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EINLEITUNG

In der Forschung liegen die Schwerpunkte der Abteilung auf den
Gebieten der Biogenese und der Funktion von Zellorganellen, ih-
ren genetischen Stérungen und der Sortierung von Proteinen am
Beispiel mitochondrialer, sekretorischer und lysosomaler Proteine,
sowie der Autophagie. Methodisch stehen molekulargenetische
und zellbiologische Verfahren an Sduger- und Hefezellen sowie an
transgenen Mdusen im Vordergrund. Ein Proteinanalyselabor wird
als Servicelabor betrieben.

PREFACE

The main research focus of the department is the biogenesis and
function of cellular organelles, genetic causes fortheirmalfunction,
and protein sorting to mitochondria, in the secretory pathway, as
well as autophagy. Methods used in the department range from
molecularto cell biologicaltechniques applied to mammalian cells,
baker’s yeast and transgenic mice. Laboratories for the analysis of
proteins are provided as a service.

1.
Protein Transport in Mitochondrien

Mitochondrien sind die Kraftwerke unserer Zellen. In ihnen werden
95 % des geatmeten Sauerstoffes dazu genutzt, durch oxidative
Phosphorylierung ATP zu synthetisieren. Dariiber hinaus erfiillen Mi-
tochondrien zahlreiche weitere wichtige zelluldre Funktionen oder
sind an solchen beteiligt, wie z.B. die Synthese von Fe/S Zentren
oder die Apoptose. Man geht davon aus, dass ca. 1000 bis 1500
unterschiedliche Proteine in den Mitochondrien ihren Dienst tun.
Fast alle diese Proteine werden von Genen im Zellkern kodiert und
nach ihrer Synthese im Cytosol posttranslational in Mitochondrien
importiert. Signale dirigieren diese Proteine tiber die duBere und
innere mitochondriale Membran. Dabei bilden Multiprotein-Kom-
plexe (Protein Translokasen) in der duBeren und inneren Membran
die Schleusen, durch die der Transport der Vorstufenproteine ins
Organell erfolgt. In unserer Arbeit untersuchen wir wie Proteine in
die Mitochondrien transportiert und dort an ihr Ziel dirigiert wer-
den. Der Schwerpunkt unserer Analysen liegt auf der molekularen
Untersuchung der Protein Translokasen der mitochondrialen Innen-
membran und wie sie ein zu importierendes Protein erkennen und
iber die Membran schleusen. Unsere Arbeiten wurden zundchst
an der Universitat Freiburg durchgefiihrt. Seit 2007 arbeiten wiran
dieser hoch aktuellen Thematik der molekularen Zellbiologie (Zur
Ubersicht: Alberts, Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition) an
der Universitat Gottingen.
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1.
Protein transport into mitochondria

Mitochondria are the powerhouse of eukaryotic cells. In the pro-
cess of oxidative phosphorylation they consume 95 % of the oxy-
gen breathed to synthesize the ATP for the cellular demands. In
addition, mitochondria have beenimplicated in avariety of cellular
functions such as the production of Fe/S clusters and apoptosis.
Approximately 1000 to 1500 different proteins are considered to
fulfill their diverse functions in mitochondria. Most of these pro-
teinsare encoded by nuclear genes and imported into mitochondria
posttranslationally from the cytosol. Signals direct these precursor
proteins across the outerand inner mitochondrial membranes. Mul-
tiprotein complexes (protein translocases) in the outerand inner mi-
tochondrial membranes act as gates and mediate the translocation
of the precursor proteins across the membranes. We analyze the
molecularmechanisms by which these protein complexes recognize
precursor proteins and transport them across the membrane. We
have previously carried out our work at the University of Freiburg.
Since 2007 we analyze this current aspect of modern molecular
cell biology (For review: Alberts, Molecular Biology of the Cell, Fifth
Edition) at the University of Géttingen.
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2.
Assemblierung mitochondrialer Proteinkomplexe,
mitochondriale Erkrankungen

