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Mechanismen intrazelluldrer

Membranfusion

Eukaryotische Zellen sind durch Membra-
nen in verschiedene Kompartimente
unterteilt Zerstérung der Plasmamembran
oder der Membran von Organellen fiihrt
in der Regel zum Tod der Zelle. Zellwachs-
tum, Zellteilung sowie Import und Export
von Makromolekiilen erfordern daher
Mechanismen fiir die Teilung wie fiir die
Verschmelzung von membranumschlosse-
nen Kompartimenten, bei denen die
Integritdt der Membranbarrieren nicht
beeintrdchtigt wird. Die zugrundeliegen-
den Vorgdnge werden als Knospung
(budding) und Fusion bezeichnet.

Prinzipien der Fusion von Membranen

P Esist relativ einfach, kiinstliche Lipid-
vesikel (Liposomen) herzustellen, deren
Eigenschaften biologischen Membranen
dhneln. Wenn man die AbstoBungskrifte
zwischen Liposomen zeitweilig iiberwindet,
kann man die Membranen zur Fusion brin-
gen. Dabei miissen Zwischenzustinde
durchlaufen werden, in denen die beteilig-
ten Membranen nicht als Bilayer vorliegen.
Im ersten Schritt verschmelzen vermutlich
die proximalen Monolayer, wihrend die
distalen Monolayer noch getrennt sind (Abb.
1). Dabei entsteht eine stark gekriimmte
Verbindung zwischen den fusionierenden
Membranen (,,hemifusion stalk“). Von die-
sem normalerweise instabilen Zwischenzu-
stand kann es zur Ausbildung einer Fusions-
pore kommen, wobei die distalen Monolay-
er lokal miteinander verschmelzen. Mogli-
cherweise entsteht vor der Ausbildung der
Fusionspore eine scheibenférmige Trenn-
schicht (Abb. 1), die von den beiden dista-
len Monolayern ausgebildet wird. Fiir diese
Zwischenzustinde sprechen viele Befunde,

27

obwohl alternative Szenarien noch nicht aus-
geschlossen werden kénnen.

Es ist unklar, ob biologische Membra-
nen auf dhnliche Weise fusionieren. Protei-
ne spielen dabei eine entscheidende Rolle.
Fiir die Funktionsweise solcher Fusionspro-
teine gibt es zwei unterschiedliche Hypo-
thesen. Der ersten Hypothese zufolge be-
schriinkt sich die Rolle der Proteine darauf,
die Aktivierungsenergie fiir die Fusion her-
abzusetzen, zum Beispiel durch Ausbildung
einer stabilen Verbindung zwischen den zu
fusionierenden Membranen (Verminderung
der AbstoBung). Am Fusionsvorgang selbst
sind hiernach ausschlielich Membranlipi-
de beteiligt. Die zweite Hypothese besagt,
daf} die Proteine selbst mit den hydropho-
ben Bereichen der Membranlipide interagie-
ren und somit Ubergangszustinde entste-
hen, die bei der Fusion proteinfreier Mem-
branen nicht auftreten kénnen. So kénnte
die Fusionspore, die den Wasserraum auf
den beiden distalen Seiten der fusionieren-
den Membranen verbindet, durch einen Pro-
teinkanal gebildet werden, der beide Bilay-
er durchspannt und der erst im weiteren
Verlauf der Fusion durch Einwandern von
Phospholipiden getrennt wird.

Angesichts einer kaum iiberschaubaren
Vielfalt von intrazelluliren Fusionsvorgin-
gen, die in Kinetik, Geometrie und Funkti-
on nur wenig gemeinsam haben, ist es iiber-
raschend, daf3 alle diese Fusionen nach ihn-
lichen Mechanismen unter Beteiligung kon-
servierter Proteine ablaufen. Dazu gehoren
die SNAREs, eine heterogene Gruppe von
Membranproteinen niedrigen Molekularge-
wichtes, die Rab-Proteine, die zur Ras-Su-
perfamilie der G'T'Pasen gehoren, sowie ver-
mutlich auch die Sec1/Munc18-Proteine, die
moglicherweise eine Rolle bei der Regula-
tion von SNAREs spielen. In den letzten
Jahren sind groBe Fortschritte in unserem
Verstindnis dieser wichtigen Komponenten
erzielt worden. Obwohl viele Aspekte noch
unklar sind und zum Teil kontrovers disku-
tiert werden, wollen wir in den nichsten
Abschnitten versuchen, einen Uberblick
iiber den derzeitigen Diskussionsstand ge-
ben. Dabei werden wir uns im wesentlichen
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Abb. 1: Zwischenstadien bei der Verschmelzung zweier Doppelmembranen nach der ,stalk hypothesis”.

