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Einleitung

In der Forschung liegen die Schwerpunkte der Abteilung auf 
den Gebieten der Biogenese und der Funktion von Lysosomen, 
ihren genetischen Störungen und der Sortierung von Prote-
inen am Beispiel sekretorischer, lysosomaler und synaptischer 
Proteine, sowie der Autophagie. Methodisch stehen moleku-
largenetische und zellbiologische Verfahren an Säuger- und 
Hefezellen sowie an transgenen Mäusen im Vordergrund. Ein 
Proteom- und ein Transkriptomanalyselabor werden als Servi-
celabors betrieben.

Preface

The biogenesis and function of lysosomes, lysosomal storage 
disorders, the sorting and transport of secretory, lysosomal 
and synaptic proteins and autophagy represent the research 
focus of the groups working in the Department of Biochemis-
try II. Methods used in molecular and cell biology are applied 
to mammalian cells, baker‘s yeast and transgenic mice. Lab-
oratories for the analysis of proteoms and transcriptoms are 
provided as a service to other institutes. 

1.	L ysosomale Speicherkrankheiten

Das Interesse unserer Gruppe an der Biogenese der Lyso-
somen wird bestärkt durch die Existenz einer Reihe ange-
borener Erkrankungen, welche die Funktion der Lysosomen 
beeinträchtigt. Die Identifizierung neuer molekularer Defekte 
bei menschlichen Erbkrankheiten ist Teil unserer Arbeit. Um 
die Funktion lysosomaler Proteine und Proteine, die an der 
Biogenese des Lysosoms beteiligt sind, zu studieren, werden 
transgene Mäuse erzeugt. Diese Mäuse dienen als Modell für 
menschliche Erbkrankheiten und dem Studium der Pathophy-
siologie und der Wirksamkeit neuer therapeutischer Ansätze. 
Einige Studien haben sich mit der Identifizierung lysosomaler 
Transportsignale in Membranproteinen und ihrer Erkennung 
durch die Transportmaschinerie beschäftigt. Laufende Projekte 
beschäftigen sich mit der Regulation der Wechselwirkung cy-
tosolischer Adaptorproteine mit den lysosomalen Transport-
signalen in Membranproteinen, der Funktion wichtiger lyso-
somaler Membranproteine, einer neuen Proteinmodifikation, 
die für die katalytische Aktivität von Sulfatasen wichtig ist und 
deren Defekt zu einer menschlichen Erkrankung führt sowie 
den molekularen Defekten und der Pathophysiologie einer 
neuen Gruppe angeborener menschlicher Krankheiten, bei 
denen die N-Glykosylierung von Glykoproteinen defekt ist.

Mucolipidosis II (ML II: I-cell disease)
Die GlcNAc-1-Phosphotransferase katalysiert den initia-
len Schritt bei der Generierung von Mannose-6-Phosphat 
(M6P)-Resten an Oligosacchariden lysosomaler Enzyme, die 
für den effizienten Transport dieser Enzyme zum Lysosomen 
notwendig sind. Die GlcNAc-1-Phosphotransferase stellt ein 
Heterohexamer dar, das aus drei Untereinheiten (α2β2γ2) zu-

sammengesetzt ist. Die α/β-Untereinheiten werden durch ein 
bisher unbekanntes Gen, die γ Untereinheit durch ein anderes, 
bekanntes Gen kodiert. Die α/β-Untereinheiten werden für 
die katalytische Aktivität des Enzyms verantwortlich gemacht 
und sollen bei Defekten die schwere Mukolipidose Typ II (ML 
II) verursachen. Das α/β Protein wurde nach affinitätschroma-
tographischer Reinigung von Golgi-Membran-Extrakten an re-
kombinanter γ-Untereinheit als Matrix und massenspektrosko-
pischer Analyse identifiziert. Das kodierende Gen ist auf Chro-
mosom 12q23.3 lokalisiert und kodiert ein Protein mit 1256 
Aminosäuren. Die retrovirale Expression der entsprechenden 
cDNA in ML II-Patientenzellen korrigierte die Hypersekreti-
on und die abnorme intrazelluläre proteolytische Prozessie-
rung lysosomaler Enzyme. Die Daten bewiesen, dass es sich 
bei dem identifizierten Gen um die katalytische Domäne der 
GlcNac-1-Phosphotransferase handelt. Zurzeit werden einer-
seits der katalytische Mechanismus des Enzyms und anderer-
seits natürlich vorkommende Mutationen an Patientenzellen 
untersucht.

