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I. Forschungsprofil der Abteilung

Innerhalb des Instituts werden Signaltransduktionsmechanismen, welche fir Krebsentstehung,
Entzundung und Infektabwehr relevant sind, auf verschiedenen Ebenen untersucht, mit dem Ziel,
durch eine Modulation der Signalmechanismen Wege fur eine effektive und rationale
»olgnaltransduktionstherapie dieser Erkrankungen zu er6ffnen. Die Analyse von
Proteinphosphorylierung und Proteinkinasen stellt einen Ubergreifenden Schwerpunkt des
Instituts dar. Arbeiten zum Verstédndnis des Signallings von Rezeptortyrosinkinasen erfolgen in
der Gruppe von PD Dr. Tamura, wobei Themen hinsichtlich Rezeptoraktivierung und
Deaktivierung bearbeitet werden. Die Signalmechanismen von intrazellulren Serin/Threonin-
Kinasen stehen im Mittelpunkt der Arbeiten der Gruppen Prof. Gaestel/Dr. Kotlyarov, Prof.
Holtmann, Dr. Mielke, Dr. Niedenthal und Dr. Scheibe. Die Arbeiten der Gruppen von Prof.
Gaestel/Dr. Kotlyarov und Prof. Holtmann (C3 ,,Biochemie der zelluldren Signaltransduktion®)
bilden dabei einen thematischen Schwerpunkt hinsichtlich der Erforschung von
entziindungsrelevanten Mechanismen der p38 MAPK vermittelten Signaltransduktion inklusive
der entsprechenden downstream-Mechanismen der post-transkriptionellen Genregulation. Die
Arbeiten in der Gruppe von Dr. Niedenthal (C1) konzentrieren sich auf die Bedeutung von
Proteinkonjugationprozessen wie SUMQOylierung und Ubiquitinierung fir die Signaltransduktion
und im speziellen fir die Funktion von Serin/Threonin-Kinasen. In den Gruppen von Dr.
Scheibe und Dr. Mielke stehen die Rolle von Proteinkinasen, Nukledaren Hormonrezeptoren und
Transkriptionsfaktoren bei der Muskeldifferenzierung und der Muskelplastizitdt bzw.
Proteinkinasen bei der Differenzierung neuronaler embryonaler Stammzellen im Mittelpunkt des
Interesses. Die Forschungsarbeiten des Instituts werden abgerundet durch die Arbeiten der
Gruppe Dr. Binz, welche die signalmodulierende Wirkung bakterieller Neurotoxine untersucht.

Die Abteilung ist an der Exzellenzinitiative REBIRTH beteiligt. Alle wissenschaftlichen
Mitarbeiter des Instituts sind an der Lehre in den Studiengdngen Human- und Zahnmedizin bzw.
Biochemie beteiligt, einige dartber hinaus an der Lehre in den Studiengangen Biologie und

Chemie und innerhalb der HBRS School of Excellence.



I1. Forschungsprojekte
I1.1. Ein ausgewihltes Forschungsprojekt

Hemmung der Interferon-stimulierten Phosphorylierung und Aktivierung von STATI1
(Signal transducer and activator of transcription 1) durch SUMOylierung: Etablierung
und Anwendung des ,,Ubc9-fusion directed SUMOQylation“ (UFDS) Systems

Posttranslationale Modifikationen sind essentielle Regulatoren von Proteinfunktionen. Sie
steuern die Ausbildung von Multiproteinkomplexen, adressieren Proteine fur ein spezielles
Zielgebiet in der Zelle, sind Signaliibertrager und bestimmen die Stabilitat vieler Proteine. Einer
dieser Prozesse, der in den letzten Jahren in den Focus der Forschung geruckt ist, ist die Protein-
Konjugation. Hierbei werden Ubiquitin-&hnliche Proteine durch eine mehrstufige Reaktion
kovalent an die Lysin-Seitenkette eines Zielproteins gebunden. Bei der Konjugation der
Ubiquitin-&hnlichen Proteine der SUMO(small ubiquitin-like modifier (SUMO1-3))-Gruppe
wird das SUMO Vorlauferproteins zuerst an einer spezifischen Stelle gespalten, dann durch den
SAE1/SAE2 (E1) Proteinkomplex aktiviert und anschlieBend auf das SUMO konjugierende

