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Forschungsprofil

Innerhalb des Instituts werden Signaltransduktionsmechanismen, welche fiir Krebsentstehung, Entziindung und
Infektabwehr relevant sind, auf verschiedenen Ebenen untersucht, mit dem Ziel, durch eine Modulation der Signal-
mechanismen Wege fiir eine effektive und rationale ,Signaltransduktionstherapie” von 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 der Gruppe von Prof. Tamura,
wobei Themen hinsichtlich Rezeptoraktivierung und Deaktivierung bearbeitet werden. Die Signalmechanismen von
intrazellularen Proteinkinasen stehen im Mittelpunkt der Arbeiten der Gruppen von Prof. Gaestel/Dr. Kotlyarov, Prof.
Holtmann, Dr. Niedenthal, Dr. Windheim 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
den Gruppen von Dr. Niedenthal und Dr. Windheim konzentrieren sich auf die Bedeutung von Proteinkonjugations-
prozessen wie SUMOylierung und Ubiquitinierung fir die Signaltransduktion im Wechselspiel mit Proteinphosphory-
lierung und weiteren kovalenten Modifikationen. In der Gruppe von Dr. Scheibe steht die Rolle von Proteinkinasen,
nukledren Hormonrezeptoren und Transkriptionsfaktoren bei der Muskeldifferenzierung und der Muskelplastizitét im
Mittelpunkt des Interesses. Die Forschungsarbeiten des Instituts werden abgerundet durch die Arbeiten der Gruppe
Dr. Binz, welche die signalmodulierende Wirkung bakterieller Neurotoxine untersucht. Genomweite Auswirkungen
der von den genannten Gruppen untersuchten Vorgange werden im Labor von Dr. Dittrich-Breiholz unter Einsatz der
Microarray-Technologie analysiert.

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 dariiber hinaus an der
Lehre in den Studiengangen Biologie und Chemie und innerhalb der HBRS School of Excellence.

Forschungsprojekte

Identifizierung von differentiell regulierten Genen mittels DNA microarray

Die mRNA-Expressionsanalyse verfolgt das Ziel zu ermitteln, welche Gene in einem gegebenen Zelltyp, einem Gewebe
oder unter ganz bestimmten physiologischen Bedingungen aktiv und welche Gene inaktiv sind. Wird eine solche Ana-
lyse unter Einsatz genomweiter DNA-Microarrays durchgefihrt, so kann in einem einzigen Experiment die Information
zum Aktivierungszustand aller Gene einer Zelle gewonnen werden. Die somit erhobenen Daten liefern die optimale
Grundlage dafir, zellbiologische Zustdnde oder Zustandsénderungen im globalen Zusammenspiel aller beteiligten
Gene darzustellen, um damit physiologische oder auch pathophysiologische Prozesse besser verstehen zu lernen.

Im Rahmen eines Zentralprojektes (Z2) des SFB566 , Zytokin-Rezeptoren und Zytokin-abhangige Signalwege als
therapeutische Zielstrukturen” wird seit 2001 an der MHH ein spezialisiertes Microarray-Labor betrieben. Wahrend
dieses Labor viele Jahre im Institut fir Pharmakologie beheimatet war, wird es seit 2008 im Institut fiir Physiologische
Chemie unter maBgeblicher Mitarbeit von Dr. Oliver Dittrich-Breiholz betrieben. Ausgehend von den inhaltlichen
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Fragestellungen der SFB-Teilprojekte werden hier Microarray-Studien geplant, technisch durchgefiihrt und in enger
Absprache und Zusammenarbeit mit den jeweiligen Teilprojektverantwortlichen ausgewertet.

Die mittlerweile 10-jahrige Erfahrung rund um die Arbeit mit Microarrays hat zur Etablierung effizienter Routine-
Ablaufe innerhalb des Labors, sowie zu einer gut eingespielten Aufgabenteilung bei der Zusammenarbeit mit den
Kooperationspartnern aus dem SFB566 gefiihrt.