Ndiheres siehe Text.
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auf die SNARESs beschrinken, denen eine
zentrale Rolle beim Fusionsvorgang zuge-
schrieben wird.

SNAREs - zentrale Komponenten
zelluldrer Fusionsmaschinen

Die Superfamilie der SNAREs umfaft
inzwischen mehr als 60 Mitglieder, die in al-
len eukaryotischen Zellen vertreten sind.
SNARESs sind zumeist kleine (12 —35 kDa),
iiberwiegend membrangebundene Proteine,
die einen konservierten Abschnitt von ca. 60
Aminosiduren, das SNARE-Motiv, enthalten.
Wiihrend eines Fusionsvorganges miissen
mehrere unterschiedliche SNARE-Proteine
miteinander kooperieren. Am lingsten be-
kannt und am besten untersucht sind die
SNARES, die an der Exocytose synaptischer
Vesikel in Neuronen beteiligt sind: das Ve-
sikelprotein Synaptobrevin und die plasma-
membranstindigen Proteine Syntaxin
und SNAP-25. Synaptobrevin und Syntaxin
besitzen jeweils eine C-terminale Trans-
membranregion, an die sich N-terminal ein
SNARE-Motiv anschlieBt. SNAP-25 ist
durch Palmytolierung von zentralen Cystein-
seitenketten in der Membran verankert.
Beidseitig der Cystein-Ankerregion befindet
sich je ein SNARE-Motiv.

Die unterschiedliche Lokalisation der
neuronalen SNAREs fiihrte zu einer er-
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sten Einteilung der SNARE-Proteine in v-
SNARESs (vesikulire SNAREs) und t-
SNARESs (SNAREsS, die an der Ziel(target)-
membran lokalisiert sind). Diese Untertei-
lung 1463t sich jedoch nicht aufrechterhalten,
da auch gleichartige Organelle miteinander
fusionieren konnen. Sie ist daher kiirzlich
durch eine strukturell begriindete Klassifi-
zierung in Q-SNAREs und R-SNARE:s er-
setzt worden ([1, 2], s. unten).

Fusionsproteine miissen Energie auf-
bringen, um die Barrieren der Fusionsreak-
tion zu iiberwinden. SNARE-Proteine erfiil-
len hierfiir alle Voraussetzungen: Sie durch-
laufen Assembly-Disassembly Zyklen, bei
denen Energie freigesetzt wird und die mit
ausgedehnten Konformationsinderungen
verbunden sind.

Assembly des neuronalen Core-Komplexes

Interessanterweise weisen Synapto-
brevin und SNAP-25 in physiologischen
Salzlgsungen kaum Sekundirstruktur auf.
Dagegen enthilt Syntaxin a-helikale Berei-
che. Gibt man die Proteine zusammen, so
bildet sich, begleitet von gewaltigen Kon-
formationsinderungen [3], spontan ein sta-
biler ternidrer Komplex aus, den man auch
als ,,Core“-Komplex bezeichnet. Es entsteht
ein langgestrecktes Helixbiindel, in dem die
vier SNARE-Motive parallel angeordnet
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Abb. 2: Vergleich der offenen und geschlossenen Konformation von Syntaxin.

