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Zellkompartimente

Regulation der endosomalen und

lysosomalen Biogenese

LARS LANGEMEYER, CHRISTIAN UNGERMANN
FACHBEREICH BIOLOGIE, UNIVERSITAT OSNABRUCK

Eukaryotic cells use the endocytic pathway to downregulate cell surface
receptors or to take up nutrients from the outside, which are finally
degraded in the lysosome. The machinery to degrade these components
is also transported to lysosomes. Both pathways merge at the endosome,
an organelle that undergoes massive membrane remodelling to remove
proteins from its surface. Within this review, we will summarize our
insights and approaches to unravel molecular mechanism of endosomal
and lysosomal biogenesis.
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A Abb. 1: Uberblick iiber das Endomembransystem. Vesikuldrer Transport verbindet Organellen
des sekretorischen und endozytischen Systems. Abgebildet ist der Weg eines Rezeptors (blau)
und einer Hydrolase (schwarzer Stern) vom Ort der Synthese im endoplasmatischen Retikulum
(ER) zur Plasmamembran oder zum Lysosom. Ligandenbindung induziert Endozytose des Rezep-
tors in die Zelle. Der Abbau erfolgt nach Sortierung in das endosomale Lumen und Fusion der
spaten Endosomen mit der Vakuole. Dabei durchlaufen Endosomen einen Reifungsprozess. Der
Rezeptor wird mithilfe von Hydrolasen im Lysosom abgebaut.

B Eukaryotische Zellen verfiigen {iber eine
Vielzahl von membranumschlossenen Kom-
partimenten, in denen unterschiedliche zel-
lulédre Reaktionen wie beispielsweise ATP-
Synthese (in Mitochondrien), Abbau von Lipi-
den (in Peroxisomen) oder die Synthese von
Proteinen (am Endoplasmatischen Retikulum,
ER) ablaufen. Um ihre Funktion zu erfillen,
benotigt jedes Kompartiment einen spezifi-
schen Satz an Proteinen, der vom Ort der Syn-
these zum Zielorganell transportiert werden
muss. Im Endomembransystem, das begin-
nend mit dem ER tiber den Golgi-Apparat bis
hin zu Endosomen und Lysosomen eine Rei-
he von Organellen umfasst, wird der Trans-
port von Frachtproteinen tiber Vesikel bewerk-
stelligt (Abb. 1). Vesikel bilden sich an der
Ursprungsmembran durch Ausstiilpung, wer-
den danach abgeschniirt und zur Zielmem-
bran transportiert, mit der sie schlieBlich ver-
schmelzen und so dort ihre Fracht abgeben.
Die transportierten Proteine verbleiben auf
ihrem Weg im Vesikellumen. Auch Hormone
werden auf diese Weise von Zellen sekretiert,
und ebenso werden Rezeptoren zur Zellober-
flache transportiert.

Unsere Forschung konzentriert sich auf den
endozytischen Weg. In der Endozytose erfolgt
die Aufnahme von Stoffen oder Rezeptoren in
die Zelle ebenfalls mithilfe von Vesikeln. Bei-
spielsweise werden Rezeptoren spezifisch von
der Zelloberfliche entfernt, nachdem sie
Liganden gebunden haben. Ebenso entfernt
die Zelle iiberschiissige oder defekte Stoff-
transporter (fiir spezifische Aminosauren,
Kohlenhydrate oder Ionen) tiber diesen Weg
von ihrer Oberflache. Die endozytischen Vesi-
kel verschmelzen mit dem frithen Endosom,
einer Art Sortierungsorganell: Rezeptoren
werden nach Dissoziation des Liganden wie-
der an die Zelloberflache gebracht, andere
Membranproteine in der Regel abgebaut.
Dazu werden sie in das Lumen der Endoso-
men durch die Ausbildung von Einstiilpun-
gen geschleust. Dieser Prozess verandert die
Morphologie der Endosomen, in deren Lumen
sich intakte Vesikel anreichern. Wenn diese
spaten Endosomen (multivesicular bodies,
MVB) den Sortierungsprozess beendet haben,
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verschmelzen sie mit dem Lysosom. Dieses
enthdlt eine Vielzahl von Hydrolasen, die alle
eingebrachten Makromolekiile in ihre Grund-
bestandteile zerlegen. Diese werden vom Lyso-
som zur weiteren Nutzung ins Zytosol frei-
gesetzt — ein durchaus bemerkenswertes
Recycling auf molekularer Ebene!

