Membranen, wodurch bereits
vielfiltige Erkenntnisse iiber den Prozess der Membranfusion erhalten werden
konnten. Die Membrantopologie des biologischen Systems wird hierdurch jedoch
nur unzureichend abgebildet, wodurch ein Einfluss auf den Fusionsprozess nicht

ausgeschlossen werden kann.

Poreniiberspannende Membranen bieten hier ein alternatives Modellsystem, wel-
ches in der Lage ist die Membrantopologie an der Synapse abzubilden. Sie kom-
binieren die mechanische Stabilitdt festkoperunterstiitzter Membranen, durch das
unterstiitzende Substrat, mit den Vorteilen freitragender Membranen. Sie besitzen
je ein wéssriges Kompartiment auf beiden Membranseiten, wodurch Transportpro-
zesse, wie die Ausschiittung des Vesikelinhalts bei der Fusion, adressiert werden

konnen.



2. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Assay zur Untersuchung der SNARE-Protein-
vermittelten Fusion auf poreniiberspannenden Membranen entwickelt werden.
Hierzu mussten zunéchst die vorhandenen Protokolle fiir die hydrophile Funktio-
nalisierung poroser Siliziumsubstrate optimiert werden, um eine reproduzierbare
Membranbildung zu gewihrleisten. Weiterhin musste eine geeignete Methode zur
Rekonstitution der SNARE-Proteine in poreniiberspannende Membranen entwi-
ckelt werden. Um zu {iiberpriifen ob die Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche
SNARE-vermittelte Fusion gegeben sind, sollte die laterale Mobilitit der Proteine in
poreniiberspannenden Membranen bestimmt werden. Dies sollte die Grundlage bil-
den, um einzelne Vesikelfusionsereignisse mit der planaren poreniiberspannenden

Membran mittels konfokaler Laserrastermikroskopie zeitaufgeldst zu beobachten.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Lipidchemische Methoden

3.1.1 Verwendete Lipide

Die in dieser Arbeit verwendete Mischung von Lipiden zur Praparation von Ve-
sikeln und Membranen orientiert sich an der natiirlichen Lipidzusammensetzung
synaptischer Vesikel. Diese enthalten Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanola-
min, Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol sowie Cholesterin in einem mo-
laren Verhéltnis von 40:32:12:5:10.181 In der Literatur ist eine breite Variation an
verschiedenen Lipidmischungen fiir in vitro Fusionsexperimente zu finden. 74
Deshalb wurde sich, fiir die Entwicklung und Etablierung des in dieser Arbeit vor-
gestellten Fusionssystems auf poreniiberspannenden Membranen, auf eine leicht
vereinfachte Lipidmischung beschrankt, die zuvor bereits erfolgreich von unseren
Kooperationspartnern eingesetzt wurde.?”! Dies sichert zum einen die Vergleich-
barkeit der Ergebnisse und zum anderen konnten bestehende Protokolle zur Rekon-
stitution der SNARE-Proteine in Vesikel als Ausgangspunkt fiir die Rekonstitution
in poreniiberspannende Membranen verwendet werden.

Die eingesetzte Lipidmischung bestand aus 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-
cholin (DOPC), 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (POPE), 1-
Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (POPS) und Cholesterin (CH) in
einem molaren Verhiltnis von 5:2:1:2 (Abb. [3.1).
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Abbildung 3.1: Strukturformeln der verwendeten Lipide. (A) DOPC, CyHgyNOGP, MW
786.1 g/mol. (B) POPE, C;,H,,NO,P, MW 718.0g/mol. (C) POPS, C,,H,;NO,,PNa, MW
784.0 g/mol. (D) Cholesterin, C,,H,.O, MW 386.7 g/mol

3.1.2 Verwendete lipidgebundene Fluoreszenzfarbstoffe

Um eine Untersuchung der in der dieser Arbeit verwendeten Membransysteme
mittels Fluoreszenzmikroskopie zu ermoglichen, wurden den hergestellten Lipid-
mischungen lipidgebundene Fluoreszenzsonden zugesetzt. Es handelte sich da-
bei um das synthetische Phospholipid DHPE (1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin), an dessen Kopfgruppe das jeweilige Farbstoffmolekiil ge-

bunden war. Es wurden zum einen Oregon Green 488 DHPE mit einem Absorp-

tionsmaximum von 501 nm und einem Emissionsmaximum von 526 nm eingesetzt
(Abb. B.2). Zum anderen wurde Texas Red DHPE mit einem Absorptions- und
Emissionsmaximum von 595 und 615 nm verwendet (Abb.3.3).

Abbildung 3.2: Strukturformel des lipidgebundenen Fluoreszenzfarbstoffs Oregon Green 488
DHPE, MW 1086.25 g/mol.
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*NH(CH,CH3)3

Abbildung 3.3: Strukturformel des lipidgebundenen Fluoreszenzfarbstoffs Texas Red DHPE
(Triethylammonium-Salz), MW 1381.84 g/mol.

Die Fluoreszenzsonden wurden, wenn nicht anders angegeben, standardma-
Big mit einer Konzentration von 1mol% eingesetzt. Aufgrund der Ethanolamin-
Kopfgruppe der Fluoreszenzsonden wurde die Menge an POPE in der Lipidmi-

schung entsprechend der Menge an eingesetztem Farbstoff reduziert.

Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden gewdhlt, da sie ein FRET (Forster Resonanz
Energie Transfer)-Paar bilden. Der FRET-Effekt bewirkt dabei einen strahlungslosen
Energietransfer vom Donor-Farbstoff (Oregon Green) auf den Akzeptor-Farbstoff
(Texas Red), sobald sich diese in raumlicher Ndhe zueinander befinden. Das Em-
misionsspektrum des Donor-Farbstoffs muss hierfiir moglichst gut mit dem Anre-
gungsspektrum des Akzeptors iiberlappen (Abb.[3.4). Wird nur die Fluoreszenz des
Donors angeregt, bewirkt der Energietransfer eine Abschwéachung der Intensitit des
Donors und eine Anregung der Akzeptor-Fluoreszenz. Die FRET-Effizienz nimmt
dabei mit der sechsten Potenz des Abstands zwischen Donor und Akzeptor ab. Der
tiir jedes FRET-Paar charakteristische Forster-Radius, der Abstand bei welchem
die Effizienz 50 % betrdgt, wurde fiir Oregon Green und Texas Red auf 6.27nm

bestimmt. 7]

Der FRET-Effekt wurde in dieser Arbeit dazu genutzt, um eine Vermischung der
Lipide wahrend der Fusion zweier Membranen anhand ihrer Fluoreszenz nachzu-
weisen. Hierzu ist die eine Membran mit Oregon Green, die jeweils andere mit Texas

Red dotiert. Vermischen sich die Lipide beider Membranen treten die Fluorophore
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Abbildung 3.4: Absorptions- (gestrichelte Linien) und Emissionsspektren der eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe Oregon Green (griin) und Texas Red (rot). Abbildung nach Hofer.1e6!

in rdumliche Ndhe und es kann zum FRET kommen. Die daraus resultierenden
Intensitdtsanderungen der beiden Farbstoffe werden fluoreszenzspektroskopisch

sowie -mikroskopisch untersucht.

3.1.3 Herstellung von Lipidfilmen

Fiir die Herstellung von Lipidvesikeln wurden Lipidfilme mit einer Gesamtmasse
von 0.465 mg Lipid pro Ansatz verwendet. Es wurden jeweils 200 uL Chloroform in
Reagenzgldsern vorgelegt. Die entsprechenden Volumina der Lipidstammldsungen
(5mg/mL) wurden in die Reagenzglaser gegeben und das organische Losungsmittel
durch Verblasen im Stickstoffstrom bei Raumtemperatur entfernt. Hierdurch bildete
sich an den Glaswidnden durch spontane Selbstorganisation ein multilamellarer

Lipidfilm aus. Zum vollstindigen Entfernen des Losungsmittels wurden die Li-
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pidfilme fiir 1h im Vakuum getrocknet. Die Reagenzgldser wurden mit Parafilm®

verschlossen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

3.1.4 Herstellung von Lipidvesikeln

Lipidvesikel stellen ein einfaches Modellsystem fiir freistehende Membranen dar.
Sie bestehen aus einer Lipiddoppelschicht, welche ein wéssriges Kompartiment ein-
schliefst. Mit Hilfe von Vesikeln lassen sich besonders Membrantransportprozesse,
die zwei voneinander getrennte Kompartimente erfordern, untersuchen. Je nach
Grofle des Vesikels konnen Analogien zu verschiedenen Strukturen in biologischen
Systemen gezogen werden. Man unterscheidet im Allgemeinen drei verschiedene
Grofienbereiche von Lipidvesikeln: Kleine (20-50 nm), grofse (100-1000 nm), sowie
riesige (bis ca. 150 um) Vesikel. Die in dieser Arbeit fiir die Herstellung der verschie-
denen Vesikelgrofien verwendeten Methoden werden im Folgenden vorgestellt.
Als Ausgangspunkt fiir die Herstellung von losungsmittelfreien, unilamellaren

Vesikeln diente ein zuvor hergestellter Lipidfilm.

Kleine unilamellare Vesikel

Kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicles, SUVs) mit einem Durch-
messer von 20-50nm dhneln in ihrer Struktur besonders kleinen Zellorganellen
wie Transportvesikeln (z. B. Endo- bzw. Exosomen). Ein prominentes Beispiel im
Kontext dieser Arbeit sind hierbei die synaptischen Vesikel. Aufgrund ihrer ge-
ringen Grofie besitzen SUVs eine starke Membrankriimmung. Fiir mikroskopische
Untersuchungen eignen sich SUVs nicht, da ihre Groéfse unterhalb der optischen
Auflosungsgrenze liegt.

Die Herstellung kleiner unilamellarer Vesikel erfolgte nach einer Methode ba-
sierend auf der Solubilisierung der Lipide mit Hilfe von Detergenzien, welche
im Anschluss sukzessive entfernt werden.®!! Ein Lipidfilm (0.465mg) wurde da-

bei in 50 uL Puffer (20mwm Tris/HCl, pH 7.4, 100mm KCI, 1mm DTT) mit einer
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Konzentration von 29.2mg/mL (100 mm) n-Octyl-g-p-glucosid (nOG) vollstandig
gelost. Die Detergenskonzentration muss bei dieser Methode oberhalb der kri-
tischen Mizellenkonzentration (critical micelle concentration, CMC) von 17 mm fiir
nOG liegen, bei welcher die Detergensmolekiile beginnen Mizellen zu bilden. Die
Lipid- und Detergensmolekiile liegen dann in gemischten Mizellen und somit
vollstindig in der wiéssrigen Phase solubilisiert vor. Das Detergens wurde durch
Grofienausschlusschromatographie auf einer Sephadex G25-Saule (Illustra NAP-25,
GE Healthcare) aus der Losung entfernt, wodurch sich die Mizellen zu grofseren
Aggregaten verbinden, welche sich in einem Selbstorganisationsprozess zu SUVs
umformen. Hierzu wurde die Sdule in Puffer (20 mm Tris/HCl, pH 7.4, 100 mm KCl,
1mwm DTT) &dquilibriert und die detergenshaltige Lipidlosung aufgegeben. Durch
Schrittweise Zugabe von Puffer zu je 200 uL (ges. 5 mL) wurden einzelne Fraktionen
aufgefangen und mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie der Elutionszeitpunkt der Ve-
sikel anhand des enthaltenen lipidgebundenen Fluoreszenzfarbstoffs bestimmt. Es
ergab sich eine Vorlaufmenge von 2.7 mL, welche bei den folgenden Praparationen
verworfen wurde. Es wurde eine Eluatmenge von 900 uL aufgefangen.

Die detergensvermittelte Bildung von SUVs stellt eine gute Methode zur Rekon-
stitution von Membranproteinen dar, da diese selbst aufgrund ihrer hydrophoben
membranstdndigen Doménen nur unter Verwendung von Detergenzien in Losung
gehalten werden konnen. Durch Inkubation in der mizellaren Lipidlosung konnen
sich gemischte Mizellen aus Lipid, Protein und Detergens ausbilden, sodass die
Proteinmolekiile direkt in die gebildeten Vesikel inkorporiert werden kénnen. Eine
genauere Betrachtung der in dieser Arbeit entwickelten Rekonstitutionsmethode fiir

die verwendeten Proteine in SUVs und ihrer Durchfiihrung erfolgt im Abschnitt[3.3]

GroBe unilamellare Vesikel

Grofie unilamellare Vesikel (large unilamellar vesicles, LUVs) mit Durchmessern
von 100-1000nm besitzen die Ausmafie von Zellorganellen wie z.B. Lyso- oder

Peroxisomen. Sie unterscheiden sich von SUVs vor allem durch ihre geringere Mem-
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brankriimmung und dem grofieren eingeschlossenen Volumen, wodurch Trans-
portprozesse iiber die Membran wie der Auf- bzw. Abbau von Gradienten leichter
untersucht werden konnen. Die Vesikel lassen sich auch durch klassische Fluores-
zenzmikroskopie als einzelne Objekte detektieren.

Die am weitesten verbreitete und auch hier verwendete Methode zur Herstellung
von LUVs ist die Extrusion. Hierzu wurde ein Lipidfilm (0.465 mg) mit 500 uL Puffer
(20mm Tris/HCI, pH 7.4, 100 mm KCl, 1 mMm DTT) versetzt und fiir 30 min inkubiert.
Dabei dringt Wasser zwischen die einzelnen Lipidschichten, sodass der Lipidfilm
quillt und sich multilamellare vesikuldre Strukturen bilden. Dieser Vorgang wird als
natural swelling bezeichnet. Durch anschlieffendes Aufschiitteln (Vortexen 3x30 s im
Abstand von 5 min) 16sen sich multilamellare Vesikel (MLVs) von der Oberflache ab.
Die MLVs werden durch eine pordse Membran mit bekannter Porengrofie gepresst
und so in unilamellare Vesikel tiberfiihrt. Es wurde ein Mini-Extruder (LiposoFast-
Basic, Avestin, Ottawa, Kanada) mit Polycarbonatmembranen, die eine mittlere
Porengrofie von 1000 nm besafien, eingesetzt. Die MLV-Losung wurde 31 mal durch
die Membran gepresst. Dies fiihrte bei der verwendeten Lipidmischung zu einer

mittleren Vesikelgrofie von 325 +20nm (bestimmt durch dynamische Lichtstreu-

ung).

Riesige unilamellare Vesikel

Die sogenannten riesigen unilamellaren Vesikel (giant unilamellar vesicles, GUVs)
konnen in ihrer Ausdehnung der einer gesamten Zelle entsprechen. Sie erreichen
einen Durchmesser von einem bis ca. 150 ym. Damit sind sie sehr gut zur Un-
tersuchung mit mikroskopischen Methoden geeignet, wobei mit Hilfe konfokaler
Mikroskopie auch optische Schnitte abbildbar sind. Hierdurch ist es moglich, fluo-
reszenzmarkierte Molekiile, wie Peptide oder Proteine, im Bereich der Membran
direkt zu lokalisieren.

GUVs konnen durch natural swelling eines Lipidfilms in einer Pufferlosung er-

halten werden. Jedoch bilden sich bei diesem Prozess vorwiegend multilamellare
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Vesikel aus. Fiir fluoreszenzmikroskopische Experimente an einzelnen GUVs eignet
sich diese Methode, da sie sehr schonend fiir eventuell eingebrachte Proteine ist.
Eine bedeutend hohere Ausbeute an unilamellaren Vesikel kann durch die Elek-
troformation (electroswelling) erhalten werden. Dabei wird ein Lipidfilm auf einen
mit leitfdhigem Indiumzinnoxid (ITO) beschichteten Glastrdager (ITO-Glédschen)
aufgebracht. Die Rehydratisierung des Lipidfilms erfolgt unter Anlegen eines elek-
trischen Wechselfeldes, wodurch vorwiegend GUVs gebildet werden. Aufgrund
der elektrischen Spannung reagiert diese Methode empfindlich auf in der Losung
enthaltene Salze, sodass sie nahezu ausschliefdlich in ddH,O durchgefiihrt werden
kann. Um die gebildeten Vesikel in Pufferlosungen {iiberfithren zu kénnen, wird
zum Ausgleich des osmotischen Drucks hdufig Sucrose oder Glucose zugesetzt.
Die Herstellung von GUVs erfolgte in dieser Arbeit stets nach dem gleichen Proto-
koll. Jeweils zwei ITO-Glaschen mit dem aufgebrachten Lipidfilm (Kapitel[3.6.2]bzw.
wurden mit Hilfe einer Silikon-Dichtung zu einer Kammer zusammengesetzt
und mit Sucrose-Losung befiillt (2mL, 200mm). An die leitfadhigen Oberflachen
der ITO-Glaschen wurde iiber Kupferbander eine Sinusspannung (1.6V,_,) fiir
3h angelegt. Die gebildeten Vesikel wurden durch vorsichtiges Schwenken der
Kammer von der Glasoberfliche gelost und in ein Reaktionsgefdfs pipettiert. Der
Erfolg der Vesikelbildung wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops iiberpriift

und die Vesikellosung bis zur zeitnahen Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

3.1.5 Fusionsexperimente in der Bulklosung

Fusionsexperimente in der Bulklosung wurden in dieser Arbeit als Kontrollexperi-
ment fiir den Erfolg der Rekonstitution der SNARE-Proteine in Vesikel verwendet.
Hierzu wurde ein Experiment mit den zunéchst gebildeten SUVs durchgefiihrt.
Im Anschluss konnten auch die aus den SUVs hergestellten GUVs und LUVs auf
ihre Fusogenitat hin untersucht werden. Die Detektion der Fusion erfolgte anhand
des FRET-Effekts zwischen Oregon Green und Texas Red (Kapitel S.]20). Die

Vermischung der Lipide von zwei verschiedenen Vesikelpopulationen, als Folge
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der Fusion, wird dabei durch den Anstieg der Fluoreszenzintensitit des Akzeptor-
Farbstoffs (Texas Red) verfolgt.

Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte im Fluoreszenzspektrometer (JASCO
FP 6500, JASCO, Easton, USA) bei einer Anregungswellenldnge von 501 nm (Anre-
gungsmaximum von Oregon Green). Detektiert wurde die Intensitdt des Akzeptors
(Texas Red, 607 nm) tiber einen Zeitraum von 30 min. Es wurden 600 uL Puffer
(20mm HEPES/KOH, 100 mm KCl, pH 7.4) in einer Quarzkiivette (1 cm Schichtdi-
cke) unter stindigem Riihren vorgelegt und auf 37 °C temperiert. Die Vesikel mit
dem Donor-Farbstoff (Oregon Green, 1 mol%) wurden zugefiigt (100 uL) und die
Messung gestartet. Nach Erreichen einer konstanten Fluoreszenzintensitit wurden
100 uL der Vesikel mit dem Akzeptor-Farbstoff (Texas Red, 1 mol%) zugegeben und
durch Auf- und Abpipettieren vermischt. Die erhaltenen Intensitdtsverldufe wurde
zur besseren Vergleichbarkeit auf die Ausgangsintensitit nach Zugabe der zweiten

Vesikelpopulation normiert.

3.2 Praparation poroser Substrate zur Erzeugung

porenuberspannender Membranen

3.2.1 Verwendete Substrate

Die in dieser Arbeit verwendeten pordsen Substrate zur Erzeugung poreniiberspan-
nender Membranen werden mit Hilfe fotolithographischer Verfahren aus Silicium
hergestellt. Diese Technik wird vorwiegend in der Halbleiterindustrie verwendet
und ist gut geeignet fiir die Herstellung hochgeordneter Strukturen im einhundert-
Nanometer-Mafsstab.

Die fiir die Experimente zur Detektion einzelner Fusionsereignisse verwendeten
Substrate besitzen eine offenporige Struktur, bei der eine 800 nm diinne Schicht
Siliciumnitrid tiber einem Trager aus Silicium liegt. Die Siliciumnitridschicht besitzt

Poren mit einem Durchmesser von 1.2 um, die von beiden Seiten zuganglich sind
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(Abb. |3;5[) Hergestellt wurden diese Substrate von der Firma Fluxxion (Eindhoven,
Niederlande).

Abbildung 3.5: (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines pordsen Siliciumsubstrats mit offener
Porenstruktur. Maf$stab 20 um. (B) Nahaufnahme der offenen Poren in der Siliciumnitridschicht
(Durchmesser 0.8 um). Mafstab 3 um.

Zusétzlich wurden auch Versuche mit geschlossenporigen Substraten durchge-
fiihrt. Diese besitzen Poren mit einem Durchmesser von 3.5-5.5 ym und einer Tiefe
von 6 um (Abb.[3.6). Gefertigt wurden sie von Dr. Siegfried Steltenkamp (Micro Sys-
tem Technologies, Center of Advanced European Studies and Research, CAESAR,
Bonn). Die Oberfldche der Substrate wurde im Anschluss an die Strukturierung mit

Siliciumdioxid oder Siliciumnitrid beschichtet.

3.2.2 Funktionalisierung von Substratoberflachen

Die Praparation von Membranen auf einem Festkorper erfordert eine Adhésion der
Lipide auf dessen Oberfldche. Aufgrund des amphiphilen Charakters der Lipide
kann die Oberfldche dafiir sowohl hydrophil als auch hydrophob beschaffen sein.
Wihrend bei hydrophilen Substraten eine vollstandige Lipiddoppelschicht durch
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen der Kopfgruppen an die Oberfldche adhériert, bin-
den bei hydrophoben Funktionalisierungen die Alkylgruppen der Lipide an die
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Abbildung 3.6: Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines porosen Siliciumsubstrats mit ge-
schlossener Porenstruktur. Die Aufnahmen wurden von Martin Gleisner angefertigt. (A) Aufsicht,
Porenradius 4 um. (B) Querschnitt einer geschlossenen Pore. Mafistab 2 um.

Oberfldche, sodass eine Monoschicht der Membran vollstandig oder nur zum Teil

durch die hydrophoben Molekiile der Funktionalisierung ersetzt wird.

Eine einfache Moglichkeit zur Hydrophilisierung von Sliciumdioxid oder -nitrid
sowie Glas besteht in der Aktivierung der Oberfliche durch ein Niederdrucksau-
erstoffplasma. Die energiereichen Ionen des Plasmas zerstoren auf der Oberfldache
adsorbierte Verunreinigungen, wie Kohlenwasserstoffe, Fette oder Ole, deren Spalt-
produkte mit dem Reaktandgasstrom entfernt werden. Zusatzlich werden Atome
aus der Oberfldche herausgeschlagen, wodurch reaktive Bindungsstellen entstehen,
an die im Anschluss an den Plasmaprozess Wasser aus der Umgebungsluft chemi-
sorbieren kann. Das Ergebnis ist eine stark hydrophile Oberflache mit einer hohen
Dichte an Hydroxylgruppen. Das gleiche Ziel kann durch chemische Behandlung
in heifler NH,OH (28 %) /H,0O, (30 %)/H,O-Losung (1:1:6, (v/v/v), 85°C, 20 min)
erhalten werden.

Eine weitere Methode zur hydrophilen oder hydrophoben Funktionalisierung
von Substraten ist die Chemisorption von Thiolen an eine Goldoberfldche. Hierzu

wird eine diinne Goldschicht auf das Substrat aufgebracht und anschliefiend in einer

Thiolldsung inkubiert. Die Ausbildung von Au-S-Bindungen fiihrt durch spontane

29



3. Materialien und Methoden

Selbstorganisation zu einer hochgeordneten, monomolekularen Schicht (self assem-
bled monolayer, SAM) auf der Oberfliche.””l Bei Verwendung von Alkanthiolen
kann auf diese Weise eine hydrophobe Oberfldche erzeugt werden. In dieser Arbeit
wurde fiir eine hydrophobe Funktionalisierung die Verbindung (Cholesterylpo-
lyethylenoxy)thiol (CPEO3) verwendet, welche eine terminale Cholesterylgruppe
tragt (Abb. . Eine hydrophile Funktinalisierung wurde durch die Anbindung
von 1-Mercaptohexan-6-ol erreicht. Die Bildung des SAMs wurde in n-Propanol
(3mL, 1 mm Thiol) tiber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt, wobei die Substrate direkt im

Anschluss an die Goldbeschichtung in die Inkubationslosung tiberfiihrt wurden.

Abbildung 3.7: Strukturformel von (Cholesterylpolyethylenoxy)thiol (CPEO3).

3.2.3 Methoden zur Goldbeschichtung

Fiir die Beschichtung der verwendeten Substrate mit Gold standen zwei verschiede-
nen Verfahren der physikalischen Gasphasenabscheidung (physical vapor deposition,
PVD) zur Verfiigung. Bei diesen Verfahren werden Goldatome in die Gasphase
tiberfiihrt, welche sich dann auf der zu beschichtenden Oberfldche niederschlagen
(kondensieren). Die verwendeten Methoden und ihre unterschiedlichen Eigenschaf-

ten werden im Folgenden vorgestellt.

Kathodenstrahlzerstaubung

Bei der Kathodenstrahlzerstdiubung, auch Sputtern genannt, werden Atome durch

Beschuss mit energiereichen Ionen aus einem Festkorper (Target) herausgeschlagen
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und so in die Gasphase tiberfiihrt.”® Die Ionen werden durch eine Glimmentla-
dung in der Prozesskammer erzeugt. Als Prozessgas wird fiir die Deposition von
Edelmetallen meist Argon bei niedrigen Driicken eingesetzt. Um eine moglichst
effiziente Ionisation des Gases zu erreichen, kann ein Magnetfeld hinter dem Target
(Kathode) angeordnet werden, sodass die Elektronen sich nicht geradlinig, sondern
durch die Lorentz-Kraft abgelenkt, in einer Spiralbahn in Richtung der Anode
bewegen (Magnetronsputtern). Die aus dem Target austretenden Teilchen sind zum
tiberwiegenden Teil ungeladen und werden weder durch das elektrische Feld,
noch durch das Magnetfeld beeinflusst. Sie durchqueren die Prozesskammer und
treffen auf das Substrat, auf dem sie sich in einer diinnen Schicht niederschlagen

(sputterdeposition).

Die Eigenschaften der erzeugten Schicht hdangen mafigeblich von den gewahl-
ten Prozessparametern ab. Die Variation des Sputterstroms kontrolliert dabei die
Geschwindigkeit des Schichtwachstums. Hohere Sputterstrome fithren zu einem
schnelleren Wachstum, wodurch jedoch eine geringere Homogenitit der aufge-

brachten Schicht erhalten wird.

Besonders wichtig in Bezug auf die Beschichtung dreidimensionaler Strukturen,
wie im Falle eines pordsen Substrats, ist der Druck in der Prozesskammer wahrend
der Beschichtung. Entscheidend ist die mittlere freie Wegldnge der aus dem Target
herausgeschlagenen Atome. Im Idealfall wird der Prozessgasdruck so gering ge-
wihlt, dass die zerstdubten Atome auf direktem Weg vom Target auf das Substrat
gelangen, ohne durch Stofse mit dem Gas abgelenkt zu werden. Hierdurch ist eine
selektive Beschichtung der dem Target zugewandten Substratoberfliche moglich.
Die mittere freie Weglidnge A eines Teilchens bei einem bestimmten Druck ldsst sich
unter Annahme einer Maxwellschen Geschwindigkeitsverteilung der Gasteilchen

nach folgender Formel abschétzen:”!

kT
V2nd2p

(3.1)
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Hierbei ist kg die Boltzmannkonstante, T die Temperatur, p der Druck in Pa und
d der Durchmesser der Gasteilchen in m. Das in dieser Arbeit eingesetzte Gerét
(Cressington Sputter Coater 108auto) erreicht Driicke im Bereich von 0.1 —0.06 mbar.
Dies entspricht nach Gleichung(3.jeiner mittleren freien Weglidnge der gesputtertten
Atome von 1-2mm. Der Abstand zwischen Target und Substrat betrdgt etwa 5cm,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass nur sehr wenige Atome die Sub-
stratoberflache auf direktem Weg erreichen. Die Stofie mit den Prozessgasteilchen
fiihren dazu, dass sie zufélligen Trajektorien folgend aus verschiedenen Richtungen
auf das Substrat treffen. Hierdurch werden auch Fliachen erreicht, welche nicht

direkt dem Target zugewandt sind.

Hochvakuum-Metallverdampfung

Ein weiteres Verfahren zur Beschichtung einer Oberfliche mit Metallen ist das ther-
mische Verdampfen im Hochvakuum. Hierbei wird das aufzubringende Material
erhitzt um es in die Gasphase zu iiberfiihren. Der Prozess wird bei Driicken von
107> -10"°bar durchgefiihrt, sodass auch hochsiedende Stoffe verdampft werden
konnen. Als Verdampferquelle wurde, bei dem hier eingesetzten Gerat (MED 020,
Bal-Tec AG, Liechtenstein), ein durch Stromdurchgang (4V, 60-70 A) beheiztes
Wolframschiffchen verwendet. Die durch die thermische Energie aus der Oberfldache
herausgeschleuderten Atome werden radial in alle Richtungen vom Metall abge-
geben. Thre mittlere freie Weglange liegt bei den verwendeten Driicken im Bereich
von Metern und es kann somit davon ausgegangen werden, dass der iiberwiegende
Teil der Atome auf direktem Weg von der Quelle auf das Substrat gelangen, ohne
durch Stofle abgelenkt zu werden.

Bei der Anwendung dieser Methode wurde das zu beschichtende Substrat mit
einem Abstand von 10cm senkrecht unterhalb der Verdampferquelle platziert.
Durch den niedrigen Druck und den Abstand zur Quelle konnte sichergestellt
werden, dass die Goldatome nahezu ausschliefSlich senkrecht von oben auf die

Substratoberflache trafen.
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3.2.4 Erzeugung porenuberspannender Membranen

Fiir die Erzeugung poreniiberspannender Membranen haben sich im Wesentlichen
zwei Praparationsmethoden etabliert.®! Zum einen die painting-Methode, bei der
die Lipide in einem organischen Losungsmittel gelost auf das Substrat aufgetra-
gen werden. Durch intensives Spiilen mit einer wéssrigen Pufferlosung wird das
Losungsmittel ausgediinnt, sodass eine Lipiddoppelschicht zuriick bleibt.l*!l Diese
Methode wurde bereits vor beinahe 50 Jahren entwickelt und wird, wegen ihrer gu-
ten Reproduzierbarkeit auch in kommerziellen Systemen zur Membranerzeugung
eingesetzt. ¥4 Problematisch bei dieser Methode ist das mégliche Zuriickbleiben von
Losungsmittelmolekiilen in der gebildeten Membran. Dies konnte Auswirkungen
auf eingebrachte Proteine sowie die mechanischen Eigenschaften der Membran
haben, wie von Kocun et al. fiir 2-Propanol gezeigt werden konnte. Durch den
Einsatz hydrophober Funktionalisierungen besteht die Gefahr, dass das Losungs-
mittel in die Poren des Substrats eindringt und durch die Wechselwirkung mit der
Funktionalisierung nur sehr schwer entfernt werden kann. Dies macht zusatzliche
MafBnahmen zur Entfernung des Losungsmittels, wie das Ausfrieren, notwendig. !

Da in dieser Arbeit Proteine in die Membran eingebracht werden sollten und
die Membranfusion moglicherweise stark abhingig von ihren mechanischen Ei-
genschaften istl®®! wurde auf die Losungsmittel-freie Technik des Spreitens von
riesigen Vesikeln (giant unilamellar vesicles, GUVs) zur Erzeugung von poreniiber-
spannenden Membranen zuriickgegriffen. Hierbei werden mittels Elektroformation
erzeugte GUVs auf die Oberfldche des Substrates gegeben, wo sie aufreiflen und
sich iiber mehrere Poren hinweg ausbreiten. Durch die Adhésion der Lipide auf
der funktionalisierten Substratoberfliche wird die Membran iiber den Poren unter
Spannung gehalten. Mit Hilfe der Rasterkraftspektroskopie kann anhand von In-
dentationsexperimenten diese Spannung gemessen werden.®# Auf hydrophilen
Oberfldchen betrdgt sie 1-3.5mN m™, unter Anderem abhéngig vom eingesetzten
Lipid. Kuhlmann et al. konnten zeigen, dass bei zunehmendem Anteil hydrophober

CPEO3-Molekiile im SAM einer ansonsten hydrophilen Funktionalisierung die Ad-
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hision der Membran und damit einhergehend die Membranspannung ansteigt. !
Die Stabilitdt der erzeugten Membranen sank dabei durch die hohe Spannung
ab einer Oberflichenkonzentration von 40 mol% CPEO3 so rapide, dass davon
auszugehen ist, dass die Praparation von poreniiberspannenden Membranen durch
Vesikelspreiten auf rein hydrophob funktionalisierten Substraten nicht praktikabel

ist.

Essentiell fiir die Ausbildung von poreniiberspannenden Membranen durch das
Spreiten von Vesikeln sind zudem unterschiedliche Figenschaften der Substrato-
berfliche im Vergleich zur Poreninnenseite. Bei einer homogenen Oberfldchen-
beschaffenheit des gesamten Substrats folgt die Lipidschicht vorzugsweise der
dreidimensionalen Struktur und kleidet die Poren vollstindig aus (Abb/4.20/A,
linke Seite). Eine Ausnahme bildet hier die Verwendung kleiner Porendurchmesser
in Kombination mit einer geringen Porositit.[®! Die hier verwendeten pordsen
Substrate bediirfen jedoch einer Funktionalisierung, die ein Auskleiden der Poren
durch die Membran verhindert. Einige mogliche Funktionalisierungsstrategien fiir
offene und geschlossene Porensysteme wurden im Verlauf der Arbeit in Zusammen-
arbeit mit anderen Abteilungsmitgliedern entwickelt oder verbessert und werden

in Kapitel 4.2 vorgestellt.

