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Seit Kurzem ist bekannt, dass Lysosomen als intrazelluldre Ca%*-Speicher
fungieren und Ca?* freisetzen kénnen. Wir haben die lonenkanile, die fiir
die Ca?*-Freisetzung aus den Lysosomen verantwortlich sind, identifiziert
und funktionell charakterisiert.

Recently it was discovered, that lysosomes are intracellular Ca%* stores
and that lysosomal Ca?* is mobilized via a lysosome specific second mes-
senger. We identified and functionally characterized the ion channels that
mediate lysosomal Ca?" release.

B Die Ca?*-Konzentration innerhalb einer ldr an, werden zahlreiche Signalkaskaden
aktiviert, die essenzielle zelluldare Vorgange

steuern. Diese sogenannten Ca?*-Signale

Zelle ist 10.000-mal so niedrig wie die des
extrazelluldren Ca2*. Steigt Ca%* intrazellu-
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sind fundamental fiir die Funktion jeder Zel-
le [1]. Sie steuern zahlreiche lebenswichtige
Prozesse, wie die Kontraktion von Herz und
Skelettmuskulatur, die Hormon- und Neu-
rotransmittersekretion, die Zellteilung, die
Zellmotilitat und die Kontrolle der Immun-
antwort. Fiir die Generierung dieser Signa-
le gibt es prinzipiell zwei Quellen. Ca2* kann
zum einen von extrazellular tiber Ionen-
kanéle in der Plasmamembran in die Zelle
einstromen. Zum anderen kann Ca%* aus
intrazelluldaren Speichern wie das sarko-/
endoplasmatische Reticulum, die Kern-
membran oder die Mitochondrien ins Zytosol
freigesetzt werden. Man weiB, dass Ca?* iiber
sekundire Botenstoffe wie IP, (Inositol-1,4,5-
trisphosphat), cADP-Ribose (cyclo-Adeno-
sindiphosphoribose) oder Ca?* selbst frei-
gesetzt wird. Die Produktion dieser Boten-
stoffe wird durch Hormone oder Neuro-

<« Abb. 1: Lysosomale Ca?*-Freisetzung.

A, schematische Darstellung eines Lysosoms.
lonenkanéle, Transporter und ATPasen, die fiir
die Regulation des luminalen pH und der Ca?*-
Freisetzung wichtig sind, sind angegeben. Aus
Lysosomen freigesetztes Ca?* wirkt sowohl
direkt als auch indirekt iiber Ca?*-induzierte
Ca?*-Freisetzung. B, Struktureller Aufbau von
spannungsgesteuerten Kationenkanalen. Die
porentragende Einheit besteht aus vier gleich-
artigen Doménen. Bei spannungsgesteuerten
Ca?*-Kanélen (Cavs) sind vier, bei two-pore-
loop-Kanélen (TPCN) zwei dieser Doménen mit-
einander fusioniert. Two-pore-loop-Kanéle bil-
den Dimere. C, Applikation von 30 nM NAADP
induziert eine Ca%*-Freisetzung aus Lysosomen
in TPCN2-iiberexprimierenden HEK293-Zellen
(oben), aber nicht in Kontroll-HEK293-Zellen
ohne Uberexpression (unten). Die Pfeile mar-
kieren den Beginn der NAADP-Applikation.
NAADP: Nikotinsdure-Adenin-Dinukleotidphos-
phat; TPCN2: two-pore-loop-Kanal 2; CLC:
Cl-Kanal; Ca%*/H*-Ex.: Ca2* /H*-Austauscher;
V-H*-ATPase: vesikulare H*-ATPase; Bafilomy-
cin: Inhibitor der V-H*-ATPase.
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transmitter liber Rezeptoren an der Zell-
oberfliche reguliert.

Seit einiger Zeit hdufen sich die Hinweise
darauf, dass es einen weiteren CaZ*-Speicher
in der Zelle gibt: die Lysosomen (Abb. 1). Die-
se kleinsten Organellen wurden bisher haupt-
sachlich im Kontext anderer Funktionen wie
Abbau und vesikuldren Transportvorgangen
etc. gesehen. Interessanterweise hat sich her-
ausgestellt, dass Lysosomen einen eigenen
sekundaren Botenstoff, das Nikotinsaure-Ade-
nin-Dinukleotidphosphat (NAADP), und einen
eigenen Rezeptor flir die NAADP-abhéngige
Ca%*-Freisetzung haben [2]. Dieser Signal-
transduktionsweg ist eine Besonderheit von
Lysosomen. NAADP ist mit einem Wirkungs-
maximum im nanomolaren Bereich der wirk-
samste unter den bisher untersuchten Ca®*-
freisetzenden sekunddren Botenstoffen. Es
gibt Hinweise darauf, dass aus Lysosomen
freigesetztes CaZ* die Sekretion von Hormo-
nen, die Kontraktion glatter Muskelzellen und
die Aktivitat von Neuronen reguliert, also
physiologisch von Bedeutung ist.

