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6 Zusammenfassung

SNARE-Proteine spielen eine wichtige Rolle in allen intrazelluldiren Fusionsreaktionen
von der Hefe bis zum Menschen. Es wird vermutet, daf} die Bildung von terndren SNARE-
Komplexen zwischen dem synaptischen Vesikelprotein Synaptobrevin und den
Plasmamembranproteinen Syntaxin und SNAP-25 zur Membranfusion in der
Nervenendigung fiihrt. Die Interaktion zwischen SNARE-Proteinen erfolgt iiber einen 60
Aminosduren umfassenden Abschnitt, dem SNARE-Motiv. Die Kiristallstruktur des
synaptischen SNARE-Komplexes ergab ein langgestrecktes Vierhelixbiindel, in dem alle
Helizes parallel angeordnet sind (zwei SNAP-25-Helizes und je eine Syntaxin und eine
Synaptobrevin-Helix). Syntaxin besitzt eine zusétzliche, unabhingig gefaltete Doméne, die
Habc-Doméne. Eine intramolekulare Interaktion zwischen der Habc-Doméne und dem
SNARE-Motiv arretiert Syntaxin in einer geschlossenen Konformation. Nur wenn es keine
Interaktion zwischen diesen Doménen gibt (offene Konformation) kann sich der SNARE-
Komplex ausbilden. In dieser Arbeit wurden der konformationelle Schaltmechanismus
Syntaxins und die Strukturen von SNARE-Intermediaten und vollstindig ausgebildeten
SNARE-Komplexen untersucht.

Fluoreszenz-Anisotropie-Untersuchungen ergaben, dal die Habc-Doméne die SNARE-
Komplexbildung um das fiinf- bis siebenfache verlangsamt. Dies spricht fiir eine schwache
Interaktion zwischen der Habc-Doméne und dem SNARE-Motiv (AG = 1 kcal/mol). Die
intramolekularen Abstinde zwischen diesen Domédnen wurden durch Einzelmolekiil-
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfermessungen ~ bestimmt.  Nur  15-30%  aller
Syntaxinmolekiile sind geschlossen. Konformationelle Fluktuationen zwischen den offenen
und geschlossenen Zustidnden erfolgen in einem Zeitraum von ~0.7 ms. Um Syntaxin in
eine geschlossene Konformation zu dringen, wird ein zusétzliches Protein (Munc-18)
bendtigt.

Bindre Komplexe zwischen Syntaxin und SNAP-25 (2:1 Stochiometrie) sind potentielle
Intermediate in der Ausbildung von SNARE-Komplexen. Elektronen-Paramagnetische-
Resonanz-Daten ergaben, dafl der bindre Komplex ein Vierhelixbiindel ist, in dem die
beiden Syntaxinhelizes parallel angeordnet sind. Die N- und C-termini Syntaxins und die
C-termini beider SNAP-25-Helizes sind in diesem Komplex unstrukturiert. Die Bindung
Synaptobrevins fiihrt zu einer Verdringung eines Syntaxinmolekiils und damit zur Bildung

eines terndren Komplexes. Bei der Bildung bindrer und terndrer Komplexe aus
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individuellen SNAREs erfolgen groBle strukturelle Verdnderungen. Synaptobrevin und
SNAP-25 sind alleine vollig unstrukturiert. Syntaxin ist auch unstrukturiert, oligomerisiert
aber bei hoheren mikromolekularen Konzentrationen. Die Oligomerisierung wird vom
SNARE-Motiv vermittelt und kann mit einer intramolekularen Interaktion mit der Habc-
Doméne konkurrieren.

Um herauszufinden, ob die Struktur von einzelnen Helizes im SNARE-Komplex von dem
Vorhandensein gegeniiberliegender Helizes abhidngen, wurde ein C-terminal verkiirztes
Synaptobrevin eingesetzt. N-terminal von der Verkiirzung waren die Komplexe strukturell
intakt, wohingegen C-terminale Helizes, kollabierten. Die Interaktionsebenen im
Vierhelixbiindel von SNARE-Komplexen scheinen somit unabhéngig von benachbarten
Ebenen zu sein. Dieser Befund stimmt mit dem vorgeschlagenen ,,Reissverschlussprinzip
der Komplexbildung* iiberein und liefert eine strukturelle Basis fiir die Ausbildung von
SNARE-Komplex-Intermediaten im Verlauf der Membranfusion.

Um zu priifen, ob SNARE-Proteine iiber ihre Transmembrandoménen interagieren und
somit die SNARE-Komplexbildung beeinflussen, wurden die Interaktionen zwischen
Syntaxin und Synaptobrevin in Proteoliposomen untersucht. Syntaxin bildete spezifische
Dimere die Vorldaufer von bindren Komplexen sein konnten. Zusétzlich wurde eine neue
Interaktion zwischen den Transmembranregionen von Syntaxin und Synaptobrevin
beobachtet, die wichtig fiir eine spéte Phase der Fusion sein konnte. Eine Verldngerung des
Vierhelixbiindels bis in die Membranregion konnte zur Ausbildung eines
Membrankontinuums zwischen proximalen Schichten fusionierender Membranen sorgen.
Syntaxin ist an vielen molekularen Interaktionen beteiligt und durchlduft multiple
Konformationsdnderungen bevor es im vollstindig ausgebildeten SNARE-Komplex

gebunden ist.