Mucopolysaccharidosis IIIC  
(MPS IIIC, Sanfilippo C syndrome)
Seit etwa 05/2003 beschäftigen wir uns in Kooperation mit der 
Arbeitsgruppe von Prof. Andrea Ballabio (Telethon Institute 
of Genetics and Medicine, Neapel, Italien) mit der Identifizie-
rung der molekularen Ursache der Mucopolysaccharidose Typ 
IIIC (MPS-IIIC). Klinisch zeichnen sich MPS-III Patienten durch 
schwere, fortschreitende mentale Retardierungen und Skelet-
tabnormalitäten aus. Während die molekulargenetischen De-
fekte bei MPS-IIIA, B und D bekannt sind, konnte das für MPS-
IIIC verantwortliche Gen bis heute nicht identifiziert werden. 
Primäre Fibroblasten von MPS-IIIC Patienten zeigen einen völ-
ligen Verlust an Acetyl-CoA:-glucosamin N-Acetyltransferase-
Aktivität. Unser Ziel ist es, das in MPS-IIIC Fibroblasten defekte 
N-Acetyltransferase-Gen mittels einer Komplementations-
Klonierung durch „Microcell-mediated chromosome transfer“ 
(MMCT) zu klonieren. Aus einem Set von Maus-Hybridzelllinien 
(Donorzellen), die jeweils ein zusätzlich humanes, Hygromy-
cin-getaggtes Chromosomen besitzen, werden durch Colze-
mid- und Cytochalasin-Behandlung, sowie Zentrifugations- 
und Filtrationsschritte Minizellen mit dem humanen Chromo-
somen gewonnen und mit MPS-IIIC-Fibroblasten fusioniert. 
Durch dieses Verfahren sollen alle humanen Chromosomen 
in zuvor immortalisierte MPS-IIIC Patientenfibroblasten trans-
feriert werden. Es wurden sukzessive Minizellen, die verschie-
dene Hygromycin-markierte Chromosomen beinhalteten, mit 
den immortalisierten MPS-IIIC Fibroblasten fusioniert und be-
züglich ihrer N-Acetyltransferase Aktivität getestet. Keines der 
folgenden Chromosomen → Chr. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 12, 
13, 14, 15, 19, 21 ← vermochte den Defekt in den primären 
Patientenfibroblasten nach einer Fusion zu komplementieren. 
Fusionen von Patientenfibroblasten mit Minizellen, die das 
Hygro-getaggte Chromosom-8 beinhalten, erhöhen jedoch 
die N-Acetyltransferase Aktivität in den Zellen auf etwa 3–6 % 
der Normalaktivität (zum Vergleich: die entsprechende Pati-
entenzelllinie verfügt über eine Restaktivität von etwa 0,3 % 
gegenüber den Kontrollzelllinien). 
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1.	L ysosomal Storage Disorders

The interest of our group in the biogenesis of lysosomes is 
stimulated by the existence of a spectrum of congenital dis-
orders in man that affect the function of lysosomes. Our work 
includes the identification of new molecular defects in human 
congenital disorders. Transgenic mice are generated to study 
the function of lysosomal proteins and proteins involved 
in lysosome biogenesis and used as models for human con-
genital disorders for the study of the pathophysiology and 
the effectiveness of new therapeutic approaches. A number 
of studies have focussed on the identification of lysosomal 
trafficking signals in membrane proteins, and their recogni-
tion by the transport machinery. Current projects focus on the 
regulation of the interaction of cytoplasmic adaptors with the 
lysosomal transport signals in membrane proteins, the func-
tion of several major lysosomal membrane proteins, a novel 
protein modification that is required for the catalytic activity of 
sulfatases and deficient in a human disease and the molecular 
defects and pathophysiology of a new group of human con-
genital disorders in which the N-glycosylation of glycoproteins 
is defective.