Identitét der NAADP-abhangigen
Kalziumkanéle in Lysosomen

Kiirzlich gelang es uns und anderen, das
molekulare Target zu identifizieren, das der
NAADP-abhiingigen Ca?*-Freisetzung aus
Lysosomen zugrunde liegt [3-5]. Wir konn-
ten nachweisen, dass die two-pore-loop-Kana-
le (TPCN) die lange gesuchten NAADP-Rezep-
toren darstellen. Diese Proteine sind struk-
turell mit den spannungsgesteuerten Katio-
nenkanalen verwandt. Bei allen spannungs-
gesteuerten lonenkanalen ist die porentra-
gende Einheit aus vier gleichartigen Doma-
nen aufgebaut (Abb. 1).Jede dieser Domédnen
enthédlt eine Schleife (pore loop), die den
Selektivitétsfilter des Kanals bildet. Bei two-
pore-loop-Kandlen sind zwei dieser Domadnen
zu einem Grundbaustein fusioniert (Abb. 1).
Diese strukturelle Besonderheit ist namens-
gebend fiir diese Kanédle. Durch Dimerisie-
rung von zwei Grundbausteinen entsteht der
vollstandige two-pore-loop-Kanal. Die Familie
der TPCN-Kanéle umfasst im Menschen und
der Maus zwei Mitglieder (TPCN1 und
TPCN2) [4, 5]. In einigen Vertebraten, wie
z. B. dem Kaninchen, existiert ein dritter Ver-
treter dieser Genfamilie (TPCN3). Wir haben
die TPCNs aus dem Gehirn der Maus kloniert
und funktionell charakterisiert [5]. Mit Ca%*-
Imaging-Experimenten konnten wir nach-
weisen, dass TPCN2-Kanidle tatsdchlich
NAADP-abhiingig Ca’?* aus dem Lysosom
mobilisieren (Abb. 1C). Die Eigenschaften der
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A Abb. 2: Patch-Clamp-Verfahren zur elektrophysiologischen Untersuchung einzelner nativer
Lysosomen. A, HEK293-Zellen, die TPCN2-lonenkanale stabil liberexprimieren vor und nach
Behandlung mit Vacuolin-1. Vacuolin-1 vergréBert die Lysosomen. Nach Homogenisierung, bio-
chemischer Aufreinigung und Prézipitation der Lysosomen mit Ca?* erhalt man hoch aufgereinigte
isolierte Lysosomen. Griin: GFP-markierte TPCN2-Kanéle; blau: Kernférbung. B, schematische
Darstellung des planaren Patch-Clamp-Verfahrens. Der planare Glaschip ist in Dunkelgrau darge-
stellt; ext.: extralysosomale Losung; intr.: intralysosomale Losung. Unter dem Chip ist der Verstar-
ker dargestellt. Die Lysosomen werden mithilfe eines Saugpulses auf den Chip gesaugt. Nach Aus-
bildung eines engen Kontakts zum Glaschip (Seal) wird die lysosomale Membran durch einen
zweiten Saugpuls durchbrochen. Jetzt kdnnen elektrophysiologische Experimente in der whole
lysosome-Konfiguration (WLR) durchgefiihrt werden. C, Ca%*-Strom durch TPCN2-Kanéle in einem
nativen Lysosom in Gegenwart von 60 nM NAADP (rote Stromspur). Schwarze Stromspur: NAADP-
aktivierter Strom in einem Kontroll-Lysosom ohne Uberexpression.

TPCN2-Kandle stimmen sehr gut mit denen
der nativen NAADP-Rezeptoren iiberein
(Abb. 1, [4, 5]).

Diese Ca2*-Imaging-Experimente sind wich-
tig fiir die Charakterisierung der Grundei-

genschaften dieser Kanile, sie betrachten
allerdings die Kandle als black box und zeigen
indirekt eine NAADP-abhangige Modulation
der intrazelluldren Ca2*-Konzentration. Ein
direkter Beweis, dass TPCN-Proteine tat-
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<« Abb. 3: Lokalisa-
tion von intrazellula-
ren lonenkanalen.

ER: endoplasmati-
sches Reticulum;

MI: Mitochondrien;
GO: Golgi-Apparat;
LY: Lysosomen.

