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Intrazellularer Transport

Neue Regulatoren des Mannose-6-Phos-
phat-abhangigen Proteintransportwegs

ZILEI CHEN, ANNA LA ROSA, SABRINA JABS
INSTITUT FUR KLINISCHE MOLEKULARBIOLOGIE, UNIVERSITAT ZU KIEL UND
UNIVERSITATSKLINIKUM SCHLESWIG-HOLSTEIN, CAMPUS KIEL

Intracellular sorting of most soluble lysosomal enzymes occurs by
tagging with mannose 6-phosphate (M6P) residues in the Golgi appara-
tus allowing recognition by M6P-receptors and transport to lysosomes.
GlcNAc-1-phosphotransferase (GNPT) catalyzes the first step in
M6P-tagging. Although the M6P sorting pathway is well-studied and
was thought to be completely understood, several novel regulators of
GNPT localization and stabilization in the cis-Golgi apparatus have
been recently identified.
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B Arbeiten der letzten 15 Jahre haben den
Blick auf Lysosomen als Organellen des

dert, die fiir die Anpassung an externe und
interne Signale und somit fiir die Regulie-
rung des intrazellularen Stoffwechsels essen-
ziell sind [1]. Fiir ihre Funktion werden mehr

Abbaus und des Recyclings von Makromole-
kiilen hin zu dynamischen Strukturen veran-
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A Abb. 1: GNPT wird durch S1P aktiviert und von LYSET im cis-Golgi stabilisiert. GNPT katalysiert
die Synthese von Mé6P, das durch M6P-Rezeptoren (MPR) erkannt wird. B4GALT5 wird M6P-
markiert und nach Spaltung der Transmembrandoméne durch SPPL3 zum Lysosom transportiert.
GOLPH3/3L vermitteln den retrograden Transport von LYSET/GNPT. In LYSET-KO-Zellen wird
GNPT zum Lysosom transportiert und dort abgebaut.

als 60 Hydrolasen bendtigt, die nach ihrer
Synthese im ER im Golgi-Apparat mit Man-
nose-6-Phosphat(M6P)-Resten modifiziert
werden. Die Synthese des M6P-Signals
erfolgt in zwei Schritten: Die N-Acetylglucos-
amin-1-Phosphotransferase (GNPT) tibertragt
ein N-Acetylglucosamin(GIcNAc)-1-phosphat
Molekiil von UDP-GIcNAc¢ auf Mannose-
reiche Zuckerketten neu synthetisierter lyso-
somaler Hydrolasen. Im néachsten Schritt
wird der GIcNAc-Rest durch das Uncovering
Enzyme, abgespalten und somit der M6P-Rest
freigelegt, der dann von M6P-spezifischen
Rezeptoren (MPR) erkannt wird und den
Transport der Hydrolasen zum Lysosom
ermoglicht [2].

GNPT stellt einen hexameren Komplex aus
drei Untereinheiten (o.,f,7,) dar, die durch
die Gene GNPTAB und GNPTG codiert werden
und bereits im ER zu einem inaktiven Kom-
plex assemblieren [2]. Nach Erreichen des
Golgi-Apparats wird die Precursor-Form der
o/B-Untereinheiten durch die Site-1-Protease
(MBTPS1) gespalten und aktiviert [3].

Defekte bei der Synthese der M6P-Signale
verhindern die Bindung der MPR an die lyso-
somalen Enzyme, die dadurch sezerniert
werden. Die Fehlsortierung der lysosomalen
Enzyme hat zur Folge, dass Makromolekiile
nicht mehr abgebaut werden konnen, in
Form von Speichermaterial akkumulieren
und zu lysosomalen Dysfunktionen fiihren.
Beim Menschen manifestieren sich diese als
Mucolipidose Typ II (GNPTAB-Mutationen)
oder Typ III (GNPTG-Mutationen). Dies sind
schwere lysosomale Speichererkrankungen,
die im Kindesalter auftreten und u. a. mit
Skelettdeformationen einhergehen. Mucolipi-
dose-Typ-II-Patienten sterben in der Regel in
der ersten Lebensdekade [4].