Die mitochondriale Innenmembran ist eine der proteinreichsten
zelluldren Membranen. Hier sind die Komplexe der Atmungskette
lokalisiert sowie eine Vielzahlvon Transportern fiir Metabolite. Die
Atmungskettenkomplexe transportieren Elektronen und tibertragen
diese auf molekularen Sauerstoff. Dabei generieren sie einen Pro-
tonen-Gradienten {iber der Membran, der die ATP Synthese durch
die FiF,-ATPase antreibt. Vier Multiprotein-Komplexe, die mitein-
ander durch mobile Redox-carrier verbunden sind, bilden die so
genannte Atmungskette. Wirgehen in unseren Untersuchungen der
Frage nach, wie diese Membranprotein-Komplexe aus individuellen
Untereinheiten assembliert werden. Eine besondere Problematik
dieses Prozesses liegt in der Tatsache begriindet, dass einige der
Untereinheiten in den Mitochondrien selbst synthetisiert werden,
wdhrend andere aus dem Cytosolimportiertund in die Membran in-
seriert werden miissen. Zahlreiche Assemblierungsfaktoren in den
Mitochondrien vermitteln und regulieren aufverschiedenen Ebenen
den Assemblierungsprozess. Storungen im Assemblierungsprozess,
die durch einen Defekt in strukturellen Untereinheiten der Komplexe
oderAusfall eines Assemblierungsfaktors bedingt sein kénnen, fiih-
ren beim Menschen zu schweren neuromuskuldren Erkrankungen,
den so genannten mitochondrialen Enzephalomyopathien wie dem
Leigh Syndrom. Der Schwerpunkt unsererUntersuchungen liegt auf
derAnalyse der Assemblierung der Cytochrom ¢ Oxidase (Komplex
IV) und derRolle des SURF1/Shy1 und seiner Interaktionspartnerin
diesem Prozess, dem Exportund dertranslationalen Regulationvon
Cox1, sowie der Rolle von Cardiolipin im Assemblierungsprozess.

2.
Assembly of mitochondrial protein complexes and
mitochondrial disorders

The mitochondrial inner membrane is one of the protein-richest
membranes of a cell. The inner membrane contains the respiratory
chain protein complexes and a large number of carrier proteins for
metabolite exchange between the mitochondrial matrix and the cy-
tosol. The respiratory chain complexes transport electrons and de-
liverthem to molecular oxygen. In the course of this process a proton
gradient across the inner membrane is established, which drives
ATP synthesis by the F1F,-ATPase. Four multi protein complexes in
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the membrane, which are connected by mobile redox carriers, form
the so-called respiratory chain. We analyze how these membrane
protein complexes are assembled from their individual subunits.
Inthis regard, itis especially problematic forthe process that some
subunits are synthesized within mitochondria while others are im-
ported from the cytosol and inserted into the inner mitochondrial
membrane. A large number of assembly factors in mitochondria
mediate and regulate this assembly process. Defects in complex
assembly that are due to a lack of functional structural subunits or
assembly factors can lead to severe neuromuscular disorders in
human, the so-called mitochondrial encephalomyopathies such
as the Leigh syndrome. Focus of our studies lies in the analysis of
cytochrome c oxidase (complex V) assembly and the role of SURF1/
Shy1 and its interaction partners for this process, the export and
translational regulation of Cox1, as well as the function of cardio-
lipin for the assembly process.
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3.
Proteinsortierung

