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I. Forschungsprofil der Abteilung

Die Forschung des Instituts wird von derzeit sieben unabhéngigen Arbeitsgruppen getragen.
Eine weitere Arbeitsgruppe wird nach Besetzung der Juniorprofessur ,,Struktur und Funktion
von Proteinkinasen und Proteinphosphatasen® dazukommen. Alle wissenschaftlichen
Mitarbeiter des Instituts sind an der Lehre in den Studiengdngen Human- und Zahnmedizin
bzw. Biochemie beteiligt, einige dariiber hinaus an der Lehre in den Studiengangen Biologie
und Chemie.

Innerhalb des Instituts werden Signaltransduktionsmechanismen, welche fiir Krebsentstehung
und Entzlindung relevant sind, auf verschiedenen Ebenen untersucht. Ziel ist es, durch eine
Modulation der Signalmechanismen Wege fir eine effektive und rationale
»Signaltransduktionstherapie® dieser Erkrankungen zu erdffnen. Die Analyse von
Proteinphosphorylierung und Proteinkinasen stellt einen ubergreifenden Schwerpunkt des
Instituts dar.

Arbeiten zum Verstandnis des Signallings von Rezeptortyrosinkinasen erfolgen in den
Gruppen von PD Dr. Tamura und Dr. Niedenthal (C1), wobei eine thematische Ergénzung
zwischen den Gruppen insbesondere hinsichtlich Rezeptoraktivierung (Tamura) und
Deaktivierung (Niedenthal) besteht. Die Signalmechanismen von intrazelluldren
Serin/Threonin-Kinasen stehen im Mittelpunkt der Arbeiten der Gruppen Prof. Gaestel/Dr.
Kotlyarov, Dr. Mielke, Prof. Holtmann und Prof. Miller. Die Arbeiten der Gruppen von Prof.
Gaestel/Dr.  Kotlyarov und Prof. Holtmann (C3 ,Biochemie der zellularen
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. In den Gruppen Prof. Muller und Dr. Mielke steht die Rolle
von Proteinkinasen bei Differenzierung in verschiedenen relevanten zellularen Systemen, wie
z.B. embryonalen Stammzelllinien, im Mittelpunkt des Interesses. Die Forschungsarbeiten
des Instituts werden abgerundet durch die Arbeiten der Gruppe Dr. Binz, welche die
signalmodulierende Wirkung bakterieller Neurotoxine fur die Vesikelfusion untersucht.

Die aktive Forschungsarbeit des Instituts hat dazu geflhrt, dass das Institut ab 2004 mit 4
Teilprojekten in Sonderforschungsbereichen der MHH vertreten ist (Gaestel/Kotlyarov
SFB566 und SFB 621, Holtmann SFB 566, Tamura SFB 566). Alle Arbeitsgruppen des
Instituts haben erfolgreich Drittmittel eingeworben. Beachtenswert ist ebenfalls die
mafgebliche Beteiligung an international geférderten Projekten der EU (Koordination des
Research Training Netzwerks ,,Modulation of Signalling“, Gaestel) und des International
Human Frontier Science Programms (2 Teilprojekte, Tamura und Binz).

I1. Forschungsprojekte
11.1. Ein ausgewdhltes Forschungsprojekt

Regulation der Expression entziindungsrelevanter Proteine durch Anderungen der
MRNA-Stabilitat