Das Spreiten poreniiberspannender Membranen verlief in allen Fillen nahezu
identisch, indem auf das in Puffer (20 mwm Tris/HCI, 100 mm KCl, 1mm DTT, pH
7.4) eingebrachte Substrat eine Menge von 20 uL GUV-Losung gegeben wurde.
Durch die Sucrose innerhalb der GUVs sowie in der GUV-Losung sinkt diese durch
die erhohte Dichte auf das Substrat, wo die GUVs durch die Adhision auf der
Oberfldche spreiten. Nach einer Inkubationszeit von 30 min konnte der Spreiterfolg

mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops iiberpriift werden.
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3.3 Rekonstitution von SNARE-Proteinen in groBe

und riesige Vesikel

Zentraler Bestandteil der Entwicklung eines Modellsystems auf Basis poreniiber-
spannender Membranen ist die funktionelle Rekonstitution der zu untersuchenden
Proteine. In der Literatur waren zum Zeitpunkt der Arbeit (nach Wissen des Autors)
zwei verschiedene Protokolle fiir die Rekonstitution bekannt, welche sich im Kern

auf dhnliche Ansitze reduzieren lassen.

In beiden Fillen wurde das/die entsprechende/n Protein/e zunéchst in kleine
unilamellare Vesikel (SUVs) rekonstituiert, um diese im Anschluss in GUVs zu tiber-
tithren. Da die Elektroformation die zuverldssigste und erfolgreichste Methode der
GUV-Herstellung ist, wurden die SUVs durch das Eintrocknen der Vesikellosung
(0.465 mg Lipid) auf ITO-Gldschen (ITOs) in multilamellare Lipidmembranstapel
umgewandelt, aus welchen sich GUVs durch Anlegen einer Sinus-Spannung bil-
deten. Fiir eine funktionelle Rekonstitution der Proteine wurde die SUV-Bildung
in einem Puffer mit geeigneter Ionenstiarke (mind. 100 mm KCI) durchgefiihrt. Da
die Elektroformation jedoch sehr sensibel auf Ionen reagiert, mussten Mafsnahmen
getroffen werden, um moglichst wenige Ionen in die Elektroformationskammer
einzubringen.

Bacia et al."l nutzten zu diesem Zweck eine Ultrazentrifuge (200000 x g, 1.5h,
4°C) um die SUVs zu pelletieren und im Anschluss in einem sehr geringen Volumen
(10 uL) an Puffer (20mm HEPES/KOH, pH 7.4, 100mMm KCI, 1 mm Dithiothreitol
(DTT)) zu resuspendieren, bevor sie auf die ITOs aufgetragen und im Vakuum
getrocknet wurden. Dies begrenzt die eingebrachten Ionen auf ein Mindestmaf.

Dieses Konzept wurde durch Malsam et al. erweitert, indem die SUV-Losung
(20mm HEPES/KOH, pH 7.4, 400mm KCIl, 1mm DTT) im Anschluss an die Re-
konstitution in einen Niedrigsalzpuffer (1 mm HEPES/KOH, pH 7.4, 20 mm Treha-
lose, 1% Glycerin, 1 mm DTT) iiberfiihrt wurde. Hierzu wurde eine Grofen-

ausschlusschromatographiesdule (PD10, GE Healthcare) verwendet, die zuvor in
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Niedrigsalzpuffer 4quilibriert wurde. Um die Trocknung der Vesikel auf dem ITO-
Glaschen moglichst schonend fiir die enthaltenen Proteine zu gestalten, wurde
Trehalose zugesetzt. Trehalose (1-a-Glucopyranosyl-1-a-Glucopyranosid) ist ein
Disaccharid, welches in vielen Organismen als Schutz vor der Denaturierung von
Proteinen durch Trockenheit oder Frost vorkommt. Vor dem Auftragen auf ITO-
Glaschen wurde die SUV-Losung auch hier durch Zentrifugation (186000 X g, 2h,
4 °C) aufkonzentriert. Die SUVs wurden in 15 uL Puffer resuspendiert und auf ITO-

Glaschen im Vakuum getrocknet.

Die beschriebenen Protokolle konnten in dieser Arbeit nachvollzogen werden.
Bei der Prédparation poreniiberspannender Membranen mit den erhaltenen GUV-
Losungen ergab sich jedoch, dass in der Losung sehr viele kleinere Vesikel sowie
aggregiertes Lipidmaterial vorhanden war. Die Substratoberfliche wurde dadurch
sehr schnell bedeckt, wodurch ein Spreiten der GUVs verhindert wurde. Das Proto-
koll wurde daher im Folgenden angepasst, um die Menge an kleinen Vesikeln und

Lipidaggregaten ZU minimieren.

Die Rekonstitution der SNARE-Proteine in SUV erfolgte nach einem literatur-
bekannten Protokoll durch Grofenausschlusschromatographie.®™! Die erhaltene
Vesikellosung wurde in einem weiteren Chromatographieschritt entsalzt. Hier-
zu wurde die Losung zundchst mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge eingeengt, um
die Verdiinnung wéhrend der Chromatographie moglichst gering zu halten. Die
Entsalzung erfolgte in MilliQ-Wasser, um die Menge an Ionen bei der folgenden
Elektroformation zu minimieren. Vor dem Auftragen auf ITO-Gldschen wurde die

Losung ein weiteres mal in der Vakuumzentrifuge eingeengt.

Als entscheidender Schritt fiir eine erfolgreiche Bildung von GUVs erwies sich
hierbei die Trocknung des Lipidfilms auf den ITO-Gldschen. Geschieht dies zu
schnell, durch Anlegen eines Vakuums, wurde kein multilamellarer Lipidfilm er-
halten. Die Vesikel behielten ihre urspriingliche Form und die Losung enthielt
nach der Elektroformation nahezu ausschliefilich kleine Vesikel. Die Trocknung

wurde deshalb im Exsikkator tiber gesattigter NaCl-Losung bei 4 °C {iber Nacht
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durchgefiihrt. Uber der gesittigten Losung bestand dabei eine Atmosphére mit ei-
ner konstanten Luftfeuchtigkeit von 75.5 % P! (relative Luftfeuchtigkeit), hierdurch
verdampfte das enthaltene Wasser nur sehr langsam aus der, in kleinen Tropfen
aufgetragenen, Vesikellosung. Diese Methode hatte zudem den Vorteil, dass die
lamellaren Lipidschichten stets ausreichend hydratisiert vorlagen, wodurch eine

Denaturierung der enthaltenen Proteine vermieden werden sollte.

Protokoll fiir die Rekonstitution von SNARE-Proteinen

Es wurden zunédchst Proteo-SUVs nach der in Kapitel (S. beschriebenen
Methode hergestellt. Hierzu wurde ein Lipidfilm (DOPC/POPE/POPS/Cholesterin,
5:2:1:2, 0.465 mg, Kapitel in 50 uL detergenzhaltigem Puffer (20 mm Tris/HCI,
pH 7.4, 100mMm KCl, Imm DTT, 100 mm n-Octyl-B-p-glucosid) solubilisiert und
fir 15min auf Eis gelagert. Es wurde Proteinlosung (Synaptobrevin 1-116 bzw.
AN-Akzeptorkomplex) hinzugegeben, sodass ein Protein zu Lipidverhéltnis von
1:1000 erhalten wurde. Die Mischung wurde fiir weitere 15 min auf Eis inkubiert.
Eine Sephadex G25-Sdule (Illustra NAP25, GE Healthcare) wurde in Puffer (20 mm
Tris/HCI, pH 7.4, 100mwm KCl, 1mm DTT) &dquilibriert. Die Lipid/Protein-Losung
wurde auf die Sdule aufgetragen. Es wurde eine Menge von 2.7 mL Puffer langsam
aufgegeben und der Durchlauf verworfen. Durch Zugabe von 900 uL Puffer wurden
die gebildeten SUVsvon der Sdule eluiert. Die Sdule wurde im Anschluss mit 100 mL
MilliQ-Wasser (MilliQ) gespiilt. Die SUV-Losung wurde in einer Vakuumzentrifuge
(Concentrator 5301, Eppendorf (Hamburg)) fiir 2 h auf ein Volumen von 50-100 pL
eingeengt. Zwischen den einzelnen Schritten wurde die Vesikellosung auf Eis
gelagert.

Die eingeengte Losung wurde auf die in MilliQ dquilibrierte Sdule aufgetragen
und der Vorlauf von 2.7 mL MilliQ verworfen. Es wurde mit 900 uL MilliQ eluiert
und die erhaltene Losung in der Vakuumzentrifuge (2h) auf 50-100 uL Volumen
eingeengt. Die Vesikellosung wurde in Tropfen von 2 uL auf zwei ITO-Gldschen

aufgetragen und im Exsikkator iiber gesattigter NaCl-Losung bei 4 °C iiber Nacht
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getrocknet. Die ITO-Gldschen mit dem getrockneten Lipidfilm wurden fiir die
Herstellung von GUVs nach der in Kapitel (S. beschriebenen Methode
mit Hilfe der Elektroformation verwendet.

Fiir die Herstellung von grofien Vesikeln (large unilamellar vesicles, LUVs) wurde
das gleiche Protokoll verwendet. Die Vesikellosung wurde hierbei anstatt auf ITO-
Gléaschen in einem Reagenzglas getrocknet. Aufgrund der kleinen Oberfldche der
wassrigen Losung im Reagenzglas, reichte die Trocknung tiber gesittigter NaCl-
Losung jedoch nicht aus. Sie wurde deshalb im Anschluss noch fiir weitere 3h im
Vakuum getrocknet. Der erzeugte proteinhaltige Lipidfilm konnte im Folgenden
zur Herstellung von LUVs durch Extrusion (Kapitel S.[24) verwendet werden.

3.4 Proteinchemische Methoden

3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Methode zur Trennung und Analyse von elektrisch
geladenen Makromolekiilgemischen beruhend auf ihrer Wanderung im elektrischen
Feld. Sie wird in erster Linie bei DNA-, Peptid- und Proteingemischen eingesetzt.
Die Molekiile werden dazu in ein Gel eingebracht, iiber das ein elektrisches Feld
angelegt wird. In Abhdngigkeit von ihrer Ladung wandern sie in Richtung der
Anode bzw. Kathode. Die Geschwindigkeit der Wanderung durch das engmaschige
Gel wird bestimmt durch die Nettoladung sowie die dreidimensionale Struktur
der einzelnen Molekiile. Die Strecke, die die Molekiile in einer bestimmten Zeit
zuriicklegen konnen, wird demnach durch das Verhéltnis von Masse zu Ladung
(m/z) bestimmt.

Proteine hingegen besitzen je nach Aminosdureabfolge eine unterschiedliche
Nettoladung, welche aufierdem stark pH-Wert abhédngig ist. Zusitzlich bilden sie
komplexe raumliche Strukturen aus, sodass eine systematische Trennung zunéchst

nicht moglich ist. Um dies zu ermoglichen, wird bei der SDS-Polyacrylamid-
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Gelelektrophorese (SDS-PAGE) das negtiv geladene Detergens Natriumdodecyl-
sulphat (SDS) hinzugegeben. Durch die Solubilisierung der Proteine wird einerseits
eine vollstindige Entfaltung der Molekiile erreicht und andererseits ihre Nettola-
dung durch die grofSe Anzahl an SDS-Molkiilen in den gebildeten Mizellen maskiert.
Auflerdem konnen so auch in Wasser unlosliche Proteine (z.B. membranstandige
Proteine) untersucht werden. Eventuell enthaltene Disulfidbriicken werden durch
Zugabe von Thiolen gespalten. Diese Mafinahmen fiihren dazu, dass die Proteine

ausschliefllich anhand ihrer Molmasse getrennt werden konnen.

Fiir die Elektrophorese konnen verschiedene Gel-Matrizen eingesetzt werden.
Ublich sind hierbei Agarose- sowie durch Polymerisation von Acrylamid hergestell-
te Gele. Agarosegele besitzen eine relativ grofiporige Struktur (150 nm, 1 % Agarose)
und werden hauptsédchlich zur Trennung von DNA und hochmolekularen Proteinen
ab etwa 200kDa verwendet. Polyacrylamidgele weisen eine wesentlich kleinere
Porengrofie auf und eignen sich daher besser fiir die Trennung von Proteinen. Die
Porengrofie kann iiber die Acrylamidkonzentration sowie den Vernetzungsgrad
der Polymere durch Zugabe von Bisacrylamid kontrolliert werden. Um kleinere
Proteine mit guter Aufldsung zu trennen, muss eine hohere Konzentration an

Acrylamid gewdhlt werden.

Zur Herstellung eines Polyacrylamidgels wird eine Acrylamid und Bisacrylamid
enthaltende Losung mit dem verwendeten Puffer versetzt. Als Radikalstarter wird
Ammoniumperoxydisulfat (APS) in Kombination mit N,N,N’,N’-Tetramethyletan-
1,2-diamin (TEMED) zugegeben und die Losung zur Polymerisation in die ge-
wiinschte Form gegossen. Zur Analyse von Proteingemischen hat sich zudem
die Methode der diskontinuierlichen SDS-PAGE nach Laemmli durchgesetzt.*?
Hierbei wird das Trenngel mit einem weitmaschigen Sammelgel iiberschichtet.
Das Sammelgel hat einen neutralen pH-Wert, das Trenngel jedoch einen basischen.
Die unterschiedliche Porengrofie in Kombination mit dem pH-Gradienten fiihrt
dazu, dass die Proteine an der Grenze zum Trenngel aufkonzentriert werden.

Das Ergebnis ist eine bessere Auflosung durch definiertere Banden der einzel-

39



3. Materialien und Methoden

nen Proteine. Um die Auflosung im Falle sehr kleiner Proteine weiter zu verbes-
sern, kommt in dieser Arbeit ein Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminoethan)-Tricin (N-
(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin)-Puffersystem nach Schiagger anstelle des tibli-
chen Tris-Glycin-Systems zum Einsatz.

Die Analyse des getrennten Gemisches erfolgt im einfachsten Fall durch Anfarben
der Proteinbanden mit dem Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau. Hierfiir existieren
eine Vielzahl an Protokollen, die sich unter Anderem durch ihre Sensitivitiat und
der fiir die Farbung benétigten Zeit unterscheiden. Um die Molmasse der einzelnen
Proteinbanden abschidtzen zu konnen, wird ein Gemisch aus Proteinen bekannter
Molmassen als Marker mit auf das Gel aufgetragen.

Bei der Proteinisolierung wurden Gele mit einer Acrylamid/Bisacrylamid-Kon-
zentration von 10 % verwendet. Die verwendeten Losungen und Puffer sind in
Tabelle zusammengefasst. Dem Trenngel wurde hierbei Glycerin zugesetzt,
sodass das Sammelgel direkt im Anschluss auf das Trenngel aufgebracht werden
konnte, da der so erzeugte Dichteunterschied eine Durchmischung verhindert. Die
eingesetzten Mengen der einzelnen Komponenten fiir ein Gel, die sich je nach
verwendeter Gel-Apparatur unterscheiden konnen, sind in Tabelle [3.4| aufgefiihrt.
Die Proben wurden vor dem Auftragen mit dem Probenpuffer versetzt. Es wurde
zundchst eine Spannung von 60V fiir 15-20 min fiir das Durchlaufen des Sammel-
gels angelegt. Die Trennung erfolgte bei einer Spannung von 120 V. Im Anschluss
wurde das Gel mit salzsaurer Coomassie-Brilliant-Blau-Losung (80 mg/L Coomassie
G-250, 3mL konz. HCl) gefarbt. Hierzu wurde das Gel zunédchst in Wasser (MilliQ,
20mL), danach in der Farbelosung (20 mL) bis kurz unterhalb der Siedetemperatur
erhitzt und 5 min inkubiert. Zuletzt wurde tiberschiissiger Farbstoff durch erneutes

zweimaliges Erhitzen in Wasser entfernt.
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Tabelle 3.1: Zusammenfassung der bei der SDS-PAGE verwendete Puffer und Losungen.

Substanz Menge
Kathodenpuffer Tris 1M
(10fach konzentriert) Tricin 1M
SDS 1% (w/v)
Anodenpuffer Tris/HCI 2M pH 8.9
(10fach konzentriert)
Gelpuffer Tris/HCl 3M pH 8.45
SDS 0.3 % (w/v)
Probenpuffer Tris/HCI 175mM pH 6.8
SDS 5% (W/v)
Glycerin 15 % (w/v)
DTT 0.3Mm
Bromphenol Blau 0.02 % (w/v)

Acrylamidlésung Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 30 %
(Rotiquant®)

Tabelle 3.3: Zusammensetzung eines 10 %igen Acrylamidgels nach Schigger.

Sammelgel Trenngel

Acrylamid 200 uL. 1.66 mL
Gelpuffer 375 uL 1.675mL
H,O 925 uL. 570 uL.
Glycerin (50 %) - 1.06 mL
APS (10 %) 10 uL 25uL
TEMED 2uL 25uL
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3.4.2 Metallionenaffinitatschromatographie

Die Metallionenaffinitdtschromatographie stellt eine einfache und schnelle Methode
zur Isolierung von Proteinen dar. Sie beruht auf der Affinitdt basischer Gruppen
von Proteinen zu Metallionen durch Ausbildung koordinativer Bindungen. Die
Metallionen werden dazu durch die Bildung eines Chelatkomplexes mit Nitrilo-
triessigsdure (nitrilotriacetic acid, NTA), welches an eine stationdre Matrix kovalent
gebunden ist, immobilisiert. Da besonders Histidin sehr spezifisch an Metallionen
binden kann, werden rekombinante Proteine mit einem Polyhistidin-Tag versehen,
wodurch eine starke Bindung an die immobilisierten Metallionen erreicht werden
kann (vergl. Abb. . Hierzu werden vor allem Cobalt (Co**)-, Nickel (Ni**)- oder
Kupfer (Cu®*)-Tonen verwendet. Die Elution der gebundenen Proteine bzw. Peptide
erfolgt durch Zugabe hoher Konzentrationen von Imidazol, das die gebundenen
Histidinreste kompetitiv verdrangt. Die Isolierung kann sdulenchromatographisch
im Durchfluss oder im Batch-Verfahren durchgefiihrt werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde eine Kombination beider Verfahren verwendet. Die Bindung des Pro-
teins an die mit Ni**-Tonen beladene NTA-Agarose erfolgte im Batch, wihrend das
Waschen sowie die Elution im Durchfluss erfolgten. Bei diesem Verfahren kann es
zu unspezifischer Bindung von Proteinen kommen, die durch ihre dreidimensionale
Struktur exponierte Histidinreste besitzen. Daher sind zumeist weitere Reinigungs-
schritte fiir eine ausreichende Reinheit der erhaltenen Proteine notwendig. Die
Anwendung dieser Methode ist Teil der Isolierung der SNARE-Proteine und wird
in Kapitel genauer beschrieben.
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stationdre
Phase

Abbildung 3.8: Oktaedrischer Chelatkomplex des an der NTA-Gruppe immobilisierten Nickelions
und dem Polyhistidin-Tags des Zielproteins.

3.4.3 lonenaustauschchromatographie

Mit Hilfe der Ionenaustauschchromatographie konnen Molekiile aufgrund ihrer
Oberflichenladung getrennt werden. Die stationdre Phase besitzt dabei geladene
funktionelle Gruppen, an die die entsprechenden Gegenionen reversibel binden
konnen. Die Elution erfolgt durch Erhohung der Ionenstdrke der mobilen Phase,
wodurch die Zielmolekiile von den Bindungsstellen verdrangt werden. Alternativ
kann der pH-Wert der mobilen Phase variiert werden, um durch De-/protonieren
die Ladung des Zielmolekiils zu dndern, bis keine Bindung mehr mdglich ist.

Bei Proteinen wird die Oberflichenladung durch die Anzahl an schwach sauren
und basischen Aminosdureresten mit ihren verschiedenen pK-Werten in Abhéan-
gigkeit des pH-Wertes bestimmt. Somit besitzt jedes Protein einen individuellen pH-
Wert, bei dem es in ungeladener Form vorliegt (isoelektrischer Punkt, PI). Bei einem
pH-Wert oberhalb des PI besitzt das Protein demnach eine negative Nettoladung,
darunter eine positive. Aus diesem Grund ist es moglich ein Gemisch aus Proteinen
bei konstantem pH-Wert durch Andern der Ionenstirke in der mobilen Phase zu

trennen. Da fiir die Stabilitdt von Proteinen ein physiologischer pH-Wert von 7.4
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meist gut geeignet ist, konnen je nach PI des Zielproteins anionisch oder kationisch

funktionalisierte stationdre Phasen verwendet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ionenaustauschsdulen der Firma GE-Healthcare
in Kombination mit einem AKTA Protein Purification System verwendet. Es wurden
MonoQ Anionenaustauschersdulen mit einem Matrixvolumen von 1mL (5/50)
und 8mL (10/100) eingesetzt. Sie bestehen aus einer Matrix aus monodispersen,
pordsen Polystyrol/Divinylbenzol-Partikeln funktionalisiert mit einem quartiren
Ammonium-Liganden (O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CHOH-CH,-N"(CH,),).
Als Kationentauscher kam eine MonoS-Séule (5/50) mit gleicher Matrix, funktionali-
siert mit einem Methylsulfonat (O—-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CHOH-CH,-50;")

zum Einsatz.

Alle verwendeten Puffer, sowie die zu reinigenden Proteinlosungen wurden vor
dem Aufgeben auf die Sdule mit Hilfe eines Filters mit einer Porengrofie von
0.2 um von unldslichen Bestandteilen befreit. Fiir die Reinigung der Proteine wurde
die jeweilige Sdule zundchst mit einem Puffer einer niedrigen Salzkonzentration
(Puffer A, siehe Kapitel dquilibriert. Im Anschluss wurde die Proteinldsung
aufgetragen, wobei sie zuvor bei Bedarf auf eine, fiir die Bindung des Proteins an die
Saulenmatrix erforderliche, Ionenstarke mit dem Niedrigsalzpuffer verdiinnt wur-
de. Der Durchfluss wurde zur Analyse aufgehoben. Nach vollstandiger Beladung
wurde ein eingestellter Konzentrationsgradient von 0—100 % an Puffer mit hoher
Salzkonzentration (Puffer B) abgefahren und das Eluat fraktioniert aufgefangen.
Durch die sich graduell erhhende Ionenstédrke im Eluenten werden die gebundenen
Proteine nach und nach von der Matrix gelost. Die Elution der Proteine konnte durch
einen UV/vis-Detektor (1 = 280nm) in Echtzeit verfolgt werden. Die Fraktionen
der Elutionsmaxima wurden zur Identifikation des Zielproteins mittels SDS-PAGE

analysiert. Die Ergebnisse der Reinigung der SNARE-Proteine werden in Kapitel

vorgestellt.
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3.5 Isolierung und Reinigung von SNARE-Proteinen

aus Escherichia coli

Die in dieser Arbeit verwendeten SNARE-Proteine wurden in Escherichia coli (E.
coli) heterolog exprimiert. Ihre Sequenzen stammen aus der Wanderratte (Rat-
tus norwegicus). Die klonierten pET28a-Vektoren wurden von der Abteilung Jahn
am Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie zur Verfiigung gestellt. Zur
Isolierung enthalten alle Plasmide einen Hexahistidin (Hise)-Tag, der durch eine
Thrombinschnittstelle entfernt werden kann. Die beschriebenen Protokolle wurden

in der Abteilung Jahn entwickelt und optimiert. !

3.5.1 Verwendete Proteine und Proteinfragmente

Die in dieser Arbeit untersuchte Fusion wurde durch die Bindung von Synaptobre-
vin-2 an den AN49-Akzeptorkomplex vermittelt (Kapitel ??). Der AN49-Komplex
wird aus Syntaxin-1A (183 —288), SNAP25a und einer Teilsequenz von Synaptobrevin-
2 (AS 49-96) gebildet. Zusdtzlich wurde eine Teilsequenz von Synaptobrevin
mit den Aminosduren 1-96, welche das gesamte in Wasser losliche SNARE-
Bindungsmotiv beinhaltet, fiir die Durchfiihrung von Blindexperimenten verwen-
det.

Synaptobrevin-2 (Syb 1-116)

Synaptobrevin-2 wurde in seiner vollen Lange von 116 Aminosduren verwendet
und besafs eine Molmasse von 12.691 kDa. Es besteht aus einem cytoplasmatischen
(AS 1-94) sowie einem transmembranstdndigen Bereich (AS 95-114), durch den
es in der Membran verankert ist. Der cytoplasmatische Teil beinhaltet die SNARE-
Bindungssequenz (AS 31-91), durch die das Protein in der Lage ist an den Ak-
zeptorkomplex, unter Bildung einer tetrameren coiled-coil-Struktur, zu binden.

Wie in Abbildung zu erkennen, liegt es zum grofiten Teil in einer a-helicalen
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Sb49-96
Sb1-116

= minimal binding region

Syb BONT/D

________________________________

SNAP-25

Sx183-288

76 54 32 10 12 34156 1718

SNAP25a

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der verwendeten Proteinkonstrukte anhand einer
Blockdarstellung des SNARE-Komplexes. Synaptobrevin 1—116 (Syb 1—116) und Synaptobrevin-2
49-96 (Syb 49-96) (blau), ngzxin 183288 (Sx 183—-288) (rot), SNAP25a (griin). Abbildung
veriindert nach Pobbati et al..!3!

Sekundarstruktur vor. Durch seinen hydrophoben, transmembranstdndigen Bereich
kann es nur durch Zugabe von Detergenzien (1 % (w/v) CHAPS) in Losung gehalten

werden.

SNARE-Bindungssequenz (AS 31 -91) Transmembranbereich (AS 95 -114)
| |

r 1 I 1

[1 2 [ ] 116
l a-Helix I B-Faltblatt

Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der Sekundirstruktur von Synaptobrevin-2 1-116.138

Synaptobrevin-2 (Syb 49 -96)

Die Teilsequenz von Synaptobrevin-2 (AS 49-96) wurde zur Bildung des AN49-
Akzeptorkomplexes verwendet. Es besitzt eine Molmasse von 5.627 kDa und bein-
haltet einen Teil der SNARE-Bindungssequenz (AS 31-91). Hierdurch ist es in
der Lage an den Komplex aus Syntaxin-1A und SNAP25a zu binden und so die
Bindung eines zweiten Syntaxins an den Komplex zu verhindern. Wegen der

verkiirzten Bindungssequenz kann das Fragment von Synaptobrevin-2 durch das
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vollstindige Proteine aus dem Komplex verdriangt werden. Durch das Fehlen des

transmembranstdndigen Bereichs ist das Fragment vollstandig in Wasser 16slich.

Synaptobrevin-2 (Syb 1-96)

Fiir die Durchfiihrung von Blindexperimenten wurde eine wasserlosliche Teilse-
quenz von Synaptobrevin-2 mit den Aminosduren 1-96 (M =10.517 kDa) verwen-
det. Dasie die gesamte SNARE-Bindungssequenz enthélt, kann auch sie das kleinere
Fragment (49-96) aus dem Akzeptorkomplex verdrangen und diesen so fiir eine
weitere Bindung von Synaptobrevin-2 blockieren. Das Protein wurde dankenswer-
ter Weise von Matthias Hernandez aus der Abteilung Jahn (Max-Planck-Institut fiir

Biophysikalische Chemie) zur Verfiigung gestellt.

Syntaxin-1A (Sx 183 -288)

Von Syntaxin-1A wurde eine gekiirzte Variante (AS 183 -288, M =12.021 kDa) ver-
wendet, bei welcher ein Grofiteil des cytoplasmatischen Bereichs (AS 1-265) ent-
fernt worden ist. Das verwendete Protein besteht damit fast ausschliefslich aus der
SNARE-Bindungssequenz (AS 192 —254), sowie dem Transmembrananker (AS 266 —
288). Die Sekundérstruktur ist in Abbildung[3.1T|schematisch dargestellt. Aufgrund
des Transmembranbereichs ist das Protein nur durch Zugabe von Detergenz (1 %
(w/v) CHAPS) 16slich.

SNARE-Bindungssequenz (AS 192 - 254) Transmembranbereich (AS 266 - 288)
| |
r 1 I 1
b [

I a-Helix l B-Faltblatt

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung der Sekundirstruktur von Syntaxin-1A 183 —288.13
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SNAP-25a

SNAP-25 wurde mit vollstandiger Sequenz (206 AS) in einer mutierten Variante
(SNAP-25a) eingesetzt. Im natiirlichen System ist SNAP-25 tiber vier palmitoylierte
Cysteine an den Positionen 85, 88, 90 und 92 in der prdasynaptischen Membran
verankert. Da jedoch bei der Expression in E. coli keine posttranslationalen Modifi-
kationen stattfinden, wurden die vier Cysteine, um unerwiinschte Nebenreaktionen
zu vermeiden, im SNAP-25a durch Alanine ersetzt. SNAP-25a (M =23.336 kDa)
besitzt zwei a-helicale Bereiche (AS 7-82 und 142-201, Abb. @[), die jeweils eine
SNARE-Bindungssequenz (AS 19-81 und 140-202) bilden. Es nimmt mit zwei a-
Helices an der Bildung des tetrameren coiled-coil-Komplexes teil. Durch die fehlende

Palmitoylierung ist das Protein vollstandig in Wasser 16slich.

SNARE-Bindungssequenz (AS 19 - 81) SNARE-Bindungssequenz (AS 140 - 202)
J |

r ! r !
I a-Helix

Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der Sekundirstruktur von SNAP-25a.1381

3.5.2 Allgemeine Vorschrift fur die Isolierung und Reinigung
von SNARE-Proteinen

Im Folgenden soll die generelle Vorgehensweise der Isolierung der SNARE-Proteine
vorgestellt werden. Die Protokolle der einzelnen Proteine dhneln sich dabei sehr
stark, sodass an dieser Stelle zundchst ein allgemeines Protokoll beschrieben wird.
Die Abweichungen von diesem Protokoll sowie die jeweils verwendeten Puffer

werden in Kapitel .1 angegeben.
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Transformation

Die Expression der rekombinanten SNARE-Proteine erfolgte in hitzekompetenten
E. coli Zellen (BL21 (DE3)). Zur Transformation wurden die Zellen (1 Aliquot,
50 uL) auf Eis aufgetaut (10 min). Zu der Zellsuspension (70 uL) wurden 100 ng des
Plasmids gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden fiir exakt45s
einem Hitzeschock bei 42 °C unterzogen und im Anschluss 2 min auf Eis gelagert.
Es wurden 2 mL auf 42 °C temperiertes SOC-Medium (siehe Tab. zugefiigt und
fiir Th bei 37°C inkubiert. Es wurde 1 min bei 4500 rpm (Rotor Sx4250, Allegra
X-22R, Beckman Coulter) zentrifugiert und 900 uL des Uberstands verworfen. Die
resuspendierten Zellen wurden zur Vereinzelung auf Selektionsndhrbéden (LB-

Medium, Kanamycin 50 pg/mL) ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C vermehrt.

Tabelle 3.5: Zusammensetzung SOC-Medium (100 mL).

Tryptone 2¢
Hefeextrakt 0.5¢g

NaCl 0.05g
nach Autoklavieren Sucrose 1mL,2M
(steril gefiltert) MgCl, 1mL, 1M

MgSO, 1mL, 1M
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Expression

Fiir die Expression der transformierten Zellen wurde zunéchst eine Vorkultur heran-
gezogen. Hierzu wurde eine Kolonie vom Selektionsndhrboden aufgenommen und
in 100 mL LB-Medium (Tab. mit 30 ug/mL Kanamycin bei 37 °C unter Schiitteln
tiber Nacht vermehrt.

Die Expression erfolgte in 12 x 1L Erlenmeyerkolben mit je 250 mL TB (terif-
fic broth)-Medium (Tab. 3.7). Dazu wurden pro Kolben 225mL Medium mit der
getrennt autoklavierten TB-Salzlosung (25 mL) und Kanamycin (30 ug/mL, finale
Konz.) versetzt und mit 5 mL Vorkultur inokuliert. Es wurde bis zu einer optischen
Dichte (ODggo) von 0.9 bei 37 °C inkubiert. Die Expression wurde durch Zugabe von
IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid, 0.25 mm finale Konz.) induziert und fiir
weitere 3h bei 37 °C inkubiert. Es wurde fiir 20 min bei 4500 rpm (Rotor Sx4250,
Allegra X-22R, Beckman Coulter) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
pelletierte Zellmasse wurde in Puffer (20 mm Tris/HCl, 500 mm NaCl, 8 mm Imidazol,

pH 7.4) resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Tabelle 3.7: Zusammensetzungen der verwendeten Expressionsmedien.