Gezeigt ist die Kristallstruktur des neuronalen Core-Komplexes [1] sowie die NMR-Struktur der N-
terminalen Domdne von Syntaxin1 [4]. Im SNARE-Komplex ist die N-terminale Domdne frei beweglich
und durch eine flexible Verbindung unbekannter Struktur mit dem Core-Komplex verbunden. In der
geschlossenen Konformation bindet die N-terminale Domdne an den N-terminalen Bereich des SNARE-
Motivs, welches auch hier eine a-helikale Struktur hat. Der C-terminale Teil des Motivs ist dagegen
nicht strukturiert. Die Transmembrandomdnen sind als Zylinder dargestellt, Bereiche unbekannter

Struktur als Linien.

BIOSPEKTRUM ¢« 1.00 « 6. JAHRGANG

sind und die Transmembrandominen von
Syntaxin und Synaptobrevin an einem Ende
nebeneinander liegen [1].

Der Assembly-Reaktion solcher Core-
Komplexe wird eine entscheidende Rolle
bei der Membranfusion zugeschrieben.
Uberraschenderweise geht diese Reaktion,
die in der Synapse in Bruchteilen von Se-
kunden ablaufen sollte, im Reagenzglas nur
relativ langsam vonstatten. Hierfiir ist zu-
mindest teilweise der N-"Terminus von Syn-
taxin verantwortlich, der eine aus drei an-
einandergelagerten a-Helices bestehende,
eigenstindige Domiine ausbildet [4] (Abb.
2). Diese Domine bindet an den N-termi-
nalen Bereich des SNARE-Motivs und ver-
hindert die Ausbildung von Core-Komple-
xen. Syntaxin kann also in zwei Konforma-
tionen vorliegen, einer ,,geschlossenen®, in
der das SNARE-Motiv an die N-terminale
Domine gebunden ist, und einer ,,offenen®,
in der das SNARE-Motiv frei beweglich
ist und einen Core-Komplex mit anderen
SNARESs ausbilden kann [5-6] (Abb. 2). Der
Bildung von Core-Komplexen muf} wahr-
scheinlich ein Wechsel von der geschlosse-
nen in die offene Konformation von Synta-
xin vorausgehen, denn die Reaktionsge-
schwindigkeit des Assemblys Bt sich durch
Entfernen der N-terminalen Domine deut-
lich beschleunigen [5].

Struktur und Eigenschaften von
Core-Komplexen

Die Kristallstruktur des neuronalen
Core-Komplexes [1], die kiirzlich gelést
worden ist, ist an dieser Stelle bereits ein-
gehend dargestellt worden [7]. Die Kontak-
te zwischen den vier Helices im Komplex
werden iiberwiegend durch hydrophobe
Aminosduren im Kern des Biindels ausge-
bildet, die in mehr oder weniger parallelen
Ebenen senkrecht zur Lingsachse angeord-
net sind. Jedoch befindet sich eine hydro-
phile Interaktionsebene in der Mitte des
Biindels, die aus drei Glutaminresten (Q)
und einem Argininrest (R) gebildet wird.
Diese Aminosiduren sind hochkonserviert
und begriinden die Einteilung in Q-SNAREs
und R-SNARE:s [2]. Sequenzvergleiche in
der SNARE-Superfamilie ergaben weiter-
hin, daf} die hydrophoben Aminosiuren im
Kern des Biindels ebenfalls konserviert sind.
In der Tat lassen sich einzelne SNARESs im
Komplex durch andere Familienmitglieder
ersetzen, ohne daf} die Kinetik des Assem-
blys oder die Stabilitit des Komplexes be-
eintrichtigt wird [8, 9]. Diese ,,Promiskui-
tit“ ist tiberraschend, denn in der Zelle wer-
den cinzelne Fusionsschritte jeweils durch
einen spezifischen Satz von SNARE-Protei-
nen katalysiert. Offensichtlich wird diese Se-
lektivitit durch andere Proteine erreicht, die
dafiir sorgen, daf3 nur die fiir einen Fusions-
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schritt zustindigen SNAREs miteinander
interagieren kénnen.