LYSET verhindert den Abbau von
GNPT

Lange dachte man, dass die beteiligten Gene
der M6P-abhdngigen Biogenese von Lysoso-
men aufgekldrt seien. Die Entwicklung
genomweiter genetischer Screeningverfah-
ren hat jedoch die Entdeckung einer weiteren
wichtigen Komponente dieses Transport-
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weges ermoglicht. In drei unabhdngigen
genomweiten CRISPR-Knock-out-Screens mit
unterschiedlichen Fragestellungen wurde
TMEM251, spater in LYSET (Lysosomal
Enzyme Trafficking Factor) umbenannt, als
essenzielles Golgi-Membranprotein im M6P-
Transportweg identifiziert [5-7]. Einerseits
hdngt die Infektion von Zellen durch
bestimmte RNA-Viren wie Ebola-, SARS-
CoV2 und Rheoviren von der proteolytischen
Aktivierung von Hiillproteinen durch lysoso-
male Proteasen im Endosom/Lysosom ab. Da
infizierte Zellen durch die sich replizieren-
den Viren abgetotet werden, fiihrt der Ver-
lust von fiir die Infektion essenziellen Genen
zu einem Uberleben der Zellen, wodurch
diese Gene identifiziert werden konnen. So
haben wir in Zusammenarbeit mit der Grup-
pe von Dr. Jan Carette, Stanford University,
in genomweiten Screens an Rheovirus-infi-
zierten Zellen neben bekannten Komponen-
ten des M6P-Transportwegs und lysosomalen
Proteasen auch LYSET gefunden [6]. Ande-
rerseits hangt das Wachstum von bestimm-
ten Tumorzellen in ndhrstoffarmer Umge-
bung von der Proteolyse aufgenommener
Proteine ab. Dies haben sich Pechincha et al.
zunutze gemacht, um nach Faktoren zu
suchen, die fiir das Tumorwachstum benotigt
werden, und sind hierbei ebenfalls auf LYSET
gestoBen [5]. SchlieBlich haben Zhang et al.
direkt nach Proteinen gesucht, die fiir den
Abbau von Membranproteinen benotigt wer-
den [7]. Gemeinsam konnten wir mechanis-
tisch zeigen, dass LYSET fiir die Lokalisation
und Stabilitdt von GNPT im cis-Golgi-Apparat
bendtigt wird [5, 6]. Wenn LYSET fehlt oder
nicht mehr an GNPT binden kann, wird
GNPT zum Lysosom transportiert und dort
abgebaut. Dies wird durch geringe Mengen
spezifischer Proteasen ermoglicht, die in
Abwesenheit von M6P iiber alternative
Rezeptoren zum Lysosom gelangen. Die gro-
Be Mehrheit der lysosomalen Hydrolasen, die
in LYSET-defizienten Zellen nicht M6P-modi-
fiziert werden, wird jedoch sezerniert, was
intrazellular zum Funktionsverlust der Lyso-
somen fiihrt (Abb.1). Zwei in Patientenkin-
dern mit einer Mucolipidose-Typ-Il/-III-dhn-
lichen Erkrankung entdeckte Mutationen im
LYSET-Gen untermauern die Bedeutung von
LYSET fiir den M6P-abhéngigen Transport-
weg von Proteinen [8].