Mechanismen und Funktionen der post-Golgi vesikuldren Protein-
sortierung: Entwicklung der Vertebraten und Organfunktionen
Protein und Membran Sortierung im trans-Golgi Netzwerk-Endoso-
men System stellt die Funktionen der Organellen in spaten sekreto-
rischen Wegen und den endocytotischen Wegen sicher. Sortierung
von Rezeptoren und Rezeptorliganden in diesen Wegen ist auch
essentiel fiir die Regulation der Zell-Zell Kommunikation und Or-
ganfunktionen. Diese Transportwege sind auch fiir die lysosomale
Sortierung essentiel, so daf unsere Arbeiten auch in enger Bezie-
hungzu den beiden Forschungsschwerpunkten ,Charakterisierung
neuer lysosomaler Proteine‘ und ,Autophagocytose’ der Abteilung
stehen. Wiranalysieren die Funktionen dieser Sortierungswege und
ihre Mechanismen, wobei unser Schwerpunkt auf dem Adaptor-
Protein Komplex 1 (AP-1) liegt, der Clathrin-umbhiillte Vesikel bil-
det und Protein- und Membrantransport zwischen dem trans-Golgi
Netzwerk und Endosomen vermittelt. Weitere homologe Strukturen
sind der AP-3 und der AP-4 Komplex und der AP-2 Komplex der
Plasmamembran. Mit den Funktionen des AP-1 sind weiterhin die
Funktionen der verwandten, monomeren Adaptorproteine GGA-1,
2 und -3 gekoppelt. Der AP-1 ist ein ubiquitdar expremierter hete-
rotetramerer Komplex, dessen Untereinheiten jeweils spezifische
Funktionen im Prozess der Proteinsortierung und derVesikelbildung
ausiiben. Daneben existieren auch gewebsspezifischen Isoformen.
Unsere Maus ,knock-out‘ Modelle von ubiquitdr expremierten Un-
tereinheiten des AP-1 zeigen, dass der AP-1 essentiel fiir die Em-
bryogenese ist. Mduse mit Defizienzen der gewebsspezifischen Un-
tereinheiten zeigen Stérungen in der Entwicklung und Funktionen
einzelner Organe in adulten Tieren. AP-1 vermittelte intrazelluldre
Sortierung ist daher essentiell fiir Zell-Differenzierung und Wachs-
tum und somit von Bedeutung fiir die Entwicklungsbiochemie als
auch fiir die Tumorbiologie.

3.
Post-Golgi Vesicular Protein Sorting in Vertebrae
Development and Disease

Protein and membrane sorting in the trans-Golgi network-endo-
some system ensures the functions of these organelles in late secre-
toryand endocytic pathways. Sorting of receptors and their ligands
inthese pathways is also essentielfor cell-cellcommunication and
organ function. These transport routes are also essentiel for lyso-
somal protein sorting and are thus closely related to otherresearch
focuses in our institute: ‘Characterisation of novel lysosomal pro-
teins’ and ‘Autophagocytosis’. We are analyzing the protein sorting
functions of the heterotetrameric adaptor-protein complex AP-1 in
protein sorting and transport. It mediates the formation of clathrin-
coated-vesicles and protein sorting between the trans-Golgi net-
work and endosomes. Additional homologous structures are the
AP-3 and AP-4 complexes and the AP-2 complex of the plasma
membrane. Functions of the AP-1 complex are also coupled to the
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functions of the homologous, monomeric adaptor-proteins GGA1,

-2 and -3. The AP-1 is ubiquitously expressed and its four subunits

fullfil individual functions in the process of protein sorting as well
as vesicle formation. In addition, vertebrae express tissue specific
isoforms subunits. Our mouse ‘knock-out’ models of ubiquitously
expressed adaptins demonstrate that AP-1 is essential for embry-
onic development. Mice deficient in tissue-specific isoforms show
also developmental phenotypes and impaired organ functions in
adultorganisms. AP-1 mediated intracellulare protein sorting steps
are essentiel for cell differentiaton and developmentand thus also
for tumorbiology.
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4.
Biogenese lysosomaler Proteine und lysosomale
Speicherkrankheiten

Ein Schwerpunkt der Abteilung liegt in der Biogenese der Lysoso-
men, lysosomaler Proteine und deren genetischen Stérungen der
Lysosomen, die als lysosomale Speichererkrankungen zusammen-
gefasst werden. Neben der Identifizierung und Charakterisierung
neuerlysosomaler Proteine wollen wir untersuchen, ob diese neuen
lysosomalen Proteine mit Erkrankungen unbekannter Atiologie in
Verbindung stehen. Knock-out Mausmodelle und transgene Mause
sollen helfen, die physiologischen Funktionen der Proteine zu stu-
dieren und Riickschlusse auf eventuelle Erkrankungen zu ziehen.