Regulation von SNAREs durch andere
Proteine

Die zentrale Rolle von SNARES bei in-
trazelluldren Fusionsschritten hat viele For-
scher dazu veranlaf3t, nach Kontrollproteinen
zu suchen, die spezifisch an SNAREs bin-
den und/oder funktionell (z.B. in geneti-
schen Screens) mit SNARESs interagieren. So
sind allein fiir Syntaxin 1 inzwischen mehr
als ein Dutzend potentielle Interaktionspart-
ner beschrieben worden. Es ist jedoch oft
nicht einfach, zu kliren, ob es sich bei die-
sen Bindungen um Reagenzglas-Artefakte
oder um physiologisch relevante Regulatio-
nen handelt. AuBerdem ist in vielen
Fillen noch unklar, in welcher Phase des
SNARE-Assembly-Disassembly-Zyklus
diese Interaktionen erfolgen.

Am besten belegt ist eine Kontrollfunk-
tion fiir das neuronale Protein Munc-18-1
(auch als n-sec1 oder rb-sec1 bezeichnet). Es
bindet spezifisch und mit hoher Affinitit die
N-terminale Domine von Syntaxin und ver-
hindert die Ausbildung von Core-Komple-
xen. Munc-18 bindet ausschlieflich die ,,ge-
schlossene“ Konformation von Syntaxin [6],
wie kiirzlich durch die Losung der Kristall-
struktur eines Komplexes aus Munc-18 und
Syntaxin eindrucksvoll bestitigt worden ist
(R. H. Scheller, personliche Mitteilung). Ist
es also die Funktion von Munc-18, die Aus-
bildung von Core-Komplexen durch eine
Begrenzung der verfiigbaren Menge von
Syntaxin zu kontrollieren? Diese Frage kann
noch nicht beantwortet werden, da unklar
ist, wie der Komplex von Munc-18 und Syn-
taxin wieder dissoziiert. Munc-18 interagiert
auch mit anderen Proteinen, darunter mit
Rab-Proteinen sowie mit Proteinkinasen,
aber der Einfluf3 dieser Interaktionen ist
nicht untersucht.

Ein weiterer interessanter Regulator der
SNARE-Funktion in der Synapse ist das
vesikulidre Protein Synaptotagmin (Abb. 3).
Synaptotagmin reprisentiert eine Familie
von Transmembranproteinen, die auf der
cytoplasmatischen Seite zwei sogenannte
C2-Dominen aufweisen. C2-Dominen wur-
den zuerst in einigen Isoformen der Protein-
Kinase C beschrieben. Dort sind sie fiir die
Ca*-abhiingige reversible Bindung des En-
zyms an Membranen verantwortlich. Die
Exocytose von synaptischen Vesikeln wird
durch Ca*-Ionen kontrolliert, wobei die
Kopplung zwischen Ca?*-Einstrom aus dem
Extrazellularraum und der Membranfusion
nur mit wenigen hundert Mikrosekunden
Verzogerung erfolgt und damit nahezu dif-
fusionslimitiert ist. Synaptotagmin ist derzei-
tig der beste Kandidat fiir das Kopplungs-
protein, das das Ca%-Signal in Membranfusi-
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Abb. 3: Kristallstruktur der C2-Domdnen von Synaptotagmin [23]. Die roten Kugeln deuten die Position
der divalenten Kationen an. Ca**-Bindung ist nicht mit einer me8baren Konformationsdnderung
verbunden. Die Bindung dieser Domdnen an Phospholipide bzw. SNAREs wird vermutlich ausschlie3-
lich durch die Fixierung der positiv geladenen Ionen an der Protein-Oberfliche bewirkt (,electrostatic

switch”).

on tiibersetzt. Nach Deletion von Synapto-
tagmin in Fliegen und Miusen ist die Ca*-
abhingige Exocytose fast vollstindig ge-
hemmt, wihrend sie durch Ca*-unabhiingi-
ge Reize noch normal ausgelost werden kann.

Was hat Synaptotagmin mit SNARE-
Proteinen zu tun? Anders als bei Protein-
Kinase C steuert Ca* nicht nur die Bind-
ung an Membranlipide, sondern auch an
SNARE-Proteine. Dabei bindet das Protein
sowohl an monomere SNARE-Proteine
(Syntaxin und SNAP-25) wie auch an den
terniren Komplex [10]. Es ist jedoch noch
ungeklirt, ob und in welcher Weise die
Funktion der SNARE-Proteine durch Syn-
aptotagmin beeinfluflt wird.