Enzyme Ubc9 (E2) lbertragen. Das beladene Ubc9 kann an ein Substratprotein binden und die
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ein Protein des Kernporenkomplexes. Die Funktion der meisten SUMO-Ligasen besteht unter
anderem darin als Adaptoren zu wirken, welche das SUMO konjugierende Enzyme und das
SUMOylierungssubstrat binden. Dies bringt die Reaktionspartner so in rdumliche N&he und
erleichtert die Ausbildung der Isopeptidbindung. Das Verhéltnis von SUMOyliertem zu nicht-
SUMOyliertem Protein wird weiterhin durch SUMO abspaltende Enzyme reguliert. In S&ugern,
wurden bisher finf Proteine (SENP1-3, SENP5, SENP6) mit dieser Aktivitat identifiziert



(zusammengefasst in Melchior, F., Schergaut, M. & Pichler, A. SUMO: ligases, isopeptidases
and nuclear pores. Trends Biochem Sci. 28, 612-8 ( 2003)). Obwohl SUMO an mehr als hundert
Proteine konjugiert wird, welche an der Regulation von Transkription, Protein Kerntransport,
Chromosomensegregation, DNA-Replikation und Signaltransduktion beteiligt sind, wird die
funktionelle Analyse dieser SUMOylierten Proteine in der Regel dadurch behindert, dass diese
Proteine in der Zelle nur in sehr geringer Menge vorliegen. Hierdurch wurden bisher die in vivo-
Analysen zur Rolle der SUMOylierung fur Protein-Protein Wechselwirkungen, Enzymaktivitat,
Protein-Lokalisation und —Stabilitat sehr erschwert.

Um die Funktionen der Protein SUMOylierung besser charakterisieren zu kénnen, haben wir
kirzlich das ,,Ubc9-fusion directed SUMOylation” (UFDS) System entwickelt (Abb. 2), das die
Menge eines bestimmten SUMOylierten Substrateproteins in vivo um ein Vielfaches erhéht
(Jakobs, A., Koehnke, J., Himstedt, F., Funk, M., Korn, B., Gaestel, M., and Niedenthal, R.
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dass im UFDS-System die SUMOylierung nur an den spezifischen SUMOylierungsstellen eines
Proteins stattfindet. Weiterhin ist die SUMOylierung im UFDS System unabhéngig von SUMO
Ligasen.

Den erfolgreichen Einsatz dieses Systems konnten wir mit der Analyse zur Funktion der STAT1
SUMOylierung zeigen. STAT1 ist ein wichtiger intrazellulaerer Ubertrager der durch Interferone
ausgelosten Signaltransduktion. Interferone fiihren nach der Bindung an ihre spezifischen
Rezeptoren auf der Zelloberflache in der Zelle zur Aktivierung von JAK-Kinasen, die unter
anderem STAT1 an Tyrosin 701 phosphorylieren (Abb. 3A). Dies ist die Vorraussetzung dafur,
dass STATL1 dimerisiert und in den Kern transportiert wird, wo es die Transkription STAT1

abhangiger Gene stimuliert. Neben weiteren Phosphorylierungen ist seit kurzem bekannt, dass



STAT1 auch SUMOyliert wird und dies die transkriptionelle Aktivitat von STAT1 reduziert.
Unter Verwendung des UFDS Systems haben wir jetzt das Zusammenspiel von STAT1 Tyrosin
701 Phosphorylierung und Lysin 703 SUMOylierung untersucht. Wir konnten zeigen dass in
vivo die SUMOylierung von STAT1 die Phosphorylierung von Tyrosin 701 inhibiert (Abb. 3B).
Das SUMOylierte STAT1 kann somit nicht dimerisieren und die oben beschriebene
Genaktivierung nicht herbeifiihren. Fir die Funktion der STAT1 SUMOylierung sind unter
anderem zwei Szenarien vorstellbar. Zum einen kann die SUMOylierug von STAT1 im Zellkern
dazu dienen, dass nach einer Dephosphorylierung und somit Inaktivierung von STAT1 dieses im