Zu den routinemaBig zu gewahrleistenden Arbeitsprozessen gehdren neben der reinen technischen Durchfiihrung
der Experimente auBerdem Vorgange wie: Qualitétssicherung, Projektplanung, Beratung, Probenarchivierung, Datenar-
chivierung, Datenauswertung, Datenintegration in Datenbanken sowie die Erarbeitung addquater Ergebnisdarstellungen
flr Publikationen. Seit 2001 sind insgesamt 33 Zeitschriftenartikel unter Beteiligung des Microarray-Labors entstanden
(Abbildung 1). An der MHH wurden seit Bestehen des Microarray-Labors Hybridisierungen fiir 40 Arbeitsgruppen aus 22
Abteilungen durchgefhrt (Tabelle 1). Darliber hinaus verdeutlicht die weiterhin stetig wachsende Nachfrage, wie sehr
sich die Microarray-Technologie mittlerweile zu einer Standard-Methodik innerhalb der medizinischen Forschung entwi-
ckelt hat und wie groB der Bedarf an entsprechenden Experimenten mit genom- bzw. transkriptomweitem read-out ist.

22 MHH-Abteilungen 40 MHH-Arbeitsgruppen SFB566
(+ 2 Abteilungen des HZI *) (+ 2 Gruppen des HZI*)
Dermatologie AG Werfel SFB566
Funktionelle / Angewandte Anatomie AG Bode
Gastroenterologie AG Greten -
AG Trautwein SFBS66
Humangenetik AG Schubert
p AG Férster SFB566
Immunologie AG Pabst SFB566
. . AG Bavendiek
Kardiologie AG Schieffer SFE566
Klinische Chemie AG Brand SFB566
AG Heiken SFB566
p p AG Jacobs
Immunologie / Rheumatologie AG Meyer-Olson
AG Witte
Klinische Psychatrie AG Frieling
AG Hornef
Mikrobiologie AG Josenhans
AG Klos SFB566
. . AG Gossler
Molekularbiologie AG Kispert
Nephrologie AG Schiffer SFB566
Neurologie AG Stangel SFB566
it R . AG Klein SFB566
Padiatrische Hamatologie G Welte SFBE6E
AG Kracht SFB566
Pharmakologie AG Neumann
AG Nourbakhsh
AG Seffert
AG Holtmann SFB566
AG Kotlyarov sFBse6 | Tab. 1: Auflistung aller 22 MHH-Abtei-
Physiologische Chemie AG Niedenthal lungen und 40 MHH-Arbeitsgruppen fiir
AG Tamura SFBS66 | e seit 2001 Microarray-Hybridisierungen
AG Windheim . ; . L
ToxiKologie G Just du.rch‘gefuhrt wordgn sind. Die Zugehdrig-
Urologie AG Serth keit einzelner Arbeitsgruppen zum SFB566
Virologie AG Heim und zu den Instituten entspricht dem Zeit-
: S AG Schulz SFB566 |  punkt der Durchfiihrung der Experimente
Viszeralchirurgie AG Schwinzer und nicht in allen Fallen der aktuellen
Zellsorter AG Ballmaier SFB566 X . . .
Zellulare Chemie AG Gerardy-Schahn Situation (2010). *Abteilungen und Ar-
Genregulation und Differenzierung * AG Hauser * SFB566 | beitsgruppen des Helmholtz-Zentrums fiir
Molekulare Immunologie * AG Weils ~ SFB566 Infektionsforschung (HZI).
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Publikationen
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Abb. 1: Anzahl verdffentlichter Zeitschriftenartikel, die seit 2001 unter Beteiligung des Microarray-Labors entstanden sind.

Wahrend innerhalb der ersten Jahre ein kleiner themenspezifischer, 136 Gene umfassender Array zum Einsatz
kam, der innerhalb des Z2-Projektes entwickelt wurde (Entzlindungsarray), hat sich in den letzten Jahren eine deutliche
Verschiebung” hin zum Einsatz transkriptomweiter Microarrays ergeben.
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Abb. 2: Anzahl durchgefiihrter Microarray-Hybridisierungen pro Jahr seit 2001, aufgeschliisselt nach jeweiligem Einsatz ,niedrig-
dichter” Entziindungsarrays (136 Transkripte) und ,hochdichter” Transkriptomweiter Arrays (~ 28000 Transkripte).

Durch eben diese Entwicklung, hin zur Analyse ganzer Transkriptome, hat sich die aus den Studien hervorgegan-
gene Informationsmenge deutlich erhdht. Damit ergab sich die zwingende Notwendigkeit permanent auf eine hohe
Effizienz bei der Datenauswertung hinzuwirken, Auswertestrategien und Routineabldufe fortwahrend anzupassen
und weiter zu entwickeln.