Alle beschriebenen Fusionsprozesse, bei
denen Vesikel mit einer Zielmembran ver-
schmelzen, beruhen auf einer konservierten
Maschinerie, die aus peripheren und integra-
len Membranproteinen besteht. Zu den peri-
pheren Membranproteinen gehoren Rab-
GTPasen (Rabs), die ausschlieBlich in der akti-
ven, GTP-gebundenen Form an spezifische
Effektorproteine, u.a. Anbindungsfaktoren
(Tether), binden. Beide gemeinsam, Rabs und
Tether, vermitteln spezifische Membrankon-
takte und beschleunigen so die Membranfu-
sion erheblich [1]. Letztere benotigt auBerdem
vier SNARES, (meist) integrale Membranpro-
teine, die sowohl auf der Vesikel- als auch auf
der Zielmembran vorhanden sind. Durch Aus-
bildung eines helikalen SNARE-Komplexes
werden beide Membranen aneinandergezo-
gen und verschmelzen. Der SNARE-Komplex
wird nach der Fusion entwunden und steht
fiir weitere Fusionen erneut zur Verfiigung.

Bei der Reifung von friihen zu spaten Endo-
somen andert sich nicht nur ihre Morpholo-
gie, sondern auch ihr Oberflichenbesatz
sowie die bendtigte Fusionsmaschinerie — und
hier beginnt der Forschungsfokus unserer
Gruppe. Wir interessieren uns fiir die genau-
en Ablaufe der endosomalen Reifung und
Fusion, basierend auf Erkenntnissen zur
Fusion von Vakuolen in der Bier- und Backer-
hefe Saccharomyces cerevisiae. Hefevakuolen
entsprechen den Lysosomen hoherer Zellen,
die mit reifen Endosomen (und anderen Orga-
nellen) spezifisch fusionieren. In den letzten
Jahren haben wir eine Reihe von Regulatoren
und fehlende Komponenten der endosoma-
len und vakuoldren Fusionsmaschinerie iden-
tifiziert und sowohl im zelluldren Kontext als
auch in Rekonstitutionsansitzen charakteri-
siert [2]. Ausgehend von der Beschreibung
der an der Vakuolenfusion beteiligten
SNAREs haben wir zwei zentrale Tethering-
Komplexe, den endosomalen CORVET- und
den vakuoldren HOPS-Komplex, genauer ana-
lysiert.

Einblicke in die Funktionsweise von
Tethering-Faktoren

Der hexamere HOPS-Komplex bindet die
Rab7-dhnliche GTPase Ypt7 auf Vakuolen und
erleichtert, wie wir heute wissen, die Ausbil-
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A Abb. 2: Rab und Tetherim endosomalen System. A, Struktur des HOPS-Komplexes, basierend
auf elektronenmikroskopischen Analysen [3]. B, Aufbau des HOPS-Komplexes. Die relative Vertei-
lung der Untereinheiten ist markiert. Bindestellen fiir Ypt7 (7) sind angedeutet. Reproduziert nach
[2]. C, Verteilung der Untereinheiten im CORVET-Komplex. Die Homologiestruktur basiert auf dem
HOPS-Modell. Die Bindestellen fiir das Rab-Vps21 (21) sind angezeigt. D, endosomale Reifung.
Vps21-gebundener CORVET-Komplex vermittelt die Fusion im friihen endosomalen Weg. Aktivie-
rung von Ypt7 mithilfe des GEF-Komplexes Mon1-Ccz1 erlaubt die Bindung an den HOPS-Komplex

und Fusion mit der Vakuole bzw. dem Lysosom.