IP3R: IP3-Rezeptor;
RyR: Ryanodinrezep-
tor, Kv: spannungsge-
steuerte K*-Kanale;
KCa: Ca?*-aktivierte
K*-Kanale, KATP: ATP-
aktivierte K*-Kanale;
VDAC: voltage depen-
dend anion channel,
UCP: uncoupling pro-

tein; TRP-Kanale:
LY transient receptor
m;mlﬁg potential-Kanale;
TRPVA/2/5/6 CIC: Cl-Kanéle.
TRPC3/5
TPCN1-3
CIC3-7

sachlich auch Ionenkanile sind, erfordert
direkte elektrophysiologische Experimente
an einzelnen Lysosomen. Leider sind Lysoso-
men intrazellular lokalisiert und zudem
extrem Kklein (0,3 bis ein Mikrometer Durch-
messer). Daher haben wir zunéchst eine neue
Methode entwickelt, die elektrophysiologi-
sche Experimente an einzelnen Lysosomen
ermoglicht (Abb. 2).

Die Analyse von lonenstrémen in ein-
zelnen Lysosomen

Das Standardverfahren zur elektrophysiolo-
gischen Analyse von Ionenkanalen ist seit
ihrer Entwicklung in den 1980er-Jahren die
Patch-Clamp-Methode [6]. Allerdings konnen
mit diesem Verfahren hauptséachlich lonenk-
andle in der Plasmamembran untersucht wer-
den. Intrazellulare und insbesondere lysoso-
male lonenkandle kdnnen mit der Patch-
Clamp-Methode nicht oder nur sehr ineffi-
zient analysiert werden [7]. Der Hauptfaktor,
der die Charakterisierung intrazellularer
Ionenkanéle bisher erschwert hat, ist die
geringe Stabilitdt intrazelluldrer Membranen.
Letztere sind im Gegensatz zur Plasmamem-
bran ausgesprochen empfindlich und nicht
stabil genug, den mechanischen Manipula-
tionen standzuhalten, die normalerweise bei
der Ausbildung eines engen Kontakts zwi-
schen Glaselektrode und Membran bzw. bei
der Ruptur der Zellmembran entstehen. Wir
haben nun eine neue, sehr effiziente Metho-

de entwickelt, die diese technischen Probleme
16st [8]. Diese Methode erlaubt es, direkt Stro-
me an einzelnen Lysosomen zu messen. Das
Grundprinzip der Methode besteht darin, bio-
chemisch isolierte Lysosomen auf einer Fest-
phasenmatrix, einem planaren Glaschip (Port-
a-Patch, Nanion Technologies GmbH, Miin-
chen), zu immobilisieren (Abb. 2). Der Gla-
schip enthilt eine Offnung, die durch ihre
Ausformung die Lysosomen bei elektro-
physiologischen Experimenten mechanisch
unterstiitzt und so verhindert, dass diese zer-
reiBen. Mit dieser Technologie gelang es,
Ionenfliisse in intakten Lysosomen direkt zu
messen [8]. Lysosomen, die TPCN2-Kandle
exprimieren, nicht aber Kontroll-Lysosomen
ohne Uberexpression zeigen einen promi-
nenten NAADP-aktivierbaren Ca?*-Strom
(Abb. 2). Die Ca?*-Selektivitit der Kanile ist
verbliiffend hoch. TPCN-Kanéle haben eine
1.000-mal héhere Permeabilitét fiir Ca2* als
fiir K*. Ein wesentlicher Vorteil eines direkten
elektrophysiologischen Zugangs zu den lyso-
somalen Kanalen ist die Moglichkeit, direkte
Stuktur-Wirkungsanalysen durchfiihren zu
konnen. Wir haben durch den Austausch ein-
zelner Aminosdurereste den Selektivitatsfil-
ter der TPCN-Kanéle gefunden. Dabei haben
wir einen Aminosdurerest identifiziert
(Glu643), der fiir diese hohe Ca?*-Selektivitit
von TPCN2 verantwortlich ist. Mutiert man
diesen Rest zu Alanin, verliert der Kanal sei-
ne hohe Ca?*-Selektivitt.

Unsere Methode ist auch zur Analyse von
anderen lysosomalen lonenkanélen geeignet.
Erste Ergebnisse zeigen, dass damit auch
endogene Chloridstome in nativen Lysosomen
gemessen werden konnen [8]. Wir gehen
davon aus, dass die planare Patch-Clamp-
Methode auch zur Charakterisierung von
Ionenkandlen in anderen intrazelluldren
Organellen und Kompartimenten wie Kern-
membranen oder dem sarkoplasmatischen
Reticulum (Abb. 3) geeignet ist.
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