Weltweit steht eine Vielzahl verschiedener Auswertemethoden fir die Microarray-Datenanalyse zur Verfligung,
deren Eignung zur Beantwortung einer bestimmten Fragestellung allerdings sehr genau im Vorfeld der Analyse abge-
schatzt werden muss. Nur einige Beispiele hierfur sind: Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), Gene Ontology Analysis
(GO), Clustering-Verfahren, Analysis of Variance (ANOVA), Significance Analysis of Microarrays (SAM), Pathway Analysis,
u.v.m. Diese Applikationen dienen entweder dazu, die statistische Signifikanz herausgearbeiteter Ergebnisse darzustellen
oder die identifizierten Genregulationsmuster einer inhaltlichen Interpretation zuzufthren.

Anders als bei vielen klassischen Methodiken, deren finale Ergebnisse sich nach experimenteller Durchfiihrung
mitunter sehr direkt aus den jeweiligen Primardaten ableiten lassen, stellt sich die Situation bei der Auswertung
komplexer genomischer Daten dar: Nur in genau dem MaBe, in dem (bioinformatische) Anstrengungen unternommen
werden, aussagekraftige Resultate aus den Primardaten zu extrahieren, lasst sich Uberhaupt das inhaltliche Potential
der Daten erschlieBen. Je zielgerichteter, je effizienter und mitunter auch je innovativer derartige Datensatze also
wdurchanalysiert” werden, desto mehr Aussagen werden sich in der Regel treffen lassen und desto mehr inhaltlicher
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Abb. 3: Dargestellt ist das TIFF-Image eines Transkriptomweiten Microarray-Slides der Firma Agilent Technologies (Mouse 4x44k,
G4122F, Design ID 014868). Jedes Slide enthalt 4 identische Microarrays (siehe unteres Panel) die jeweils unabhdngig voneinander
mit fluoreszenzmarkierten RNA-Proben beladen werden. Jeder Microarray enthalt 45015 Sonden, die insgesamt ca. 28000 murine
Transkripte detektieren. Ein vergroBerter Ausschnitt ist in der oberen linken Bildhélfte in rot, ein nochmals vergroBerter Bereich
oben rechts in blau dargestellt

Erkenntnisgewinn wird sich ergeben kénnen. Diese Zusammenhange stellen unbestritten die entscheidende Herausfor-
derung beim Umgang mit genomweiten Daten dar und ihnen kann sinnvollerweise nicht anders als durch eine bewusste
Starkung bioinformatischer Auswertekapazitaten (sowohl personell als auch strukturell) Rechnung getragen werden.

Im Jahr 2011 wird der SFB566 nach insgesamt 11 Jahren Laufzeit das letzte Jahr gefordert. An zwei neuen SFB-
Initiativen (TRR99, SFB 967) hat sich das Microarray-Labor durch die neuerliche Beantragung von Zentralprojekten
beteiligt. Uber verschiedene komplementare Ansatze soll insgesamt erreicht werden, dass sich das Microarray-Labor
hinsichtlich Sensitivitat, Flexibilitat, Effizienz und spezifischem Informationsgehalt bei den Datenerhebungen zusatzlich
weiterentwickelt und sich génzlich neue Ebenen der Informationstiefe erschlieBen lassen.

Im Rahmen der Transregio-SFB-Initiative TRR99 (Signal integration, crosstalk mechanisms and networks in
cytokine function) ist ein gemeinsames Zentralprojekt beantragt, in dem Microarray-Technologie aus dem Labor in
Hannover bereit gestellt werden soll. Der Schwerpunkt wird hier in der Analytik kleinster Nukleinsduremengen liegen,
die durch Mikrodissektion aus wenigen Einzelzellen sowie aus subzellularen Strukturen aufgearbeitet werden sollen.
Hierdurch kann eine komplett neue Ebene der Informationstiefe erschlossen werden, da in Kombination mit dem Einsatz
Fluoreszenz-getagter Proteine jeweils nur genau diejenigen Zellen analysiert werden, die exakt definierte Eigenschaften
aufweisen, und andererseits Nukleinsdurepopulationen spezifisch gefarbter subzelluldrer Strukturen transkriptomweiter
Analytik zugénglich gemacht werden kdnnen.