Terrific Broth (TB)-Medium Tryptone 60g
(4500 mL) Hefeextrakt 120 g
Glycerin 20g
Terrific Broth (TB)-Salz K,HPO,x3H,O 82g
(500 mL) KH,PO, 11.55¢
Lysogeny Broth (LB)-Medium Tryptone 5g
(500mL) Hefeextrakt 25g
NaCl 5g
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3.5. Isolierung und Reinigung von SNARE-Proteinen aus Escherichia coli

Extraktion und Reinigung

Die Isolierung des Zielproteins wurde mit Hilfe der Metallionenaffinitdtschromato-
graphie durchgefiihrt (siehe Kapitel[3.4.2). Die gefrorene Zellmasse wurde aufgetaut
und mit gleichem Volumen an Extraktionspuffer (Tab. versetzt. Es wurde
Lysozym (4 mg pro Liter Zellkultur), eine Spatelspitze DNase I, MgCl, (1 mwm finale
Konz.) sowie Proteaseinhibitor (cOmplete®, EDTA-frei, Roche, 1 Tablette pro 50 mL)
zugegeben und 30 min bei Raumtemperatur (RT) geriihrt. Die Losung wurde 4 X
30s unter Eiskithlung mit Ultraschall (Microtip sonifier) behandelt und weitere
15min bei RT geriihrt. Anschlieffend wurde Harnstoff bis zu einer Konzentration
von 6 M zugegeben und geriihrt bis dieser vollstindig gelost war.

Das Lysat wurde 45 min bei 16000 rpm (Rotor 19776-H, 3K30, Sigma) und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand mit Ni**-Agarose (Qiagen, 3mL pro Liter Zell-
kultur) versetzt. Zur Anbindung des Proteins an die Ni**-Agarosematrix wurde die
Losung 2.5 h unter stindigem Schwenken bei 4 °C inkubiert. Alle folgenden Schritte
wurden ebenfalls bei einer Temperatur von 4 °C durchgefiihrt.

Zur Elution der Proteine von der Ni**-Agarosematrix wurde die Losung in eine
Glassdule mit Fritte (Econo-column, BioRad, 3 X 13 cm) gefiillt und der Durchfluss
fiir die spatere Analyse mittels SDS-PAGE (siehe Kapitel aufgefangen. Die in
der Séule verbleibende Ni**-Agarose wurde mit Waschpuffer gespiilt (siche Tabellen
im Abschnitt[4.T). Am Ende des Waschschritts wurde eine Probe genommen um die
vollstindige Entfernung ungebundener Proteine zu tiberpriifen. Zuletzt wurde das
Zielprotein langsam durch Zugabe von Elutionspuffer (3—4 x 10mL) eluiert. Die
Fraktionen wurden mit DTT (Dithiotreitol, 10 mm finale Konz.) versetzt. Der Erfolg

der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE {iberpriift (siehe Abschnitt [4.1)).
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Tabelle 3.9: Zusammensetzung des Extraktionspuffers

Extraktionspuffer Tris/HCl 20mM pH 7.4
NaCl 500 mM
Imidazol 20mM

Natriumcholat 10%

Entfernung des Hexahistidin-Tags

Der fiir die Isolierung des Zielproteins verwendete Hexahistidin-Tag wurde durch
Verdau mit dem Enzym Thrombin entfernt. Der Verdau wurde zeitgleich mit einer
Dialyse durchgefiihrt. Dies hat den Vorteil, dass das entfernte Proteinfragment
direkt aus der Losung entfernt werden konnte. Weiterhin wurde gegen einen
Puffer mit geringerer Salzkonzentration dialysiert, wodurch auch das vorhandene
Imidazol entfernt wurde.

Hierzu wurden die Elutionsfraktionen mit hohem Proteingehalt vereinigt und in
einen Dialyseschlauch mit geeigneter Molekiilmassengrenze eingefiillt (Synapto-
brevin/Syntaxin: 4-6kDa, SNAP25: 12-14kDa, Synaptobrevin 49-96: 1kDa). Es
wurden 100 uL Thrombinldosung (5mg/mL in 50 % Glycerin/Puffer (20 mM HE-
PES/KOH, 100 mM KCl, pH 7.4)) pro 5mL Elutionsfraktion hinzugefiigt und tiber
Nacht bei 4 °C gegen 1L Dialysepuffer dialysiert (siehe Abschnitt[4.1)). Die Vollstan-
digkeit des Thrombinverdaus wurde mittels SDS-PAGE tiberpriift.

Reinigung und Konzentrierung

Zum Entfernen von in der Losung verbliebenen Fremdproteinen, unvollstindig
synthetisierten Proteinfragmenten, sowie des hinzugefiigten Thrombins wurde ei-

ne abschlieffende Reinigung mittels Ionenaustauschchromatographie vorgenom-
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3.6. Messtechnische Methoden

men. Dies fiihrt zusitzlich zu einer Konzentrierung des Zielproteins durch eine
schmalbandige Elution, sodass die erhaltene Proteinlosung direkt fiir die durch-
zufithrenden Experimente verwendet werden kann. Die Zusammensetzungen der
verwendeten Puffer konnen den jeweiligen Tabellen in Abschnitt 4.1 entnommen

werden.

Die erhaltene Losung aus der Dialyse wurde durch Filtration durch einen 0.2 ym
Sterilfilter von ausgefallenen Partikeln befreit und durch Zugabe von Puffer A
im Verhiltnis 1:1 verdiinnt. Die entsprechende Saule (MonoQ/S, Akta purifying
System, GE Healthcare) wurde in Puffer A dquilibriert und im Anschluss mit der
Proteinlosung beladen. Zur Elution wurde ein vorher im Steuerungsprogramm fest-
gelegter Konzentrationsgradient durch Mischung von Puffer A und B automatisch
abgefahren und das Eluat mit Hilfe eines Fraktionssammlers aufgefangen (vergl.
Abschnitt[4.1)). Je nach Groe der verwendeten Séule wurde ein Volumen von 1 mL
(MonoQ)/S 5/50) bzw. 2mL (MonoQ 10/100) pro Fraktion gesammelt. Die durch
eine erhohte Absorption im UV/vis-Spektrum indizierten Proteinbanden wurden
mittels SDS-PAGE analysiert. Die Konzentrationen der das Zielprotein enthalten-
den Fraktionen wurden durch UV/vis-Spektroskopie bestimmt. Die Fraktionen mit
hoher Proteinkonzentration wurden vereinigt und bis zur weiteren Verwendung

bei -80 °C gelagert.

3.6 Messtechnische Methoden

3.6.1 Konfokale Laserrasterfluoreszenzmikroskopie

Die konfokale Laserrasterfluoreszenzmikroskopie (confocal laser scanning microscopy,
CLSM) ist eine Weiterentwicklung klassischer Mikroskopie-Techniken und verbin-
det die Fluoreszenzmikroskopie mit einer konfokalen Detektion des Lichtes sowie

der punktformigen Beleuchtung der Probe durch einen Laser.

53



3. Materialien und Methoden

Die Fluoreszenzmikroskopie nutzt die bei der Fluoreszenz auftretende Stokesver-
schiebung, um Anregungslicht und Emissionslicht, durch Einbringen eines dichroi-
tischen Spiegels in den Strahlengang, spektral zu trennen. Eine fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahme zeigt demnach ausschliefilich die fluoreszierenden Anteile der
Probe. Durch Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen, konnen so gezielt bestimmte
Strukturen sichtbar gemacht werden. Um die in dieser Arbeit untersuchten ar-
tifiziellen Membransysteme abbilden zu konnen, wurden ihnen Lipidgebundene

Fluoreszenzsonden zugesetzt.

Die konfokale Mikroskopie unterscheidet sich von der Weitfeldmikroskopie
durch den Einsatz von Lochblenden vor der Anregungslichtquelle, sowie vor dem
Detektor. Durch diese Anordnung wird einerseits das Anregungslicht auf eine
Ebene in der Probe fokussiert und andererseits vornehmlich das Licht, welches
aus der Fokusebene ausgestrahlt wird, detektiert (Abb.[3.13). Das Licht aus Ebenen
oberhalb und unterhalb der Fokusebene wird ausgeblendet, was zu einer deutlich
gesteigerten Detailwiedergabe fiihrt. Zusitzlich werden optische Schnitte durch die
Probe moglich, sodass durch wiederholte Bildaufnahme entlang der Z-Achse eine

dreidimensionale Darstellung von Objekten konstruiert werden kann (Z-Stapel).

Eine weitere Verbesserung der Abbildungseigenschaften kann durch das Ab-
rastern der Probe mit einem Laserstrahl erreicht werden. Hierdurch wird zu ei-
nem Zeitpunkt nur ein kleiner Teil der Abbildungsflache illuminiert (idealerweise
ein beugungsbegrenzter Lichtfleck). Dies erhoht wiederum die Detailschirfe, da
umgebende Fluorophore nicht mit angeregt werden. Zusatzlich ermoglicht dies
den Einsatz bestimmter Detektoren, da nicht das gesamte Bild sondern nur die
Intensitat einzelner Punkte aufgezeichnet werden muss, wie zum Beispiel Photo-
elektronenvervielfacher (engl. photomultiplier tube, PMT) oder Lawinenphotodioden

(engl. avalanche photodiode, APD).

Ein konfokales Laserrasterfluoreszenzmikroskop wurde in dieser Arbeit zur zeit-
lich aufgeldsten Visualisierung einzelner Fusionsereignisse von Vesikeln mit poren-

tiberspannenden Membranen eingesetzt (Kapitel 3.7). Es wurde ein Wasserimmer-
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Abbildung 3.13: Schematische Darstellung des Strahlengangs eines konfokalen Mikroskops.
Zeichnung nach Orth. 193]

sionsobjektiv (W Plan-Apochromat 63 x) mit einer numerischen Apertur von 1.0
verwendet. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte durch einen Argonionenlaser
(488 nm, 25 mW, 5 % der Maximalleistung). Die Detektion erfolgte spektral getrennt
in einen griinen (503 nm —-545nm) sowie einen roten Kanal (612 nm—-671 nm) mit
Hilfe einer PMT. Bei einem Experiment wurde jeweils eine Serie von 2500 Bildern mit
einer Auflosung von 256 x 256 Bildpunkten und 16 bit Farbtiefe auf einer Flache von
40 x40 [sz aufgenommen. Die Aufnahme eines Bildes nahm 120 ms in Anspruch,
was der maximalen Rastergeschwindigkeit des Mikroskops bei den gewdhlten

Parametern entsprach.
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3.6.2 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Die Untersuchung der Mobilitit der membranstidndigen SNARE-Proteine in den
poreniiberspannenden Membranen erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelati-
onsspektroskopie. Bei dieser handelt es sich um eine optische Messmethode, die
die Intensitatsfluktuationen von gering konzentrierten fluoreszierenden Teilchen
fiir die Bestimmung ihrer Diffusionskonstanten nutzt.”! Hierzu wird meist ein
konfokales Laserfluoreszenzmikroskop eingesetzt, bei dem die Anregung des Fluo-
rophors im Idealfall nur im fokalen Volumen, das heifst im Fokus des Objektivs,
erfolgt, wobei durch die Lochblende vor dem Detektor nur das Licht aus der
fokalen Ebene erfasst wird (siehe oben). Der Detektor sollte dabei in der Lage
sein einzelne Photonen aufzuldsen, weshalb meist Lawinenphotodioden (APDs)
verwendet werden. Aufgenommen wird die Fluoreszenzintensitit in Abhdngigkeit
der Zeit (Zeitspur F(t)). Difftundieren nun fluoreszierende Teilchen durch das fokale
Volumen dufiert sich dies in einer Fluktuation der Intensitét. Die Teilchen benoti-
gen fiir das Durchqueren des Volumens eine bestimmte Zeit, wodurch eine hohe
Wahrscheinlichkeit besteht, dass zu aufeinanderfolgenden Zeiten Photonen vom
selben Teilchen detektiert werden und die gemessenen Intensitdten somit zeitlich
korreliert sind. Zur Auswertung werden die aufgezeichneten Zeitspuren mit sich
selbst korreliert (autokorreliert). Dies erfolgt anhand der Autokorrelationsfunktion

G(7)
_ (OF(HOF(t + 1))

(F(t)y*
mit der Fluktuation 6F(t) = F(t)—(F(t)) als Abweichung der Intensitdt zum Zeitpunkt

G(7) : (3.2)

t vom Mittelwert.

Da in diesem Fall die Diffusion innerhalb einer Membran betrachtet wird, wurde

ein zweidimensionales Diffusionsmodell angepasst®!:

p _z
G(r) = _ (1 + )e % (3.3)
N+z)" 1-p
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wobei N die mittlere Anzahl an fluoreszierenden Teilchen im detektierten Volumen
und p der Anteil an Teilchen darstellt, die in einen nicht-strahlenden Triplet-Zustand
tibergehen. 7 ist die mittlere Zeit, die ein Teilchen bendtigt um das fokale Volumen
zu durchqueren, und 71 die Zeit, die ein Molekiil im Triplet-Zustand verweilt. Der
Diffusionskoeffizient D kann aus 7p berechnet werden:

LZ

=@ 8D (34)

mit L als dem lateralen Durchmesser des Detektionsvolumens bei halbem Intensi-

tatsmaximum der Fluoreszenz.

Die Bestimmung der Mobilitat der SNARE-Proteine wurde anhand eines fluores-
zenzmarkierten synthetischen Analogons von Syntaxin 1A (259 -288, Transmem-
brandomadne) durchgefiihrt. Das Peptid wurde von Karsten Meyenberg aus der
Abteilung von Prof. Diederichsen zur Verfiigung gestellt®”! und war mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Atto647N markiert. Fiir die Praparation der porentiberspannenden
Membranen wurden GUVs mit der bekannten Lipidzusammensetzung hergestellt.
Sie enthielten die Fluoreszenzsonde Atto488 DHPE in einem Verhéltnis von 1:10000
(Farbstoff / Lipid) sowie das markierte Peptid im Verhdltnis von 1:18000. Die
Rekonstitution erfolgte direkt durch Mischung der Komponenten im organischen
Losungsmittel (vergl. Kapitel 3.1.4). Das Peptid war in Trifluoroethanol gelost und
wurde zur Lipidlésung in Chloroform hinzugegeben. Fiir die GUV-Herstellung
wurde die erhaltene Losung auf zwei ITO-Glaschen ausgestrichen bis das Losungs-
mittel verdampft war und anschliefSend fiir 30 min im Vakuum getrocknet. Die ITO-
Glaschen wurden mit Hilfe eines Silikonrings zu einer Kammer zusammengesetzt
und mit Sucrose-Losung (210 mOswm) gefiillt. Es wurde fiir 3 h ein elektrisches Wech-
selfeld mit einer Spannung von 1.6 V und einer Frequenz von 12 Hz angelegt. Die
porentiiberspannenden Membranen wurden wie in[4.2.2]beschrieben prapariert. Da

jedoch ein inverser Messaufbau verwendet wurde mussten die Substrate nach der
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Membranbildung in der Messkammer umgedreht werden, wodurch ein Grofiteil

der Membranen zerstort wurde.

Die Messungen wurden an einem konfokalen Laserrastermikroskopaufbau mit
einem 100x Olimmersionsobjektiv (NA = 1.42, Leica, Wetzlar, Deutschland) und
einem Einzelphotonendetektor (APD, SPCM-AQR-13-FC, Perkin Elmer Optoelec-
tronics) durchgefiihrt. Fiir die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe wurden gepuls-
te Diodenlaser (PicoQuant, Berlin, Deutschland) mit Wellenldngen von 488 und
633 nm (Pulsdauer 80 ps) eingesetzt. Die Detektion erfolgte in einem Spektralbereich
von 540 + 20nm (griiner Kanal) und 670 + 30 nm (roter Kanal). Der laterale Durch-
messer des Detektionsvolumens L betrug dabei fiir Atto488 L=200nm und fiir
Atto647 L =250nm. Die Bestimmung der Diffusionskonstanten wurde an mindes-
tens 20 poreniiberspannenden Membranen aus drei unabhidngigen Préparationen

durchgefiihrt.

3.7 SNARE-Protein vermittelte Membranfusion auf

porenuberspannenden Membranen

Fiir die Experimente zur Membranfusion wurden GUVs mit dem rekonstituierten
AN49-Akzeptorkomplex (Kapitel S. auf hydrophil funktionalisierten, of-
fenporigen Substraten (Kapitel S.[87) gespreitet. Die Bildung poreniiberspan-
nender Membranen wurde mit Hilfe eines konfokalen Laserrasterfluoreszenzmi-
kroskops (CLSM) (Kapitel tiberpriift und im Anschluss mit Synaptobrevin-2
dotierte LUVs hinzugegeben. Die poreniiberspannende Membran war hierbei mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green, die LUVs mit Texas Red in einer Konzen-
tration von 1mol% markiert. Durch Aufnahme einer Zeitserie konnte die Fusion
der Vesikel mit der Membran verfolgt werden. Im Folgenden soll die Durchfiihrung
der Experimente sowie die Verarbeitung der erhaltenen Daten genauer beschrieben

werden.
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3.7.1 Durchfihrung der Fusionsexperimente

Zunichst wurde die Oberfldche des Substrats mit Hilfe des Okulars auf porentiber-
spannende Membranbereiche (Membran-Patches) untersucht. Fiir die Aufnahme
einer Zeitserie wurde ein Patch mit ausreichender Fliache ausgewahlt, sodass die
abzubildende Fldche von 40 X 40 um? vollstindig innerhalb des Patches lag. Das Ob-
jektiv wurde aus der Losung gehoben und eine Menge von 0.5-1 uL LUV-Losung
mit der Pipette manuell direkt tiber die Substratoberfliche an der Position des
Patches gegeben. Das Objektiv wurde vorsichtig in die Losung abgesenkt. Konnten
im abzubildenden Bereich Vesikel beobachtet werden, wurde moglichst zeitnah die
Aufnahme der Zeitserie, mit den in Kapitel beschriebenen Parametern, gestar-
tet. Eine Zeitserie umfasste eine Dauer von 306 s mit einer zeitlichen Auflosung von
120 ms. Im Anschluss konnten weitere Zeitserien auf Membran-Patches in anderen
Bereichen des Substrats aufgenommen werden. Bedingung hierfiir war, dass die
Membran noch nicht mit Vesikeln aus vorherigen Messungen in Kontakt gekommen
waren. Auf diese Weise konnten auf einem Substrat bis zu sechs Experimente

durchfiihrt werden.

3.7.2 Datenverarbeitung und Detektion der Fusionsereignisse

Die Auswertung der Zeitserien erfolgte mit Hilfe eines von Prof. Dr. Burkhard
Geil in der Software MatLab programmierten Skripts. Das Programm detektierte
die einzelnen Vesikel und verfolgte ihre Bewegungen durch einen particle tracking-
Algorithmus iiber der Substratoberfldche. Die beiden Kanile fiir die griine (Oregon
Green 488, poreniiberspannende Membran) und die rote Fluoreszenz (Texas Red,
Vesikel) wurden nebeneinander in Einzelbilder exportiert (2500 Bilder pro Zeitserie,
griin links, rot rechts). Die Detektion der Vesikel wurde durch Subtraktion eines
globalen Grenzwerts von der Fluoreszenzintensitdt des roten Kanals realisiert.
Da das Signal zu Rausch Verhiltnis in jedem Experiment unterschiedlich ausfiel,

musste dieser Grenzwert zur Vermeidung von Fehldetektionen fiir jede Zeitserie
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manuell angepasst werden. Um eine Detektion von Pixelrauschen zu unterdriicken,
wurde eine Mindestgrofle von 2 Pixeln fiir einen Vesikel definiert. Jedem Partikel
wurde eine eindeutige Zahl zur Identifizierung zugewiesen (Partikel-ID). Nach der
Vesikeldetektion in jedem einzelnen Bild einer Zeitserie, wurde, zur Verfolgung der
Bewegungen der Vesikel, jedes Bild mit dem darauffolgenden verglichen. Es wurde
dabei fiir jede Partikel-ID ein “Nachfolger” gesucht und dessen ID entsprechend
gedandert, sodass jede ID eindeutig einem Vesikel iiber den Verlauf einer Zeitserie
zugeordnet werden konnte. Als maximal zuriickgelegte Strecke eines Vesikels zwi-
schen zwei aufeinanderfolgenden Aufnahmen wurden 7 Pixel (1.1 um) angenom-
men. Partikel-IDs ohne “Nachfolger”, sowie iiberschriebene IDs wurden verworfen.
Zusatzlich wurde ein Korrekturmechanismus eingesetzt. Dieser berticksichtigte
Partikel, deren Intensitat zeitweise unterhalb des Intensitdtsgrenzwerts lag, weshalb
sie in einzelnen Aufnahmen nicht detektiert wurden, sodass sie ihre urspriingliche
ID beibehielten. Da eine Vielzahl von Vesikeln nur kurz durch die beobachtete
Bildfliche diffundierten, musste, zur Begrenzung der erforderlichen Rechenzeit,
eine Mindestanzahl an Bildern definiert werden, in welchen der jeweilige Vesikel
vorhanden sein musste. Es wurde hier ein Wert von 25 Bildern (3 s) fiir alle Zeitserien
verwendet. Da die Vesikel, nachdem sie an die Membran gebunden hatten, ihre
Position nicht mehr oder nur geringfiigig dnderten, wurde an dieser Stelle eine
ortsfeste region of interest (ROI) mit einem Radius von 3 Pixeln (470nm) erzeugt.
Zur weiteren Auswertung wurden die Intensititen des roten und des griinen
Fluoreszenzkanals innerhalb der ROIs fiir jedes Bild integriert. Abbildung
zeigt beispielhaft ein Fluoreszenzbild einer Zeitserie, sowie das selbe Bild mit den
in diesem Bild detektierten Partikeln. Weiterhin sind die Graphen der ausgelesenen
Fluoreszenzintensititen in einer ROI fiir einen Vesikel dargestellt.

Die Intensitdtsverldufe aller detektierten Vesikel wurden in der Folge mit einem

weiteren Skript, programmiert von Dr. Ingo Mey, manuell auf Anzeichen einer

Fusion tiberpriift (Kapitel [4.4.4).
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Abbildung 3.14: Graphische Darstellung der Auswertung der Fluoreszenzdaten einer Zeitserie.
Links: Fluoreszenzbild des roten Kanals. Mitte: Detektierte Partikel (weifS) mit individueller Partikel-
ID. Rechts: Fluoreszenzintensititsverliufe innerhalb des fiir einen Vesikel definierten ROI des roten

und griinen Kanals.
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4 Ergebnisse

Die SNARE-vermittelte Membranfusion ist seit vielen Jahren Gegenstand intensiver
Forschung. Es wurden im Laufe der Zeit verschiedene in vitro-Assays zur Unter-
suchung dieses Prozesses entwickelt. Eine vollstindige Aufklarung des zugrunde
liegenden Mechanismus konnte jedoch bisher noch nicht erbracht werden. In dieser
Arbeit sollte, als Beitrag zu den bereits bestehenden Methoden, ein Fusionsassay auf
poreniiberspannenden Membranen entwickelt werden, um die SNARE-vermittelte
Fusion einzelner Vesikel zu untersuchen. Hierdurch sollten die Nachteile der bisher
verwendeten Modellmembransysteme durch den Einsatz poreniiberspannender

Membranen als Zielmembran fiir die Fusion vermieden werden.

Fiir die Entwicklung des Fusionsassays musste zundchst die Isolierung und
Reinigung der SNARE-Proteine in der Arbeitsgruppe etabliert und im Anschluss
eine Methode fiir die Rekonstitution der Proteine in poreniiberspannende Membra-
nen entwickelt werden. Zuséatzlich wurden die Protokolle zur Funktionalisierung
poroser Substrate in Zusammenarbeit mit anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppe
tiberarbeitet, um eine zuverldssige Praparation poreniiberspannender Membranen
zu gewdhrleisten. Um die Diffusion der SNARE-Proteine in der Membran zu
charakterisieren, wurden Mobilitatsstudien mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelationss-

pektroskopie durchgefiihrt.



4. Ergebnisse

4.1 Isolierung und Reinigung von SNARE-Proteinen

aus Escherichia coli

Die in dieser Arbeit verwendeten SNARE-Proteine wurden mit Hilfe von Plasmiden
aus der Abteilung Jahn (Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie) herge-
stellt. Es wurde nach dem in Kapitel[3.5.2]beschriebenen Protokoll verfahren, wobei
Abweichungen vom Protokoll im Text und die verwendeten Puffer am Ende des
jeweiligen Abschnitts angegeben werden. Die erhaltenen Proteinlosungen wurden
in geeignete Mengen im Hinblick auf die folgenden Experimente aliquotiert und
bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Fiir die Interpretation der SDS-PAGE-Gele
wurde ein Gel aus der Literatur als Vergleich herangezogen.?! Das in Abbildung
gezeigte SDS-PAGE Gel stammt aus einer Verdffentlichung unseres Kooperati-
onspartners, in welcher die auch hier eingesetzten Plasmide verwendet wurden. Es

wurde lediglich ein anderer Molmassenstandard eingesetzt.

Syb Syb Syb
+ + +
Sypb AN AN AN AN AN
boil 75 + = 8 = E
t (min) 05 15 3
kDa -
97 .4 we— . . .
55.4 w— - .- .
37 —
21.5 — SNAP25a
14,4 e — WSS s s Synaptobrevin-2 1-116
6 — S === Syntaxin-1A 183-288
—
3.5 w— " T S Synaptobrevin-2 49-96

Abbildung 4.1: SDS-PAGE Analyse der verwendeten SNARE-Proteine aus der Literatur. Analysiert
wurde hierbei die Bildung eines SDS-resistenten core-Komplexes durch Bindung von Synaptobrevin-
2 (Syb) an den AN-Akzeptorkomplex (AN). Abbildung verindert nach Hernandez et al..21
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4.1.1 Synaptobrevin-2 (1-116)

Die Reinigung von Synaptobrevin-2 erfolgte grofstenteils nach dem in (S.
beschriebenen Protokoll. Eine Besonderheit war die Verwendung von zwei verschie-
denen Waschpuffern wéahrend der Isolierung, wodurch ein Wechsel des Detergens
(Waschpuffer 1: Natriumcholat 1%, Waschpuffer 2: CHAPS 1 %, vergl. Tabelle
S.[69) zwischen den Waschschritten der Metallionenaffinitdtschromatographie er-
folgte. Die Ni**-Agarose mit dem gebundenen Protein wurde dabei zunédchst mit

4 x 50 mL Waschpuffer 1 und anschliefsend mit 2 X 50 mL Waschpuffer 2 gespiilt.

Die SDS-PAGE-Analyse aus der Literatur zeigt, dass das Zielprotein Synaptobrevin-
2 (12.69 kDa) nicht im zu erwartenden Molmassenbereich im Gel zu finden ist,
sondern leicht zu hoheren Molmassen hin verschoben gefunden werden kann
(Abb. [.1). Die Bande befand sich in diesem Fall zwischen den Banden des
Molmassenstandards von 14.4 und 21.5kDa. Das SDS-Gel mit den Elutionsfrak-
tionen (Abb. #2JA, 5-7) aus der Affinitdtschromatographie zeigt, dass hier das
gleiche Verhalten beobachtet werden konnte. Im aufgrund des Literaturvergleichs
erwarteten Bereich sind deutliche Proteinbanden zu erkennen, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass das Zielprotein (14.14kDa mit His¢-Tag) in
hoher Konzentration exprimiert und isoliert werden konnte. Weiterhin zeigen
sich einige hohermolekulare Verunreinigungen, welche trotz intensiven Spiilens
der Ni*"-Agarosematrix nicht entfernt werden konnten. Es muss deshalb davon
ausgegangen werden, dass es sich um Fremdprotein handelt, welches unspezifisch

an das Saulenmaterial binden kann.

Im Durchfluss (Abb.[.2]A, 1) ist, neben den allgemein vorhandenen Proteinen des
Zellaufschlusses, keine hervortretende Bande im Molmassenbereich des Zielpro-
teins erkennbar. Dies weist darauf hin, dass das Zielprotein nahezu vollstandig an
die Ni**-Agarosematrix gebunden wurde. Die Banden der Waschfraktionen bestéti-

gen, dass nach dem 1. Waschschritt immer noch Fremdprotein vorhanden war (Abb.

A, 2). Die 2. Waschfraktion jedoch enthielt kein weiteres Fremdmaterial, sodass
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B vor nach

1 = Durchfluss

2 = Waschfraktion 1

3 = Waschfraktion 2

M = Marker

5 = Elution 1 o
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Abbildung 4.2: (A) SDS-PAGE Analyse der Isolierung von Synaptobrevin 1-116 nach der Metall-
ionenaffinititschromatographie (roter Kasten). (B) SDS-PAGE der vereinigten Elutionsfraktionen
vor und nach dem Thrombinverdau (voter Kasten, theoretische Molmasse: vorher 14.14 kDa, nachher
12.69kDa).

von einer vollstandigen Entfernung von ungebundenen Proteinen ausgegangen

werden kann (Abb.[£.2A, 3).

Anhand des Ergebnisses der SDS-PAGE-Analyse wurden die Elutionsfraktionen
1 und 2 vereinigt und nach Zugabe von Thrombin tiber Nacht gegen 1L Dia-
lysepuffer (Tab. S. dialysiert (vergl. Kapitel S. p2). In Abbildung
A.2B ist die SDS-PAGE-Analyse der Proteinlosung vor und nach dem Verdau
durch Thrombin dargestellt. Es ist eindeutig zu erkennen, dass sich die Bande
von Synaptobrevin-2 mit His¢-Tag (14.14 kDa) durch den Verdau zu einer niedri-
geren Molmasse (Synaptobrevin-2 ohne Hise-Tag, 12.69 kDa) verschoben hatte. Die
Banden der vorhandenen Verunreinigungen zeigten keine Verschiebung. Dies weist

auf eine vollstindige Entfernung des His¢-Tag durch den Verdau hin.

Da der isoelektrische Punkt von Synaptobrevin 7.84 betragt, besitzt es bei pH 7.4
eine positive Nettoladung, sodass bei der abschlieffenden ionenaustauschchroma-
tographischen Reinigung ein Kationentauscher (MonoS 5/50) zum Einsatz kam
(Kapitel S.p2). Die Rezepturen der verwendeten Puffer konnen der Tabelle
(S. entnommen werden. Abbildung zeigt das Chromatogramm der

Reinigung, sowie die Fraktionierung des Eluats. Die Fraktionen, in denen eine
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4.1. Isolierung und Reinigung von SNARE-Proteinen aus Escherichia coli

erhOhte Proteinkonzentration detektiert wurde, wurden mittels SDS-PAGE ana-
lysiert. Die SDS-PAGE-Analyse der Fraktionen 6-12 (Abb. zeigte dabei eine
starke Bande im dem fiir Synaptobrevin-2 erwarteten Bereich (vergl. Abb. [4.1).
Der Durchfluss zeigt keine Banden, sodass von einer vollstindigen Bindung des
Zielproteins an die Ionenaustauschmatrix ausgegangen werden kann. Weiterhin
ist in den Fraktionen 6 —10 eine hohermolekulare Bande zu erkennen, die in allen
durchgefiihrten Reinigungsschritten nicht entfernt werden konnte. Da sie jedoch
in weitaus geringerer Konzentration enthalten ist wurde von einer zusitzlichen
Reinigung abgesehen. Nach Vereinigung der Fraktionen 6 —10 wurde die Gesamt-
ausbeute mittels UV/vis-Spektroskopie (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) anhand
der Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm bestimmt (Extinktionskoeffizi-
ent (berechnet): € = 13980 cm™M™!). Es wurden insgesamt 6 mg Synaptobrevin-2

(1.2mg/mL, 5mL) aus 2.5 L Kulturmedium erhalten.

1000 100

800 80

600 60

400
40

Anteil Puffer B /%

200

Absorption 280 nm /mAu

20

Volumen /mL

Abbildung 4.3: lonenaustauschchromatogramm der Reinigung von Synaptobrevin-2 1-116. Aufge-
tragen sind die Absorption bei einer Wellenlinge von 280 nm (blau), der Anteil an Puffer B (griin)
sowie die Fraktionierung (Rauten).
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Abbildung 4.4: SDS-PAGE Analyse der angegebenen Fraktionen der ionenaustauschchromatogra-
phischen Reinigung von Synaptobrevin-21-116 (12.69 kDa).
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Tabelle 4.1: Zusammensetzungen der bei der Isolierung von Synaptobrevin verwendeten Pufferlo-
sungen.

Substanz Menge
Waschpuffer 1  Tris/HCl 20mM pH7.4
NaCl 500 mM
Imidazol 20mM
Natriumcholat 1%
Waschpuffer 2 Tris/HCl 20mM pH7.4
NaCl 500 mM
Imidazol 20mM
CHAPS 1%
Elutionspuffer Tris/HCl 20mM pH7.4
NaCl 500 mM
Imidazol 400 mM
CHAPS 1%
Dialysepuffer HEPES/KOH  20mM pH7.4
NaCl 150 mM
EDTA 1mM
DTT 1mM
CHAPS 1%
Akta-Puffer A HEPES/KOH 20mM pH?7.4
DTT 1mM
EDTA 1mM
CHAPS 1%
Akta-Puffer B HEPES/KOH 20mM pH7.4
NaCl 1M
DTT 1mM
EDTA 1mM
CHAPS 1%
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4.1.2 Syntaxin-1A (183-288)

Die Isolierung von Syntaxin-1A wurde entsprechend dem Protokoll aus Kapitel[3.5.2]
(S.[d8) durchgefiihrt. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle .3/ (S. [73) aufgefiihrt.