Disassembly von Core-Komplexen

Im Reagenzglas sind Core-Komplexe
auBlerordentlich stabil. Sie kénnen jedoch
durch hochkonservierte Proteine unter Auf-
wendung metabolischer Energie in Mono-
mere dissoziiert werden. Diese Proteine
sind: SNAPs (Akronym fiir soluble NSF At-
tachment Protein; a, b und g-Isoformen),
welches im N-terminalen Bereich von Core-
Komplexen bindet, sowie die Chaperon-
dhnliche ATPase NSF (Akronym fiir NEM-
sensitive fusion protein), die an die SNAP-
SNARE-Komplexe bindet und sie unter
Spaltung von ATP in die vier Einzelprotei-
ne dissoziiert. SNARE-Komplexe wurden
erstmals als Ziele dieser 16slichen Disassem-
bly-Proteine beschrieben, denen sie auch
thren Namen verdanken (SNAp-REceptors)
[11].

Hochauflésende Elektronenmikrosko-
pie [12-13] sowie Rontgenstrukturanalyse
[14-18] haben in jiingster Zeit zu einem ver-

tieften Verstindnis dieser Disassembly-Re-
aktion gefiithrt. NSF gehort zur Familie der
sog. AAA-Proteine (ATPases associated with
various cellular activities). Es ist ein Hexa-
mer mit drei Dominen pro Untereinheit, die
als D2, D1 und N bezeichnet werden. Im
Hexamer bilden die D2- und die D1-Domi-
ne zwel aufeinanderliegende Ringe mit
sechszihliger Symmetrie. Beide D-Domi-
nen enthalten eine ATP-Bindungsstelle. Je-
doch ist nur diejenige der D1-Domine ka-
talytisch aktiv, wihrend diejenige der D2-
Domine fiir die Oligomerisierung verant-
wortlich ist (Abb. 4). Die N-Domiine bindet
a-SNAP und ist somit fiir die Verbindung
zum SNARE-Komplex zustindig. NSF bin-
detan das N-terminale Ende des Core-Kom-
plexes (Abb. 5), wobei dieses méglicherwei-
se in ein ,,Loch® in der Mitte der D-He-
xamere eintaucht.

Wie EM-Aufnahmen gezeigt haben,
durchlduft die N-Domine bei ATP-Spaltung
groBriumige Konformationsinderungen [12]
[13]. Wihrend der letzten Monate sind die
Raumstrukturen der NSF-N-Domine [16]
[17] sowie der Hefe-Variante von a-SNAP
(Sec17p) [18] aufgeklirt worden (Abb. 4).
Die multiplen ,,knob-hole“-Kontakte zwi-
schen den helikalen Bereichen im Sec17p-
Molekiil fithren vermutlich dazu, daf3 das
Protein eine starre Struktur hat, ihnlich ei-
nem verdrehten Winkel. Man kénnte sich
vorstellen, daf3 die ,,Kanten* dieser Winkel
in die Furchen zwischen den Helices auf der
Obertliche des Core-Komplexes binden und
somit einen Ansatzpunkt fiir Hebelkrifte
darstellt. Nach dieser Hypothese wiirden die
N-Dominen von NSF zwischen den ande-
ren Enden des a-SNAP-Winkels liegen und
bei ATP-Spaltung eine Drehbewegung aus-
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fithren, bei der die in den D-Dominen festgehaltenen SNARE-
Komplexe iiber den Hebel a-SNAP regelrecht auseinandergezwun-
gen werden. Es ist sehr attraktiv, sich das NSF-SNAP-System als
eine Nanomaschine vorzustellen, die metabolische Energie in me-
chanisch iibertragene Drehbewegungen iibersetzt (Abb. 5), doch gibt
es hierfiir noch keine experimentellen Belege.
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Abb. 4: Kristallstrukturen des SNAP-Proteins aus Hefe (Sec17p) [18] sowie
der D2 [14-15] und N-Doméne von NSF [16-17]. Die D2-Domdéne wurde als
Hexamer kristallisiert, sie enthilt ein ATP-Molekiil (rot), das aber nicht
hydrolysiert wird. Das g-Phosphat des ATP-Molekiils bindet jeweils an eine
Seitenkette der benachbarten Untereinheit. Dies erkldrt, warum ATP fiir den
Zusammenhalt des Hexamers benétigt wird.