M6P-Markierung von Membran-
proteinen

Interessanterweise werden nicht ausschlieB3-
lich lysosomale Hydrolasen mit M6P-Resten
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A Abb. 2: In GOLPH3/GOLPH3L-defizienten Zellen wird GNPT vom cis-Golgi zum Lysosom trans-
portiert und dort abgebaut. Behandelt man GOLPH3 /GOLPH3L-KO-HAP 1-Zellen mit Inhibitoren
verschiedener lysosomaler Proteasen (Pl), kann man dies durch die Kolokalisation mit dem lyso-
somalen Membranprotein LAMP2 nachweisen. MaBstab: 10 um.

versehen, sondern es wurden immer wieder
Proteomdaten von M6P-modifizierten
Membranproteinen veroffentlicht, aber nie
weiter charakterisiert. Ob die M6P-Reste
funktionell benotigt werden, ist jedoch weit-
gehend unklar. Fiir die integrale B-Galac-
tosyltransferase B4GALT5 konnten wir
jedoch kiirzlich in Zusammenarbeit mit
der Gruppe von Dr. Matthias Voss an der
Universitat zu Kiel zeigen, dass diese mit
Mo6P-Resten modifiziert und nach Spaltung
durch die Golgi-lokalisierte Intramembran-
protease SPPL3 zum Lysosom transportiert
wird. Findet die GNPT/LYSET-abhdngige
Mo6P-Markierung nicht statt, wird die 16sli-
che, luminale B4GALT5-Doméne zusammen
mit den ebenfalls nicht Mannose-6-
phosphorylierten lysosomalen Hydrolasen
sezerniert (Abb. 1, [9]). Ob die M6P-Mar-
kierung einen basalen oder aktivierbaren
lysosomalen Abbauweg darstellt oder all-
gemein die Funktion und Lokalisation von
spezifischen Membranproteinen reguliert, ist
Ziel weiterer Untersuchungen.

Die cis-Golgi-Lokalisation von LYSET/
GNPT wird durch retrograden
Transport aufrechterhalten

Fiir die Lokalisation und Funktion des GNPT-
Komplexes im cis-Golgi ist noch eine weitere
Regulationsebene notwendig. Mit der cis-
trans-Reifung der Golgi-Zisternen [10] wer-
den residente Golgi-Enzyme kontinuierlich
anterograd transportiert. Um ihre genaue
Golgi- Zisternen-spezifische Lokalisation
zu erhalten, sorgen COPI(coat protein com-
plex I)-Vesikel und verschiedene Adaptorpro-
teine fiir den Riicktransport der Glykosyl-
transferasen und des GNPT/LYSET-Kom-
plexes (Abb. 1). Wir konnten nun die Iden-
titat eines dieser GNPT/LYSET-COPI-Adap-
toren aufklaren: GOLPH3 und sein Paralog
GOLPH3L binden an den zytosolischen
C-Terminus von LYSET und gewdhrleisten
eine steady-state Lokalisation des Kom-
plexes im cis-Golgi-Apparat. In Zellen,
die defizient fiir GOLPH3/GOLPH3L sind,
ist der Riicktransport in GNPT/LYSET-hal-
tigen COPI-Vesikeln nicht mehr moglich,
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und sowohl LYSET als auch GNPT werden
lysosomal abgebaut (Abb. 2, [9]). Die
GOLPH3/GOLPH3L-Defizienz fiihrt damit zu
einem sekundéren Defekt in der Mannose-
6-Phosphorylierung.

Die Funktionalitat des GNPT-Komplexes,
der eine Schliisselrolle in der Biogenese und
Homoostase von Lysosomen einnimmt, wird
auf verschiedenen Ebenen reguliert:

1) Die Site-1-Protease im cis-Golgi aktiviert
die enzymatische Aktivitat des oligomeren
GNPT-Komplexes.

2) LYSET fixiert und stabilisiert den GNPT-
Komplex im cis-Golgi.

3) die COPI-Adaptoren GOLPH3 und
GOLPH3L gewéhrleisten den prazisen, retro-
graden Transport des GNPT/LYSET-Kom-
plexes von distalen Golgi-Zisternen zum
proximalen cis-Golgi-Apparat.

Damit stellen diese GNPT-Regulatoren
potenzielle Angriffspunkte fiir mogliche anti-
virale Therapien, fiir die Hemmung bestimm-
ter Tumore sowie fiir die Therapie Mucolipi-
dose-Typ-II-dhnlicher lysosomaler Speicher-
erkrankungen dar. |
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