Die SDS-PAGE-Analyse des Eluats der Affinititschromatographie von Syntaxin-
1A (Abb.[d.5/A, 4 und 5) zeigen eine starke Bande des Zielproteins im erwarteten
Molmassenbereich (13.47 kDa). Durch die hohe Konzentration des Proteins in den
vereinigten Elutionsfraktionen (1-3) war es erforderlich, die Dialyse schrittweise
durchzufiihren, da andernfalls das Protein wahrend der Dialyse ausfallen wiirde.
Der Elutionspuffer enthielt eine hohe Konzentration an Detergens (Natriumcholat,
3 %) sowie Harnstoff (6 m). Bei der Dialyse wurde die Konzentration an Harnstoff
in zwei Schritten verringert (Dialysepuffer 1: 2M Harnstoff, Dialysepuffer 2: kein
Harnstoff, vergl. Tab. S.[73). Durch die schrittweise Entfernung des Harnstoffs
wurde ein Ausfallen des Proteins verhindert. Die im SDS-Gel sichtbaren hohermo-
lekularen Verunreinigungen konnten wéhrend der folgenden Ionenaustauschchro-

matographie entfernt werden.

A 2 M 4 5 6 7 B vor nach
= 1 Durchfl
= Durchfluss
Mt 2 = Waschfraktion
S M = Marker
4 =Elution1
— 5 =Elution 2 o
, 6 =Elution 3
L 7 =Elution 4
L ryp— s

Abbildung 4.5: (A) SDS-PAGE Analyse der Isolierung von Syntaxin-1A (183-288) nach der
Metallionenaffinititschromatographie (13.47 kDa, roter Kasten). (B) SDS-PAGE der vereinigten
Elutionsfraktionen vor und nach dem Thrombinverdau (roter Kasten, Molmassen: vorher 13.47 kDa,
nachher 12.04kDa). Die zwei prominenten Banden des Zielproteins (nach) weisen auf einen
unvollstindigen Verdau hin.
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4.1. Isolierung und Reinigung von SNARE-Proteinen aus Escherichia coli

Das Thrombin zur Entfernung des Hisg-Tag wurde bereits im ersten Dialyseschritt
hinzugefiigt (Kapitel S. [52). Der Erfolg des Verdaus wurde parallel zum
zweiten Dialyseschritt tiberpriift. Abbildung [.5B zeigt das SDS-Gel einer Probe
vor und nach dem Thrombinverdau. Es fiel dabei auf, dass in der Probe nach der
Thrombinzugabe, neben den in beiden Proben vorhandenen Verunreinigungen,
zwei prominente Banden zu finden waren (roter Kasten). Dies wies darauf hin, dass
zum Zeitpunkt der Analyse der Verdau des Proteins noch nicht vollstindig abge-
schlossen war. Aus diesem Grund wurde der Verdau vor der weiteren Reinigung
bei Raumtemperatur fortgesetzt (3 h).

Die abschlieffende ionenaustauschchromatographische Reinigung erfolgte mit
Hilfe eines starken Anionentauschers (MonoQ 5/50). Die hierfiir verwendeten Puf-
fer (Akta-Puffer A und B) kénnen der Tabelle entnommen werden. Die SDS-
PAGE-Analyse der entsprechenden Fraktionen zeigt eine sehr starke Bande, die
im Vergleich zum Gel in Abb. leicht zu hoheren Molmassen verschoben war
(Abb. £.7). Der Grund fiir diese Verschiebung konnte nicht eindeutig ermittelt
werden. Es wurde dennoch davon ausgegangen, dass es sich um das gesuchte
Protein handelte. Zusitzlich war eine niedermolekulare Verunreinigung enthalten,
die nach der Reinigung zurtickblieb. Da sie im SDS-Gel der Isolierung (Abb.
4-6) nicht zu erkennen war, jedoch bei dhnlicher Ionenstirke von der Ionenaus-
tauschmatrix eluierte, muss von einer beginnenden Zersetzung des Proteins wih-
rend der zeitintensiven Dialyseschritte ausgegangen werden. Nach Vereinigung
der Fraktionen 9-15 wurde eine Gesamtausbeute von 13.4mg (1.9 mg/mL, 7mL)
aus 2.5 L Kultur mittels UV/vis-Spektroskopie (Extinktionskoeffizient (berechnet):
€ = 4470 cm~'M™') bestimmt.
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Abbildung 4.6: lonenaustauschchromatogramm der Reinigung von Syntaxin1A (183-288).
Aufgetragen sind die Absorption bei einer Wellenlinge von 280 nm (blau), der Anteil an Puffer B
(griin) sowie die Fraktionierung (Rauten).
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Abbildung 4.7: SDS-PAGE Analyse der angegebenen Fraktionen der ionenaustauschchromatogra-
phischen Reinigung von Syntaxin 1A (183-288, 12.04 kDa).
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Tabelle 4.3: Zusammensetzungen der bei der Isolierung von Syntaxin 1A verwendeten Pufferlosun-
gen.

Substanz Menge
Waschpuffer Tris/HCl 20mM pH7.4

NaCl 500 mM

Imidazol 20mM

Natriumcholat 3%

Harnstoff 6M
Elutionspuffer  Tris/HCI 20mM pH7.4

NaCl 500 mM

Imidazol 400 mM

Natriumcholat 3%

Harnstoff 6M
Dialysepuffer 1 Tris/HCI 20mM pH7.4

NaCl 1M

EDTA 1mM

DTT 1mM

Natriumcholat 3 %

Harnstoff 2M
Dialysepuffer 2 Tris/HCI 20mM pH7.4

NaCl 200 mM

EDTA 1mM

DTT 1mM

Natriumcholat 1.5%
Akta-Puffer A  HEPES/KOH  20mM pH7.4

NaCl 250 mM

TCEP 0.1 mM

CHAPS 1%
Akta-Puffer B HEPES/KOH  20mM pH7.4

NaCl 1M

TCEP 0.1mM

CHAPS 1%
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4.1.3 SNAP-25a

Abweichend von den zuvor behandelten Proteinen wird bei der Isolierung und
Reinigung von SNAP-25a, mit Ausnahme des Extraktionspuffers, kein Detergens
benotigt, da es vollstandig in Wasser 16slich ist. Die Isolierung erfolgte nach dem
in Kapitel 3.5.2] (S. 48) beschriebenen Protokoll. Die verwendeten Puffer sind in Ta-
belle[d.5(S.[77) aufgefiihrt. Das SDS-PAGE-Gel nach der Affinititschromatographie
zeigte viele Verunreinigungen unterschiedlicher Molmasse (Abb. .8 A). Es lasst
sich ausserdem erkennen, dass die Bande im erwarteten Molmassenbereich des
Zielproteins (24.79 kDa) weniger stark ausgepragt war, sodass fiir die folgenden
Isolierungen die Zellmasse aus zwei Zellkulturen (5 L) eingesetzt wurde. Es wur-
den die Elutionsfraktionen 1-3 vereinigt. Der Thrombinverdau konnte erfolgreich
durchgefiihrt werden (Abb.[4.8B). Die prominente Bande des Zielproteins war nach

dem Verdau vollstindig zu einer niedrigeren Molmasse (23.34 kDa) verschoben.

AR 2 % 4 5 6 7 B vor nach
: s 1 =Eingabe
X 2 = Durchfluss
S M = Marker
— 4 =Flution1
- - 5 =Elution2 [ -]
|-m “_‘| 6 = Elution 3
- 7 =Elution 4

s o

Abbildung 4.8: (A) SDS-PAGE Analyse der Isolierung von SNAP-25a nach der Metallionenaffini-
tatschromatographie (24.79 kDa, roter Kasten). (B) SDS-PAGE der vereinigten Elutionsfraktionen
vor und nach dem Thrombinverdau (vor: 24.79 kDa, nach: 23.34kDa).

Aufgrund der starken Verunreinigung musste bei der Ionenaustauschchromato-
graphie ein sehr flacher Konzentrationsgradient verwendet werden, um eine mog-
lichst breite Aufspreitzung der Elutionsmaxima zu erhalten (Abb. f.9). Weiterhin
musste eine Sdule mit groffem Matrixvolumen (MonoQ 10/100, 8 mL) eingesetzt

werden, wodurch eine bessere Trennleistung erzielt werden konnte. Die im Chro-
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4.1. Isolierung und Reinigung von SNARE-Proteinen aus Escherichia coli

matogramm zu erkennenden Elutionspeaks wurden mittels SDS-PAGE analysiert,
um den Peak des gesuchten Proteins zu bestimmen (Daten nicht gezeigt). Die
Analyse der Fraktionen des Elutionspeaks von SNAP-25a zeigt, dass der Grofdteil
der Verunreinigungen entfernt wurde (Abb. 4-10). Die Banden sind in diesem
Gel zu niedrigeren Momassen verschoben. Ein Grund fiir dieses Verhalten konnte
nicht ermittelt werden. Es wurden die Fraktionen 36-42 vereinigt und die ent-
haltene Proteinkonzentration mittels UV/vis-Spektroskopie (Extinktionskoeffizient
(berechnet): € = 7240 cm™'M™!) bestimmt. Die Ausbeute aus 5 L Kultur betrug 16 mg
(0.8 mg/mL, 20mL).
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Abbildung 4.9: (A) Ionenaustauschchromatogram der Reinigung von SNAP25a. Aufgetragen sind
die Absorption bei einer Wellenlinge von 280 nm (blau), der Anteil an Puffer B (griin) sowie die
Fraktionierung (Rauten). (B) Vergriflerung des Elutionsmaximums des Zielproteins.
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Abbildung 4.10: SDS-PAGE Analyse der lonenaustauschchromatographischen Reinigung von
SNAP25a (23.34kDa).
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Substanz Menge
Waschpuffer 1 Tris/HCI 20mM pH7.4

NaCl 500 mM

Imidazol 20mM
Elutionspuffer  Tris/HCI 20mM pH7.4

NaCl 500 mM

Imidazol 400 mM

DTT 1mM
Dialysepuffer 1 HEPES/NaOH 20mM pH?7.4

NaCl 50 mM

EDTA 1mM

DTT 1mM
Akta-Puffer A  HEPES/NaOH 20mM pH7.4

DTT 1mM

EDTA 1mM
Akta-Puffer B HEPES/NaOH 20mM pH7.4

NaCl 1M

DTT 1mM

EDTA 1mM

Tabelle 4.5: Zusammensetzungen der bei der Isolierung von SNAP25a verwendeten Pufferlosungen.
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4.1.4 Synaptobrevin-2 (49-96)

Die Reinigung des Fragments von Synaptobrevin erfolgte analog zu der Reinigung
des vollstandigen Proteins. Da es sich um einen Teil der cytosolischen SNARE-
Bindungsdoméne von Synaptobrevin handelt, ist es in Wasser 16slich, sodass die
Pufferlosungen aus Tabelle [4.1] (S. [p9) ohne Detergens eingesetzt werden konnten.
Das SDS-Gel der Isolierung zeigt eine sehr starke Bande im erwarteten Molmassen-
bereich mit nur geringen Verunreinigungen (Abb.A 5-8). Sowohl im Durchfluss
als auch in der Waschfraktion ist noch verbliebenes Protein zu erkennen (Abb.
A 1,3). Dies deutet auf eine unvollstandige Bindung an die Ni**-Agarosematrix
aufgrund der hohen Konzentration hin, wodurch ein Teil des Zielproteins verloren
wurde. Es wurden alle Elutionsfraktionen vereinigt. Die vollstindige Verschiebung
der Bande des Zielproteins im SDS-Gel nach dem Thrombinverdau bestitigt, dass
die Entfernung des Hise-Tags erfolgreich durchgefiihrt werden konnte (Abb. 4. T1]B).
Durch die hohe Konzentration an Zielprotein musste eine grofse Menge Thrombin
zugegeben werden, sodass im SDS-Gel eine Bande im hoher molekularen Bereich

sichtbar wird, welche zuvor noch nicht vorhanden war.

A\123M5678 B vor nach
97.0 1 = Durchfluss
2 =Beads
o 3 = Waschfraktion
M = Marker B3
5 =FElution 1 -
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14.4

Abbildung 4.11: (A) SDS-PAGE Analyse der Isolierung von Synaptobrevin-2 (49—96) nach
der Metallionenaffinititschromatographie (7.08 kDa, roter Kasten). (B) SDS-PAGE der vereinigten
Elutionsfraktionen vor und nach dem Thrombinverdau (vor: 7.08 kDa, nach: 5.63 kDa).
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Die ionenaustauschchromatographische Reinigung musste, aufgrund der hohen
Konzentration, in mehreren Portionen durchgefiihrt werden. Die verwendeten
Puffer konnen der Tabelle 4.1 entnommen werden, wobei kein Detergenz benotigt
wurde. Durch die starke Beladung der Saule erfolgte die Elution in einem breiten
Maximum (Abb. £.12). Die Analyse der entsprechenden Fraktionen zeigte einige
hohermolekulare Verunreinigungen, die bei gleicher Ionenstdrke eluierten und
daher nicht entfernt werden konnten (Abb. .13). Das Thrombin hingegen konn-
te vollstandig entfernt werden. Es wurden keine zusétzlichen Reinigungsschrit-
te durchgefiihrt. Die Fraktionen 5-11 wurden vereinigt und die Proteinkonzen-
tration mittels UV/vis-Spektroskopie bestimmt (Extinktionskoeffizient (berechnet):

= 5627 cm'M™!). Die Gesamtausbeute aus 5L Kultur betrug 88.7mg (Pool 1:
4.0mg/mL, 8mL, Pool 2: 3.6 mg/mL, 8 mL, Pool 3: 3.47 mg/mL, 8 mL).
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Abbildung 4.12: Ionenaustauschchromatogramm der Reinigung von Synaptobrevin-2 (49-96).

Aufgetragen sind die Absorption bei einer Wellenlinge von 280 nm (blau), der Anteil an Puffer B
(griin) sowie die Fraktionierung (Rauten).
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Abbildung 4.13: SDS-PAGE Analyse der angegebenen Fraktionen der ionenaustauschchromatogra-
phischen Reinigung von Synaptobrevin-2 (49—-96) (5.63 kDa).
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4.1.5 Bildung des AN-Akzeptorkomplexes

Bei den Experimenten in dieser Arbeit wurde die Membranfusion durch die Bin-
dung von Synaptobrevin in der Vesikelmembran an den AN-Komplex in der Ziel-
membran vermittelt. Aufgrund der sehr starken Bindung der Proteine im SNARE-
Komplex konnte der Akzeptorkomplex aus Syntaxin-1A, SNAP-25a und dem Frag-
ment von Synaptobrevin-2 (49-96), welches die Bildung eines 2:1 Komplexes aus
Syntaxin-1A und SNAP-25a verhindert, bereits vor der Rekonstitution assembliert
werden. Um die Bildung des 2:1-Komplexes wéhrend der Herstellung zu unter-
binden, wurde SNAP25a im Uberschuss (1.5 X) eingesetzt. Fiir die Komplexbil-
dung wurden SNAP-25a (16 mg, 0.8 mg/mL, 20 mL) und Synaptobrevin-2 (49 -96)
(10.41mg, 3.47 mg/mL, 3mL) vermischt und Detergens zugegeben (CHAPS 1%
(w/v), finale Konz.). Nach Zugabe von Syntaxin-1A (183 -288) (9.5 mg, 1.9 mg/mL,
5mL) wurde die Mischung iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Es folgte die ionenaustauschchromatographische Reinigung (MonoQ 10/100)
(Abb. [4.14). Hierzu wurden die gleichen Puffer wie fiir die Reinigung von Synap-
tobrevin-2 (Tab. S.[69) verwendet. Die Analyse der Elutionsmaxima im Chro-
matogramm (Abb. zeigte eine erfolgreiche Abtrennung des iiberschiissigen
SNAP25a (Abb. 4), da es bereits in Fraktion 32 eluierte. Im Durchfluss ist zu
erkennen, dass ungebundenes Synaptobrevin-2 (49-96) nicht an die Ionenaus-
tauschmatrix binden kann (Abb. 2). Da in den Elutionsfraktionen 48 -51 alle
drei Proteine enthalten waren (Abb. 6-9), muss hier von einer Bindung von
Synaptobrevin-2 (49-96) an die anderen beiden Proteine ausgegangen werden.
Dies ist ein Beweis fiir die Bildung des AN-Komplexes. Ein Vergleich mit der
Literatur S. zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung der gefundenen
Banden. Nach Vereinigung der Fraktionen 49 und 50 konnte eine Ausbeute
von 12mg des Akzeptorkomplexes (3 mg/mL, 4 mL) mittels UV/vis-Spektroskopie
(Extinktionskoeffizient (berechnet): € = 24325 cm™'M™!) bestimmt werden.
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Abbildung 4.14: lonenaustauschchromatogram der Reinigung des AN-Komplexes. Aufgetragen

sind die Absorption bei einer Wellenlinge von 280 nm (blau), der Anteil an Puffer B (griin) sowie
die Fraktionierung (Rauten).
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Abbildung 4.15: SDS-PAGE Analyse der ionenaustauschchromatographischen Reinigung des AN-
Komplexes (SNAP25a 23.34kDa, Sx 183-288 12.04 kDa, Sb49-96 5.63 kDa).
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4.2. Erzeugung und Charakterisierung proteinhaltiger poreniiberspannender Membranen

4.2 Erzeugung und Charakterisierung proteinhaltiger

porenuberspannender Membranen

Da die zu Beginn und im Vorfeld dieser Arbeit verwendeten Protokolle zur Prapa-
ration poreniiberspannender Membranen nur schlecht reproduzierbar waren und
zu keiner sicheren Membranbildung fithrten, mussten die Protokolle in Zusammen-
arbeit mit anderen Mitgliedern der Abteilung (Jan Kuhlmann, Henrik Neubacher,
Dr. Ingo Mey) tiberarbeitet werden. Es wurden verschiedene Funktionalisierungs-
strategien fiir die verwendeten Porensysteme entwickelt, welche im Folgenden
vorgestellt werden sollen. Um die Eigenschaften der erzeugten poreniiberspannen-
den Membranen im Hinblick auf die geplanten Experimente zur Membranfusion
naher zu charakterisieren, wurden Mobilitditsmessungen an Lipiden sowie rekonsti-
tuierten Proteinen mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (fluorescence

correlation spectroscopy (FCS)) durchgefiihrt.

4.2.1 Eigenschaften der erzeugten Goldbeschichtungen

Als besonders wichtig fiir die Bildung poreniiberspannender Membranen stellte
sich die Wahl einer geeigneten Beschichtungsmethode fiir das Aufbringen der Gold-
schicht auf das Substrat heraus. Wie in Kapitel beschrieben, sind fiir eine er-
folgreiche Membranbildung unterschiedliche Eigenschaften der Substratoberflache
im Vergleich zur Poreninnenseite essentiell. Um eine solche Oberflichentopologie
zu erreichen, wurde zum einen die Kathodenstrahlzerstaubung (Kapitel[3.2.3} S.
und zum anderen die Hochvakuummetallverdampfung (Kapitel S. zur
Goldbeschichtung verwendet und im Anschluss eine geeignete Funktionalisierung
auf die Goldschicht aufgebracht. Die mit Hilfe der beiden Methoden erhaltenen

Goldschichten werden im Folgenden genauer charakterisiert.
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Kathodenstrahlzerstaubung

Abbildung zeigt eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines mittels
Sputtern beschichteten, offenporigen Substrats. Aufgrund der Leitfdhigkeit der
Goldschicht erscheint diese heller und kann gut vom Siliciumtrager unterschieden
werden (Abb.[.16|A). Es zeigt sich, dass die Goldbeschichtung der dreidimensio-
nalen Struktur folgt und die gesamte Poreninnenseite nahezu vollstandig bedeckt

ist. Nur die Bruchkante, welche nach der Beschichtung erzeugt wurde, ist nicht mit
Gold bedeckt.

Abbildung 4.16: Elektronenmikroskopische Abbildung der durch Kathodenstrahlzerstiubung
erzeugten Goldbeschichtung eines porosen Substrats.(A) Gebrochenes Substrat. Mafistab 300 nm.
(B) Poreninnenseite. Maf$stab 200 nm.

Abbildung zeigt eine Analyse der Goldoberfliche mit Hilfe der Raster-
kraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM). Dabei wird die Oberfliche durch
eine Sonde abgetastet, wodurch ihre Topographie anhand einer Farbskala sichtbar
gemacht wird.P?! Hohere Strukturen sind hier heller dargestellt. In Abb. 4.17|A ist
eine Fliche von 3 x 3 um? abgebildet. Zu erkennen ist eine homogene Bedeckung
der Oberfldche mit einer Hohenabweichung unterhalb von 10 nm. Zusétzlich sind
einige zufallig verteilte Goldpartikel vorhanden, die in ihrer Grofe stark variieren
(20-200nm). Die Detailansicht (Abb.[4.17]B) zeigt, dass der Grofiteil der Oberfldche
mit spharischen Goldaggregaten mit einem lateralen Durchmesser von 50— 100 nm
bedeckt ist, deren Hohe im Bereich unterhalb von 5 nm liegt. Im Vergleich zur Dicke

der hier verwendeten Lipidmembranen von 3-5nmM ist davon auszugehen,
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das die Rauheit der Oberfldche ausreichend gering fiir einen guten Kontakt zur

Membran ist.

A

Abbildung 4.17: Rasterkraftmikroskopische Abbildung der durch Kathodenstrahlzerstiubung
erzeugten Goldbeschichtung eines Substrats.(A) 3 x 3 um? (B) 0.5 X 0.5 um?.

Hochvakuummetallverdampfung

In Abbildung ist die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Bruchs
durch die porose Flache eines bedampften Substrats gezeigt. Es ist zu erkennen, dass
eine flachendeckende Beschichtung nur auf der Oberseite erfolgte, die Innenseiten

der Poren jedoch nur liickenhaft mit einzelnen Goldpartikeln belegt ist.

Die rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen in Abb. zeigen die Beschaffen-
heit der aufgedampften Goldschicht. Die Oberfldche ist homogen mit Gold bedeckt,
jedoch sind eine Vielzahl von zuféllig verteilten, grofieren Aggregaten zu erkennen
(Abb. £.19/A). Es finden sich mehr Verunreinigungen als bei der Kathodenstrahl-
zerstaubung, jedoch erscheint die Beschichtung insgesamt etwas homogener. In
der Detailansicht (Abb. B) zeigt die Schicht dhnliche Eigenschaften wie die
gesputterte mit Hohenunterschieden von maximal 7nm. Die Oberflachenrauheit
ist auch hier ausreichend gering fiir die Bindung einer Lipidmembran, mit dem

Vorteil der selektiven Beschichtung der Substratoberseite.
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Abbildung 4.18: Elektronenmikroskopische Abbildung der durch Metallverdampfung erzeugten
Goldbeschichtung eines pordsen Substrats.

Abbildung 4.19: Rasterkraftmikroskopische Abbildung der durch Metallverdampfung erzeugten
Goldbeschichtung eines pordsen Substrats.(A) 5x 5 um? (B) 0.5 X 0.5 um?.
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4.2.2 Funktionalisierungsstrategien fur offene pordose Systeme

Allgemeines Ziel der Funktionalisierung ist es, selektiv eine moglichst hohe Affi-
nitdt der Membranlipide zur Oberseite des Substrats, sowie eine geringe Affinitat
zur Poreninnenseite zu erhalten um eine reproduzierbare, stabile Ausbildung der
Membran zu ermoglichen. Dazu wurden die verschiedenen Funktionalisierungs-
methoden mit den verfiigbaren Methoden zur Goldbeschichtung kombiniert. Es
ergaben sich, neben Anderen, zwei Strategien die sich als besonders erfolgreich fiir
die Membranpréparation erwiesen.

Durch die Zugénglichkeit des offenen pordsen Systems von der Riickseite wurde
mit Hilfe der Kathodenstrahlzerstdubung die Poreninnenseite mit Gold beschichtet.
Dies fithrt dazu, dass nach der Aktivierung im Sauerstoffplasma die freiliegen-
den Porenstege stark, die Goldschicht auf der Poreninnenseite jedoch nur méafiig
hydrophil sind. Hierdurch besitzt die aufgebrachte Lipidmembran eine hohere
Affinitdt zu den Porenstegen, sodass sie nach dem Aufplatzen des Riesenvesi-
kels auf den Stegen adhiriert und die Poren iiberspannt. Abbildung zeigt
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines so behandelten Substrats nach der
Zugabe der GUVs. Sowohl in Abb. A als auch B ist am linken Bildrand
ein Bereich zu erkennen, welcher am Rand des Substrats gelegen ist und bei der
Beschichtung nicht durch das Gold erreicht werden konnte. Die griine Fluoreszenz
des lipidgebundenen Farbstoffs bedeckt hier die gesamte Oberfldche des Substrats.
Die Poren erscheinen dabei dunkel und kénnen somit nicht mit Membran bedeckt
sein. Im rechten Teil der Abbildungen kénnen eindeutig die Umrisse der einzelnen
gespreiteten GUVs anhand der Fluoreszenz auf den Porenstegen erkannt werden.
Ein Grofsteil der Poren in diesem Bereich zeigt eine intensive Fluoreszenz, sodass
hier von einer Bedeckung durch eine Membran ausgegangen werden kann. Die
poreniiberspannende Membran erscheint dabei heller als die Stegbereiche, da sie
keinen direkten Kontakt zur fluoreszenzloschenden Oberfldche besitzt.

Die porosen Substrate wurden fiir diese Art der Funktionalisierung zunachst

im Argonplasma (1 min) gereinigt und anschlieffend kopfiiber im Rezipienten des
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Abbildung 4.20: Fluoreszenzmikroskopische Abbildungen gespreiteter Membranen auf einem
offenporigen Substrate, dessen Poren von der Riickseite mit Gold beschichtet wurden. MafSstab:
30 um (A), 20 um (B).

Sputtercoaters platziert. Um eine moglichst diffuse Verteilung der Goldatome in der
Prozesskammer zu erreichen, wurde ein Reaktandgasdruck von 0.1 mbar und ein
geringer Sputterstrom von 20 mA eingestellt. Es wurde eine Goldschicht von 150 nm
Dicke aufgetragen. Da die Poreninnenseiten nicht optimal zugdnglich sind, wird
hier jedoch nur ein Bruchteil der gemessenen Schichtdicke erreicht. Zuletzt wurde
die Substratoberseite im Sauerstoffplasma (30s) aktiviert und moglichst schnell
in Puffer tiberfiihrt. Nach sofortiger Zugabe von GUVs (20 uL) wurde fiir 30 min

inkubiert.

Bei der zweiten Methode wurde die Substratoberseite selektiv durch Hochva-
kuum-Metallverdampfung mit Gold beschichtet und durch Inkubation in einer
Thiollosung funktionalisiert. Wie anhand der Abbildung zu erkennen ist,
kann bei Einsatz eines hydrophil terminierten Thiols auf dem Gold eine stark
hydrophile Porenstegfldche erhalten werden. Die unbehandelte Substratoberflache
an den Poreninnenseiten wurde nicht hydrophilisiert, sodass ebenfalls die erfor-
derliche Orthogonalitdt der Funktionalisierung erreicht wurde. Das Ergebnis des

Spreitens von GUVs auf einem Substrat, das auf diese Weise behandelt wurde, ist

in Abbildung gezeigt.
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Abbildung 4.21: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines gespreiteten Riesenvesikels auf einem
offenporigen Substrat, welches mit Gold bedampft und hydrophil funktionalisiert wurde. Maf$stab:
10 um.

In diesem Fall ist ebenfalls die durch den gespreiteten GUV bedeckte Flache
zu erkennen. Es fallt jedoch auf, dass durch die Goldschicht die Fluoreszenz der
Membran auf den Porenstegen vollstindig geloscht wird. Es kann deshalb nicht
unterschieden werden, ob ein Bereich mit Membran bedeckt ist oder nicht. Mem-
braniiberspannte Poren hingegen zeigen eine intensive Fluoreszenz, sodass die
tiberspannte Flache anhand des charakteristischen hexagonalen Porenmusters er-

kennbar wird.

Im Gegensatz zu der zuvor beschriebenen Funktionalisierungsstrategie ist er-
kennbar, dass eine deutlich homogenere Bedeckung der Poren durch die Membran,
mit nur wenigen Fehlstellen durch Reifsen des freistehenden Membranbereichs,
vorliegt. Dies ldsst auf eine hohe Stabilitdt der gebildeten Membran schlieflen. Aus
diesem Grund wurde im weiteren Verlauf der Arbeit diese Funktionalisierungsstra-
tegie bevorzugt eingesetzt. Falls nicht anders angegeben erfolgte die Funktionali-

sierung der verwendeten Substrate standardmafSig nach folgendem Protokoll.

Zunidchst wurden die Substrate im Argonplasma (1 min) gereinigt und in den
Rezipienten des Sputtercoaters tiberfiihrt. Hier wurden sie fiir 10 s mit Titan besput-

tert (0.05 mbar, 40 mA), wodurch sich die Haftung des anschlieffend aufgebrachten
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Goldes verbessert. Die Substrate wurden in der Bedampfungsanlage senkrecht
unterhalb der Verdampferquelle platziert und die Vakuumkammer bis zu einem
Druck von 1 X 107®bar (3h) evakuiert. Die Goldbeschichtung in einer Dicke von
~ 30 nm erfolgte mit einer Geschwindigkeit von 0.5-1.5nm/s (55-65 A). Nach dem
Beliiften wurden die Substrate in die frisch hergestellte Thiollosung (1 mm Thiol in
n-Propanol, 3 mL) tiberfiihrt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Fiir die Erzeugung poreniiberspannender Membranen wurde ein Substrat aus der
Thiollosung entnommen, mit Puffer (30 mL) gespiilt und mdoglichst schnell in eine
mit Puffer (2.5 mL) gefiillte Messkammer eingesetzt. Hierbei wurde darauf geachtet,
dass das Substrat stets mit Puffer benetzt war. Sofort im Anschluss wurden 20 uL
GUV-Losung auf die Substratoberflache aufgebracht und fiir 30 min inkubiert. Die

Membranbildung konnte fluoreszenzmikroskopisch tiberpriift werden.

4.2.3 Funktionalisierungsstrategien fir geschlossenporige

Systeme

Die zuletzt vorgestellte Funktionalisierungsstrategie fiir offene pordse Systeme
lasst sich direkt auf die geschlossenen Substrate iibertragen, da alle Arbeitsschritte
von der Oberseite her erfolgen. Dies fiihrt hier ebenfalls zu einer stabilen und
reproduzierbaren Membranbildung.

Nachteil dieser Praparation bleibt jedoch die fluoreszenzloschende Wirkung der
Goldbeschichtung, durch die eine Detektion der Membran auf den Stegen nicht
moglich ist. Um dies zu dndern wurde eine Strategie entwickelt, um die Goldbe-
schichtung selektiv von der Oberfldche der Porenstege zu entfernen. Eine schema-
tische Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte ist in Abbildung dargestellt.

Das Substrat wurde zunéchst im Argonplasma (1 min) gereinigt und mit Hilfe
des Sputtercoaters mit Gold beschichtet (30 nm, 0.05 mbar, 20mA). AnschliefSlend
wurde es in einer CPEO3-Losung (1 mm CPEO3 in 3 mL n-Propanol) tiber Nacht bei
4 °C inkubiert.
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Abbildung 4.22: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Funktionalisierung geschlossen-
poriger Substrate durch Ablosen der Goldschicht auf den Porenstegen. (A) Lufteinschluss in den
Poren aufgrund der zuvor erzeugten hydrophoben Oberfliche. (B) Entfernen des Goldes auf den
Porenstegen durch lod/Kaliumiodid-Losung. (C) Situation nach Spiilen und Trocknen des Substrats.
(D) Erhaltene Oberflichentopographie nach der abschlieffenden Aktivierung im Sauerstoffplasma.
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Das funktionalisierte Substrat wurde aus der Losung entnommen und im Stick-
stoffstrom getrocknet. Beim Eintauchen in MilliQ-Wasser wurde aufgrund der
stark hydrophoben Oberfliche das Wasser am Eindringen in die Poren gehindert
und eine Luftblase in den Poren eingeschlossen (Abb. £.22]A). Durch Zugabe von
Iod/Kaliumiodid-Losung (gesittigt) konnte das Gold gelost werden. Dies erfolgte
jedoch nur dort, wo die Substratoberfldche in Kontakt mit der wéassrigen Losung
stand. Die Goldschicht innerhalb der Poren wurde durch die eingeschlossene Luft
tir eine begrenzte Zeit (etwa 2 min) geschiitzt (Abb. B). Die Iod/Kaliumiodid-
Losung wurde fiir 90s auf dem Substrat belassen und im Anschluss mit Was-
ser und Ethanol gespiilt. Das erhaltene Substrat (Abb. £.22]C) wurde zuletzt im

Sauerstoffplasma (1 min) aktiviert, sodass eine hydrophile Stegoberfldche erhalten
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werden konnte. Durch das auf den Innenseiten der Poren verbliebene Gold ist diese
bedeutend weniger hydrophil, sodass beim Spreiten von GUVs die Poren durch
die Membran stabil tiberspannt werden konnten. Abbildung zeigt eine fluores-
zenzmikroskopische Aufnahme eines nach dieser Methode prédparierten Substrats

auf dem GUVs mit dem Fluoreszenzfarbstoff Texas Red (1 mol%) gespreitet wurden.

Abbildung 4.23: Poreniiberspannende Membran auf einem Substrat mit geschlossenen Poren. Oben
und rechts ist ein Schnitt in Z-Richtung entlang der indizierten farbigen Linien gezeigt. Der
lipidgebundene Farbstoff ist rot (lexas Red), durch die Membran eingeschlossener wasserloslicher
Farbstoff griin (Pyranin) dargestellt. Maf$stab: 10 um.