The work on multiple sulfatase deficiencies focussed on the 
biochemical purification of FGE, the enzyme generating FGly 
residues in sulfatases. A rapid enzyme assay based on peptidic 
substrates derived from sulfatases and mass spectrometric 
distinction between FGly (product) and cysteine (substrate) 
containing peptides was essential to monitor purification. 
Peptide sequences of the purified protein allowed the cloning 
of the FGE encoding SUMF1 gene and of its paralog SUMF2. 
Biochemical and structural characterization of the FGE and its 
paralog pFGE followed. Patients with multiple sulfatase defi-
ciency carry mutations in the SUMF1 gene.

Presently the enzymatic mechanism of FGE is characterized. 
We are hunting for the function of pFGE and delected naturally 
occurring mutations in MSD are characterized. 

Mucolipidosis II (ML II: I-cell disease)
The ML II-project was focussed on the biochemical purifica-
tion of the α/β subunits of the GlcNAc-1-phosphotransferase. 
Together with the γ subunits, a hexameric complex is formed 
(α2β2γ2) which is responsible for the initial step in the genera-
tion of the mannose 6-phosphate (M6P) recognition marker. 
M6P residues on newly synthesized lysosomal enzymes are 
essential for efficient transport to lysosomes. Defects in the 
α/β subunits results in the fatal lysosomal storage disorder 
Mucolipidosis II, the so-called I-cell disease. A so far unknown 
α/β protein was purified by affinity chromatography on the γ 
subunit. The cDNA of the α/β subunit was cloned and used for 
complementation of the defect in fibroblasts of patients suf-
fering from I-cell disease. Presently the enzymatic mechanism 
of the enzyme is characterized and naturally occurring muta-
tions in ML II patients are characterized. 

Mucopolysaccharidosis IIIC  
(MPS IIIC, Sanfilippo C syndrome)
Mucopolysaccharidosis IIIC is a rare lysosomal storage disorder 
with a defect in the acetyl-CoA:α-glucosaminide N-acetyltrans-

ferase (GNAT). Patients with this disorder are suffering from se-
vere progressive mental retardation and skeletal deformities 
due to an accumulation of heparan sulfate in lysosomes of nu-
merous tissues. The gene responsible for this fatal disease has 
never been identified. GNAT is believed to be an integral mem-
brane protein of the lysosomal membrane where it receives 
an acetyl-residue from cytosolic acetyl-CoA, transports it over 
the membrane and catalyses the transfer on heparan sulfate 
prior to hydrolysis. In cooperation with Andrea Ballabio and 
Pia Cosma, TIGEM, Naples, Italy, we try to identify the gene un-
derlying MPS IIIC by a genetic approach, called Microcell-medi-
ated chromosome transfer (MMCT). In this technique, a panel 
of murine donor cells containing single human chromosomes 
which are tagged with a marker gene are treated in that way, 
that they generate mini-cells including single chromosomes 
which are then fused with fibroblasts from MPS IIIC patients. 
After selection and clonal expansion of surviving fibroblasts, 
the formerly deficient fibroblasts are tested for reconstituted 
GNAT activity. So far, we tested 16 chromosomes after MMCT 
and determination of the GNAT activity.
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2.	 Proteinsortierung