dung des SNARE-Komplexes zwischen fusio-
nierenden Membranen. Es wurde lange spe-
kuliert, wie HOPS die Fusion beschleunigt.
Mithilfe des gereinigten Komplexes und
detaillierter Analysen der Interaktionen sei-
ner Untereinheiten gelang uns gemeinsam
mit der Gruppe um Stefan Raunser, Max-
Planck-Institut fiir molekulare Physiologie,
Dortmund, die Kldrung der molekularen
Architektur des Komplexes mittels Elektro-
nenmikroskopie (Abb. 2A, [3]). Der HOPS-
Komplex enthélt demnach an beiden Enden je
eine Bindestelle fiir Ypt7-GTP (Abb. 2B) und
kann Ypt7-dekorierte Membranen vor der
Fusion miteinander verbriicken. Die Binde-
stellen fiir SNAREs und Ypt7 waren elektro-
nenmikroskopisch direkt nachweisbar. Die
sehr aufwendige Klarung der Struktur liefer-
te eindeutige mechanistische Erkenntnisse,
auf die wir in weiteren Projekten zuriick-
greifen konnen.

Im Zuge der naheren Charakterisierung
der endosomalen Regulatoren konnten wir
zusatzlich den CORVET-Komplex identifizie-
ren [4], ebenso wie HOPS ein konservierter
Komplex mit Homologen in hoheren Zellen.
Auch CORVET bindet an eine Rab-GTPase,
das Rab5-dhnliche Vps21. Diese Interaktion
erfolgt ebenfalls tiber zwei CORVET-spezifi-
sche Untereinheiten (die verbleibenden vier
Untereinheiten sind identisch mit denen des
HOPS-Komplexes) (Abb. 2C). Auch CORVET

beschleunigt die Verbriickung von Membra-
nen und damit die Fusion von Endosomen
[5]. Die groBe Ahnlichkeit zu HOPS deutet
auch auf einen dhnlichen Fusionsmecha-
nismus hin.

Regulation der Rab-GTPasen an
Endosomen

Ein weiterer Fokus der Arbeitsgruppe ist die
Regulation der Rab-GTPasen an Endosomen.
Wihrend ein Aktivator (guanine nucleotide
exchange factor, GEF) flir Vps21 lange
bekannt war, lieferte die Literatur beziiglich
der Aktivierung von Ypt7 widerspriichliche
Daten. Verschiedene Arbeiten deuteten auf
eine Beteiligung des Mon1-Ccz1-Protein-
komplexes, der sich in der Tat als der gesuch-
te GEF fiir Ypt7 erwies [6]. Dies wurde
anschlieBend auch fiir hohere Zellen nach-
gewiesen [7]. Das ist umso wichtiger, als die
Aktivierung der homologen Rab7-GTPase fiir
die Regulation verschiedener Signalkaskaden
bei der Embryonalentwicklung von Mausen
bedeutsam ist. Im Zuge dieser Arbeiten haben
wir dariiber hinaus die beteiligten Rab-Inak-
tivatoren (GTPase activating protein, GAP) und
deren Regulatoren charakterisiert [8, 9]. Auch
wenn wir die genaue Regulation und Funktion
der GEFs und GAPs noch nicht im Detail ver-
stehen, ergeben sich hier spannende Per-
spektiven, da erstmals die Moglichkeit
besteht, die endosomale Reifung mittels Ver-
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A Abb. 3: Funktion von Ypt7 (7) in Fusion und Signaliibertragung. A, Modell der Aufteilung von
Ypt7-Funktionen. Links sind moégliche Funktionen in der Lipidbiogenese und bei der Signaliibertra-
gung gezeigt. lvy1 als Ypt7-Effektor ist neben dem TOR-Komplex auf Vakuolen zu finden [14]. Eine
weitere Funktion von Ypt7 ist die Bildung von vCLAMPs, einer Kontaktstelle zu Mitochondrien.
Rechts ist die Funktion von Ypt7 bei der HOPS-vermittelten Fusion gezeigt. MVB: multivesicular
body. B, Ausbildung von vCLAMPs. Elekronenmikroskopisches Bild des Kontaktes zwischen
Vakuolen (V) und Mitochondrien (M). Goldkdrner (schwarze Punkte) zeigen die Lokalisierung der
GFP-markierten HOPS-Untereinheit Vps39 an Mitochondrien [13]. C, Anderung der Verteilung von
Ivy 1 in normal wachsenden Zellen (oben) und nach Hitzeschock (unten). Die verénderte Verteilung
von lvy 1 auf der Oberflache von Vakuolen ist wahrscheinlich eine Konsequenz der Umverteilung

von Lipiden [14].