Vor dem Spreiten der GUVs wurde ein wasserloslicher Fluoreszenzfarbstoff (Py-
ranin, 20 mm) in die Messkammer gegeben und im Anschluss an die Membranbil-
dung durch Spiilen mit Puffer entfernt. Durch Aufnahme mehrerer Bilder entlang
der Z-Achse (Z-Stapel) war es moglich einen Querschnitt der Poren zu visualisieren
(Abb. oberer und rechter Rand). Es zeigt sich, dass der 16sliche Farbstoff unter
der poreniiberspannenden Membran (PSM) in den Poren eingeschlossen und fluo-
reszenzmikroskopisch detektiert werden konnte. Dies ist die erste Voraussetzung
tiir die Beobachtung des Vesikelinhalts nach der Fusion mit der PSM. Weiterhin fallt
eine starke Auswolbung der PSMs iiber den Poren auf. Dieser Effekt konnte spéter,

nach eingehenden Untersuchungen durch Gleisner et al., auf einen Osmolaritéts-
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unterschied zwischen Pore und dem umgebenden Puffer, hervorgerufen durch die
Sucrose aus der GUV-Losung, zuriickgefithrt werden. ¥ Durch den osmotischen
Druck in der Pore stromt Wasser entgegen der vorherrschenden Membranspannung

ein und deformiert die PSM, bis ein Gleichgewichtszustand erreicht wird.

4.2.4 Diffusionsverhalten von Lipiden und Proteinen in

poreniberspannenden Membranen

Eine wichtige Voraussetzung fiir die erfolgreiche Durchfiihrung von Fusionsexpe-
rimenten auf porentiberspannenden Membranen ist die Mobilitdt der an der Fusion
beteiligten Proteine in der Membran. Zum einen miissen fiir eine erfolgreiche Fusion
das in den Vesikeln lokalisierte Synaptobrevin mit dem AN-Akzeptorkomplex in
der PSM in Kontakt kommen und zum anderen miissen fiir ein Fusionsereignis
mebhr als ein SNARE-Komplex ausgebildet werden.®/ Eine freie Diffusion der AN-
Komplexe, zu dem Ort an dem der Vesikel mit der PSM in Kontakt tritt, ist daher
zwingend erforderlich. Durch die Verwendung fluoreszenzmarkierter Proteine zur
Bestimmung ihrer Mobilitdt, kann zuséatzlich der Erfolg der Rekonstitution in die

PSM direkt tiberpriift werden.
Da das fiir den AN-Akzeptorkomplex verwendete SNAP25a nicht tiber die im bio-

logischen System vorhandenen Palmitoylseitenketten, welche es an die Membran
binden, verfiigt, ist der Komplex ausschliefilich durch die Transmembrandoméne
des Synatxins in der PSM verankert. Daher wurde fiir die Mobilitdtsbestimmung zu-
néchst ein fluoreszenzmarkiertes synthetisches Analogon der transmembranstan-
digen a-Helix (Atto647N-Syntaxin 1A-TMD, 0.0055mol%, 1:18000 Peptid/Lipid-

Verhiltnis) eingesetzt.

Das Diffusionsverhalten von Lipiden und Proteinen in PSM wurde mit Hil-
fe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) in Kooperation mit Dragomir

Milovanovic (Abteilung Jahn, Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie,
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Gottingen) untersucht. Der theoretische Hintergrund, sowie die Durchfithrung der
Messungen sind in Kapitel dargestellt.

Abbildung zeigt wahrend der FCS-Messungen aufgenommene Bilder der
PSM. Es ist zu erkennen, dass sowohl der lipidgebundene Fluoreszenzfarbstoff
(Atto488-DPPE, 0.01 mol%, 1:10000 Farbstoff/Lipid-Verhiltnis), als auch die mar-
kierte Transmembrandoméne des Syntaxins homogen in der Membran verteilt vor-
liegt. Dies belegt die erfolgreiche Inkorporation des Peptids mittels der verwendeten
Methode.

';

Abbildung 4.24: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der rekonstituierten Transmembrandomii-
ne von Syntaxin 1A in poreniiberspannenden Membranen. Dargestellt sind die Fluoreszenzsignale
des lipidgebundenen Farbstoffs Atto488-DPPE (A, 0.01 mol%, griin), der mit Atto647N markierten
synthetischen Transmembrandomine von Syntaxin 1A (B, 0.0055 mol%, rot), sowie eine Uberlage—
rung beider Signale (C). Mafistab: 3 um.

Die bei den Messungen erhaltenen Autokorrelationskurven nach Gleichung
(Kapitel S. p6) sind in Abbildung gezeigt. Die Anpassung von Glei-
chung3.3|(Kapitel[3.6.2} 56) liefert fiir den lipidgebundenen Farbstoff Atto488-DPPE
einen Diffusionskoeffizienten von 7.7 £ 0.4 um?/s (Abb. A) und stimmt damit
gut mit den in der Literatur angegebenen Koeffizienten fiir die Lipiddiffusion in
GUVs, %8 gowie freistehenden Membranen 82 (black lipid membranes, BLMs) tiberein.
Zusitzlich ist in Abb. f.25/A eine Messung im Bereich der Porenstege gezeigt
(blaue Kurve). Ihr Verlauf verdeutlicht, dass die Fluoreszenzintensitit, aufgrund der
Loschung durch das Gold auf der Stegoberfliche, zu gering fiir eine Bestimmung
des Diffusionskoeffizienten war. Eine Anpassung von Gleichung 3.3| fithrt hier zu

keinem sinnvollen Ergebnis.
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Abbildung 4.25: Autokorrelationskurven der FCS-Messungen der  Syntaxin = 1A-
Transmembrandomine bei Anregungswellenlingen von 488nm (A, Atto488-DPPE, griin)
und 633nm (B, Atto647N-Syntaxin 1A-TMD, rot). Die blaue Kurve in A reprisentiert eine
Messung auf dem Stegbereich, welche aufgrund der starken Fluoreszenzldschung nicht analysiert
werden konnte.

Fiir die Transmembranhelix des Syntaxins wurde ein Diffusionskoeffizient von
3.4+0.2 um?/s ermittelt (Abb. B). Dieser liegt etwas hoher als der von Bacia
et al. fiir die Diffusion von Syntaxin 1A in GUVs angegebene Koeffizient von
2.5+0.5 um?/s.11 Die leichte Erhohung war jedoch durch die fehlenden cytoso-
lischen Anteile des Syntaxins zu erwarten.

Zusétzlich wurden die FCS-Messungen fiir das vollstindige Syntaxin 1A in
Zusammenarbeit mit Raphael Hubrich wiederholt. Hierbei wurde eine Alexa488
markierte Variante von Syntaxin 1A mit einer Konzentration von 0.2 mol% (1:500
Protein/Lipid-Verhéltnis) sowie der lipidgebundene Fluoreszenzfarbstoff KK114-
DPPE in einer Konzentration von 0.01 mol% (1:10000 Farbstoff/Lipid-Verhdltnis)
verwendet. Die Proteinrekonstitution erfolgte nach der Methode, welche in Kapitel
eingehend vorgestellt wird. Die Fluoreszenzaufnahmen (Abb. zeigen den
Erfolg der Rekonstitution, wobei eine inhomogene Verteilung des Proteins auf-
fallt. Zuriickzufiihren ist dies auf homotypische Protein-Protein-Wechselwirkungen
zwischen den SNARE-Bindungsmotiven der Syntaxinmolekiile, wodurch Cluster
gebildet werden.P?1% Da die Cluster aufgrund ihrer Grofe bedeutend langsamer
diffundieren, konnte dennoch ein Diffusionskoeffizient fiir das freie Syntaxin be-

stimmt werden.
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4. Ergebnisse

A

Abbildung 4.26: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Syntaxin 1A in poreniiberspannenden
Membranen. Dargestellt sind die Fluoreszenzsignale des lipidgebundenen Farbstoffs KK114-DPPE
(A, 0.01mol%, rot), des mit Atto488 markierten Syntaxins 1A (B, 0.2mol%, griin), sowie eine
Uberlagerung beider Signale (C). Mafstab: 5 um.

Die Autokorrelationskurven der FCS-Messungen sind in Abbildung darge-
stellt. Die Anpassung von Gleichung [3.3] (Kapitel S. [p6) ergibt einen Diffu-
sionskoeffizienten von 7.4 +0.3 um?/s fiir die Lipiddiffusion (Abb. 4.27/A, KK114-
DPPE, rot). Die Diffusionskoeffizienten fiir die unterschiedlich markierten Lipide
liegen damit beide innerhalb der Fehlergrenzen. Es konnte somit kein Einfluss des
Fluoreszenzfarbstoffs auf die Diffusion des Lipidankers in der Membran festgestellt

werden.

Der Koeffizient fiir Atto488-Syntaxin 1A liegt bei 2.3 +0.5 um?/s (Abb. B,
griin) und stimmt damit sehr gut mit dem Wert von Bacia et al. iiberein./!l Dies
bestétigt, dass das Diffusionsverhalten von Lipiden und Proteinen mit dem in
der Membran eines GUVs {ibereinstimmt. Dieses Ergebnis unterstreicht die gute
Eignung der poreniiberspannenden Membranen als Modellsystem fiir die Untersu-

chung der Membranfusion.

Wie oben beschrieben konnte anhand der FCS-Messungen, aufgrund der starken
Fluoreszenzloschung auf den Porenstegen, jedoch nicht gekldart werden, in wie
weit die Proteine in der Lage sind diese zu iiberqueren. Hierzu wurden fluo-
rescence loss in photobleaching (FLIP)-Messungen durchgefiihrt. Dabei werden die
Fluoreszenzfarbstoffe in einem kleinen Bereich eines Membranpatches iiber eine
langere Zeit durch starke Belichtung gebleicht. Fillt nun die Fluoreszenzintensitét

der gesamten Membran, kann von einem Austausch von gebleichten und nicht
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Abbildung 4.27: Autokorrelationskurven der FCS-Messungen des Syntaxin 1A bei Anregungswel-
lenlingen von 633 nm (A, KK114-DPPE, rot) und 488 nm (B, Atto488-Syntaxin 1A, griin).

gebleichten Molekiilen zwischen dem Bleichfleck und der umgebenden Membran-
flache ausgegangen werden. Hierzu miissen die fluoreszenzmarkierten Molekiile
die Porenstege iiberqueren.

Abbildung [#.28 und [4.29] zeigen das FLIP-Experiment fiir das fluorezenzmar-

kierte Lipid Atto488-DPPE sowie fiir die Transmembrandoméne von Syntaxin 1A
(Atto647N-Syntaxin 1A-TMD). Die poreniiberspannende Membran wurde hier-
fir analog zu den FCS-Experimenten prépariert, mit Ausnahme einer hoheren
Peptidkonzentration (1:6000, Peptid/Lipid). Die Experimente wurden mit Hilfe
eines konfokalen Laserrastermikroskops (CLSM, vergl. Kapitel 3.6.1) durchgefiihrt.
Das Bleichen der Farbstoffe erfolgte im markierten Bereich 1 durch gleichzeitiges
Belichten mit Lasern der Wellenldngen 488nm und 633 nm {iber eine Zeit von
500s. Die Membran wurde vor dem Bleichen sowie im Anschluss fiir weitere 100s
abgebildet.

In Abbildung [4.28 und [4.29]ist jeweils ein Membranpatch vor (A) und nach (B)

dem Bleichen gezeigt, sowie der normalisierte Verlauf der mittleren Fluoreszenzin-

tensitdt innerhalb der Bereiche 1 (Bleichfleck) und 2 (gesamter Membranpatch)
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die mittlere Intensitdt nach dem Bleichen sowohl
im Bleichfleck, als auch im gesamten Membranbereich abgenommen hat. Dies ist im
Fall des Lipids deutlich ausgepragter (Abfall auf 0.53 der Ausgangsintensitét) als fiir
das Peptid (Abfall auf 0.93). Zuriickzufiihren ist dieses Verhalten auf die stark un-
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4. Ergebnisse

terschiedlichen Laserleistungen (Argonionenlaser 488 nm =25mW, Helium-Neon-
Laser 633nm =5mW), die geringere Ausgangsintensitdt des peptidgebundenen
Farbstoffs, sowie die hohere Stabilitat des roten Fluoreszenzfarbstoffs. Dennoch
bestédtigen die Experimente, dass sowohl der lipidgebundene Fluoreszenzfarbstoff
als auch die Transmembrandoméne des Syntaxins in der Lage sind die Porenstege

zu tiberqueren.
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Abbildung 4.28: Fluoreszenzmikroskopische Abbildung der mit Atto488-DPPE dotierten poren-
iiberspannenden Membran (Bereich 2) vor (A) und nach (B) dem Bleichen (tyi, = 500s) von
Bereich 1. Maf$stab: 10 um. (C) Mittlere Intensititsverliufe in Bereich 1 und 2 normalisiert auf
einen Referenzbereich (Io(t)) innerhalb eines anderen Membranpatches der vollstindigen Abbildung.
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Abbildung 4.29: Fluoreszenzmikroskopische Abbildung der mit Atto647N-Syntaxin 1A-TMD
dotierten poreniiberspannenden Membran (Bereich 2) vor (A) und nach (B) dem Bleichen
(tpieicn = 500s) von Bereich 1. Maf$stab: 10 um. (C) Mittlere Intensititsverliufe in Bereich 1
und 2 normalisiert auf einen Referenzbereich (Io(t)) innerhalb eines anderen Membranpatches der
vollstindigen Abbildung.
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4. Ergebnisse

4.3 Rekonstitution der SNARE-Proteine in groBe und

riesige Vesikel

Der Nachweis fiir eine funktionelle Rekonstitution der SNARE-Proteine in Vesikel
wurde mit Hilfe von Fusionsexperimenten in Losung erbracht. Hierzu wurden
zwei Vesikelpopulationen, wovon eine mit Oregon Green und die jeweils andere
mit Texas Red dotiert waren, in einer Kiivette zusammengegeben. Die Vermischung
der Lipide, als Folge der Fusion, konnte anhand des FRET-Effekts zwischen Oregon
Green (Donor) und Texas Red (Akzeptor) verfolgt werden (vergl. Kapitel[3.1.2} S.[20).
Die Rekonstitution der SNARE-Proteine in die unterschiedlich grofien Vesikel wur-
de in Kapitel 3.3/ (S. [37)) beschrieben. Die Vesikel, in die der AN-Akzeptorkomplex
eingebracht wurde, enthielten dabei den lipidgebundenen Fluoreszenzfarbstoff
Oregon Green, die Vesikel mit rekonstituiertem Synaptobrevin-2 den Farbstoff Texas

Red. Die Durchfithrung der Fusionsexperimente in Losung ist in Kapitel (S.
dargestellt.

Abbildung zeigt die Verldufe der Fluoreszenzintensitdt des FRET-Akzep-
torfluorophors normiert auf die Ausgangsintensitiat nach der Zugabe der zweiten
Vesikelpopulation (Iy =I(t = 0)). In Abb.[4.30/A ist ein Experiment mit den zunéchst
hergestellten SUVs gezeigt (rote Kurve). Die Akzeptorfluoreszenz steigt hierbei be-
reits innerhalb der ersten 100 s stark an und erreicht bis zum Ende der Messung das
1.85 fache des Ausgangswerts. Um zu ermitteln ob der beobachtete Anstieg auf die
Aktivitat der enthaltenen SNARE-Proteine zuriickzufiihren ist wurde ein Blindex-
periment durchgefiihrt. Hierzu wurden die Vesikel mit dem AN-Akzeptorkomplex
vor der Messung mit der 16slichen SNARE-Bindungssequenz von Synaptobrevin-
2 (AS 1-96) inkubiert. Durch die Bindung an den Akzeptorkomplex, wird dieser
fiir eine weitere Bindung von Synaptobrevin-2 aus der zweiten Vesikelpopulation
blockiert. Der Anstieg der Texas Red Fluoreszenz konnte in diesem Experiment

nahezu vollstandig unterbunden werden (griine Kurve). Dieses Ergebnis bestitigt,
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4.3. Rekonstitution der SNARE-Proteine in groBe und riesige Vesikel

dass die funktionelle Rekonstitution erfolgreich war, da eine Fusion der Vesikel nur

durch die Aktivitdt der SNARE-Proteine moglich war.
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Abbildung 4.30: Fluoreszenzspektroskopische Messung der Intensitit der Akzeptorfluoreszenz
(Texas Red) iiber die Zeit. (A) Fusion von SUVs mit rekonstituierten SNARE-Proteinen (rot).
Blindexperiment mit blockiertem AN-Akzeptorkomplex (griin). (B) Fusion von GUVs, dotiert mit
dem AN-Akzeptorkomplex, mit LUV, dotiert mit Synaptobrevin-2 (dunkelrot). Blindexperiment mit
blockiertem AN-Akzeptorkomplex (blau). Die Intensititswerte wurden normiert auf Iy = I(t = 0).

In Abb. [4.30/B ist das Ergebnis eines Experiments mit GUVs und LUVs gezeigt,
welche im Verlauf des Rekonstitutionsprotokolls aus proteinhaltigen SUVs herge-
stellt wurden. Auch hier ist ein Anstieg der Akzeptorfluoreszenz zu beobachten
(dunkelrote Kurve). Der Anstieg verlduft jedoch deutlich langsamer. Das Blindex-
periment zeigt, dass die Fusion durch die Blockierung des Akzeptorkomplexes
vollstandig verhindert werden konnte (blaue Kurve). Eine funktionelle Rekon-
stitution der SNARE-Proteine in die, fiir die anschlielenden Fusionsexperimente
auf poreniiberspannenden Membranen benétigten, Vesikel konnte somit bestétigt

werden.
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4. Ergebnisse

4.4 Detektion SNARE-Protein vermittelter
Membranfusion einzelner Vesikel auf

porenuberspannenden Membranen

Die bis zu diesem Punkt erbrachten Ergebnisse schaffen die Voraussetzungen fiir
eine erfolgreiche Untersuchung SNARE-vermittelter Fusion auf poreniiberspan-
nenden Membranen. Es konnte gezeigt werden, dass die heterolog expremierten
SNARE-Proteine (Kapitel funktional in Vesikel unterschiedlicher GrofSe rekon-
stituiert werden konnten (Kapitel 4.3). Weiterhin wurden Funktionalisierungsstrate-
gien fiir die zur Verfiigung stehenden porosen Substrate entwickelt, die eine repro-
duzierbare Prdparation poreniiberspannender Membranen ermdoglichen (Kapitel
[4.2). Die Mobilitat von Lipiden und Proteinen innerhalb der poreniiberspannenden
Membranen wurde anhand von FCS-Experimenten untersucht und eine Diffusion

innerhalb der Poren, sowie iiber die Porenstege hinweg nachgewiesen (Kapitel
4.2.4).

Fiir die Beobachtung einzelner Vesikelfusionsereignisse wurden poreniiberspan-
nende Membranen durch Spreiten von GUVs auf hydrophil funktionalisierten poro-
sen Substraten erzeugt. Die Substrate besafien eine offene porose Struktur mit einem
Porendurchmesser von 1.2 ym und wurden mit Hilfe der Hochvakuummetallver-
dampfung mit Gold beschichtet (Kapitel 4.2.2). Auf die Goldbeschichtung wurde
eine hydrophile Funktionalisierung durch Chemisorption von 1-Mercaptohexan-
6-ol aufgebracht. Die verwendeten GUVs (DOPC/POPE/POPS/Cholesterin, 5:2:1:2)
waren mit Oregon Green (1 mol%) dotiert und enthielten den rekonstituierten AN-

Akzeptorkomplex in einem Protein zu Lipid Verhéltnis von 1:1000 (Kapitel S.
37).

Das Spreitergebnis wurde fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die porentiber-
spannenden Membranbereiche (Membran-Patches) besaflen Durchmesser zwischen

10 und 150 um, je nach Grofie des gespreiteten Vesikels. Fiir die Aufnahme einer
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4.4. Detektion SNARE-Protein vermittelter Membranfusion einzelner Vesikel

Zeitserie wurden Patches gewdhlt, welche grofier als die beobachtete Fldche von
40 x40 um? waren, sodass die gesamte Bildflaiche mit Membran bedeckt war.
Hierdurch wurde eine Detektion von Vesikeln, welche unspezifisch auf nicht
mit Membran bedeckte Bereiche der Substratoberfliche adsorbierten, verhin-
dert. Direkt vor dem Start der Aufnahme wurden Texas Red (1 mol%) dotierte
LUVs (0.5-1uL) auf die Membran gegeben (vergl. Kapitel S.[58). Die LUVs
(DOPC/POPE/POPS/Cholesterin, 5:2:1:2) enthielten rekonstituiertes Synaptobrevin-
2 in einem Protein zu Lipid Verhiltnis von 1:1000 (Kapitel[3.3). Es wurden pro Zeitse-
rie 2500 Bilder tiber einen Zeitraum von 306s aufgenommen (Kapitel [3.6.1). Die
Detektion erfolgte spektral getrennt im griinen (Oregon Green, poreniiberspannede

Membran) sowie roten (Texas Red, Vesikel) Kanal.

Wihrend einer Zeitserie konnte beobachtet werden, wie die Vesikel frei tiber
der Membranoberfldche diffundierten. Kamen Vesikel mit der Membran in Kontakt
konnten sie an diese binden (Docking) und im weiteren Verlauf mit ihr fusionieren.
In Abbildung[4.31]A ist eine Bildabfolge eines einzelnen Fusionsereignisses gezeigt,
die alle charakteristischen Eigenschaften eines solchen Ereignisses beinhaltet. Zu-
sdtzlich sind die Intensitdtsverldufe des griinen und roten Kanals tiber die Zeit
dargestellt (Abb.[4.31|C). Diese wurden durch Integration der Fluoreszenzintensita-
ten innerhalb einer kreisformigen region of interest (ROI) um den Schwerpunkt des
Vesikels erhalten (gelber Kreis in Abb.[4.31|A a). Die einzelnen Bilder in Abb. 4.3T]A
(a—f) wurden entsprechend der markanten Punkte im Intensitétsverlauf @.31]Ca-
f) gewahlt. Zuletzt sind in Abbildung [4.31|B die fiir die Zeitpunkte a—f postu-
lierten Zwischenstufen der Fusion schematisch dargestellt. Die Membranen sind
dabei entsprechend dem enthaltenen Fluoreszenzfarbstoff gefarbt. Die Diffusion

der Farbstoffe wahrend der Fusion ist mit Hilfe von Pfeilen angedeutet.

Zum Zeitpunkt a ist der Vesikel noch nicht innerhalb der ROI und die Fluores-
zenzintensitdten liegen auf einem konstanten Niveau, ihrer jeweils individuellen
Basislinie. Der Vesikel diffundiert in die ROI und bindet an die Membran. Dies fiithrt

zu einem sprunghaften Anstieg der Intensitdt im roten Kanal auf ein hohes Niveau
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Abbildung 4.31: (A) Zeitliche Abfolge von Fluoreszenzbildern der Fusion eines einzelnen,
Synaptobrevin-2 dotierten Vesikels mit einer poreniiberspannenden Membran, welche den AN-
Akzeptorkomplex enthielt. Dargestellt sind die Oregon Green Fluoereszenz der Membran (oben) sowie
die Texas Red Fluoreszenz des Vesikels (unten). Die weiflfen Kreise markieren den Bereich in dem
das Ereignis stattfindet, der gelbe Kreis in a entspricht der Fliche aus der die zeitlichen Anderungen
der Fluoreszenzintensititen ausgelesen wurden die in (C) dargestellt sind. MafSstab=>5 um. (B)
Schematische Darstellung der postulierten Fusionszwischenstufen zum Zeitpunkt der Bildaufnahme.
Die Membranen wurden dem enthaltenen Fluoreszenzfarbstoff entsprechend gefirbt. (C) Zeitlicher
Verlauf der relativen Intensititen der Oregon Green (griin) und Texas Red (rot) Fluoreszenz wihrend
des Fusionsereignisses. (a—f) Zeitpunkte der Bildaufnahme in (A). Die gestrichelten blauen Linien
sollen die drei unterschiedlichen Intensitiitsniveaus verdeutlichen.
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(b). Da zu diesem Zeitpunkt noch keine Vermischung der Lipide auftritt, verbleibt
die Intensitdt des griinen Kanals auf der Basislinie. Die Intensitdten blieben bis zum
Einsetzen der Fusion konstant (gedockter Zustand). Zum Zeitpunkt der Fusion (c)
verbinden sich die dufieren Lipidschichten der poreniiberspannenden und der Vesi-
kelmembran. Hierbei vermischen sich die Lipide, sodass es zu einem FRET zwischen
Oregon Green und Texas Red kommen kann. Dies ist in den Intensitdtsverlaufen
durch einen Anstieg der Intensitdt des roten und einen gleichzeitigen Abfall des
griinen Kanals zu erkennen (Abb. £.31|C c). In den Fluoreszenzaufnahmen in Abb.
4.3TA c kann ein leichtes Aufleuchten des Vesikels und eine leichte Verdunklung
der umgebenden Poren erkannt werden. Der rote Fluoreszenzfarbstoff diffundiert
dabei aus der dufleren Schicht der Vesikelmembran heraus und verteilt sich in
der poreniiberspannenden Membran, wihrend der griine Fluoreszenzfarbstoff in
die dufere Lipidschicht des Vesikels hinein diffundiert (Abb. [£.31|Bc). Durch den
Verlust des roten Farbstoffs féllt die Intensitdt im roten Kanal nach einem kurzen
Anstieg auf ein Niveau zwischen dem gedockten Zustand und der Basislinie ab.
Der Eintrag des griinen Farbstoffs fiihrt zu einem Anstieg der griinen Fluoreszenz
innerhalb des ROIs (Abb. §.3T]Cd). In den Fluoreszenzbildern ist zu erkennen,
dass der Vesikel nun auch im griinen Kanal sichtbar ist (Abb. #.31|A d). Es wird
davon ausgegangen, dass es sich hierbei um eine Zwischenstufe der Fusion handelt
in der die innere Lipidschicht des Vesikels noch intakt ist und nur die dufseren
Lipidschichten der Membranen verbunden sind (hemifusionierter Zustand). Der
Vesikel bleibt in diesem Zustand fiir eine Zeit stabil. Verbinden sich auch die inneren
Lipidschichten kommt es zu einem vollstdndigen Verlust des roten Farbstoffs und
die dreidimensionale Struktur des Vesikels geht in die planare, poreniiberspannen-
de Membran tiber, wodurch die Intensitaten in beiden Fluoreszenzkanalen wieder

auf das Ausgangsniveau zuriickkehren (e —f).

Um die Abhédngigkeit der beobachteten Ereignisse von der Funktionalitit der ent-
haltenen SNARE-Proteine nachzuweisen wurden Blindexperimente durchgefiihrt.

Zundchst wurde, analog zu den Vesikelfusionsexperimenten in Losung (Kapitel
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4.3), der AN-Akzeptorkomplex durch Inkubation der GUVs (30min) vor dem
Spreiten mit der 16slichen SNARE-Bindungssequenz von Synaptobrevin-2 (AS 1-
96) blockiert. Das Ergebnis diese Experiments ist in Abbildung dargestellt. Im
oberen Teil der Abbildung ist die beobachtete Fldche eines Fusionsexperiments mit
funktionellen SNARE-Proteinen vor (A) und nach (B) der Aufnahme der Zeitserie
gezeigt. Hier ist zu erkennen, dass zu Beginn nur wenige rote Vesikel auf der Ober-
flache zu finden sind. Am Ende der Zeitserie sind viele Vesikel auf der Oberfldche
gedockt, von denen einige auch Fluoreszenz im griinen Kanal aufweisen und sich
somit in einem hemifusionierten Zustand befinden (weifde Kreise). Die Aufnahmen
zu Beginn und am Ende des Blindexperiments weisen nahezu keinerlei Fluoreszenz
im roten Kanal auf. Im Verlauf des Experiments diffundierten die Vesikel iiber die
Oberfldche zeigten aber keine Interaktion mit der poreniiberspannenden Membran.

Es sind keine Verdnderungen im griinen Fluoreszenzkanal zu erkennen.

Abbildung 4.32: Fluoreszenzmikroskopische Abbildungen der beobachteten Membranfliche vor (A)
und nach (B) der Durchfiihrung eines Fusionsexperiments. Die weifSen Kreise markieren Vesikel
die sich im hemifusionierten Zustand befinden und somit ein beiden Fluoreszenzkanilen sichtbar
sind. (C) und (D) zeigen Aufnahmen eines Experiments mit blockiertem AN-Akzeptorkomplex (siehe
Text). Jeweils links ist die Fluoreszenz von Oregon Green und rechts die des Texas Red abgebildet.
Mafstab =7 um (Porendurchmesser A/B=1.2 um, C/D =2 um).
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Experimente mit poreniiberspannenden Membranen welche nur Syntaxin-
1A (183-288) ohne SNAP25a und das Fragment von Synaptobrevin-2 (AS 49—
96) enthielten zeigten das gleiche Verhalten. Die Vesikel mit dem enthaltenen
Synaptobrevin-2 waren auch hier nicht in der Lage an die Membran zu binden.
Dies bestitigt eindeutig, dass die hier beobachteten Ereignisse ausschlieflich auf
die Funktion der enthaltenen SNARE-Proteine, sowie die korrekte Ausbildung des

SN ARE-coiled-coil-Komplexes zuriickzufiihren ist.

4.4.1 Durchfuhrung der Experimente

Fiir die Anregung der Fluoreszenz wurde ausschlieSlich ein Laser der Wellenldn-
ge 488nm verwendet, was nahe dem Absorptionsmaximum von Oregon Green
(501 nm) liegt. Die Fluoreszenz von Texas Red wurde nicht explizit angeregt, da der
Forsterresonanzenergietransfer (FRET) zwischen Oregon Green und Texas Red als
Indikator fiir die Lipidvermischung bei der Fusion dienen sollte. Durch das breite
Absorptionsspektrum von Texas Red (Abb. wird jedoch dessen Fluoreszenz zu
einem geringen Teil mit angeregt, wodurch die Vesikel auf der Membranoberflache
auch ohne den FRET sichtbar waren. Hierdurch ist die Auspragung des FRET-
Effekts zwar verringert, die Vesikel konnten jedoch auch ohne das Einbringen eines
weiteren Fluoreszenzfarbstoffs in das System beobachtet werden. Eine explizite An-
regung des Farbstoffs in den Vesikeln wurde getestet und fiihrte erwartungsgemaf
zu einer verbesserten Detektierbarkeit der Vesikel, durch die stiarkere Anregung des
enthaltenen Farbstoffs. Bei der Auswertung der beobachteten Ereignisse zeigte sich
jedoch, dass der FRET gerade bei schnellen Fusionsereignissen oftmals das einzige
Unterscheidungsmerkmal zwischen einer Fusion und einem reversiblen Dockinger-
eignis darstellte, sodass die ausschliefSliche Anregung mit einer Wellenldnge von
488 nm beibehalten wurde.

Die Durchfiihrung eines Fusionsexperiments erfolgte durch die direkte Zugabe
der Vesikel auf die poreniiberspannende Membran. Pro Experiment wurde eine

Menge von 0.5-1uL der Vesikellosung mit einer Pipette auf den zuvor ausge-
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wihlten Bereich des Substrats gegeben. Durch die lokal begrenzte Zugabe war
es moglich, auf einem Substrat mehrere Messungen auf verschiedenen poren-
iberspannenden Membranbereichen durchzufiihren, ohne das diese im Vorfeld
mit Vesikeln kontaminiert wurden. Durch die freie Diffusion der Vesikel in der
Losung iiber dem Substrat verdiinnte sich die Konzentration an Vesikel tiber die
Dauer eines Experiments (306 s). Dies duflerte sich in einer abnehmenden Zahl von
Vesikel, die im Laufe der Zeit an die Oberfliche dockten. In Abbildung [4.33] sind
die Dockingzeitpunkte aller detektierten Vesikel als Histogramm dargestellt.
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Abbildung 4.33: Histogramm der Dockingzeitpunkte aller detektierten Vesikel iiber den Verlauf der
Zeitserien.

In der Literatur wird fiir Fusionsexperimente auf festkorperunterstiitzten Mem-
branen oder immobilisierten Vesikeln meist ein Flusszelle eingesetzt, wodurch die
Vesikelkonzentration in der Losung konstant gehalten wird. 5260101 Dieg hat den
Nachteil, dass auf jedem praparierten Substrat nur jeweils ein Experiment durchge-
fithrt werden kann, da die gesamte Membranoberfliche mit Vesikeln geséttigt wird.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierauf verzichtet, um moglichst viele Experimente
auf einem porosen Substrat durchfiihren zu konnen. Die kinetische Auswertung des
Fusionsprozesses wurde durch die abnehmende Vesikelkonzentration hingegen
nicht beeinflusst, da die einzelnen Vesikel erst nach der Bindung an die Membran

erfasst wurden. Es kann lediglich keine Aussage dariiber getroffen werden, wie
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grofd der Anteil an Vesikeln, die an die Oberflache docken, im Vergleich zu der

vorherrschenden Vesikelkonzentration ist.