Mechanismus und Funktion der post-Golgi vesikulären 
Proteinsortierung
Protein Sortierung im trans-Golgi Netzwerk-Endosomen Sy-
stem stellt die Funktionen der Organellen in späten sekreto-
rischen Wegen und den endocytotischen Wegen sicher. Wir 
analysieren die Funktionen dieser Sortierungswege und ihre 
Mechanismen, wobei unser Schwerpunkt auf dem Adaptor-
Protein Komplex 1 (AP-1) liegt, der Clathrin-umhüllte Vesikel 
zum trans-Golgi Netzwerk-Endosomen Transport bildet. Weite-
re homologe Strukturen sind der AP-3 und der AP-4 Komplex. 
Der AP-1 ist ein heterotetramerer Komplex aus den Unterein-
heiten γ1, β1, µ1A and σ1. Unsere Maus ‚knock-out‘ Modelle 
von AP-1 Untereinheiten zeigten, dass der AP-1 essentiell für 
die Embryogenese ist. AP-1 vermittelte Sortierung beeinflusst 
auch die Funktionen von Rezeptoren der Plasmamembran 
und ist essentiell für Zell-Differenzierung und Wachstum und 
somit auch für die Tumorbiologie.

Biogenese der vakuolären Aminopeptidase I-Aktivität
Die vakuoläre Aminopeptidase I homododecamerisiert im Cy-
toplasma und wird durch konstitutive Autophagocytose in die 
Vakuole transportiert. Homododecamerisierung zum enzyma-
tisch aktiven Komplex erfordert cytoplasmatische Faktoren, 
die in diesem Projekt identifiziert wurden. Die Daten deuten 
daraufhin, dass diese Faktoren auch für die Bildung der Trans-
portvesikeln benötigt werden.

Wir isolierten ein ‚single-copy‘ Suppressorgen, das für ein 
Protein kodiert, das keiner bekannten Proteinfamilie zuge-
ordnet werden kann. Die Funktion dieses Proteins und die 
Zusammensetzung und Funktionen des cytoplasmatischen 
Komplexes werden zur Zeit untersucht. 

2.	 Protein Sorting

Mechanisms and functions of post-Golgi vesicular protein 
sorting
We are analyzing the protein sorting functions of the heter-
otetrameric adaptor-protein complex AP-1A in protein sort-
ing and transport between the trans-Golgi network and en-
dosomes. AP-1A is ubiquitously expressed and essential for 
mouse embryonic development unlike the homologous AP-3 
complex, which is also involved in trans-Golgi network-endo-
some protein sorting and transport. We demonstrated that AP-
1A is essential for anterograde as well retrograde trans-Golgi 
network protein sorting and transport. The AP-1A consists of 
γ1, β1, µ1A and σ1 adaptins and we are studying the functions 
and mechanisms of the individual adaptins in protein sorting 
and transport- vesicle formation. We identified tissue-specific 
isoforms of AP-1 complex and we are analyzing their functions. 
We are also studying the mechanisms regulating membrane 
binding of AP-1, a critical step in transport vesicle formation.

Biogenesis of vacuolar Aminopeptidase I activity
The vacuolar aminopeptidase I of the yeast Saccharomyces 
cerevisiae is transported from the cytoplasm into the vacuole 
along the autophagy-like Cvt-pathway. Aminopeptidase I is 
only active as a homododecameric complex. Assembly into 
the active complex has to take place in the cytoplasm and 
proper assembly is linked to the double-membrane Cvt-vesi-
cle formation. We are analyzing the mechanism of complex as-
sembly and transport.
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3.	 Kongenitale Glykosylierungsstörungen