In der SFB967-Initiative (,Determinierung und Kontextabhéngige Plastizitdt myeloischer Zellen - Molekulare
Mechanismen und therapeutische Konsequenzen”) sollen im Rahmen eines beantragten Z-Projektes Array-basierte
mRNA-Expressionsstudien durchgefiihrt und durch ein erweitertes Microarray-Applikationsspektrum (miRNA-, CGH-,
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DNA-Methylierungs-, ChIP on chip-, Antikérper-Arrays) komplementiert werden. Die zusatzliche Bereitstellung von
Deep-Sequencing Technologie soll zur gezielten Vertiefung des Informationsgehalts der Analysen beitragen. Ein indi-
viduell abgestimmter Einsatz der Technologien sowie ein flexibler Wechsel zwischen Plattformen und Applikationen
sollen optimale Voraussetzungen fiir stetig fortschreitenden inhaltlichen Erkenntnisgewinn im Sinne der Teilprojektziele
schaffen. Im Rahmen dieses Projektes ist auBerdem die Etablierung myeloischer zelluldrer Referenzsysteme unter
Einschluss hoch standardisierter Kultivierungs- und Manipulations-Bedingungen vorgesehen. Diese Systeme sollen so
flachendeckend” wie mdglich methodisch und inhaltlich erschlossen werden. Perspektivisch soll dies zur permanenten
Optimierung von Vergleichbarkeit und Qualitét global angelegter Studien innerhalb des neuen SFBs beitragen.

Projektleitung: Kracht, Michael (Prof. Dr.), Gaestel, Matthias (Prof. Dr.); Forderung: DFG SFB 566

Weitere Forschungsprojekte

Nervenzellrezeptoren clostridieller Neurotoxine
Projektleitung: Binz, Thomas (Dr. rer. nat.); Kooperationspartner: Bigalke, H., Institut fir Toxikologie der MHH, lin,
R., Sanford-Burnham Medical Research Institute, La Jolla, USA; Forderung: DFG

MAPKAP Kinase 2 (MK2) in der Entziindungsantwort: Molekulare Mechanismen und Eignung als
Zielstruktur fir die Therapie
Projektleitung: Gaestel, Matthias (Prof. Dr.), Kotlyarov, Alexey (Dr. med.); Férderung: DFG SFB 566

Biologische Funktion der MAPKAP Kinasen: Aktivierung, Scaffolding und Substrat-targeting des
ERK3-MKS5 Signalling Moduls
Projektleitung: Kotlyarov, Alexey (Dr. med.), Gaestel, Matthias (Prof. Dr.); Férderung: DFG

Involvement of the murine protein kinase MK3 in stress response and inflammation and analysis of
MK2/MK3 double knockout mice
Projektleitung: Ronkina, Natalia (Dr. rer. nat.), Gaestel, Matthias (Prof. Dr.); Férderung: DFG

Stabilisierung von Cytokin-mRNAs durch den p38 MAP-Kinase Signalweg: Identifizierung von
beteiligten Proteinen
Projektleitung: Holtmann, Helmut (Prof. Dr.); Férderung: DFG SFB 566

Molekularer Mechanismus der mRNA-Stabilisierung durch ultraviolettes Licht
Projektleitung: Holtmann, Helmut (Prof. Dr.); Férderung: DFG

Untersuchung eines durch Interleukin 1 aktivierten Mechanismus der Translationskontrolle
Projektleitung: Holtmann, Helmut (Prof. Dr.); Férderung: DFG

Identifizierung neuer Signalproteine des Nervenwachstumsfaktor-Rezeptors TrkA aus Leukamie- und
Neuroblastomzellen: Pro- oder anti-onkogene Signale
Projektleitung: Koch, Alexandra (Dr. rer. nat.); Férderung: Madeleine Schickedanz Kinderkrebsstiftung

HoxB8-vermittelte Genregulation in Leukdmiezellen
Projektleitung: Koch, Alexandra (Dr. rer. nat.); Férderung: Wiedeking-Stiftung

Untersuchungen zur Struktur und Funktion der SUMOylierung der MAPKAP Kinasen MK2, MK3 und MK5
Projektleitung: Niedenthal, Rainer (Dr. rer. nat.)
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Die Signaltransduktionswege von c-Kit und verwandten Tyrosinkinasen
Projektleitung: Tamura-Niemann, Teruko (Prof. Dr.); Férderung: DFG SFB 566