Unser Organismus ist vielféltigen schédlichen Einflissen wie Verletzungen oder Infektionen
ausgesetzt. Die Reaktion des Korpers dufRert sich als Entziindung. In den beteiligten Zellen
wird dabei durch &uRere Faktoren wie der Kontakt mit Krankheitserregern die rasche und
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massive Synthese von Proteinen ausgelost, die fur die Abwehr- und Heilungsvorgéange
benoétigt werden, bei unkontrollierte Synthese aber selbst schédlich sind. Dazu gehoren
sogenannte Cytokine wie Interleukin 1 (IL-1) oder Tumor-Nekrose-Faktor (TNF). Diese
Botenstoffe signalisieren Zellen in der Umgebung das Vorliegen einer Infektion oder
Gewebeschédigung. Sie induzieren die Synthese weiterer fur die Abwehr essentieller Proteine
(z. B. Enzyme, Rezeptoren, Adhé&sionsmolekile, weitere Cytokine). Wegen der
pathogenetischen Bedeutung dieser Proteine sind Mechanismen, die Starke und Dauer ihrer
Produktion kontrollieren, von zentralem medizinischem Interesse.
Anderungen der Produktion von Proteinen basieren auf Anderungen der Expression ihrer
Gene. Die Expression von entziindungsrelevanten Genen wird durch eine Abfolge von
Ereignissen in der Zelle gesteuert, die von membranstdndigen Rezeptoren (z. B. fur
Krankheitserreger oder fiir Zytokine) ausgehen. Rezeptor-aktivierte intrazellulare Signalwege,
darunter die MAP-Kinasekaskaden sowie der NF-kappaB-Weg, kontrollieren die
Genexpression durch Aktivierung der Boten-RNA(MRNA)-Synthese (Transkription) sowie
durch Beeinflussung des weiteren Schicksals der RNA (Reifung, Transport, Translation in
Protein, Abbau der RNA).
Mechanismen, die die Genexpression "post-transkriptionell” auf der Ebene der mRNA
regulieren, werden in der Arbeitsgruppe vorwiegend am Modell der durch IL-1 induzierten
Synthese von IL-8 untersucht, einem Zytokin aus der Gruppe der Chemokine, das fur die
Anlockung und Aktivierung von Neutrophilen verantwortlich ist. Die IL-8 MRNA wird nach
unseren Befunden basal rasch degradiert. Das pro-entziindliche Zytokin IL-1 induziert durch
Aktivierung der p38 MAP-Kinase und der "downstream™ gelegenen MAPKAP-Kinase 2
(MKZ2) eine Stabilisierung dieser mRNA.
Als flr die Regulation der Stabilitat entscheidender Bereich in der IL-8 mMRNA wurde eine
Adenosin- und Uridin-reiche Region identifiziert. Ahnliche Regionen (AU-reiche Elemente,
ARE) finden sich in den mRNAs zahlreicher Zytokine und anderer rasch induzierter Proteine.
Sie sind fur die kurze Halbwertszeit dieser mRNAs verantwortlich. Fur einige von ihnen
konnte ebenfalls eine Stabilisierung durch den p38/MK2 Signalweg gezeigt werden. So kann
dieser Signalweg durch Hemmung der mRNA-Degradation ihre Menge massiv erhthen und
damit die VVoraussetzung fiir die Synthese grofRer Mengen des betreffenden Proteins schaffen.
Generell geht man davon aus, daf} die basal rasche Degradation ARE-enthaltender mRNAs
und die durch den p38/MK2-Signalweg induzierte Stabilisierung auf der Interaktion des ARE
mit selektiv bindenden regulatorischen Proteinen beruht. Die Analyse der mRNA-
Stabilisierung beinhaltet daher die Charakterisierung regulatorischer mRNA-Elemente, mit
ihnen wechselwirkender Proteine und ihrer Funktion.
Wichtige Aufschlisse Uber Struktur-Funktionsbeziehungen von AREs lieferte die genaue
Charakterisierung der regulatorischen Region der IL-8 mRNA. Dazu wurden Sequenzen der
IL-8 mRNA in eine stabile mRNA eingeflgt (j-

- Globin mRNA, t1/2 > 10 h). Die so entstandenen
v chimaren "Reporter” mRNAs wurden in HelLa-
TAKITABL Zellen auf ihre basale Degradationsrate und auf
v Stabilisierung durch Aktivierung des p38 MAP-
MIKK3,46 Kinaseweges gepriift. Um Aufschliisse tber die
v entscheidenden Merkmale dieser Sequenzen zu
PEMAPK. stabilization  erhalten, wurden Deletionen und Punktmutationen
by p38IMK2 aingefugt.

stabilization
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ARE Kontrolle der Stabilitdt von mRNAs durch funktionell
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Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine funktionell zweiteilige Struktur des IL-8 AREs: eine
Kerndomane ruft nur eine begrenzte Destabilisierung hervor, ermoéglicht aber bereits eine
Stabilisierung durch Aktivierung der p38/MK2 Kinasekaskade. Zur basal raschen
Degradation tragt eine direkt angrenzende Hilfsdomane wesentlich bei. Der funktionelle
Vergleich mit dem ARE des Cytokins GM-CSF deutet daraufhin, dal? diese Struktur ein
generelles Merkmal einer bestimmten Gruppe von ARES ist.

Eine wichtige Frage betrifft die Selektivitdit von Stabilisierungsmechanismen. Bisher
ermoglichten alle gepruften AREs und deren Mutanten, die eine Destabilisierung zeigten,
immer auch eine Stabilisierung durch p38/MK2. Dagegen erfordert das mRNA-stabilisierende
Protein HUR davon abgrenzbare Strukturen, die dem ARE von IL-8 génzlich fehlen und bei
den AREs von GM-CSF und c-fos in der Hilfsdoméne lokalisiert sind. Dieser Befund
impliziert, daB der p38/MK2 Signalweg und HuR unabhdngig voneinander mRNAS
stabilisieren und sich dabei in ihrer Spezifitat unterscheiden.