4.4.2 Auswirkung der Auswerteparameter auf die Detektion der

Fusionsereignisse

Die Auswertung der aufgenommenen Zeitserien erfolgt im ersten Schritt mit einer
von Prof. Dr. B. Geil entwickelten Software. Hierbei wurden die Vesikel nach
Subtraktion eines Grenzwerts von der Fluoreszenzintensitdt des Texas Red Kanals
durch einen Partikeltrackingalgorithmus detektiert. Der Grenzwert wurde fiir jede
Zeitserie manuell angepasst, wobei ein pauschaler Grenzwert fiir alle Bilder einer
Zeitserie verwendet wurde. Die Anpassung erfolgte durch die Eingabe eines Faktors
zwischen 0 und 1 bezogen auf den Dynamikumfang der detektierten Fluoreszenzin-
tensitdten. Der Faktor wurde dabei so klein wie moglich gewéhlt, um moglichst
viele Vesikel detektieren zu konnen. Bei einem zu geringen Grenzwert kam es
jedoch zu einem exponentiellen Anstieg an Fehldetektionen durch das vorhandenen
Bildrauschen, sowie das leichte Ubersprechen der Oregon Green Fluoreszenz in den
Texas Red Kanal (crosstalk). Um den Einfluss des manuell gewdhlten Grenzwerts
auf die gefundene Anzahl an Fusionsereignissen zu priifen, wurde der Grenzwert
fiir die Auswertung einer Beispielzeitserie variiert. Der Grenzwert wurde hierzu
zundchst nach der normalen Vorgehensweise auf 0.35 bestimmt und im Anschluss
die Auswertung mit einem hoheren (0.4) und einem geringeren (0.3) Grenzwert
wiederholt. Die Fluoreszenzintensitdtsverldufe der detektierten Partikel wurden
manuell auf Anzeichen einer Fusion hin {iberpriift. In Tabelle 4.7|ist das Ergebnis
der Auswertung bei den verschiedenen Grenzwerten zusammengefasst. Es ist zu
erkennen, dass sowohl ein zu niedrig, als auch ein zu hoch gewihlter Grenzwert
keinen negativen Einfluss auf die Anzahl der gefundenen Ereignisse hatte. Ein-
zig die Rate an Fehldetektionen stieg bei einem zu gering gewdhlten Grenzwert

erwartungsgemaf$ stark an. Dieses Ergebnis zeigt, dass die manuelle Einstellung
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des Grenzwerts dufierst robust gegentiber kleineren Fehlern reagierte und sich nur

geringfiigig auf das erzielte Ergebnis ausgewirkt haben kann.

Tabelle 4.7: Ergebnis der subjektiven Bewertung der Fluoreszenzoverliufe aller detektierten Partikel
bei unterschiedlich gewihlten Intensititsgrenzwerten.

Grenzwert detektierte gefundene Fusion Docking
Partikel ~ Ereignisse

niedrig 619 57 41 16
normal 375 51 42 9
hoch 325 58 39 19

Die durch die Subtraktion des Grenzwerts detektierten Vesikel wurde mit Hilfe
eines tracking-Algorithmus bei ihrer Bewegung tiber die Substratoberfliche verfolgt.
Aufgrund der hohen Anzahl an Vesikeln, die nur sehr kurz im Sichtfeld auftauch-
ten und schnell wieder verschwanden, musste, um haufige Fehldetektionen zu
vermeiden, eine Mindestlebenszeit der beobachteten Partikel im Sichtfeld definiert
werden. Es wurde hierzu ein Wert von 25 Bildern (*3s) empirisch festgelegt
und fiir alle Zeitserien beibehalten. Hierdurch ist es moglich, dass Ereignisse,
deren Fusionsprozess innerhalb dieser Zeit von Docking bis hin zur vollstindigen
Fusion bereits abgeschlossen war, nicht detektiert wurden. Da jedoch Ereignisse
dieser Art auch manuell nicht erkannt werden konnten und auch die spétere
kinetische Auswertung der detektierten Ereignisse nicht auf ein Vorhandensein sehr
schneller Ereignisse hindeutete (mittlere Dockingzeit ~50s), kann das Auftreten

einer grofieren Zahl solcher Ereignisse ausgeschlossen werden.

4.4.3 Bestimmung der optimalen ROI-GroBe

Ein weiterer wichtiger Parameter fiir die Auswertung der Fluoreszenzdaten war der
Radius der region of interst (ROI), welche um den Schwerpunkt jedes einzelnen Vesi-
kel definiert wurde. Aus den ROIs wurden die Intensitdten des Oregon Green sowie
des Texas Red Fluoreszenzkanals iiber den Verlauf der Zeitserie mittels Integration

bestimmt. Die erhaltenen Intensitiatsverlaufe wurden im Anschluss visuell auf
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Anzeichen einer Fusion untersucht. In Abbildung sind die Intensitdtsverldufe
eines Beispielereignisses bei verschiedenen ROI-Grofien gezeigt. Es wurden dabei
ROIs mit einem Radius von 1, 3, 5, 7 und 10 Pixeln um den Schwerpunkt des Vesikels

verwendet.

Es ist deutlich zu erkennen, dass das Intensitdtsprofil des gedockten Vesikels
im Texas Red Kanal sowie der Anstieg im Oregon Green Kanal, als Folge der
Hemifusion, deutlich ausgeprégter ist, je kleiner die ROI gewahlt wurde. Das Inten-
sitdtssignal des Vesikels stieg dabei iiberproportional im Vergleich zum Rauschpegel
an, wodurch im Falle des kleinsten ROIs das hochste Signal-Rausch-Verhiltnis
erhalten wurde. Die Unterscheidung der Intensitdtsniveaus des Texas Red Kanals
in den unterschiedlichen Phasen der Fusion (Docking, Hemifusion, vollstindige
Fusion) war hierbei das wichtigste Kriterium fiir die Interpretation der beobach-
teten Fusionsereignisse. In Abbildung [4.34|C ist in diesem Zusammenhang eine
vergrofierte Darstellung der Intensitdtsverldufe im Texas Red Kanal gezeigt, in der
die Niveaus der einzelnen Fusionszwischenstufen noch einmal verdeutlicht sind.
Hier ist zu erkennen, dass bei einem kleinen ROI die Unterschiede zwischen den
Niveaus am deutlichsten erkannt werden konnen. Gerade im Fall kleinerer Vesikel

konnte ein zu grofd gewéhlter ROI zu Fehlern bei der visuellen Begutachtung fiihren.

In Abbildung @.34D ist ein vergrolerter Ausschnitt der Kurvenverlaufe des
Oregon Green Kanals dargestellt. Die genaue Betrachtung des Intensitatsverlaufs
zum Zeitpunkt der Fusion zeigt, dass der FRET zwischen dem aus der Vesikelmem-
bran austretenden Texas Red und dem in die dufiere Lipidschicht des Vesikels
einstromenden Oregon Green bei sehr kleinen ROIs nicht eindeutig detektiert
werden kann. Erst bei grofieren ROIs, bei welchen grofiere Teile der umgeben-
den poreniiberspannenden Membran mit einbezogen werden, kann ein deutlicher

Abfall der Intensitédt des griinen Kanals beobachtet werden.

Bei der Auswertung der Zeitserien musste somit zwischen einem hohen Signal-
Rausch-Verhdltnis fiir das Intensitédtsprofil der Vesikel und der Detektierbarkeit des

FRET abgewogen werden. Da die Unterscheidung der Intensititsniveaus des Texas
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Abbildung 4.34: Fluoreszenzintensitit des Oregon Green (A) sowie des Texas Red Kanals (B) bei
verschiedenen ROI-Grofien. Die verwendeten ROIs (farbige Maske in A) entsprechen einem Radius
von 1 (rot), 3 (hellblau), 5 (griin), 7 (blau) und 10 (magenta) Pixeln um den Schwerpunkt des
Vesikel. Die Kurven wurden zur Verbesserung der Ubersicht mit Hilfe eines Savitzky-Golay-Filters
(2 Iterationen) geglittet. (C + D) VergrofSerte Darstellung der Kurven aus A + B. (C) Auswirkung
der ROI-GrofSe auf die Differenzierbarkeit der verschiedenen Intensititsniveaus des Texas Red Kanals
im Verlauf der Fusion. Die gestrichelten Linien verdeutlichen die Intensititsniveaus des gedockten
(50—-58s) und des hemifusionierten Zustands (63—69s) im Bezug zum Basisniveau (schwarz) bei

den verschiedenen ROI-GrofSen. (D) Auswirkung der ROI-GrofSe auf den Verlauf der Intensitiit des
Oregon Green Kanals zum Zeitpunkt der Fusion.
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Red Kanals jedoch meist ausschlaggebend bei der Interpretation der Ereignisse
war, wurde letztendlich fiir die Auswertung aller Zeitserien eine eher kleine ROI
mit einem Radius von 3 Pixeln um den Schwerpunkt des Vesikels gewdhlt. Dies
entspricht einem Durchmesser von 936 nm, sodass davon ausgegangen werden
kann, dass auch groflere Vesikel sich stets vollstandig innerhalb der ROI befanden.

Bei der Auswertung konnte hierdurch jedoch nur bei sehr wenigen Ereignissen ein
FRET-Effekt beobachtet werden (4 %).

In der Literatur wird fiir die Detektion einzelner Fusionsereignisse meist nur ein
Farbstoff in der Vesikelmembran eingesetzt. 20172102l Djegs ist moglich, da die Fusi-
onsexperimente auf festkorperunterstiitzten Membranen durchgefiihrt werden, die
durch das Spreiten von SUVs erzeugt werden. Hierdurch wird eine vollstandige Be-
deckung der Festkorperoberfliche mit einer kontinuierlichen Membran erreicht. %!
In dieser Arbeit wurden die porentiberspannenden Membranen durch das Spreiten
von GUVs hergestellt, wodurch einzelne, voneinander isolierte Membran-Patches
entstanden. Aus diesem Grund mussten die poreniiberspannenden Membranen fiir
die Lokalisierung fluoreszenzmarkiert sein. Auf festkérperunterstiitzten Membra-
nen ist dies nicht erforderlich, sodass auf einen Farbstoff in der Membran verzichtet
werden kann. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen jedoch, dass der Einstrom des
lipidgebundenen Fluoreszenzmarkers aus der poreniiberspannenden Membran in
die Vesikelmembran zusétzliche Informationen zur Interpretation der beobachteten
Ereignisse liefert. Der FRET-Effekt spielte dabei eine eher untergeordnete Rolle,
sodass eventuell auch auf ihn verzichtet werden konnte. Hierdurch wére es moglich,
spektral vollstandig getrennte Farbstoffe zu verwenden und ihre Fluoreszenz indivi-
duell anzuregen. Dies wiirde zu einem hoheren Signal-Rausch-Verhiltnis und damit
zu einer verbesserten Auflosung der verschiedenen Phasen der Fusion besonders

im Falle kleinerer Vesikel fiihren.
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4.4.4 Klassifizierung der beobachteten Ereignisse

Im Verlauf der Experimente wurden insgesamt 48 Zeitserien aufgenommen und
ausgewertet. Die Auswertung erfolgte zunichst mit einem von Prof. Dr. Burkhard
Geil entwickelten Programm, welches die Bewegungen der Vesikel iiber der poren-
iiberspannenden Membran mit Hilfe eines tracking-Algorithmus verfolgte (Kapitel
S.[59). Um den Schwerpunkt jedes gedockten Vesikels wurde eine ROI mit
einem Radius von 3 Pixeln (470 nm) definiert und die Fluoreszenzintensitaten des
griinen (Oregon Green, poreniiberspannende Membran) sowie des roten (Texas Red,
Vesikel) Kanals innerhalb der ROl iiber die gesamte Zeitserie hinweg integriert. Die
erhaltenen Intensitdtsverldufe wurden mit einem von Dr. Ingo Mey programmierten
Skripts einzeln, manuell auf Anzeichen einer Fusion hin tiberpriift.

Anhand der im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen Eigenschaften eines
Fusionsereignisses im Intensitdtsverlauf wurden verschiedene Szenarien fiir die
Interaktionen der Vesikel mit der poreniiberspannenden Membran unterschieden.
Abbildung .35 A-D zeigt Beispielverldufe der Fluoreszenzintensititen fiir die
verschiedenen beobachteten Szenarien. Auf der rechten Seite ist dabei jeweils die
Situation des jeweiligen Vesikels am Ende der Zeitserien schematisch dargestellt.

In (A) ist ein Intensitdtsverlauf eines Vesikels gezeigt, welcher an die Membran
bindet, jedoch keine weitere Reaktion mit ihr eingeht. Die rote Fluoreszenz steigt
dabei sprunghaft an und verbleibt bis zum Ende der Messung auf diesem hohen
Niveau. Es wurden auch Félle beobachtet, in denen der Vesikel nach einiger Zeit
den Kontakt zur Membran wieder verlor und den beobachteten Bereich verliefs.

(B) zeigt den Intensitdtsverlauf eines Vesikels, welcher zundchst an die Membran
dockt, zu erkennen an dem sprunghaften Anstieg im roten Kanal, und im spéteren
Verlauf mit der Membran fusioniert. Die rote Fluoreszenz féllt dabei auf einen Wert
ab, der iiber der Basislinie liegt. Gleichzeitig steigt die griine Fluoreszenzintensitét
an. Dieses Verhalten wird als Vermischung der Lipide der dufSeren Lipidschichten
der gegeniiberliegenden Membranen verstanden. Beide Intensitdten blieben im An-

schluss bis zum Ende der Messung konstant. Da der Vesikel in seiner urspriinglichen
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Abbildung 4.35: Fallunterscheidung der verschiedenen beobachteten Ereignisse. Jeweils auf der
rechten Seite ist schematisch der postulierte Zustand am Ende der Zeitserie dargestellt. Abgebildet
sind Beispielverliufe der Fluoreszenzintensititen fiir (A) Docking, (B) Hemifusion, (C) vollstindige
Fusion und (D) einer schnellen Fusion. Die gestrichelten, blauen Linien sollen die auftretenden
Intensititsstufen im roten Kanal verdeutlichen.
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Geometrie auf der Membran erhalten blieb, kann davon ausgegangen werden, dass
keine Verbindung zwischen den inneren Lipidschichten bestand. Diese Art von Er-
eignissen wurde als Zwischenstufe der Fusion angesehen und als hemifusionierter

Zustand interpretiert.

Teil (C) der Abbildung zeigt ein Ereignis, welches ebenfalls eine Fusion
mit der poreniiberspannenden Membran eingeht. Der Vesikel dockte hier an die
Membran und nach einer bestimmten Zeit kam es auch hier zur Vermischung der
dufleren Membranschichten, zu erkennen an dem teilweisen Abfall der roten sowie
dem Anstieg in der griinen Intensitit. Im weiteren Verlauf fielen hier jedoch beide
Kanile auf ihr Basisniveau ab und der Vesikel wurde vollstindig abgebaut. Es
wird davon ausgegangen, dass sich in diesem Fall auch die inneren Lipidschichten

verbunden haben und eine vollstindige Fusion stattfand.

Neben dieser Art von vollstandigen Fusionsereignissen wurden auch Félle be-
obachtet, bei welchen kein hemifusionierter Zustand aufgelost werden konnte
und die Fluoreszenzintensitdt des roten Kanals ohne erkennbare Zwischenstufe
direkt auf die Basislinie zurtickkehrte (Abb.[#.35D). Solche Ereignisse konnten von
reversibel gedockten Vesikeln nur durch einen kurzen (1-2Bilder) Anstieg oder
Abfall (FRET) der Intensitdt des griinen Kanals unterschieden werden, welcher
die Lipidvermischung nachweist. Es konnte dabei aufgrund der Zeitauflosung der
Messungen nicht gekladrt werden, ob ein hemifusionierter Zustand vorlag, oder die
Fusion ohne Zwischenstufen erfolgte. Dieses Verhalten wurde als schnelle Fusion

betrachtet.

Alle gefundenen Ereignisse wurden in diese vier Kategorien, Docking, Hemi-
fusion, Fusion und schnelle Fusion, eingeordnet und statistisch erfasst. Insgesamt
wurden auf diese Weise 2043 einzelne Ereignisse detektiert. Abbildung4.36|zeigt ein
Histogramm, in welchem die Anzahl an Einzelereignissen fiir die unterschiedenen
Falle aufgetragen ist. Es wurden 1024 Dockingereignisse (50 %), 410 Hemifusionen
(20 %) und 609 vollstandige Fusionen (30 %), von denen 160 schnelle Fusion waren,

bestimmt.
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Abbildung 4.36: Histogramm der Anzahl an detektierten Ereignissen fiir den Fall von Docking,
Hemifusion und Fusion.

4.4.5 Kinetische Auswertung der beobachteten

Fusionsprozesse

Um Informationen tiber die zugrundeliegende Kinetik der beobachteten Membran-
fusion zu erhalten, wurden die detektierten Ereignisse auf ihren zeitlichen Ablauf
hin untersucht. Die Auswertung erfolgte ebenfalls mit Hilfe einer von Dr. Ingo Mey
programmierten Software. Es wurde zum einen die Zeit zwischen der Bindung
eines Vesikels an die Membran bis zum Einsetzen der Lipidvermischung als Folge
der Fusion erfasst. Dieses Zeitintervall wurde als Dockingzeit (t;) bezeichnet.
Zum Anderen wurde bei vollstindigen Fusionsereignissen, mit zeitlich auflosbarem
hemifusionierten Zustand, die Dauer dieses Zustandes ermittelt. In Abbildung
sind die bereits bekannten Intnsititsverlaufe gezeigt, wobei die ausgewerteten
Zeitintervalle durch vertikale, gepunktete Linien angedeutet sind.

Der bei der Auswertung der Zeitintervalle fiir die einzelnen Ereignisse befolgte
Ablauf ist in Abbildung als Flussdiagramm dargestellt. Fiir Dockingereignisse
wurde nur der Startpunkt des Dockings erfasst. Bei einem Hemifusionsereignis

wurden, wenn moglich, Start- und Endpunkt des Dockings (Dockingzeit) ana-
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Abbildung 4.37: Graphische Darstellung der ausgewerteten Zeitintervalle der Fusionszwischenstu-
fen anhand von Beispielverliufen. Es wurden die Dockingzeit tg,c sowie die Hemifusionzeit tpep;,
wie durch die senkrechten, gepunkteten Linien dargestellt, fiir die verschiedenen Ereignistypen (A
Docking, B Hemifusion, C vollstindige Fusion und D schnelle Fusion) bestimmt.
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lysiert, wobei der Endpunkt des Dockings dem Fusionszeitpunkt entsprach. Fiir
vollstandige Fusionen wurde die Dockingzeit sowie die Dauer des hemifusionierten
Zustands ermittelt. Fiir Vesikel, die bereits vor Beginn der Zeitserie an die Membran
gedockt waren, wurde keine Dockingzeit ermittelt. Schnelle Fusionsereignisse, bei
welchen kein hemifusionierter Zustand auflosbar war, wurden bei der kinetischen

Auswertung mit einer Hemifusionszeit von ., < 360 ms berticksichtigt.

Da es sich bei poreniiberspannenden Membranen um ein heterogenes System aus
freistehenden Membranbereichen iiber den Poren sowie festkdrperunterstiitzten
Bereichen iiber den Porenstegen handelt, wurden die Fusionsereignisse fiir die
jeweiligen Bereiche getrennt ausgewertet. Hierzu wurden die Vesikel anhand des
fiir die Platzierung des ROI verwendeten Schwerpunkts lokalisiert. Mit Hilfe eines
von Ole Schiitte programmierten Skripts wurde die Position und die Flache der
Poren anhand ihrer geometrischen Anordnung bestimmt und eine Maske {iber
dem beobachteten Bildausschnitt berechnet (Abb. 4.39/A). Anhand der bekannten
Schwerpunkte wurde die Position jedes Ereignisses mit der Porenmaske verglichen
und entschieden, ob es innerhalb oder aufSerhalb der Poren stattfand. In Abbil-
dung [4.39B ist ein exemplarisches Bild der tiber die gesamte Zeitserie gemittelten
Fluoreszenzintensitat im griinen Kanal gezeigt. Die einzelnen Poren sind durch die
Mittelung der Intensitdten sehr deutlich zu erkennen. In dieses Bild wurden die

Positionen aller detektierten Ereignisse als rote Punkte eingezeichnet.

Die Auswertung der Positionen ergab, dass 27 % aller Ereignisse auf den freiste-
henden Membranbereichen stattfanden. Da die Porenfldache insgesamt etwa 42 %
der Gesamtfliche ausmacht, zeigt diese Ergebnis eine leichte Praferenz der Vesikel
fiir ein Docking auf den festkorperunterstiitzten Bereichen. Insgesamt wurden 538
Ereignisse im Bereich der freistehenden Membranen lokalisiert (Abb. {.40|D). Es
wurden 284 Dockingereignisse (52.8 %), 111 Hemifusionen (20.6 %) sowie 143 voll-
stindige Fusionen (26.6 %) ermittelt. Innerhalb der festkorperunterstiitzten Mem-

branbereiche wurden 1491 Ereignisse gefunden (Abb. [4.40]A). 734 entsprachen
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Abbildung 4.39: Positionsbestimmung der beobachteten Einzelereignisse. (A) Definition einer
Porenmaske anhand geometrischer Betrachtungen zur Identifikation der freistehenden Membran-
bereiche. (B) Positionen der einzelnen Ereignisse (rote Punkte). Das Bild entspricht der gemittelten
Fluoreszenzintensitit des griinen Kanals iiber die gesamte Zeitserie. MafSstab: 5 um.

Dockingereignissen (49.2 %), 292 verblieben im hemifusionierten Zustand (19.6 %)
und 465 fusionierten vollstandig (31.2 %).

In Abbildung[4.40|B und E sind die bei der Auswertung ermittelten Dockingzeiten
(t40ck) als Histogramm mit einer Binbreite von 10 s dargestellt. In C und Fist die Dauer
des hemifusionierten Zustands in einem Histogramm mit einer Binbreite von 5s
aufgetragen. Alle dargestellten Histogramme wurden statistisch korrigiert, um den
Einfluss der begrenzten Messdauer auf die Anzahl an beobachteten Ereignissen mit
sehr langer Docking- und/oder Hemifusionszeit zu kompensieren. Hierzu wurde

folgende Funktion verwendet:

T

n ist hierbei die Anzahl an beobachteten Ereignissen mit einer Lebensdauer von ¢
und T die Dauer der Messung.
Beide Histogramme fiir die Dauer des hemifusionierten Zustands zeigen einen

eindeutig monoexponentiellen Abfall. Dies spricht fiir einen einstufigen Mechanis-
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Abbildung 4.40: Statistische Analyse der detektierten Einzelereignisse im festkorperunterstiitzten
Stegbereich (A—C) sowie dem freistehenden Bereich der poreniiberspannenden Membran (D,—
F). (A, D) Anzahl an Ereignissen der unterschiedlichen Kategorien Docking, Hemifusion und
vollstindige Fusion. (B, E) Histogramm der erhaltenen Dockingzeiten (t,c). (C, F) Histogramm der
ermittelten Dauer des hemifusionierten Zustands fiir vollstindige Fusionen inklusive der schnellen
Fusionsereignisse. Die rote Kurve entspricht der Anpassung von Gleichung [{.1jan die Daten.
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4.4. Detektion SNARE-Protein vermittelter Membranfusion einzelner Vesikel

mus zwischen Hemifusion und vollstindiger Fusion. Um fiir diese Reaktion eine
Zeitkonstante zu bestimmen, wurden die Histogramme mit folgender monoexpo-

nentiellen Funktion angepasst:
N(t) = Ny - e Femit, 4.1)

Ny entspricht dabei der Gesamtzahl an vollstdndig fusionierenden Ereignissen.
Fiir Ereignisse im Bereich der Porenstege wurde dabei eine Geschwindigkeitskon-
stante von kje,i = 0.21 £ 0.02 57! ermittelt. Im freistehenden Membranbereich wurde

eine Geschwindigkeitskonstante von k., =0.24 + 0.01s7! gefunden.

Die Histogramme der Dockingzeiten dhneln in ihrem Verlauf dem einer logarith-
mischen Normalverteilung. Dies weist auf einen mehrstufigen Prozess hin, welcher
dem Ubergang vom gedockten zum hemifusionierten Zustand zugrunde liegt. Um
auch hierfiir eine Geschwindigkeitskonstante bestimmen zu koénnen, wurde ein
allgemeines kinetisches Modell verwendet, welches von Floyd et al. fiir die In-
terpretation ihrer Experimente zur Detektion einzelner Membranfusionsereignisse
von Influenzaviren entwickelt wurde.l'! Das Modell beschreibt dabei eine Serie
von S Einzelschritten (Xs), mit einer einheitlichen Geschwindigkeitskonstante ko

fiir jeden Einzelschritt:

Kdock Kaock Kaock Kdock Kaock
A 0C X1 0Cl X2 0Cl X3 0C) XS_1 0C) B, (4.2)

wobei A den Zeitpunkt des Dockings und B den Beginn der Lipidvermischung
reprasentiert. Die Wahrscheinlichkeitsdichte einer solchen Reaktionsabfolge ent-

spricht einer Gammaverteilung:

S S-1

kS -t
Py(t) = dlfT g Kanckt (4.3)

Abbildung enthédlt die Anpassung von Gleichung an die Wahrschein-

lichkeitsdichte der erhaltenen Dockingzeiten fiir Ereignisse im Stegbereich (A) und
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4. Ergebnisse

auf freistehenden Membranen (B). Fiir die Stegbereiche wurde auf diese Weise
eine Geschwindigkeitskonstante fiir den Ubergang vom gedockten zum hemifusio-
nierten Zustand von ko =0.033 + 0.003s~! bestimmt. Die Zahl S an Schritten, die
erforderlich fiir eine erfolgreiche Fusion sind, betrug in diesem Fall 1.9 +0.2. Auf
den freistehenden Membranbereichen wurde eine Geschwindigkeitskonstante von

Kiook = 0.035 £ 0.005 s~ mit S =1.7 +£0.2 ermittelt.

A B

0.016
0.012
% % 0.012
= 0.008 =
g g 0.008
ﬂ 0.004 L:
' 0.004
0.0 0.0
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Dockingzeit (fgoc) /s Dockingzeit (fgoc) /S

Abbildung 4.41: Kurvenanpassung von Gleichung an die Wahrscheinlichkeitsdichte der
gemessenen Dockingzeiten. (A) Dockingzeiten im festkorperunterstiitzten Membranbereich. (B)
Dockingzeiten im freistehenden Membranbereich.

Die Ergebnisse der kinetischen Auswertung zeigen, dass ein Fusionsereignis auf
dem festkorperunterstiitzten Membranbereich typischerweise 57.6 s vom Zeitpunkt
des Dockings zum Einsetzen der Fusion benétigt und im Mittel 4.7 s im hemifusio-
nierten Zustand verbleibt, bis die vollstindige Fusion eintritt. Auf freistehenden
Membranbereichen betragt die typische Dockingzeit 48.6s, wahrend der hemifu-

sionierte Zustand 4.2 s andauert.
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5 Diskussion

5.1 Isolierung und Reinigung der SNARE-Proteine

Die in dieser Arbeit verwendeten SNARE-Proteine wurden durch heterologe Ex-
pression in E. coli erhalten. Die notwendigen Plasmide wurden von der Abteilung
Jahn (Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie) zur Verfiigung gestellt.
Die Protokolle fiir die Isolierung der einzelnen Proteine wurden ebenfalls von
unseren Kooperationspartnern entwickelt und im Rahmen dieser Arbeit in der
Arbeitsgruppe etabliert. Die Auswertung der SDS-PAGE-Analysen der erhaltenen
Proteinlosungen wurde bereits in Kapitel4.T|(ab S.[64) beschrieben. Durch Vergleich
mit einem SDS-Gel aus der Literatur (Abb. konnte bestétigt werden, dass die

gesuchten Proteine in ausreichender Reinheit erhalten werden konnten.

Die Assemblierung des AN-Akzeptorkomplexes erfolgte durch Inkubation von
Syntaxin-1A (183 —288) mit SNAP25a und dem Fragment von Synaptobrevin-2 (49 —
96) in detergenzhaltigem Puffer. Ohne das Fragment von Synaptobrevin-2 kann es
hierbei zu einer Bildung eines 2:1-Komplexes zwischen Syntaxin-1A und SNAP25a
kommen. %! Eine Bindung von Synaptobrevin-2 an einen solchen 2:1-Komplex ist
hierbei nicht mehr moglich, sodass die Fusion, durch die notwendige Verdrangung
eines Syntaxins aus dem Komplex, stark verlangsamt ist.[*¥l Um die Bildung eines
2:1-Komplexes zu verhindern wurde von Pobbati et al. der AN-Komplex durch die
Bindung des Fragments von Synaptobrevin-2 entwickelt.*¥ Die Fusion mit Hilfe

des AN-Komplexes konnte in der Folge bereits bei mehreren Studien zur Fusion
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von Vesikeln in Losung, sowie fiir Fusionsexperimente an festkorperunterstiitzten
Membranen erfolgreich eingesetzt werden. 20601061071

In der Literatur finden sich zwei weitere Ansidtze um einer Bildung eines 2:1-
Komplexes vorzubeugen. Zum einen wird wihrend der Rekonstitution der Proteine
SNAP25 im Uberschuss eingesetzt. Die Angaben in der Literatur reichen hier von
einem 1.2-fachen %! Uberschuss bis zu einem fiinffachen ® Uberschuss an SNAP25
im Vergleich zur Konzentration von Syntaxin. Zum anderen wird oftmals eine
Coexpression von Syntaxin und SNAP25 durchgefiihrt, wobei einzig das SNAP25
einen His-Tag fiir die anschlieffende Isolierung mittels Metallionenaffinitdtschroma-
tographie tragt. P#029010 Eg wird hierbei davon ausgegangen, dass die Expression
in einem &dquimolaren Verhiltnis erfolgt und nahezu ausschlieSlich der dimere
Komplex erhalten wird.

Letztendlich kann fiir keine der beschriebenen Methoden eine partielle Bildung
von 2:1-Komplexen vollstindig ausgeschlossen werden. Durch die Fixierung des
dimeren Komplexes durch die Bindung des Fragments von Synaptobrevin-2
mit einem zusitzlichen Uberschuss an SNAP25a wihrend der Bildung des AN-
Komplexes, wie in dieser Arbeit, sollte die Formation des 2:1-Komplexes jedoch auf
einem sehr niedrigen Niveau gehalten werden konnen.

Die Funktionalitdt der erhaltenen SNARE-Proteine konnte durch die erfolgrei-
che Durchfithrung von Vesikel-Vesikel Fusionsexperimenten in Losung eindeutig

nachgewiesen werden (siehe Abschnitt[5.3).

5.2 Erzeugung und Charakterisierung proteinhaltiger

porenuberspannender Membranen

5.2.1 Funktionalisierungsstrategien fur porose Systeme

Fiir die Bildung einer stabilen, poreniiberspannenden Membran wird auf Substra-

ten, wie sie in dieser Arbeit eingesetzt wurden, eine Funktionalisierung benétigt,
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die eine hohe Affinitit der Lipidmembran zur Oberseite des Substrat sowie eine
geringe Affinitdt zu den Poreninnenseiten gewdihrleistet. Ist die Oberfldche in allen
Bereichen gleich beschaffen, folgt die Membran der dreidimensionalen Struktur
und es wird eine homogene Bedeckung der gesamten Oberflache erhalten. Dieses
Verhalten kann in Abb. auf Seite [88| jeweils am linken Rand der fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen gut erkannt werden. Das Konzept einer orthogo-
nalen Funktionalisierung mit unterschiedlichen Oberflicheneigenschaften auf den
Porenstegen im Vergleich zu den Innenseiten der Poren wurde durch Lazzara et
al. bereits erfolgreich zur Praparation stabiler poreniiberspannender Membranen
auf pordsen Aluminiumoxidsubstraten eingesetzt. " Im Rahmen dieser Arbeit
wurde diese Konzept auf porose Siliziumsubstrate iibertragen und jeweils zwei
Funktionalisierungsstrategien fiir Substrate mit offenen und mit geschlossenen

Poren entwickelt.

Bei der ersten Funktionalisierungsstrategie fiir pordse Systeme mit offen Poren,
welche von der Ober- und der Unterseite zugénglich sind, wurde die Kathoden-
strahlzerstiubung genutzt, um von der Unterseite her die Poreninnenseiten mit
Gold zu bedecken. Die Stegbereiche zwischen den Poren blieben frei von Gold, so-
dass sie durch eine Behandlung mit Sauerstoffplasma anschliefSfend hydrophilisiert
werden konnten. Durch Sauerstoffplasma kann der Kontaktwinkel zu Wasser fiir die
Siliziumnitridoberfldche des Substrats auf nahezu 0° gesenkt werden !, wihrend
tiir eine Goldoberfldche ein typischer Kontaktwinkel von bis zu 66° beobachtet
wird. 13 Somit wird in Bereichen mit goldbedeckten Poreninnenseiten eine hohere
Affinitit der Membran zu den hydrophileren Stegen im Vergleich zum Porenin-
neren erreicht, wodurch beim Spreiten von riesigen Vesikeln (GUVs) die Poren
von der Membran iiberspannt werden anstelle der dreidimensionalen Struktur zu
folgen. Abbildung (S. zeigt das Spreitergebnis auf einem auf diese Weise

funktionalisierten Substrat.