folgung der beteiligten Komponenten im mole-
kularen Detail zu kléren.

Man geht aufgrund verschiedener Studien
davon aus, dass die nacheinander an Fusionen
beteiligten Rabs sich gegenseitig beeinflus-
sen (,Rab-Kaskaden®). Rab5 (Vps21) auf den
Membranen frither Endosomen wird auf den
gereiften spaten Endosomen durch Rab7
(Ypt7) ersetzt [10]. Eine Kaskade konnte so
aussehen, dass Rab5/Vps21 zunéchst das GEF
Mon1-Ccz1 fiir Rab7 rekrutiert. AnschlieBend
wiirde das aktive Rab7/Ypt7 das entspre-
chende Rab5-GAP auf die Membran holen und

damit Rab5/Vps21 inaktivieren (Abb. 2D).
Es gibt erste Hinweise darauf, dass dieser ele-
gante Ablauf - vielleicht mit ein paar Abwand-
lungen — auch im endosomalen System der
Hefe existiert: Fiir die Inaktivierung von
Vps21 wird Ypt7-GTP benotigt [11]. Die
genaue mechanistische Basis dieses Prozes-
ses wollen wir in Zukunft im Detail kldren.

Funktionen der Rab-GTPase Ypt7 fiir
die Lipidbiogenese der Vakuole

Manchmal ergeben sich neue Fragestellun-
gen aus unerwarteten Beobachtungen. Es war

langere Zeit bekannt, dass Vakuolen spezifi-
sche Kontakte mit dem ER eingehen. Solche
Kontaktstellen gelangten in den letzten Jahren
mehr und mehr in den Fokus, da sie als mog-
liche Briicken fiir die gezielte Verteilung von
Membranlipiden dienen konnten [12]. Im
Zuge unserer Forschung entdeckten wir eine
neue Kontaktstelle zwischen Vakuolen und
Mitochondrien, die genau so eine Funktion
haben konnte (Abb. 3A, B). Unsere Arbeiten
deuten darauf hin, dass dieser Kontakt durch
den jeweiligen Wachstumsstatus der Zelle
reguliert wird [13]. Weiterhin entdeckten wir
mit Ivy1 ein neues Effektorprotein von Ypt7
auf Vakuolen, das wiederum die Membran-
biogenese von Vakuolen zu kontrollieren
scheint (Abb. 3C, [14]). Vakuolen tragen
genau wie menschliche Lysosomen auf ihrer
Oberfldche einen zentralen Wachstumsregu-
lator, den TOR1-Komplex. Da Ypt7 und seine
Interaktionspartner in raumlicher Ndhe zu
diesem Regulator auf der Vakuolenoberfla-
che gefunden werden [14], kdnnte hier eine
direkte Regulation von Metabolismus, Lipid-
biogenese und Transport vorliegen (Abb. 3A),
die wir in Zukunft ebenfalls untersuchen wer-
den.

Ausblick

Beginnend mit der Analyse von relativ einfa-
chen Hefevakuolen haben wir {iber die letzten
Jahre eine Reihe von Faktoren identifiziert
und charakterisiert, die an der Biogenese von
Endosomen und Vakuolen beteiligt sind.
Durch die Kombination von in vivo- und
in vitro-Ansdtzen bis hin zur strukturellen
Analytik beteiligter Komplexe streben wir
tiber die néchsten Jahre Einblicke in die
genaue Regulation dieser wichtigen Prozesse
an.
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