Proteine, die selektiv mit AREs interagieren, wurden durch Affinitatschromatographie mit
immobilisierter ARE-enthaltender RNA isoliert und massenspektrometrisch identifiziert. Da
die Aktivierung der Proteinkinase MK2 eine Stabilisierung ARE-enthaltender mRNAS
induziert, dient die Phosphorylierung durch MK2 als ein weiteres Kriterium fir die
Identifizierung relevanter Proteine. Unter den von uns identifizierten selektiv an ARE-RNA
bindenden Proteinen wird vor allem PABP1 durch MK2 in vitro phosphoryliert. PABP1
bindet allgemein im Zytoplasma an den poly(A) Schwanz von mRNAs (poly(A)-binding
protein 1), kénnte aber daruber hinaus nach unseren Ergebnissen eine spezielle regulatorische
Funktion bei ARE-enthaltenden mRNAs austiben. Ein Modell zur Funktion von PABP1 und
anderen ARE-bindenden Proteinen ist in Abbildung 2 skizziert:

Abbildung 2.
I Modell einer mMRNA mit
3 Q\ ||_ 1 Interaktion von 5' und 3' Ende
> ’) tber elF4AE, elF4AG und
> PABP1, sowie Assoziation von
Proteinen an das AU-reiche

p38 MAPK  Element. Mdgliche destabili-
sierende Interaktionen und ihre
Modifikation nach Phosphory-
lierung von PABP1 durch
MK2 sind mit Fragezeichen
gekennzeichnet.

core domain

Generell kann eine zytoplasmatische mMRNA eine geschlossene Struktur bilden, bei der das 5'-
Ende und der poly(A)-Schwanz Uber eine Protein-Briicke unter Beteiligung von PABP1
interagieren. Diese Struktur kann die Enden der mRNA vor degradierenden Enzymen
schutzen. Am ARE bindendes PABP1 und weitere dort befindliche Proteine kdnnten diese
stabilisierende Interaktion stéren. Diese Storfunktion wirde durch den p38/MK2 Signalweg
aufgehoben.

Gestutzt wird dieses Modell ferner durch eigene Beobachtungen zur Rolle des poly(A)-
Schwanzes bei der regulatorischen Funktion von AREs. Es zeigte sich, dal der p38/MK2
Signalweg bereits den Abbau des poly(A)-Schwanzes als ersten Schritt der mRNA
Degradation verhindert. Ergédnzend dazu ist in einer mRNA, die in der Zelle durch eine
entsprechende Manipulation ohne poly(A)-Schwanz hergestellt wird, die Regulation durch
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das ARE aufgehoben: weder eine Destabilisierung noch eine durch p38/MK2 induzierte
Stabilisierung sind feststellbar.

Weitere Analysen zu Struktur und Funktion der am RNA-Abbau beteiligten RNA-Protein-
Komplexe und ihrer Kontrolle durch externe Stimuli sollen die Kenntnisse dieser
grundlegenden Prozesse verbessern. Damit sollen Faktoren erfalit werden, die die Starke und
Dauer der Synthese von an Entziindungsreaktionen beteiligten Proteinen bestimmen. Diese
Informationen sind wichtig flr das Verstandnis der Pathogenese von akuten und chronischen
Entzindungen und koénnen zur Identifizierung moglicher neuer therapeutischer Zielmolekiile
fuhren.

Verantwortlicher Arbeitsgruppenleiter: Helmut Holtmann; Mitarbeiter: R. Winzen, N. Redich
Forderung: DFG - SFB 566

11.2. Weitere Forschungsprojekte

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

T. Tamura-Niemann, A. Koch, DFG

Die Signaltransduktionswege von c-Kit und verwandten Tyrosinkinasen: Molekularer
Mechanismus der hdmatopoetischen Differenzierung und der Entstehung von Leuk&mien.
T. Tamura-Niemann, A. Mancini, DFG - SFB 566

Untersuchungen der p75 Neurotrophin-Rezeptor/SUMO-1-Interaktion und ihrer Funktion in
der p75"TR-Signaltransduktion
R. Niedenthal, V. Gudi, Z. Czentnar und A. Jakobs, DFG

Untersuchungen zur Interferon/LPS induzierten 1ISG15 Konjugation
R. Niedenthal, J. K6hnke und A. Jakobs, ohne externe Forderung

Untersuchungen zur physiologischen Funktion der MAPK-aktivierten Proteinkinase 2 (MK2):
Weitere Analyse des Phanotyps der MK2-knockout-Maus und ihrer Zellen