Kongenitale Glykosylierungsstörungen (CDG oder Congenital 
Disorders of Glycosylation) umfassen eine rasch wachsende 
Gruppe genetisch bedingter Störungen der N-Glykosylie-
rung beim Menschen, die in den meisten Fällen zu multisys-
temischen Erkrankungen mit schweren neurologischen Stö-
rungen führen. Bei der Aufklärung der bislang bekannten 
12 molekularen Defekte bei CDG war unsere Arbeitsgruppe in 
insgesamt sechs Fällen beteiligt. Die Defekte betreffen Schritte, 
die an der Biosynthese von GDP-Mannose (CDG-Ib) im Cyto-
sol, an der Elongation des Dolicholpyrophosphat-verknüpften 
Man5GlcNAc2-Oligosaccharids im Lumen des endoplasma-
tischen Retikulums (CDG Ic, Id und Ig) sowie an der Elongation 
(CDG-IId) der Protein-verknüpften Oligosaccharide im Golgi 
beteiligt sind. Beim CDG-IIc konnten wir darüberhinaus fest-
stellen, dass es aufgrund eines GDP-Fucosetransporterdefekts 
im Golgi zu einer generellen Störung der Fukosylierung von 
Glykanen kommt. Bei zwei der Erkrankungen wird unterdes-
sen eine zumindest partiell erfolgreiche Therapie durch die 
orale Gabe der Einfachzucker Mannose (CDG-Ib) und Fukose 
(CDG-IIc) durchgeführt. Neben Untersuchungen zur Identifi-
zierung neuer CDG-Typen, befassen wir uns zur Zeit u.a. mit 
der Herstellung einer Reihe von Mausmodellen für bekannte 
CDG-Typen an denen verschiedene Aspekte der Pathobioche-
mie sowie experimentelle Therapieverfahren analysiert wer-
den sollen. Bislang gelang dies für die Phosphomannomutase 
II (CDG-Ia). Der Verlust dieses Enzyms führt bei der Maus zur 
Lethalität in der frühen Embryonalphase.

3.	 Congenital Disorders of Glycosylation

Congenital Disorders of Glycosylation (CDG) comprise a group 
of so far eighteen autosomal recessive inherited human dis-
eases, which affect the de novo biosynthesis of glycoproteins.

The transfer of oligosaccharide chains onto newly synthe-
sized proteins is one of the most widespread forms of co- and 
posttranslational modifications which is found in animals, 
plants and bacteria. Glycoproteins are located inside cells 
predominantly in subcellular organelles and in cellular mem-
branes and most abundantly in extracellular fluids and matri-
ces. The oligosaccharide moieties of glycoproteins affect their 
folding, their transport as well as their biological activity and 
stability. The complex process of protein glycosylation requires 
more than a hundred glycosyltransferases, glycosidases and 
transport proteins. Oligosaccharide moieties are connected to 
glycoproteins predominantly by either N-glykosidic linkages, 
in which glycans are linked to amino groups of asparagine 

side chains, or by O-glykosidic linkage, where the glycans are 
bound to hydroxyl groups of serine or threonine side chains.

CDG present with multi organ involvement, which mostly 
includes neurologic symptoms. CDG is subdivided into two 
groups. CDG-I comprise deficiencies which either affect the 
biosynthesis of dolichol-linked oligosaccharides or the trans-
fer of oligosaccharides onto newly synthesized proteins by the 
oligosaccharyltransferase complex in the endoplasmic reticu-
lum. CDG-II affect the subsequent trimming and elongation of 
N-glycans in the endoplasmic reticulum and the Golgi. 
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4.	 Das Proteom der lysosomalen Matrix und 
der lysosomalen Membran

Das Bestreben zur lückenlosen Erfassung der lysosomalen Ma-
trixproteine liegt darin begründet, dass annähernd jeder Aus-
fall bekannter, lysosomaler Matrixproteine unweigerlich mit 
der Ausprägung einer lysosomalen Speichererkrankung (LSD) 
in Verbindung zu bringen ist. Somit besteht die Vermutung, 
dass auch neu-identifizierten Proteinen solche Erkrankungen 
zugeordnet werden könnten. Zur Isolierung lysosomaler Ma-
trixproteine konnte auf eine Zelllinie zurückgegriffen werden, 
die defizient für beide Mannose 6-Phosphat Rezeptoren (MPR) 
ist und somit die lysosomalen Matrixproteine sezernieren. 
Nach der MPR-affinitätschromatographischen Aufreinigung 
der Mannose 6-Phosphat (M6P)-haltigen, lysosomalen Matrix-
proteine wurden diese durch 2D-Gelelektrophorese (2D-GE) 
voneinander getrennt. Darüber hinaus wurde eine Multidi-
mensionale Protein-Identifikationstechnik (MudPIT) etab-
liert. Das Proteome der Mannose 6-Phosphat (M6P)-haltigen, 
lysosomalen Matrixproteine wurde durch eine Kombination 
beider oben genannten Verfahren (2D-GE mit MALDI-TOF-MS 
bzw. MudPIT) erroiert. Insgesamt wurden 34 der etwa 50 be-
kannten lysosomalen Matrixproteine, sowie vier putativ neue 
lysosomale Matrixproteine identifiziert. Nach der Klonierung 
der Kandidaten cDNAs als „getaggte“ Varianten konnten wir 
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inzwischen für drei der vier Kandidaten eine MPR-Bindung 
und eine MPR-abhängige Aufnahme mit lysosomaler Lokalisa-
tion des partiell aufgereinigten Proteins in primäre Fibroblas-
ten zeigen. Des Weiteren wurden gegen zwei der vier Kandida-
tenproteine, Retinsäure-induzierbare Serin-Carboxypeptidase 
und hypoth. 66kDa-Protein, polyklonale Seren produziert. 
Mittels dieser Seren konnte für diese beiden Proteine die ly-
sosomale Lokalisation auf endogenem Expressionsniveau in 
murinen und humanen Zelllinien bestätigt werden.