Die zweite Funktionalisierungsstrategie nutzt die Hochvakuummetallverdamp-

fung um gezielt den Stegbereich des Substrats mit Gold zu bedecken, wahrend die
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Poreninnenseiten nahezu frei von Gold sind. Die Goldoberflache wird im Anschluss
durch Chemisorption von 6-Mercaptohexanol mit einer hydrophilen, selbstorgani-
sierenden molekularen Monolage (self assembled monolayer, SAM) funktionalisiert.
Der SAM auf dem Stegbereich besitzt einen Kontaktwinkel zu Wasser von etwa
15-20°B8  wihrend die unbehandelte Siliziumnitridoberfliche an den Porenin-
nenseiten einen Kontaktwinkel von etwa 30 ° aufweist.!1*l Das Spreiten von GUVs
fithrt hier zu sehr stabilen und homogenen poreniiberspannenden Membranen, wie
in Abbildung gezeigt werden konnte. Diese Art der Funktionalisierung konnte
bereits von Kocun et al. sowie Kuhlmann et al. erfolgreich fiir die Bildung poren-
iiberspannender Membranen und deren anschlieflende rasterkraftspektroskopische
Untersuchung eingesetzt werden. 755

Im Falle der ersten Funktionalisierungsstrategie wiesen die gespreiteten Membra-
nen einige unbedeckte Poren auf, was auf eine geringere Stabilitdt hindeutete. Die
geringere Stabilitdt konnte hierbei auf eine hohe Membranspannung aufgrund des
grofien Hydrophilieunterschieds zwischen Stegbereich und Poreninneren hinwei-
sen. Bei rasterkraftspektroskopischen Messungen auf gemischt funktionalisierten
Substraten, bei welchen ein hydrophiles sowie ein hydrophobes Thiol auf Gold
eingesetzt wurden, wurde durch Kuhlmann et al. gezeigt, dass bei einer erhohten
Membranspannung ihre Stabilitdt geringer wird und einzelne poreniiberspannen-
de Membranen in zunehmendem Mafe reilen.® Dennoch bietet die Bedeckung
der Poreninnenseiten mit Gold Vorteile, da zum einen der Praparationsaufwand
geringer ist und zum anderen die Fluoreszenz der Membran auf den Porenstegen

weniger geldscht wird als auf goldbeschichteten Substraten. 14

Die Funktionalisierungsstrategie der gezielten Beschichtung der Porenstege mit
Gold durch die Hochvakuummetallverdampfung konnte in gleicher Weise auch auf
pordsen Substraten mit geschlossenen Poren angewendet werden. Hier wird die
gleiche Topologie der Oberfldche erreicht, sodass auch hier poreniiberspannenden

Membranen durch GUV-Spreiten erzielt werden konnen.
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Da die geschlossenen Poren nicht von der Riickseite her zugéanglich sind, konnte
eine Beschichtung der Poreninnenseiten mit Gold hier nur auf einem Umweg er-
reicht werden (siehe Kapitel4.2.3). Hierzu wurde das Substrat zunachst mittels Ka-
thodenstrahlzerstiubung flichendeckend mit Gold beschichtet und im Anschluss
das Gold auf den Porenstegen mit Iod/Kaliumiodid-Losung entfernt. Dies war
jedoch nur durch eine vorherige hydrophobe Funktionalisierung der Goldober-
flache moglich, wodurch Luft im Poreninneren eingeschlossen werden konnte. Die
Luftblaschen in den Poren schiitzte die Goldschicht, sodass sie im Inneren der Poren

konserviert werden konnte.

Eine dhnlicher Ansatz wurde in der Literatur zur Erzeugung poreniiberspannen-
der Membranen mit Hilfe eines organischen Losungsmittels verwendet. 512l Hier-
bei wurden die Poren des Substrats zundchst mit Wasser gefiillt und im Anschluss
mit einer Lipidlosung in organischem Losungsmittel bedeckt um nach entfernen
des Losungsmittels eine poreniiberspannende Membran zu erhalten. Das in den
Poren eingeschlossene Wasser verhinderte das eindringen des Losungsmittels in

die Poren.

Durch die Behandlung mit Sauerstoffplasma wurde die hydrophobe Funktio-
nalisierung entfernt und das nun goldfreie Siliziumnitrid/-oxid im Stegbereich
hydrophilisiert. Mit Hilfe dieser Methode konnten ebenfalls gute Spreitergebnisse
erreicht werden, wobei ein wasserloslicher Farbstoff unter der poreniiberspannen-
den Membran detektiert werden konnte (Abb. S.92). Ein Vorteil dieser Methode

ist auch hier die geringere Fluoreszenzloschung im Vergleich zur Goldoberfldche.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zusammen mit weiteren Mitgliedern der Abtei-
lung verschiedene Funktionalisierungsstrategien fiir unterschiedliche porose Syste-
me entwickelt werden. Als zuverladssigste Methode zur Erzeugung poreniiberspan-
nender Membranen ergab sich die gezielte Goldbeschichtung der Porenstege mit-
tels Hochvakuummetallverdampfung mit einer anschlieffenden Funktionalisierung
durch Chemisorption von 6-Mercaptohexanol. Fiir die Experimente zur SNARE-

vermittelten Fusion wurde diese Methode fiir Substrate mit offenen Poren verwen-
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det, um eine gute Reproduzierbarkeit bei der Entwicklung des Fusionsassays zu
gewdhrleisten. Dennoch konnten die beschriebenen Funktionalisierungsstrategien
in zukiinftigen Arbeiten eingesetzt werden, um zusitzliche Informationen iiber die
Fluoreszenz im Stegbereich zu erhalten. Weiterhin konnten die Fusionsexperimente
fiir eine erfolgreiche Detektion der Ausschiittung des Vesikelinhalts auf Substrate

mit geschlossenen Poren iibertragen werden.

Diffusion von Lipiden und Proteinen in poreniiberspannenden Membranen

Zur Bestimmung der Mobilitdt der rekonstituierten SNARE-Proteine in poren-
tiberspannenden Membranen wurden FCS-Experimente durchgefiihrt. Hierzu wur-
de zum einen eine fluoreszenzmarkierte, synthetische Transmembrandoméne von
Syntaxin-1A und zum anderen eine fluoreszenzmarkierte Variante des vollstandi-
gen Syntaxin-1A verwendet. Gleichzeitig wurde jeweils die Diffusion eines lipidge-
bundenen Fluoreszenzfarbstoffs bestimmt. Aufgrund des fluoreszenzléschenden
Effekts der Goldschicht auf den Porenstegen bis zu einem Abstand von etwa
15nm 714 konnten die FCS-Messungen jedoch ausschlieSlich im freitragenden
Bereich der Membran durchgefiihrt werden.

Fiir die Lipiddiffusion wurden Diffusionskoeffizienten von 7.7 + 0.4 um?/s (Atto488-
DPPE) sowie 7.4 +0.3 um?/s (KK114-DPPE) bestimmt, was sehr gut mit Werten
aus der Literatur fiir die Lipiddiffusion in freistehenden Membranen iiberein-
stimmt. B9850l Zygitzlich zeigt dies, dass die Fluoreszenzfarbstoffmolekiile an der
Kopfgruppe keinen Einfluss auf die Mobilitit des jeweiligen Lipids in der Membran
hatten.

Fiir die markierten Varianten von Synataxin-1A wurde ein im Rahmen der Fehler-
intervalle gleicher Diffusionskoeffizient von 2.5 + 0.5 um?/s (Transmembrandomé-
ne) beziehungsweise 2.3 + 0.5 um?/s (vollstindiges Syntaxin-1A) bestimmt. Dieses
Ergebnis stimmt sehr gut mit dem von Bacia et al. iiberein./”ll Dort wurde ein
Diffusionskoeffizient mittels FCS von 2.5 + 0.5 um?/s fiir eine C-terminal mit Alexa

488 markierte Variante Syntaxin (AS 183-289C)17 in GUVs bestimmt. Die Mobi-
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litdt von Syntaxin-1A innerhalb der poreniiberspannenden Membranen ist somit

vergleichbar mit der Mobilitit in freistehenden Membranen.

Die wahrend den FCS-Messungen aufgenommenen fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen zeigten, dass die Transmembrandoméne von Syntaxin-1A homogen
in der poreniiberspannenden Membran verteilt war (Abb. S. [94), wéhrend
das vollstindige Protein eine Cluster-Bildung vornehmlich am Rand der Poren
aufwies (Abb. S.[6). Dieses Verhalten ist auf homotypische Protein-Protein-
Wechselwirkungen des Syntaxins zuriickzufiihren, welche zum grofiten Teil dem
SNARE-Bindungsmotiv zugeschrieben werden.®? 18 Ob auch im Fall des AN-
Akzeptorkomplexes eine Cluster-Bildung stattfindet, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht geklart werden. Da jedoch durch die Bindung von SNAP25a und
dem Fragment von Synaptobrevin (49 -96) das SNARE-Motiv des Syntaxins na-
hezu vollstindig abgeschirmt sein sollte und die Bindung eines zweiten Syntaxins
hierdurch verhindert wird®¥, kann eine Cluster-Bildung des Akzeptorkomplexes
aufgrund von homotypischen Protein-Protein-Wechselwirkungen prinzipiell aus-
geschlossen werden. Zusitzlich wird in der Literatur eine Clusterbildung von Synta-
xin in Abhéngigkeit der Lipidzusammensetzung der Membran beschrieben. 12712l
Die Clusterbildung wurde in einer Arbeit von Murray et al. durch die Zugabe
von Cholesterin in die Membran ausgelst.!'?) In Anwesenheit anionischer Li-
pide wie Phosphatidylserin (PS) oder Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PI-
4,5-P(2)) konnten die Cluster, durch die elektrostatische Bindung der Lipide an
den positiv geladenen Bereich von Syntaxin in der Ndhe der Membran, jedoch
nahezu vollstindig aufgelost werden. Die Membranen bei den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Fusionsexperimenten enthielten stets einen Anteil von 10 % PS,
sodass eine Clusterbildung auch von dieser Seite keine Auswirkung auf die erzielten

Ergebnisse haben sollte.

Aufgrund der fluoreszenzloschenden Wirkung der Goldschicht auf den Po-
renstegen konnte die Mobilitdt der SNARE-Proteine in diesem Bereich nur indi-

rekt bestimmt werden. Hierzu wurden fluorescence loss in photobleaching (FLIP)-
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Experimente durchgefiihrt. Das Bleichen des lipidgekoppelten Fluorophors so-
wie des fluoreszenzmarkierten Proteins in einem kleinen Bereich der Membran
fithrte dabei zu einem Abfall der Fluoreszenzintensitdt des gesamten Membran-
patches. Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass die Proteine in der Lage sind
die Porenstege zu tiberqueren. Ein Diffusionskoeffizient konnte anhand dieser
Messungen nicht erhalten werden. Die Lipiddiffusion in festkdrperunterstiitzten
Membranen zeigt jedoch eine Verlangsamung in Abhédngigkeit des verwendeten
Substrats.!?! Auf Mica wurden dabei Diffusionskoeffizienten zwischen 1 und
4 ym?/s in DOPC Membranen mit 30 % Cholesterin (1.1+0.2 yum?/s) und ohne
Cholesterin (4.2+0.4 um?/s) bestimmt.l! Fiir die Lipiddiffusion auf Glas wur-
de ein Koeffizient von ~1um?/s beschrieben.!?#12 Erst die Einfiihrung einer
Polyethylenglycol-Schicht zwischen Substrat und Membran kann hierbei zu einer
Erhohung der Mobilitit mit einem Diffusionskoeffizienten von 5.94 +0.81 um?/s
fiihren.[ Parallel wurde in diesem Fall auch die Mobilitit von zwei verschiede-
nen Transmembranhelices bestimmt, bei welchen ein Diffusionskoeffizient von
~2um?/s (2.14+0.49 und 1.78+0.46 um?/s) gemessen wurde. Es kann somit
davon ausgegangen werden, dass die Diffusion der Proteine im Stegbereich der

poreniiberspannenden Membranen verlangsamt ist.

Anhand der gezeigten Ergebnisse konnte bestitigt werden, dass sich poren-
tiberspannende Membranen in Bezug auf die Diffusion der enthaltenen Kompo-
nenten wie eine freistehende Membran verhalten und sie hierdurch sehr gut fiir
die Untersuchung der SNARE-vermittelten Fusion geeignet sind. Hiermit besitzen
sie einen Vorteil gegeniiber festkdrperunterstiitzten Membranen, welche je nach
verwendetem Substrat eine eingeschrankte Mobilitdt aufweisen konnen. Die auf
poreniiberspannenden Membranen erzielten Ergebnisse sollten sich somit gut mit
Messungen an Vesikeln oder anderen freistehenden Membransystemen vergleichen

lassen.
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5.3 Rekonstitution der SNARE-Proteine in groBe und

riesige Vesikel

Um die verwendeten SNARE-Proteine in grofie und riesige Vesikel tiberfiithren zu
konnen, mussten sie zunéachst in kleine unilamellare Vesikel (SUVs) rekonstituiert
werden. Da die Vesikelfusion in Losung (Bulk-Fusions-Assay, Kapitel eine
haufig zur Untersuchung von Membranfusionen eingesetzte Methode darstellt,
ist eine Vielzahl von Protokollen fiir eine Rekonstitution der SNARE-Proteine in
SUVs in der Literatur beschrieben. 1071081201 Ty dieser Arbeit wurde ein etabliertes
Protokoll unserer Kooperationspartner verwendet und fiir die Weiterverwendung
der Vesikel bei der Rekonstitution in grofiere Vesikel optimiert.

Der Erfolg der Rekonstitution wurde anhand von Vesikel-Vesikel-Fusionsexperi-
menten in Losung untersucht. Hierbei wurde die Lipidvermischung als Folge der
Fusion durch den Forsterresonanzenergietransfer (FRET) zwischen den verwen-
deten lipidgebundenen Fluoreszenzfarbstoffen detektiert. Durch ein Blindexperi-
ment, bei welchem der AN-Akzeptorkomplex durch Zugabe der 16slichen SNARE-
Bindungssequenz von Synaptobrevin-2 blockiert wurde, konnte die Abhédngigkeit
der Fusion von der Aktivitdt der SNARE-Proteine nachgewiesen werden.

Der in Abbildung [.30]A gezeigte Kurvenverlauf der Intensitit der Akzeptor-
fluoreszenz (Texas Red) deckt sich dabei sehr gut mit den Kurvenverldufen ver-
gleichbarer Experimente unserer Kooperationspartner.?! In Verbindung mit dem
eindeutigen Ergebnis des Blindexperiments, kann eine funktionelle Rekonstitution
der SNARE-Proteine als gesichert gelten. Da die Vesikelfusionsexperimente in die-
ser Arbeit nur als Kontrolle fiir die angestrebte Rekonstitution verwendet wurden,
wurde auf eine genaue Quantifizierung verzichtet.

Nachdem die Rekonstitution in kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar
vesicles, SUVs) bestétigt werden konnte, konnten diese Vesikel zur Erzeugung
von grofien (LUVs) und riesigen (GUVs) Vesikeln verwendet werden (Kapitel
S.[87). Bei der Entwicklung der Rekonstitutionsmethode wurde sich an zwei
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Protokollen aus der Literatur orientiert.7°% Die bestehenden Protokolle wurden
tiir die Verwendung der GUVs zur Erzeugung poreniiberspannender Membranen
angepasst. Auch hier konnte die Funktionalitdt der enthaltenen SNARE-Proteine
in GUVs durch Fusionsexperimente in Losung tiberpriift werden. Der erhaltene
Verlauf der Fluoreszenzintensitit zeigt auch hier eine SNARE-vermittelte Fusion
der Vesikel (Abbildung[.30B, S.[I0T). Dabei ist eine deutlich langsamere Kinetik des
Fusionsprozesses zu beobachten. Die charakteristische Fusionszeit bei der halben
Hohe des maximalen Intensitdtsanstiegs liegt fiir den Fall der Fusion von SUVs bei
44 s, wohingegen dieser Wert fiir die Fusion von GUVs mit LUVs erst nach 247 s
erreicht wird. In Vergleichbaren Experimenten in der Literatur wurde fiir SUVs
ein Wert von 30 s und fiir die LUV-LUV-Fusion von 300 s!%? beschrieben. Dieses
Verhalten wird auf die geringere Kriimmung der Membran in grofien Vesikeln
zuriickgefiihrt.[21% Dje starke Kriimmung in kleinen Vesikeln wird demnach wih-
rend der Fusion abgebaut und erzeugt hierdurch einen signifikanten Energiebeitrag,

welcher den Prozess beschleunigt. 1271

5.4 Detektion SNARE-Protein vermittelter
Membranfusion einzelner Vesikel auf

porenuberspannenden Membranen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Fusionsassay auf porentiberspannenden Mem-
branen, basierend auf der Arbeit von Dr. I. Hofer, fiir die Untersuchung SNARE-
vermittelter Membranfusion entwickelt werden. Hierzu wurden die verwendeten
SNARE-Proteine zunédchst in grofie (LUVs) und riesige (GUVs) Vesikel rekonstitu-
iert und die erzeugten GUVs zur Praparation von poreniiberspannenden Membra-
nen eingesetzt. Es wurden hierdurch poreniiberspannende Membranen erhalten,
die den AN-Akzeptorkomplex enthielten und mit Oregon Green fluoreszenzmar-

kiert waren. Die Fusion von LUVs, die das Protein Synaptobrevin-2 sowie den
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Fluoreszenzfarbstoff Texas Red enthielten, mit der porentiberspannenden Membran

wurde mit Hilfe der konfokalen Laserrasterfluoreszenzmikroskopie detektiert.

5.4.1 Interpretation der beobachteten Ereignisse

In Abbildung (S. ist ein exemplarisches Fusionsereignis gezeigt, welches
tiber alle gefundenen Merkmale der Fusion eines Vesikels mit der poreniiberspan-
nenden Membran verfiigt. Zusitzlich sind die postulierten Zwischenstufen der
Fusion in Bezug zu den beobachteten Intensititsverldaufen der Fluoreszenz der
enthaltenen lipidgebundenen Farbstoffe schematisch dargestellt. Dies bildet die
Grundlage fiir die Interpretation der in dieser Arbeit detektierten Fusionsereig-
nisse. Ein sprunghafter Anstieg im roten Fluoreszenzkanal (Texas Red, Vesikel)
ohne Reaktion im griinen Kanal (Oregon Green, poreniiberspannende Membran)
wurde als Docking-Ereignis definiert. Ein Abfall auf ein mittleres Niveau des roten
Kanals mit zeitgleichem Anstieg der griinen Fluoreszenz, durch den Einstrom
des Farbstoffs aus der poreniiberspannenden Membran in die dufSere Lipidschicht
des Vesikels, wurde als die Bildung eines hemifusionierten Zustands angesehen.
Kehrten beide Intensitdten auf die Basislinie zurtick, wurde dies als vollstindige
Fusion verstanden. Zusédtzlich wurden Ereignisse beobachtet, bei welchen der he-
mifusionierte Zustand nicht auflosbar war. Solche Ereignisse wurden als schnelle
Fusionen betrachtet. Diese Interpretation wurde in gleicher Weise in einer Arbeit
von van Lengerich et al. beschrieben, bei welcher die Fusion einzelner Vesikel mit
einer festkorperunterstiitzten Membran, vermittelt durch ein SNARE-mimetisches
Fusionssystem, basierend auf lipidgebundenen, komplementdaren DN A-Sequenzen,
untersucht wurde.!"” Auch hier wurden die Zwischenstufen der Fusion anhand
der beobachteten Intensitatsniveaus des, in der Vesikelmembran lokalisierten, Fluo-
reszenzfarbstoffs definiert. Es wurden die gleichen Ereignistypen unterschieden,
jedoch im tiberwiegenden Mafse Hemifusions- (65 %) und Dockingereignisse (30 %)
gefunden, was auf das verwendete Fusionssystem aus hybridisierenden DNA-

Sequenzen zuriickgefiihrt wurde.
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Fiir die SNARE-vermittelte Fusion auf festkorperunterstiitzten Membranen wird
in der Literatur eine vergleichbare Unterscheidung von Ereignissen anhand der
beobachteten Intensititsverldufe getroffen.[®V73128] Hier unterscheiden sich die Ver-
laufe jedoch aufgrund des verwendeten experimentellen Aufbaus. Die Detekti-
on erfolgt hier mit einem internen Totalreflektionsfluoreszenzmikroskop (TIRF-
Mikroskop). In diesem Fall wird die Fluoreszenz des in der Vesikelmembran lo-
kalisierten Farbstoffs nur mit Hilfe des durch die totale interne Reflexion erzeugten
evaneszenten Feldes angeregt, wodurch nur die Farbstoffmolekiile erreicht werden,
welche sich in rdaumlicher Ndhe (<200nm) zur Substratoberflache befinden. Die
Intensitdt des evaneszenten Feldes féllt dabei exponentiell mit dem Abstand zur
reflektierenden Fldche ab. Das Docken eines Vesikels fithrt somit nur zu einem
geringen Anstieg der Fluoreszenzintensitit in einem beobachteten Bereich, wahrend
bei der Verteilung des Vesikelfarbstoffs in der Membran ein besonders ausgepragter,
sprunghafter Anstieg beobachtet wird, der im Anschluss durch die radiale Diffusion
der Farbstoffmolekiile exponentiell abfillt. Ein hemifusionierter Zustand, wie er bei
den Fusionsereignissen auf poreniiberspannenden Membranen beobachtet werden
kann, wurde in den meisten Fillen nicht beschrieben. Eine Arbeit von Liu et al.
zeigtjedoch, dass dies auch bei der Fusion auf festkorperunterstiitzten Membranen
beobachtet werden kann.!”?! Die Fusion der jeweils inneren Lipidschichten zeigt
sich hier jedoch nur in einem zweiten, kleineren Anstieg in der abfallenden Flan-
ke der Vesikelfarbstoffintensitat und wird nicht, wie in dieser Arbeit, durch ein
zusitzliches Intensitdtsniveau definiert. Durch Wang et al. wurde die Detektion
des hemifusionierten Zustands auf festkorperunterstiitzten Membranen erweitert,
indem eine parallele Detektion der Ausschiittung eines im Vesikel eingeschlos-
senen, wasserloslichen Fluoreszenzfarbstoffs durchgefiihrt wurde. 1>l Die Existenz
eines hemifusionierten Ubergangszustands zeigt sich hier durch die Verzogerung
zwischen dem Anstieg der Fluoreszenz des lipidgebundenen Farbstoffs (Lipid-
vermischung) und dem spektral getrennten Intensitdtsanstieg des wasserldslichen

Farbstoffs (Ausschiittung des Vesikelinhalts).

136



5.4. Detektion SNARE-Protein vermittelter Membranfusion einzelner Vesikel

Die anhand der Ergebnisse dieser Arbeit postulierten Phasen der Fusion werden
somit durch die bereits in der Literatur beschriebenen Daten gestiitzt. Die Existenz
des gedockten und eines intermedidren Zustands, bei welchem die dufleren Lipid-
schichten vermischt sind, kann damit als gesichert angesehen werden. Durch den
Einstrom des lipidgekoppelten Farbstoffs aus der poreniiberspannenden Membran
in die Vesikelmembran kann, im Vergleich zu anderen Modellsystemen, der inter-
medidre Zustand der Fusion besser aufgelost werden. Da bei den hier vorgestellten
Experimenten bisher noch kein Farbstoff in die Vesikel eingeschlossen war und ein
offenes poroses System genutzt wurde, konnte noch kein direkter Beweis fiir eine
kontrollierte Ausschiittung des Vesikelinhalts als Folge der Fusion erbracht werden.
Durch die Verwendung von Substraten mit geschlossenen Poren konnte der Vesi-
kelinhalt jedoch nach der Ausschiittung im Inneren der Poren detektiert werden.
Durch Neubacher et al. konnte in diesem Zusammenhang bereits der Eintrag eines
wasserloslichen Farbstoffs durch die Permeabilisierung der poreniiberspannenden
Membran auf pordsen Aluminiumoxidsubstraten gezeigt werden.'*! Das in dieser
Arbeit vorgestellte Modellsystem ist somit fiir eine Untersuchung der Ausschiittung

des Vesikelinhalts geeignet.

5.4.2 Auswertung der beobachteten Ereignisse

Die statistische Auswertung aller in dieser Arbeit beobachteten Ereignisse ergab
eine Anteil von 50 % an Vesikeln welche ausschliefslich dockten, 20 % die im hemi-
fusionierten Zustand verblieben sowie 30 % die eine vollstindige Fusion zeigten.
In der Literatur lassen sich fiir vergleichbare Fusionsexperimente auf festkorperun-
terstiitzten Membranen nur in seltenen Fillen exakte Angaben zum prozentualen
Anteil von Fusionsereignissen in Bezug auf die Gesamtzahl an gedockten Vesikeln
finden, da in vielen Fillen eine kinetische Auswertung im Vordergrund stand.
Den besten Vergleich liefert dabei eine Studie von Domanska et al., die ebenfalls
unter Verwendung des von der Abteilung Jahn zur Verfiigung gestellten AN-

Fusionssystems durchgefiihrt wurde. ¥ Hier wurde eine Fusionsrate von 43 % aller
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beobachteten Ereignisse beschrieben, wobei nicht zwischen Hemifusion und voll-
standiger Fusion unterschieden wurde (oder detektiert werden konnte). In einem
weiteren Fall konnte durch Fix et al. eine Rate von nur 0.35 % an Fusionsereignissen
in Abwesenheit von Calciumionen innerhalb einer Messdauer von 50 s beobachtet
werden.!3 Die Zugabe von Calciumionen fiihrte zu einer Steigerung auf 14.7 %.

Dies zeigt, dass das hier vorgestellte System {iber eine vergleichsweise hohe Fuso-
genitdt verfiigt. Zusitzlich konnten bei den beobachteten Ereignissen verschiedene
Phasen der Fusion unterschieden und zeitlich aufgeldst untersucht werden.

Die durchgefiihrten Blindexperimente, durch die Blockierung des Akzeptorkom-
plexes mit der loslichen SNARE-Bindungssequenz von Synaptobrevin-2 (1-96)
sowie die Experimente in welchen sich ausschliefilich Syntaxin-1A (183 -288) in der
poreniiberspannenden Membran befand, zeigen dabei, dass die hier beobachteten
Fusionsereignisse allein von der Aktivitdt der eingesetzten Proteine abhidngig sind.
Experimente auf festkorperunterstiitzten Membranen zeigten oft eine SNAP25-
unabhédngige Fusion, was ungewohnlich ist, da im Normalfall nur die vollstandige
Fusionsmaschinerie in der Lage sein sollte die Fusion zu vermitteln. 21311 Obwohl
es sich in unserem Fall um eine teilweise festkdrperunterstiitzte Membran handelt
(Stegbereich), konnte ein solches Verhalten nicht beobachtet werden. Dies besta-
tigt die hohe Spezifitdt des hier vorgestellten Assays auf poreniiberspannenden
Membranen, wodurch er gut geeignet fiir mechanistische Studien des zugrunde

liegenden Fusionsprozesses ist.

Einfluss des Substrats auf den Fusionsprozess

Aufgrund der heterogenen Struktur der in dieser Arbeit verwendeten Substrate, mit
freistehenden Membranbereichen iiber den einzelnen Poren sowie den festkorper-
unterstiitzten Stegbereichen, wurde die Auswertung der Einzelereignisse fiir beide
Bereiche getrennt betrachtet, um einen FEinfluss des Substrats auf die Fusion zu
priifen. Hierzu wurden die Ereignisse anhand ihrer Schwerpunkte lokalisiert und

iber eine geometrisch berechnete Maske dem Poren- oder Stegbereich zugeordnet.
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Hierbei zeigte sich, dass der Anstieg der Intensitédt des griinen Fluoreszenzkanals,
durch den Einstrom des Farbstoffs aus der poreniiberspannenden Membran in die
duflere Lipidschicht des Vesikels, stark von der Position abhing. Zurtickzufiihren
ist dies auf den fluoreszenzloschenden Effekt der Goldschicht auf den Stegbe-
reichen, wodurch die Gesamtintensitdt des griinen Kanals innerhalb des ROIs
um einen Vesikel im Stegbereich stark verringert ist. Kommt es nun zu einem
Einstrom von Oregon Green Farbstoffmolekiilen in die Vesikelmembran, entfernen
diese sich von der Goldoberfldche, sodass die Fluoreszenzloschung aufgehoben
wird. Der Fluoreszenzloschende Effekt der Goldschicht besitzt eine Reichweite
von etwa 15nm.®¥ Dariiber hinaus kann bei Abstinden von ~50nm von der
Goldoberflache sogar ein fluoreszenzverstirkender Effekt beobachtet werden. 14
Betrachtet man lediglich die Flache der dufieren Lipidschicht eines durchschnittlich
groBen Vesikels von ~ 0.3 um? im Vergleich zur Fliche beider Lipidschichten der
poreniiberspannenden Membran innerhalb der ROI (~ 1.5 um?) kann ein Anstieg
der Fluoreszenzintensitit von etwa 20 % erwartet werden. In Abbildung[5.T|sind die
Intensitdtsverlaufe eines Fusionsereignisses auf der Pore (A) sowie im Stegbereich
(B) dargestellt. Innerhalb einer Pore zeigt sich ein Anstieg von ~ 15 %, was gut mit
dem Erwartungswert der rein geometrischen Betrachtung iibereinstimmt. Auf dem
Steg hingegen ist, durch die Loschung der Fluoreszenz in der porentiberspannenden
Membran innerhalb der RO, ein deutlich hoherer Anstieg von ~ 190 % sichtbar. Auf
die Auswertung der beobachteten Ereignisse hatte dies jedoch keinen Einfluss, da
der Anstieg der Intensitidt des Oregon Green Kanals bei der visuellen Begutachtung

der Intensitdtsverldufe nur qualitativ betrachtet wurde.

Von den insgesamt 2043 Ereignissen konnten 538 den freistehenden Membran-
bereichen iiber den Poren zugeordnet werden. Dies entspricht einem Anteil von
27 %. Der berechnete Anteil der Porenfliche an der Gesamtfldche betragt 42 %.
Es wurden somit nur etwa 64 % der fiir eine zuféllige Verteilung der Ereignisse
erwarteten Anzahl an Vesikeln auf der Porenfliche gefunden. Dies zeigt, das eine

leichte Préferenz fiir ein Docking auf den Porenstegen besteht. Ein Grund fiir
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Abbildung 5.1: Verlauf der Fluoreszenzintensitiit des Texas Red (rot) sowie des Oregon Green
Kanals (griin) bei einem vollstindigen Fusionsereignis auf dem freitragenden, poreniiberspannenden
Membranbereich (A), sowie dem festkorperunterstiitzten Stegbereich (B).

diese Verhalten konnte eine Akkumulation des Akzeptorkomplexes im Bereich der
Porenstege sein. In diesem Fall wire eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir eine erfolg-
reiche Interaktion von Synaptobrevin-2 (Vesikel) mit dem AN-Akzeptorkomplex,
aufgrund der erhohten lokalen Konzentration, gegeben. Leider konnte ein solches
Verhalten mit Hilfe von fluoreszenzmarkiertem Syntaxin-1A durch den fluores-
zenzloschenden Effekt der Goldschicht nicht nachgewiesen werden. In der fluo-
reszenzmikroskopischen Abbildung, welche wéahrend der Mobilititsmessungen
aufgenommen wurde (Kapitel Abb. S.P6), zeigt sich jedoch eine leicht
erhohte Fluoreszenzintensitdt des fluoreszenzmarkierten Syntaxins am Rand der
Poren. Dies konnte auf eine Akkumulation des Proteins im Stegbereich hindeuten.
Uberdies erfahren die Vesikel im Stegbereich durch die Ndhe zum Substrat eine
erhohte van-der-Waals-Wechselwirkung, wodurch eine Anziehung auf die Oberfla-
che wirkt. Dies konnte auch der Grund datfiir sein, dass die Vesikel im gedockten
Zustand auf den Stegbereichen vollstindig immobilisiert werden, wiahrend im
Bereich der freistehenden Membran eine Diffusion der Vesikel in seltenen Fallen
beobachtet werden kann. Erreicht der Vesikel den Rand der Pore besteht zudem eine
hohe Wahrscheinlichkeit, dass der Vesikel dort adhéariert. Ein dhnliches Verhalten
konnte fiir fliissig-geordnete Lipiddoménen von Dr. A. Orth in phasenseparierten,

poreniiberspannenden Membranen beobachtet werden. ™ Die fliissig-geordneten
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Dominen konnten hierbei im freistehenden Bereich der Membran diffundieren,
waren jedoch immobil, sobald sie Kontakt zum Porenrand besafien. Dies wurde
vorwiegend auf die Kriimmung der Membran am Ubergang zwischen Pore und
Steg zurtickgefiihrt. Die Kriimmung entsteht durch die Adhédsion der Membran an
die Funktionalisierung, sodass die Membran der Funktionalisierung, welche ein
Stiick weit iiber den Rand der Pore hinaus geht, folgt. 0766152

Von den 538 Ereignissen im Bereich der Poren waren 284 (52.8 %) nur gedockt,
111 (20.6 %) erreichten den hemifusionierten Zustand und 143 (26.6 %) fusionierten
vollstandig. Auf den Stegen wurden 1491 Ereignisse detektiert, von denen 734
(49.2 %) Dockingereignisse, 292 (19.6 %) Hemifusionen und 465 (31.2 %) vollstandige
Fusionen waren. Ausgehend von diesem Ergebnis ldsst sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen Bereichen der Membran erkennen. Dies
ist tiberraschend, da fiir den freistehenden Membranbereich eine deutlich hohere
Fusogenitdt vermutet wurde als fiir den festkoperunterstiitzten, da die erhohte
Vorspannung der freistehenden poreniiberspannenden Membranen (1-3 mN/m)
den Fusionsprozess prinzipiell erleichtern sollte, wie anhand von molekulardyna-
mischen Simulationen gezeigt wurde. 13313 Eg scheint jedoch der Fall zu sein, dass
das Verhalten der Membran in Bezug auf die Fusion in allen Membranbereichen sehr
dhnlich ist, was sich bei der Betrachtung der Kinetik des Fusionsprozesses besttigt.
Ein Grund hierfiir konnte sein, dass die Mechanik der Membran vollstandig von der
Adhision an die funktionalisierte Oberfliche dominiert wird, welche auch ihre Vor-
spannung bestimmt.®® Warum der Fusionsprozess auf den festkdperunterstiitzten
Membranbereichen jedoch nicht von der Adhédsion gerade der unteren Lipidschicht,
welche in direktem Kontakt zur Oberflache steht, beeinflusst wird konnte nicht

geklart werden.