Mitarbeiter: M. Gaestel, A. Kotlyarov, K. Schewe, K. Laal3, M. Schubert, S. Feldhege, D.
Krone, T. lakovleva; Férderung DFG — SFB 566

Rolle der stress-aktivierten Proteinkinasen MK2 und MKS5 bei entziindlichen
Darmerkrankungen der Maus
Mitarbeiter: M. Gaestel, A. Kotlyarov; C. Prohl, Férderung DFG - SFB 621

Modulation of Signaling for the Treatment of Cancer, Diabetes and Inflammation
Mitarbeiter: M. Gaestel, A. Kotlyarov, E. Hitti, N. Ronkina; Férderung: Européische
Gemeinschaft

Weitere Analyse der physiologischen Funktion der Proteinkinase MK5/PRAK
Mitarbeiter: A. Kotlyarov, S. Kant, S. Feldhege, M. Gaestel; Férderung DFG

Kontrolle der Synthese von Interleukin 6 durch posttranskriptionelle Mechanismen: Analyse
Signal-induzierter Anderungen der mRNA-Stabilitat
H. Holtmann, R. Winzen, G. Gowrishankar, M. Wittig, Forderung: DFG
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Regulation von Spleien und Stabilitdt der TNF mRNA durch RNA-abhangige Signalwege:
Cross-Talk zwischen PKR und p38 MAP Kinase
H. Holtmann, M. Enge, G. Gowrishankar, Férderung: DFG

Die Rolle der p38 Stresskinasen fiir die Proliferation und Differenzierung von neuronalen
Stammzellen
K. Mielke, Forderung: MHH HiLF

Retinoid-induzierte Signalkaskaden bei Saugerzellen in Kultur
W. Miller, S. GralR, Kooperation mit R. Scheibe, J. Mei8ner, Abteilung Physiologie der
MHH. Férderung: MHH HiLF

Penetration clostridieller Neurotoxine in Nervenzellen

T. Binz, T. Henke, S. Mahrhold, A. Rummel; Kollaboration: H. Bigalke, Institut fur
Toxikologie der MHH, J. Alves, Institut fur Biophysikalische Chemie der MHH.
Forderung: DFG

Protease/Substrat-Interaktionen clostridieller Neurotoxin L-Ketten
T. Binz, T. Henke, S. Sikorra; Kollaboration: T. Galli, Institut du Fer-a-Moulin, Paris, F;.
Forderung: Human Frontier Science Program

Untersuchung der Funktion der SNARE-Proteine im vesikuldren Transport

T. Binz, T. Henke, T. Karnath; Kollaboration: E. Neher, J. B. Sgrensen, Max-Planck-Institut
fir Biophysikalische Chemie, Géttingen; T. Galli, Institut du Fer-a-Moulin, Paris, F; B.
Davletov, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, GB;

Forderung: Human Frontier Science Program.
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Abstracts
Es wurden 15 Abstracts publiziert.
IV. Habilitationen und Promotionen

Zoltan Czentnar (Dipl.-Biochem.): Regulation der Tyrosin-Phosphorylierung des p75
Neurotrophin Rezeptors

Brigitte Haas (Dipl.-Biochem.): Charakterisierung von glialen Calciumwellen im akuten
Hirnschnitt.

Thomas Orth (Dipl.-Biochem.): Untersuchungen zur Tyrosinphosphorylierungs-abhangigen
Interaktion und Ubiquitinierung von p75™ '

Kristine Schauer (Dipl.-Biochem.): Genetic and Biochemical Study of Plasmodium gerhei
lecithin:cholesterol acyltransferase

Ulrike Wedemeyer (Dipl.-Biochem.): Untersuchungen der prolinreichen Doméne von

MAPKAP Kinase 2. Beteiligung an Protein-Protein-Interaktionen und Einfluss auf die
intrazellulére Lokalisation

V. entfallt
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V1. Weitere Tatigkeiten in der Forschung

Matthias Gaestel: Sondergutachter der DFG, Gutachter fur Deutsche Krebshilfe, EMBO,
Wellcome Foundation (UK) und diverse Zeitschriften, Koordinator des EU-Netzwerks

»Modulation of Signalling fort he Treatment of Cancer, Diabetes und Inflammation®.

Helmut Holtmann: Sondergutachter der DFG, Gutachter fir MINERVA (Max-Planck-
Gesellschaft), Medical Research Council (UK), German-Israeli Foundation, Israel Science

Foundation und diverse Zeitschriften.

Teruko Tamura-Niemann: Gutachterin fur die German-Israeli Foundation.