Dariiber hinaus stehen bereits Mausmodelle fiir diverse lysosoma-
le Erkrankungen wie z. B. a-Mannosidose, Mucopolysaccharidose
IC (MPSIIC) und Mucolipidose Il zur Verfligung, mit deren Hilfe
Therapieformen entwickelt und allgemeine pathophysiologische
Verdnderungen untersucht werden. In einem laufenden Projekt be-
schaftigen wir uns mit einer neuen Proteinmodifikation, die fiir die
katalytische Aktivitdt von Sulfatasen wichtig ist und deren Defekt
zu einer menschlichen Erkrankung fiihrt.

4.
Lysosomal Proteins and Associated Disorders

Onefocus ofinterest of ourgroup liesin the biogenesis of lysosomal
proteins. Our work includes the identification of novel lysosomal
proteins, modifications on lysosomal proteins and molecular de-
fects in human congenital disorders. Therefore, we identified and
characterized a number of novel lysosomal soluble proteins and
integralmembrane proteins. Transgenic mice are generated to study
the function of lysosomal proteins and proteins involved in lyso-
some biogenesis and used as models for human congenital disor-
ders for the study of the pathophysiology and the effectiveness of
new therapeutic approaches. In cooperation with Andrea Ballabio
and Pia Cosma, TIGEM, Naples, Italy, we characterized mutations
underlying mucopolysaccharidosis [1IC (MPS //IC) and in cooperation
with Thomas Braulke, UKE Hamburg, we are currently generating a
knock-out model for mucolipidosis Il (MLII). In an EU project (HUE-
MAN), we are currently investigating the epigenetics, biochemical
alterations and therapy by enzyme replacement in a mouse model
forthe lysosomal storage disease a-mannosidosis. In addition, we
analysed the pathophysiology of a new disease in human called
congenital disorders of glycosylation type Ilc (CDG-lIc) in which the
fucosylation of glycoproteins is defective due to the lack of the Golgi
GDP-fucose transporter by exploitinga mouse model for CDG-llc. In
a current project we focus on a novel protein modification that is
required for the catalytic activity of sulfatases and that is missing
in the fatal lysosomal storage disease multiple sulfatase deficien-
cy (MSD) in human. This work on multiple sulfatase deficiency is
focussed on the biochemical purification of FGE (SUMF1), the en-
zyme generating FGly residues in sulfatases and its paralog pFGE
(SUMF2) of so far unknown function. A rapid enzyme assay based
on peptidic substrates derived from sulfatases and mass spectro-
metric 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 deficiency carry mutations in the
SUMF1 gene. Presently the enzymatic mechanism of FGE is charac-
terized and the function of pFGE analyzed. Furthermore, naturally
occurring mutations in MSD were characterized.
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Molekularer Mechanismus der Autophagie

Alle eukaryontischen Zellen transportieren bei Nahrstoffmangel ei-
gene Bestandteile in ihre Lysosomen und bauen sie dort ab. Dieser
autophagische Prozef3 spielt unter anderem eine wichtige Rolle
bei der Zelldifferenzierung und der Entstehung von Krankheiten
wie Krebs, Kardiomyopathien, M. Huntington und M. Parkinson. Er
hatfernereine entscheidende Funktion beim Abbau intrazelluldrer
Pathogene und der Alterung. Autophagie ist auRerdem wichtig fiir
den nicht apoptotischen Zelltod und es gibt Hinweise auf eine Be-
ziehung zwischen Autophagie und Apoptose. In der Arbeitsgruppe
untersuchen wir die molekularen Mechanismen der Autophagie in
Saccharomyces cerevisiae als Modellorganismus.

Molecular mechanism of autophagy

All eukaryotic cells respond to nutrient limitation by transport-
ing their own constituents for degradation to the lysosome (vac-
uole). This autophagic process is involved in cell differentiation
and the development of diseases such as cancer, cardiomyopa-
thy, Huntingtons and Parkinson’s disease. It also plays an impor-
tant role in the removal of intracellular pathogens and increasing
evidence points to a relationship between autophagy and ageing.
Autophagy further has an important role during the non-apoptotic
type 2 cell death and there are hints for a cross-talk between au-
tophagy and apoptosis. We are analysing the molecular mechanism
of autophagy in the model eukaryote S. cerevisiae.
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