Kinetische Auswertung des Fusionsprozesses

Die Auswertung der Zeit zwischen Docking und dem Einsetzen der Fusion (Do-

ckignzeit t44) anhand des kinetischen Modells von Floyd et al. (Gleichung
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S. ergab fiir Ereignisse auf den Poren sowie auf den Stegbereichen eine na-
hezu identische Geschwindigkeitskonstante der einzelnen Reaktionsschritte von
Kiook = 0.035 + 0.00557! bzw. ki = 0.033 = 0.003 s~! mit einer erforderlichen Anzahl
von 1.7+£0.2 bzw. 1.9 + 0.2 Einzelschritten fiir eine Fusion. Dies entspricht einer
mittleren Dockingzeit von 58 + 25 bzw. 49 +£16s. Die Dockingzeiten liegen damit

auf Pore- und Stegbereich innerhalb der Fehlerintervalle.

Vergleichbare Studien auf festkorperunterstiitzten Membranen erreichen Ge-
schwindigkeitskonstanten, welche um einen Faktor von 1000 grofier sind als die
hier bestimmten.0¢ Die Verzogerung zwischen Docking und Fusion betrégt
dabei zwischen 5 und 50 ms. Die erste Studie dieser Art wurde von Fix et al. im
Jahre 2004 veroffentlicht. Dort konnte nur eine relativ geringe Fusionsrate der
Vesikel mit der Membran beobachtet werden, wie oben bereits beschrieben wurde.
Der Grofiteil der detektierten Fusionsereignisse zeigten jedoch eine Dockingzeit
zwischen 5 und 25 s, was im Vergleich zu dem in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnis
einem Faktor von 2 entspricht. Die in den folgenden Jahren veroffentlichten Studien
auf festkdrperunterstiitzten Membranen verzeichneten eine schrittweise Reduktion

der Dockigzeiten bis auf 1—5ms im Jahr 2009.5!

Die Geschwindigkeitskonstanten der Fusion, welche anhand von Vesikel-Vesikel-
Fusionsexperimenten in Losung aus dem beobachteten Anstieg der Intensitdt im
Fluoreszenzspektrometer bestimmbar sind, zeigen ein anderes Verhalten. Bei dieser
Art von Experimenten werden mittlere Fusionszeiten gemessen, welche im Bereich
von Minuten liegen. PU0ZI3U7 D hier das gesamte Ensemble der enthaltenen
Vesikel, im Gegensatz zu einzelnen Fusionsereignissen auf planaren Membranen,
beobachtet wird, sind die Fusionsraten jedoch zundchst nicht direkt vergleichbar.
Um die Fusion der Vesikel in der Losung auf der Ebene von Einzelereignissen
untersuchen zu koénnen, wurden von Cypionka et al. Fluoreszenzkreuzkorrela-
tionsspektroskopie (fluorescence cross correlation spectroscopy, FCCS)-Experimente
durchgefiihrt. 1% Hierbei konnten gedockte und fusionierte Vesikelpaare in der

Losung unterschieden und so die Geschwindigkeitskonstanten des Dockingings
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und der Fusion separiert werden. Unter Verwendung der auch hier eingesetzten
SNARE-Proteine, konnten sie damit zeigen, dass der geschwindigkeitsbestimmen-
de Schritt bei Vesikelfusionsexperimenten in Losung nicht das Docken der einzelnen
Vesikel, sondern deren Fusion ist. Die mittlere Dockingzeit wurde hierbei auf 800 s

bestimmt, was einer Geschwindigkeitskonstanten von 0.00125 s! entspricht.

Fusionsexperimente auf Basis von auf einer passivierten Substratoberfldche im-
mobilisierten SUVs, die mit SUVs aus der Losung zur Fusion gebracht werden,
zeigen ebenfalls eine deutlich langsamere Kinetik als auf festkorperunterstiitzten
Membranen. #2051 Kyoung et al. entwickelten auf dieser Grundlage ein Modellsys-
tem, bei dem die Fusion, nach natiirlichem Vorbild, durch eine sprunghafte Erho-
hung der Calciuminonenkonzentration ausgeldst werden konnte. Die Zugabe von
Synaptobrevin-haltigen Vesikeln auf die, an der Substratoberfliche immobilisierten,
Vesikel mit Syntaxin-1A und SNAP2S5 fiihrte hierbei zu einer spontanen Fusion von
etwa 20 % der beobachteten Vesikelpaare in einem Zeitraum von 500 s. Nach einer
Wartezeit von 30 min zeigten weitere 20 % Hemifusion. Im Anschluss daran konnten
durch die Zugabe von Calciumionen weitere 20 % der Vesikelpaare innerhalb eines
Zeitfensters von 50s zur Fusion gebracht werden. Dieser Effekt konnte durch die
Zugabe von Synaptotagmin und Complexin in das System verstarkt werden. Die
Interaktion der Vesikel durch die enthaltenen SNARE-Proteine wurde hierbei als
Ausgangspunkt fiir die durch Calciumionen ausgeldste Fusion verstanden (pri-
ming).P? Dies konnte erklaren, warum bei der in dieser Arbeit untersuchten Fusion
auf poreniiberspannenden Membranen 50 % der Vesikel nur docken und innerhalb
des Beobachtungszeitraums nicht fusionieren. Die leicht erhohte Fusionsrate konnte
dabei auf die Vorspannung der poreniiberspannenden Membran zuriickgefiihrt
werden, welche in molekulardynamischen Simulationen eindeutig die Fusion be-
giinstigte. ¥ In diesen Kontext wiirden auch die Ergebnisse von Fix et al. passen, bei
welchen nur eine sehr geringe Fusionsrate auf festkorperunterstiitzten Membranen

bestimmt wurde. 139
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Ein Grund fiir den eklatanten Unterschied der Dockingzeiten zwischen den
Experimenten auf festkdrperunterstiitzten Membranen und den in dieser Arbeit
verwendeten poreniiberspannenden Membranen ist nur schwer auszumachen. FEi-
ner der Griinde scheint die Grofle der eingesetzten Vesikel zu sein. In der Lite-
ratur werden ausschlieSlich kleine unilamellare Vesikel (SUVs) mit einem Durch-
messer von etwa 50nm verwendet, da diese nahezu der Grofse natiirlicher syn-
aptischer Vesikel entsprechen. In dieser Arbeit wurden grofie unilamellare Vesi-
kel (LUVs) mit einem mittleren Durchmesser von 325 nm verwendet. Bereits die
Vesikel-Vesikelfusionsexperimente in Kapitel 4.3|haben eine deutlich verlangsamte
Kinetik im Falle grofier Vesikel gezeigt. Eine Verlangsamung des Fusionsprozesses
wurde bereits in der Literatur ausfiihrlich diskutiert und wird der geringeren
Membrankriimmung der grofSen Vesikel zugeschrieben.?!l Dieser Effekt wiirde
den Unterschied zwischen den Dockingzeiten von Fix et al. (5-25s) und den
unseren sinnvoll erklaren (Faktor 2). Betrachtet man hingegen die Geschwindig-
keitskonstanten, welche anhand von Vesikelfusionsexperimenten in Losung oder
an immobilisierten Vesikeln bestimmt wurden, ist festzustellen, dass die in dieser
Arbeit untersuchten Fusionsereignisse auf poreniiberspannenden Membranen eine
leicht erhohte Geschwindigkeit aufweisen. Dies konnte mit der Vorspannung der
poreniiberspannenden Membran hinreichend begriindet werden. Die stark erhoh-
te Fusionsgeschwindigkeit von Vesikeln auf festkorperunterstiitzten Membranen
scheint ein systembedingtes Phanomen zu sein. Eindeutige Griinde hierfiir konnten

nicht ermittelt werden und auch in der Literatur waren keine Hinweise erkennbar.

Benotigte Anzahl an Reaktionsschritten flir ein Fusionsereignis

Ein weiteres Ergebnis der kinetischen Auswertung der Dockingzeitist die Anzahlan
Reaktionsschritten, die notig sind um die Fusion durchzufiihren. Das verwendete
kinetische Modell von Floyd et al. wurde entwickelt, um einen Hinweis auf die
benoétigte Anzahl an Fusionsproteinen bei der viralen Membranfusion zu erhalten.

In Analogie hierzu konnte die Zahl der Reaktionsschritte in unserem Fall als die
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Anzahl der fiir die Fusion benétigten SNARE-Komplexe interpretiert werden. Die
Zahl an Reaktionsschritten wurde fiir die Fusion auf Pore und Steg auf ~2 (1.8 + 0.2)

bestimmt.

Ein dhnlicher Ansatz wurde von Domanska et al. fiir die SNARE-vermittelte
Membranfusion gewdhlt. Sie entwickelten fiir Fusionsexperimente auf festkor-
perunterstiitzten Membranen ein kinetisches Modell in welchem eine parallele
Aktivierung der zur Fusion fithrenden Reaktionsschritte angenommen wurde, um
die Anzahl an benétigten SNARE-Komplexen fiir eine Fusion zu ermitteln. Zum
Vergleich wurde auch fiir dieses Modell eine Kurvenanpassung an die in dieser

Arbeit bestimmten Dockingzeiten nach folgender Formel vorgenommen:
N(#) = No (1 - eet)" (5.1)

N ist hierbei die Anzahl an Ereignissen zum Zeitpunkt t von der Gesamtzahl
No, kgocr ist die Geschwindigkeitskonstante der einzelnen Reaktionsschritte m. Das
Ergebnis der Anpassung ist in Abbildung [5.2| fiir den Stegbereich (A) sowie auf
den Poren (B) dargestellt (rote Kurve). Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten
unterscheiden sich im Vergleich zum kinetischen Modell von Floyd et al. im Rahmen
der Fehlerintervalle nicht (0.024 + 0.007 s Steg, 0.018 + 0.006 s* Pore). Es wird auch
hier eine Anzahl an benétigten Reaktionsschritten von ~ 2 (1.7 £ 0.7) erhalten (beide

Falle).

Die Zahl an SNARE-Komplexen, welche fiir eine erfolgreiche Fusion benétigt
werden, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Die Angaben liegen dabei fiir
verschiedene Studien zwischen einem und 15 SNARE-Komplexen fiir die Fusion
von SUVs, [eUellSS30l Ungsere Kooperationspartner Hernandez et al. konnten unter
Verwendung des AN-Fusionssystems zeigen, dass fiir eine effiziente Fusion von
LUVs, wie sie auch in dieser Arbeit zum Einsatz kommen, eine Mindestanzahl
von 20-30 SNARE-Komplexen benétigt wird.””! Zusitzlich wird ein Kooperati-

vitdtseffekt diskutiert, bei dem sich die SNARE-Komplexe in einer ringférmigen
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Abbildung 5.2: Kurvenanpassung von Gleichung (rote Kurve) und (blaue Kurve) an
das Histogramm der Dockingzeiten auf dem festkorperunterstiitzten Stegbereich (A), sowie dem
freitragenden, poreniiberspannenden Membranbereich (B).

Struktur um die Kontaktflache des Vesikels mit der Membran anordnen. Eine solche
Anordnung wurde bereits in den neunziger Jahren postuliert.’® Die hohe Zahl
an SNARE-Komplexen scheint, im Gegensatz zu der hier anhand der kinetischen
Modelle bestimmten Zahl von zwei, realistischer, da bei dem eingesetzten AN-
Fusionssystem eine grofie Menge der durch die Bildung des SNARE-Komplexes
freigesetzten Energie fiir die Verdrangung des Fragments von Synaptobrevin-2 (49 -

96) aufgewendet werden muss (56 —77 k]-mol!).[2!

Die oben genannten kinetischen Modelle erscheinen eher ungeeignet fiir die Be-
schreibung der in dieser Arbeit beobachteten Prozesse, da zum einen die ermittelte
Anzahl an SNARE-Komplexen mit zwei Komplexen pro Fusion sehr gering und
zum anderen die beobachtete Dauer des Prozesses fiir die Assemblierung von nur
zwei einzelnen SNARE-Komplexen deutlich zu lang ist. Aus diesem Grund wurde
ein allgemeineres kinetisches Modell an den erhaltenen Dockingzeiten getestet.
Hierfiir wurden zwei aufeinanderfolgende Reaktionsschritte mit unterschiedlichen

Geschwindigkeitskonstanten angenommen:

k
N(t) = Ny - © —1_k1) et | plla—k)t)-1 (5.2)
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Das Ergebnis der Anpassung dieses Modells ist in Abbildung [5.2| gezeigt (blaue
Kurve). Fiir den ersten Reaktionsschritt wurde eine Geschwindigkeitskonstante
von 0.016 £0.006s™! im Stegbereich und 0.023 +0.013s™' im Bereich der Poren
ermittelt, was einer mittleren Reaktionszeit von ~64 bzw. 44s entspricht. Der
zweite Reaktionsschritt ist schneller mit einer Konstanten von 0.05+0.03s™" bzw.
0.06 £0.05s7!, die eine Reaktionszeit von ~18 und 15s ergeben. Die erhobenen
Daten konnen somit auch durch dieses Modell beschrieben werden. Dies zeigt,
dass die beobachteten Prozesse in dem hier betrachteten Modellsystem in anderer

Weise interpretiert werden sollten.

Die lange Dauer der Reaktionsschritte konnte hierbei durch den Ablauf verschie-
dener Prozesse begriindet sein. Zundchst konnte es notwendig sein, dass, nach
einer initialen Bindung des Vesikels durch die Interaktion einiger weniger SNARE-
Proteine, weitere SNARE-Komplexe an der Bindungsstelle aquiriert werden mdis-
sen, bis eine ausreichende Anzahl fiir eine Fusion vorhanden ist. Dies konnte durch
die verlangsamte Diffusion der Proteine auf den festkdrperunterstiitzten Stegbe-
reichen behindert sein. Zusatzlich wird die vollstindige Ausbildung der SNARE-

Komplexe durch die Verdrangung des Synaptobrevin-2-Fragments verzogert.

Eine aktuelle Studie von Baharat et al. konnte anhand von Cryo-Elektronen-
mikroskopie (cryoEM) zeigen, dass vor der Fusion verschiedene Stadien des Mem-
brankontakts zwischen Vesikel und Zielmembran auftreten.l! Sie untersuchten
dabei die Fusion zwischen SUVs und GUVs, wobei sie zusitzlich zu den SNARE-
Proteinen Synaptotagmin in den Vesikeln und Complexin einsetzten. Synapto-
tagmin fungierte dabei als Calciumsensor, wahrend Complexin dazu diente, die
Faltung des SNARE-Komplexes voriibergehend zu unterbinden, wie bereits an
anderer Stelle gezeigt werden konnte.P?14142 Eg wurden drei unterschiedliche
Arten des Kontakts zwischen SUVs und GUVs beschrieben. Der normale Kontakt,
bei welchem die Membranen nah beieinander, aber immer noch klar getrennt waren,
der erweiterte Kontakt, bei dem die Membranen direkte aneinander lagen, sowie ein

Stadium, bei dem die Zielmembran eine Verformung aufweist und in Richtung des
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Vesikels leicht ausgestiilpt ist. Wahrend das prozentuale Auftreten der erstgenann-
ten Kontaktarten auch nach langerer Inkubationszeit (60 min) gleich blieb, erhchte
sich der Anteil an Vesikelkontakten mit einer Verformung der Membran. Es wird
dabei postuliert, dass durch die Verformung der Zielmembran eine Kriimmung

t.B721271 Die Fusion

induziert wird, die im weiteren Verlauf eine Fusion erméglich
der gebundenen Vesikel konnte durch die Zugabe von Calciumionen ausgelost
werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein priming der Vesikel an der
Membran stattfindet, bei dem sie in einem metastabilen Stadium gehalten werden,
wodurch im Anschluss eine schnelle Fusion, als Reaktion auf den sprunghaften
Anstieg der Calciumionenkonzentration, ausgeldst werden kann.

Bezogen auf die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente kdnnte die fiir eine
Fusion notwendige Verformung der poreniiberspannenden Membran am Kontakt-
punkt des Vesikels ein weiterer Schritt zur Schaffung der Voraussetzungen fiir
eine Fusion sein. Dies ist durch die Vorspannung der Membran erschwert. Die
lange Dauer zwischen Docking und Fusion kénnte somit als Teil eines priming-
Prozesses der Vesikel interpretiert werden, wodurch der sehr langsame, spontane
Fusionsprozess erkldrt werden konnte.

Durch die Integration weiterer, an der synaptischen Fusion beteiligter, Proteine
in das System, wie Synaptotagmin und Complexin, kénnte untersucht werden,
ob die beobachtete spontane Fusion durch eine Regulation der SNARE-Proteine
kontrolliert werden kann. Durch die Zugabe von Complexin sollte sich demnach
die Dauer des gedockten Zustands verldngern lassen und die Fusion sich dann mit
Hilfe des Calciumsensors Synaptotagmin durch einen Calciumionenpuls einleiten

lassen.

5.4.3 Dauer des hemifusionierten Zustands

Fiir den hemifusionierten Zustand wurde ein einstufiger Mechanismus angenom-
men, fiir den eine Geschwindigkeitskonstante von ~ 0.23 s7! bestimmt wurde. Hier-

bei wurden sowohl Ereignisse, deren Dauer des hemifusionierten Zustands be-
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stimmbar war, als auch Ereignisse mit einer Hemifusionsdauer unterhalb der zeitli-
chen Aufldsung (= 360 ms, 3 Bilder) berticksichtigt (insgesamt 30 % aller Ereignisse).
20 % aller detektierten Ereignisse verblieben tiber die Beobachtungszeit hinaus im

hemifusionierten Zustand.

Die Existenz eines hemifusionierten Zustands im Mechanismus der Membran-
fusion wurde bereits von mehreren Studien beschrieben. 294373102l Fine vergleich-
bar genaue kinetische Auswertung der Hemifusionszeit von einzelnen Vesikeln
konnte jedoch nur in einer Arbeit von Liu et al. fiir die Fusion von SUVs mit
festkorperunterstutzten Membranen gefunden werden.!”! In dieser Studie wurde
der Einfluss von unterschiedlichen Konzentrationen an DOPE (1,2-Dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamin) auf das Auftreten und die Dauer des hemifusio-
nierten Zustands untersucht. Bei gleicher PE-Konzentration wie in dieser Arbeit
(20 %) ermittelten Liu et al. unter Verwendung der selben Anpassungsfunktion eine
Geschwindigkeitskonstante von 1.1 +0.3s™! mit einem dhnlichen Anteil an unpro-
duktiven Hemifusionsereignissen (= 25 %). Die Dockingzeit vor dem Einsetzen der
Fusion war dabei etwa 1000 X kiirzer als die in dieser Arbeit bestimmten, wihrend
die Hemifusionszeit nur etwa 5 X kiirzer war. Dies weist darauf hin, das beide Re-
aktionsschritte unabhédngig voneinander ablaufen. Eine Analyse der Dockingzeiten
fiir die drei in dieser Arbeit beobachteten unterschiedlichen Fusionsszenarien der
Vesikel (schnelle Fusion, verzdgerte Fusion und Hemifusion) ergab, dass keinerlei
Unterschiede in der Dockingzeit fiir die verschiedenen Fusionswege zu erkennen

waren (Abbildung[5.3).

Dieses Ergebnis zeigt, dass der Prozess, welcher die Voraussetzungen fiir eine
erfolgreiche Fusion der proximalen Lipidschichten schafft, unabhéngig von dem
weiteren Fortgang der Fusion, sprich der Offnung einer Fusionspore, ablauft. Die
fiinffach hohere Geschwindigkeit des Ubergangs von der Hemifusion zur voll-
stindigen Fusion bei den Experimenten auf festkorperunterstiitzten Membranen
kann durch die in dieser Arbeit verwendeten grofien Vesikel (LUVs) und die damit

einhergehende geringere Kriimmung der Vesikelmembran erkldrt werden.

149



5. Diskussion

B Fusion
B Hemifusion
B Schnelle Fusion

Anzahl an Vesikeln

0 50 100 150 200
Zeit /s

Abbildung 5.3: Vergleich der Dockingzeiten fiir die verschiedenen Fusionswege.

Es ist mittlerweile allgemein anerkannt, dass der Mechanismus der Membranfusi-
on iiber die Bildung eines hemifusionierten Zustands verladuft. Die erste Stufe
der Fusion ist dabei die Ausbildung eines initialen Fusions-stalks, bei welchem sich
die proximalen Lipidschichten der Membranen vermischen. Der weitere Verlauf
der Fusion in vivo ist jedoch weiterhin unklar. Hierzu werden zwei mogliche
Mechanismen in Betracht gezogen. Die eine Moglichkeit ist die Offnung einer
Fusionspore im direkten Anschluss an die Bildung eines transienten Fusions-stalks.
In einem zweiten moglichen Szenario kommt es zunéchst zu einer Erweiterung
des initialen stalks, sodass die distalen Lipidschichten sich zu einer Lipiddoppel-
schicht verbinden und ein sogenanntes Hemifusionsdiaphragma ausbilden.
Anhand von cryoEM-Aufnahmen konnte von Hernandez et al. die Bildung eines
Hemifusionsdiaphragmas zumindest bei einem Teil der fusionierenden Vesikel in
vitro beobachtet werden. """ Dies war jedoch nur moglich bei Vesikeln, die iiber eine
grofie Kontaktflache miteinander verbunden waren und der Fusions-stalk somit
stark aufgeweitet war. Aufgrund dieser Beobachtung wurde dieser Zustand als

stabiles Nebenprodukt des Fusionsmechanismus betrachtet. Demnach wiirde die
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Erweiterung des Fusions-stalks mit der Bildung eines Hemifusionsdiaphragmas
eine Konkurrenzreaktion zur Offnung einer Fusionspore darstellen.

Anhand von Elektronentomographie-Messungen konnte ein hemifusionierter
Zustand mit einem Hemifusionsdiaphragma jedoch auch bei synaptischen Vesikeln
an der prasynaptischen Membran in vivo nachgewiesen werden. "2 Dies kénnte be-
deuten, dass es sich bei dieser Zwischenstufe der Fusion um das priming der Vesikel
handelt. Es wird hierbei vermutet, dass die SNARE-vermittelte Fusion durch wei-
tere Regulationsproteine im hemifusionierten Stadium konserviert wird, um eine
abrupte Offnung einer Fusionspore und die damit einhergehende Ausschiittung des
Vesikelinhalts bei einer sprunghaften Erhohung der Calciumionenkonzentration
auszuldsen.

ODb es sich bei der in dieser Arbeit beobachteten Hemifusion um ein priming-
Schritt der Vesikel oder um eine Konkurrenzreaktion zur vollstdndigen Fusion
handelt kann anhand der préasentierten Daten noch nicht geklart werden. Die lange
Lebensdauer des hemifusionierten Zustands bei einem Grofiteil der beobachteten
Ereignisse, sowie die hohe Anzahl an unproduktiven Hemifusionsereignissen in
unserem System, weisen jedoch darauf hin, dass es sich hierbei nicht um ein
Nebenprodukt, sondern eine metastabile Zwischenstufe des Fusionsmechanimus
handelt. Um an dieser Stelle einen erweiterten Einblick in den Mechanismus der
SNARE-vermittleten Fusion zu erhalten, konnten dem System weitere regulatori-

sche Proteine hinzugefiigt werden.
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6 Zusammenfassung

Im Fokus dieser Arbeit stand die Entwicklung eines Modellsystems fiir die SNARE-
vermittelte Membranfusion auf Basis poreniiberspannender Membranen. Ziel war
es hierbei einzelne Vesikelfusionsereignisse mit der planaren poreniiberspannenden
Membran mittels konfokaler Laserrastermikroskopie zeitaufgeldst zu beobachten.

Hierzu wurden zunédchst Protokolle fiir die hydrophile Funktionalisierung po-
roser Silziumsubstrate entwickelt, wodurch eine reproduzierbare, 16sungsmittel-
freie Membranpraparation durch das Spreiten von riesigen unilamellaren Vesikeln
(GUVs) ermoglicht wurde. Es wurden jeweils zwei Funktionalisierungsstrategien
tiir Substrate mit offenen und mit geschlossenen Poren entwickelt.

Die benétigten SNARE-Proteine wurden in Escherichia coli heterolog expremiert
und konnten erfolgreich isoliert und in guter Reinheit erhalten werden. Die Funktio-
nalitdt der Proteine konnte durch Vesikel-Vesikel-Fusionsexperimente im Ensemble
fluoreszenzspektroskopisch nachgewiesen werden.

Fiir die Entwicklung des Fusionsassays musste zundchst eine geeignete Metho-
de fiir die Rekonstitution der SNARE-Proteine in poreniiberspannende Membra-
nen gefunden werden. Es wurde hierzu auf bekannte Protokolle fiir die Rekon-
stitution der Proteine in kleine unilamellare Vesikel (SUVs) mittels Detergenz-
entzug zuriickgegriffen. Die erhaltenen SUVs wurden dann in einem weiteren
Schritt in grofiere Vesikel tiberfiihrt. Die erfolgreiche Rekonstitution der SNARE-
Proteine in GUVs und grofie unilamellare Vesikel (LUVs) konnte durch Vesikel-
Vesikel-Fusionsexperimente bestétigt werden. Die mittels Elektroformation erzeug-

ten GUVs konnten im Folgenden erfolgreich zur Bildung poreniiberspannender



6. Zusammenfassung

Membranen auf hydrophil funktionalisierten pordsen Substraten verwendet wer-

den.

Die Mobilitdt von Syntaxin-1A in poreniiberspannenden Membranen wurde mit
Hilfe von FCS-Experimenten {iberpriift. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass
die Mobilitdt von Syntaxin-1A in poreniiberspannenden Membranen der in frei-
stehenden Membranen entspricht. Dies unterstreicht die gute Eignung der poren-
tiberspannenden Membranen als Modellsystem fiir die SNARE-vermittelte Fusion.
Die Diffusion der Proteine auch iiber die Porenstege hinweg konnte durch FLIP

(fluorescence loss in photobleaching)-Experimente bewiesen werden.

Schlussendlich konnten im Rahmen dieser Arbeiten zum ersten mal die SNARE-
vermittelte Fusion von LUVs mit der porentiberspannenden Membran anhand der
Vermischung der Lipide beobachtet werden. Die poreniiberspannende Membran
war mit dem lipidgekoppelten Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green 488, die Vesikel-
membran mit Texas Red dotiert. Die Vermischung der Lipide fiihrte zu charakte-
ristischen Intensitiatsverlaufen der enthaltenen Fluoreszenzsonden, die eine Unter-
scheidung der Zwischenstufen des beobachteten Fusionsprozesses ermoglichten.
Es konnte zwischen Docking, Hemifusion und vollstindiger Fusion unterschieden
werden. Zusétzlich konnten durch die Bestimmung der Verzogerung zwischen
Docking und dem Einsetzen der Fusion, sowie der Dauer des hemifusionierten
Zustands, Informationen tiber die Kinetik der Fusion auf poreniiberspannenden
Membranen erhalten werden. Die mittlere Dockingzeit bis zum Einsetzen der
Fusion betrug hierbei etwa 50 s, die mittlere Dauer des hemifusionierten Zustands

etwa 4. Insgesamt wurden iiber zweitausend Einzelereignisse untersucht.

Es konnte somit gezeigt werden, dass poreniiberspannende Membranen ein
geeignetes Modellsystem fiir die Untersuchung der SNARE-vermittelten Membran-
fusion darstellen. Aufgrund der niedrigen Geschwindigkeitskonstanten, sowohl
des Ubergangs von Docking zur Hemifusion, als auch von der Hemifusion zur voll-

standigen Fusion, bei dem gleichzeitig sehr hohen Detailgrad der Ergebnisse, bie-
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ten die Fusionsexperimente auf poreniiberspannenden Membranen herausragende
Moglichkeiten den Fusionsmechanismus detailliert zu untersuchen. Besonders der
Einsatz weiterer regulatorischer Proteine, sowie die Beobachtung der Ausschiittung
des Vesikelinhalts unter Verwendung geschlossenporiger Substrate, konnten das

Potenzial des in dieser Arbeit entwickelten Fusionssystems weiter ausbauen.
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Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Argon

Chloroform

Ethanol

Mucasol®

Parafilm

Petrischalen

DOPC

POPE

POPS

Cholesterol

Texas Red DHPE
Oregon Green 488 DHPE
Ni-NTA-ATTO550
HEPES

KCl1

DTT

Sucrose

ITO-Gléaser

Kupferband
Polycarbonatmembran (& 1000 nm)
Eppendorf-Cups
Eppendorfpipetten
Porensubstrate (offen, 1.2 um)
Titan-Target

Gold, 99.99%

Linde (Miinchen)

VWR International (Darmstadt)

Fluka (Neu-Ulm)

Merck (Darmstadt)

Pechiney Plastik Packaging (Chicago, USA)
VWR International GmbH, Niirnberg
Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Invitrogen (Eugen, USA)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Carl Roth (Karlsruhe)

Prazisions Glas & Optik GmbH (Iserlohn)
Prazisions Glas & Optik GmbH (Iserlohn)
Avestin (Ontario, Kanada)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

fluXXion (Eindhofen, Niederlande)
Elektronen Optik Service GmbH (Dortmund)
Allgemeine Gold- und Silberscheideanstalt (Pforzheim)



Gerate und Software

Gerate

Fluoreszenzspektroskopie
JASCO FP 6500 JASCO (Easton, USA)

Fluoreszenzmikroskopie

Olympus BX51 Olympus (Tokio, Japan)
Objektiv LumPlan FLN 40x/0.80 W Olympus (Tokio, Japan)

LSM 710 Examiner Carl Zeiss GmbH (Jena)
UV/vis-Spektroskopie

Varian Cary Scan 50 Varian (Darmstadt)
Quarkiivette Hellma (Miihlheim)
Elektroformation

Frequenzgenerator Aglient 333220A Aglient Technology (Santa Clara, USA)
Extrusion

Mikroliterspritze Hamilton (Bonaduz, Schweiz)
LiposoFast® Avestin (Ontario, Kanada)

Sonstige Gerite

Reinstwasseranlage MilliQQ Gradient A10 Millipore (Eschborn)

Osmomat 030 Gonotec (Berlin)

Feinwaage CP225D Satorius (Gottingen)

pH-Meter Calimatic 766 Knick (Berlin)

Galaxy mini VWR International (Darmstadt)
MED 020 Modular High Vacuum Bal-Tec AG (Balzers, Liechtenstein)
Coating System

Sputter Coater 108auto Cressington (Watfort, USA)
Thickness Controller mtm 20 Cressington (Watfort, USA)
Ultraschallbad Sonorex RK 255 H Bandelin (Berlin)

Vakuumtrockenschrank Binder (Tuttlingen)
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Plasma Cleaner PDC 32 G-2 Harrick (New York City, USA)

Schiittler Vortex Genie 2 Scientific Industries (Nidderau)
Concentrator 5301 Eppendorf (Hamburg)
Software
Zen 2008 Carl Zeiss GmbH (Jena)
Zen 2011 Carl Zeiss GmbH (Jena)
Image] Open Source

Origin Pro 8.0  OriginLab Corporation (Northhampton, USA)
Matlab R2012b MathWorks®

Symbol- und Abklrzungsverzeichnis
Symbole

A Wellenldnge
kg Boltzmannkonstante
Temperatur
Durchmesser
Druck
Erdbeschleunigung
Gewicht

2 09 ™ ™M

Volumen

Z ]

Molmasse

Zeit

~=

vii



D Diffusionskoeffizient

tp  charakteristische Diffusionszeit
€ Extinktionskoeffizient

I Intensitat

tack Dockingzeit

temi  Hemifusionszeit

N Anzahl

k Geschwindigkeitskonstante

m Anzahl an Reaktionsschritten

Abkurzungen

Abb. Abbildung

AFM Rasterkraftmikroskopie (engl.: atomic force microscopy)

AS Aminosdure

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propansulfonat

Chol Cholesterol

CLSM  konfokales Laserrastermikroskop (confocal laser scanning microscope)

DHPE  1,2-Dihexadekanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin

DPPE  1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin

DNA Desoxyribonucleinsdure (engl.: desoxyribonucleic acid)

DOPC  1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

DTT Dithiothreitol

FCS Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (engl.: fluorescence
correlation spectrsocopy)

FRAP  fluorescence recovery after photobleaching

FRET Forster-Resonanz-Energie-Transfer

GUV riesiger unilamellarer Vesikel (engl.: giant unilamellar vesicle)

viii



His Histidin

HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure

ITO Indiumzinnoxid (engl.: indium tin oxide)

KCl Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

LUV grofser unilamellarer Vesikel (engl.: large unilamellar vesicle)
MH 6-Mercapto-1-hexanol

min Minute

ms Milisekunden

NSF NEM-sensitive factor

POPE  1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
POPS  1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-l-serin

PSM poreniiberspannende Membran (engl.: pore-spanning membrane)
RT Raumtemperatur

SNAP  soluble NSF-attachment protein

SNARE SNAP receptor

SSM festkorperunterstiitzte Membran (engl.: solid supported membrane)
TIRF total internal reflection fluorescence
vgl. vergleiche

vis sichtbares Licht (engl.: visible)
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