4.	 Proteome of the Lysosomal Matrix and the 
Lysosomal Membrane

We focus on the analysis of the complete protein composi-
tion of lysosomes on eukaryotic cells. To date, approximately 
50 lysosomal matrix proteins and 20 lysosomal membrane 
proteins are known with most of them invariable associated 
with a particular lysosomal (storage) disease. This provides the 
rationale for a systematic search for new lysosomal proteins in 
a proteome approach. 

During their passage of the Golgi apparatus, lysosomal 
matrix proteins receive mannose 6-phosphate (M6P) resi-
dues. In vivo, the binding of lysosomal proteins to MPRs via 
M6P-containing recognition markers ensures their targeting 
to lysosomes. In vitro, the M6P-tag allows the affinity purifica-
tion of lysosomal matrix proteins with the help of immobilized 
MPRs. Taking advantage of such an affinity-based purification 
approach, we identified 34 known lysosomal matrix proteins 
and four candidate proteins of the lysosomal matrix. At the 
moment we are on the way to characterize these candidate 
proteins in detail. 

Due to the lack of a unique sorting signal for lysosomal 
membrane proteins, proteomics for these proteins turns out 
to be more demanding: Lysosomes are prepared from crude 
liver homogenates by a combination of differential centrifuga-
tion and isopycnic density gradient centrifugation.
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1.	 Molekularer Mechanismus der Autophagie

Alle eukaryontischen Zellen transportieren bei Nährstoffman-
gel eigene Bestandteile in ihre Lysosomen und bauen sie dort 
ab. Dieser selbstkannibalistische autophagische Prozeß spielt 
eine wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung, und der Entste-
hung von Krankheiten wie Krebs, Cardiomyopathie, M. Hun-
tington und M. Parkinson. Er spielt ferner eine entscheidende 
Rolle beim Abbau intrazellulärer Pathogene und der Alterung. 
Autophagie ist außerdem wichtig beim nicht apoptotischen 
Zelltod und es gibt Hinweise auf eine Beziehung zwischen 
Autophagie und Apoptose. In der Arbeitsgruppe untersuchen 
wir die molekularen Mechanismen der Autophagie in Saccha-
romyces cerevisiae als Modellorganismus.

1.	 Molecular mechanism of autophagy

All eukaryotic cells respond to nutrient limitation by transport-
ing their own constituents for degradation to the lysosome 
(vacuole). This self-cannibalistic autophagic process is involved 
in cell differentiation and the development of diseases such 
as cancer, cardiomyopathy, Huntington´s and Parkinson´s dis-
ease. It also plays an important role in the removal of intra-
cellular pathogens and increasing evidence points to a rela-
tionship between autophagy and ageing. Autophagy further 
plays an important role during the non-apoptotic type 2 cell 
death and there are hints for a cross-talk between autophagy 
and apoptosis. We are analysing the molecular mechanism of 
autophagy in the model eukaryote S. cerevisiae.
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