Zellkern nicht wieder phosphoryliert und aktiviert werden kann, sondern zuvor aus dem
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Abb. 3: Aktivierung der STAT1 abh&ngigen Transkription und ihre Inhibition durch STAT1 SUMOylierung.
(A) Das im Cytoplasma lokalisierte STAT1 wird nachdem Interferone auf die Zelle eingewirkt haben durch die
JAK-Kinasen an Tyrosin 701 phosphoryliert. Die SH2-Domane eines zweiten STAT1 Proteins kann das
phosphorylierte Tyrosin 701 des ersten STAT1 Proteins binden. Die sich so ausbildenden STAT1 Dimere
werden in den Kern transportiert und aktivieren dort die STAT1 abhdngige Transkription. (B) Wird das STAT1
Protein an Lysin 703 SUMOyliert, ist die Phosphorylierung an Tyrosin 701 behindert. Das SUMOylierte
STAT1 steht somit fur die STAT1 abhangige Transkription nicht zur Verfiigung.

Zellkern transportiert werden muss und erst dort nach der DeSUMOylierung wieder fir eine
neue Aktivierungsrunde zur Verfligung steht. Zum anderen ist vorstellbar, dass im Cytoplasma
durch eine bisher unbekannte Stimulation die SUMOylierung von STAT1 induziert werden kann
und hierdurch die Interferon induzierte Tyrosin 701 Phosphorylierung und Aktivierung von
STATL inhibiert wird. Welches Szenario den tatsachlichen Prozessen in der Zelle entspricht
sollen zukinftige Arbeiten zur zellularen Lokalisation und Stimulation der STAT1

SUMOylierung zeigen.



Neben der Analyse der STAT1 SUMOylierung wurde das UFDS System weiterhin eingesetzt
um neue SUMOylierungssubstrate zu identifizieren. Hierbei konnten unter 50 potentiellen
Kernproteinen 14 neue SUMOylierungssubstrate identifiziert werden (Niedenthal,
unveroffentlicht). Bei der Verifikation dieser neuen SUMOylierungssubstrate haben wir
festgestellt, dass das UFDS System auch die Identifikation von SUMOylierungen ermdglicht, die

unter naturlichen Bedingungen phosphorylierungsabhéngig sind.

Funktion der Interferon o/p und LPS stimulierten ISG15-Konjugation
Projektleiter: Rainer Niedenthal, Férderung: HILFII

I1. 2. Weitere Forschungsprojekte

Struktur und Funktion der SUMOylierung von Komponenten der MAPK-Kaskaden in
Sdugerzellen

Projektleiter: Dr. R. Niedenthal, Prof. M. Gaestel, ohne externe Forderung

Functional effects of SUMOylation on selected proteins involved in mitogenic signal
transduction and cell cycle regulation using UFDS

Projektleiter: Prof. M. Gaestel, Dr. R. Niedenthal, Forderung durch Exzellenzinitiative
REBIRTH

Die Signaltransduktionswege von c-Kit und verwandten Tyrosinkinasen: Molekularer
Mechanismus der himatopoetischen Differenzierung und der Entstehung von Leukimien.

Projektleiterin: T. Tamura-Niemann, Forderung: DFG - SFB 566

Molekularer Mechanismus der Kooperation von Nerven- und Hepatozyten-
wachstumsfaktor (NGF u. HGF) bei der Entwicklung von Neuronen und der Tubulogenese
(,,branching tubulogenesis'') epithelialer Zellen.

Projektleiterin: T. Tamura-Niemann, Férderung: DFG

Identifizierung zelltypischer Signalmolekiile im TrkA-Signalweg mit Hilfe von Anti-
Phosphotyrosin-Antikorpern und SH2-Domiinen-Profilen.
Projektleiterin: A. Koch, Forderung: DFG



Untersuchungen zur physiologischen Funktion der MAPK-aktivierten Proteinkinase 2
(MK?2): Weitere Analyse des Phinotyps der MK2-knockout-Maus und ihrer Zellen
Projektleiter: M. Gaestel, A. Kotlyarov, Férderung: SFB 566

Biologische Funktion der MAPKAP Kinasen: Aktivierung, Scaffolding und Substrat-
targeting des ERK3-MKS Signalling Moduls
Projektleiter: A. Kotlyarov und M. Gaestel; Forderung: DFG

Involvement of the murine protein kinase MK3 in stress response and inflammation and
analysis of MK2/MK3 double knockout mice
Projektleiter: M. Gaestel und N. Ronkina; Forderung: DFG