Die N-Domdne ist mit der ATP-hydrolysierenden D 1-Domdne verbunden.
Deren Struktur ist unbekannt, jedoch kann man aufgrund von Sequenz-
Ahnlichkeiten sowie Elektronenmikroskopie davon ausgehen, daB sie der
D2-Domdine dhnelt. Die Struktur der N-Domdne weist Parallelen zu den
Domdnen 2 und 3 von EF-Tu, einem an der Proteinsynthese beteiligten
Elongationsfaktor, auf. In beiden Proteinen ist diese Domdne mit einer
ATPase bzw. GTPase Domdne verbunden, und beide Domdnen durchlaufen
groBrdumige Konformationsdnderungen. Die Domdne wurde als Monomer
kristallisiert, die hier ebenfalls dargestellte hexamere Anordnung ist
hypothetisch.

Sec17p besteht aus einer Reihe von antiparallel angeordneten a-Helices.
Solche Faltungen sind in Strukturproteinen wie Clathrin (schwere Kette) zu
finden.
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Ablauf der Membranfusion - Tatsachen, Hypothesen
und Spekulationen

Die Fusion biologischer Membranen 146t sich in mehrere Schritte
einteilen. Zunichst miissen die zu fusionierenden Membranen zu-
sammengebracht werden, zum Beispiel durch den "Transport eines
Vesikels zur Zielmembran. AnschlieBend wird ein zumindest zeit-
weise stabiler Kontakt zwischen den Membranen hergestellt, der
hiufig auch als ,,docking“ bezeichnet wird. Im nichsten Schritt er-
folgt die Fusion der beteiligten Membranen.

Versuche zur Ca*-regulierten Exocytose von Neuronen bzw.
neuroendokrinen Zellen haben ergeben, dall die Exocytose selbst
keine metabolische Energie in Form von ATP benétigt, sondern
daB ein Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration (,,triggering )
ausreicht, um die Fusion auszulésen. Dagegen wird in der vorge-
schalteten Phase, die wihrend oder nach dem ,,docking® erfolgt,
ATP bendotigt. Diese Phase wird auch als ,,priming“ bezeichnet.

Wiihrend es unstrittig ist, da3 die SNAREs an der Fusion betei-
ligt sind, ist ihr genauer Mechanismus noch unklar. Nach einer ur-
spriinglich von uns aufgestellten und inzwischen weitgehend ak-
zeptierten Arbeitshypothese leitet die Assembly-Reaktion die Fu-
sion ein [19]. Danach wiirden sich Komplexe zwischen SNAREs
der beiden zu fusionierenden Membranen ausbilden (77anzs-Kom-
plexe). Die Bildung der Komplexes wiirde an den distalen (N-ter-
minalen) Enden beginnen und durch zunehmendes helikales ,,Auf-
rollen“in die Richtung der Membrananker fortschreiten. Dabei wiir-
den die Membranen regelrecht zusammengezurrt. Es entstiinde ein
gespannter Ubergangszustand, in dem die cytoplasmatischen An-
teile der SNARESs bereits zu einem Helixbiindel zusammengela-
gert wiren, wihrend die "Iransmembrandominen noch getrennt in
den jeweiligen Membranen steckten. Es gibt Hinweise darauf, daf3,
zumindest in neuroendokrinen Zellen, diese Schritte des Assem-
blys reversibel sind und nach dem ,,priming“ ablaufen [20]. Es kénn-
ten lose Zwischenzustinde entstehen, in denen nur der N-termina-
le Bereich des langgestreckten Helixbiindels ausgebildet ist, wiih-
rend die C-terminalen Bereiche noch nicht miteinander verbunden
sind.