Identifizierung von differentiell exprimierten Genen mittels DNA-Microarrays
Projektleiter: M. Gaestel, Kooperation: Prof. Kracht MHH Pharmakologie und Dr. Hauser, Abt.
Genregulation und Differenzierung, HZI, Férderung: SFB 566

Modulation of Signaling for the Treatment of Cancer, Diabetes and Inflammation

Projektleiter: M. Gaestel, Forderung: Europaische Gemeinschaft

Nervenzellrezeptoren clostridieller Neurotoxine
Projektleiter: T. Binz; Kollaboration: H. Bigalke, Institut fur Toxikologie der MHH. Forderung:
DFG

Protease/Substrat-Interaktionen clostridieller Neurotoxin L-Ketten
Projektleiter: T. Binz; Kollaboration: T. Galli, Institut Jacques Monod, Paris, F; S. Swaminathan,

Brookhaven National Laboratory, Upton, USA; Forderung: Human Frontier Science Program

Untersuchung der Funktion der SNARE-Proteine im vesikuliren Transport
Projektleiter: T. Binz; Kollaboration: T. Galli, Institut Jacques Monod, Paris, F; B. Davletov,
MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, GB; Forderung: Human Frontier Science

Program



Stabilisierung von Cytokin-mRNAs durch den p38 MAP-Kinase Signalweg: Identifizierung
von beteiligten Proteinen

Projektleiter: H. Holtmann, Forderung: SFB 566

Regulation von Spleifien und Stabilitit der TNF mRNA durch RNA-abhingige
Signalwege: Cross-Talk zwischen PKR und p38 MAP Kinase
Projektleiter: H. Holtmann, Férderung: DFG

Posttranskriptionelle Regulation der Genexpression: Stabilisierung von mRNAs durch
UV-B Strahlung
Projektleiter: H. Holtmann, Férderung: HiLF

Untersuchung von Signaltransduktionswegen der Stresskinase JNK in der Differenzierung
und Migration neuronaler Stammzellen

Projektleiterin: K. Mielke, ohne externe FOrderung

Genregulation wihrend der Muskelplastizitit und des Stoffwechsels: Rolle der Nuklear
Hormon Rezeptor- und p38 MAPK-Signaltransduktionswege

Projektleiterin: R. Scheibe, Kooperationen: J. MeiRRner, G. Gros, Vegetative Physiologie MHH,
Forderung: DFG

Funktion der Carboanhydrase Isoenzyme
Projektleiterin: R. Scheibe, Kooperationen: P. Wetzel, Vegetative Physiologie MHH,
Forderung: DFG
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Buch-Herausgeberschaft:
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I11.4. Abstracts

2006 wurden 11 Abstracts publiziert.

IV. Promotionen und Diplome

Katarzyna E. Schewe (Dr. rer. nat.): Untersuchung der Rolle der MK2-Funktion bei der
Migration von Endothelzellen, der Regulation von Urokinase Plasminogen Aktivator und der

Herpes Simplex Virus 1 Infektion.

Shashi Kant (Dr. rer. nat./Ph.D.): Characterization of the protein kinases ERK3 and ERK4 and

their interaction with MK5.

Fabian Himstedt (Dipl.-Biochem.): Untersuchungen zur Funktion der Protein ISGylierung.
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Susan Zimnik (Dipl.-Biol.) Untersuchungen zur Struktur und Funktion der SUMOylierung von
Komponenten der MAPKinase- Kaskade.

V. entfillt

VI. Weitere Titigkeiten in der Forschung

Teruko Tamura-Niemann: Gutachterin fur die German-Israeli Foundation.
Thomas Binz: Gutachter fur die Human Frontier Science Organization.

Matthias Gaestel: Sondergutachter der DFG, Gutachter fir Deutsche Krebshilfe, EMBO,
Wellcome Foundation (UK), Alliance for Cellular Signalling und diverse Zeitschriften,
Koordinator des EU-Netzwerks ,,Modulation of Signalling for the Treatment of Cancer, Diabetes

und Inflammation®.
Helmut Holtmann: Sondergutachter der DFG, Gutachter fur MINERVA (Max-Planck-

Gesellschaft), Medical Research Council (UK), German-Israeli Foundation, Israel Science

Foundation und diverse Zeitschriften.
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