Maglicherweise reicht die in den #ans-Komplexen enthaltene
Spannung in einigen Fillen bereits aus, um die Bilayer zu fusionie-
ren. So konnte sich das reiverschluBartige Zusammenzichen der
SNARE:s bis in die Transmembrandominen hinein erstrecken, zwi-
schen denen spezifische Bindungen nachgewiesen wurden. In der
Tat kann man Fusionsaktivitit messen, wenn SNARESs in die Mem-
bran kiinstlicher Lipidvesikel inkorporiert werden [21]. Diese Ex-
perimente sind jedoch nicht schliissig, unter anderem deshalb, weil
viele an biologischer Membranfusion unbeteiligte Peptide und
Proteine in solchen Assays Fusionsaktivitit aufweisen. In anderen
Fillen, zum Beispiel bei regulierter Exocytose, benétigen die
SNAREs jedoch die Interaktion mit einem anderen Protein (wahr-
scheinlich Synaptotagmin), um die Membranen zur Fusion zu brin-
gen. In jedem Fall aber ist es nach diesen Vorstellungen die im
SNARE-#rans-Komplex gespeicherte Konformationsenergie, deren
Relaxierung wihrend der Fusion den entscheidenden Beitrag zur
Fusion leistet.

Nach erfolgter Fusion befinden sich die SNAREs nebeneinan-
der in derselben Membran. Der Komplex ist relaxiert (,,cz5“-Kom-
plexe) und muB erst durch Interaktion mit NSF und a-SNAP disso-
ziiert werden, um wieder einen Fusionsvorgang zu katalysieren.

Ein von dem oben beschriebenen Modell etwas abweichendes
Szenario wurde aus Untersuchungen zur Fusion von Vakuolen aus
Hefezellen abgeleitet. Die Fusion dieser Vakuolen kann man mit
einem eleganten biochemischen Assay im Reagenzglas messen. Die
Kombination von Biochemie und Genetik, die in diesem System
moglich ist, erlaubt es, die Proteinzusammensetzung der an der
Fusion beteiligten Membranen gezielt zu manipulieren. Nach die-
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sen Untersuchungen erfolgt die Aktivierung
der SNAREs durch NSF erst kurz vor der
Fusion in einer komplexen Abfolge von Pro-
tein-Protein-Interaktionen, die anschlie-
Bend zur Ausbildung von #rans-SNARE-
Komplexen fithren. Interessanterweise
scheint es in diesem System noch mehrere
Schritte zu geben, die dem SNARE-Assem-
bly nachgeschaltet sind, darunter ein Calmo-
dulin-abhiingiger Schritt sowie eine Phos-
phatase-Reaktion. Weiterhin gibt es Hinwei-
se dafiir, das NSF nicht nur ¢s-Komplexe
dissoziiert, sondern auch #rans-Komplexe
angreifen kann. Offensichtlich kénnen die
SNARE-Komplexe bereits wieder dissozi-
iert werden, bevor die Fusion erfolgt ist [22].
Diese Sichtweise ist mit dem oben beschrie-
benen Modell nur schwer in Einklang zu
bringen. Weitere Versuche miissen kliren,
ob diese Unterschiede durch die Besonder-
heiten der vakuoliren Fusion zu erkliren
sind oder ob das oben beschriebene Modell
revidiert werden muf3.

Ausblick

In nur wenigen Jahren hat sich unser
Verstindnis der intrazelluliren Membranfu-
sion von der mikroskopisch-deskriptiven
Ebene verlagert. Fusionen sind komplexe
Vorgiinge, an denen Hunderte von Molekii-
len beteiligt sind und deren Studium sowohl
physikalische wie biochemische und zellbio-
logische Methoden erfordert. Noch immer
sind nicht alle Proteine bekannt, die dabei
eine Rolle spielen. Nicht zuletzt dank der
Beitriige strukturbiologischer Arbeiten kann
man jedoch davon ausgehen, daf die mole-
kularen Mechanismen proteinkatalysierter
Membranfusion in ihren Grundziigen bald
verstanden sein werden.
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