Funktionelle Analyse der Wirkungsmechanismen von Signaltransduktionswegen und deren Cross-talks
bei der fasertypspezifischen Genregulation im Skelettmuskel

Projektleitung: Scheibe, Renate (Dr. rer. nat.); Kooperationspartner: Gaestel, M., Kotlyarov, A., Niedenthal, R.,
Physiologische Chemie, MHH; Geers-Kndrr, C., Meissner, J., Kraft, T., Gros, G., Molekular- und ZellphSysiologie, MHH,

Brandis, A., Pathologie, MHH; Forderung: DFG

Spatial and temporal organization of interleukin-1 receptor and toll-like receptor signalling
Projektleitung: Windheim, Mark (Dr. rer. nat.); Férderung: DFG

Protease/Substrat-Interaktionen clostridieller Neurotoxin L-Ketten
Projektleitung: Binz, Thomas (Dr. rer. nat.); Kooperationspartner: Galli, T., Institut Jacques Monod, Paris

Das Wechselspiel zwischen Tyrosinphosphorylierung und SUMOylierung untersucht am Beispiel der
STAT-Proteinfamilie unter Verwendung des ,Ubc9/substrate dimerisation dependent SUMOylation”

(USDDS) System
Projektleitung: Niedenthal, Rainer (Dr. rer. nat.)

Weiterentwicklung des Trans-SUMOylierungs Systemes fiir die , High throughput” Analyse von

Protein-Protein Interaktionen
Projektleitung: Niedenthal, Rainer (Dr. rer. nat.)

Untersuchungen zur physiologischen Funktion der MAPK-aktivierten Proteinkinasen 2 und 3 (MK2/3)

im Herzen von doppel-knockout-Mausen

Projektleitung: Scheibe, Renate (Dr. rer. nat.); Kooperationspartner: Gaestel, M., Kotlyarov, A., Physiologische Chemie,
MHH, Meissner, J., Kraft, T., Brenner, B., Molekular- und Zellphysiologie, MHH, Maier, L., Abteilung Kardiologie und
Pneumologie, Herzzentrum Georg-August-Universitat, Géttingen

Untersuchungen zur Struktur und Funktion méglicher Acetylierungen/SUMOylierungen von

Transkriptionsfaktoren im Skelett-/Herzmuskel

Projektleitung: Scheibe, Renate (Dr. rer. nat.); Kooperationspartner: Niedenthal, R., Gaestel, M., Physiologische
Chemie, MHH, Meissner, J., Molekular- und Zellphysiologie, MHH

Originalpublikationen
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TNF-alpha expression in RAW264.7 macrophages infected with
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replication. Proc Natl Acad Sci U S A 2010;107(12):5375-5380

Darios F, Niranjan D, Ferrari E, Zhang F, Soloviev M, Rummel A,
Bigalke H, Suckling J, Ushkaryov Y, Naumenko N, Shakirzyanova A,
Giniatullin R, Maywood E, Hastings M, Binz T, Davletov B. SNARE
tagging allows stepwise assembly of a multimodular medicinal
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Dingar D, Benoit MJ, Mamarbachi AM, Villeneuve LR, Gillis MA,
Grandy S, Gaestel M, Fiset C, Allen BG. Characterization of the
expression and regulation of MK5 in the murine ventricular myo-
cardium. Cell Signal 2010;22(7):1063-1075
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protein kinase 2 (MK2) contributes to secondary damage after
spinal cord injury. J Neurosci 2010;30(41):13750-13759

Hallerdei J, Scheibe RJ, Parkkila S, Waheed A, Sly WS, Gros G,
Wetzel P, Endeward V. T tubules and surface membranes provide
equally effective pathways of carbonic anhydrase-facilitated lactic
Acid transport in skeletal muscle. PLoS One 2010;5(12):15137

Hanke N, Kubis HP, Scheibe RJ, Berthold-Losleben M, Hising O,
Meissner JD, Gros G. Passive mechanical forces upregulate the
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Ubersichtsarbeiten
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of SNARE Cleavage and Outlook on Potential Substrate Specificity
Reengineering. Toxins 2010;2(4):665-682

Abstracts
2010 wurden 12 Abstracts publiziert.

Promotionen
Manoj B. Menon: Functional characterization of the p38 MAPK-
MK2/3 complex.

Susan Schwede: Untersuchungen zum regulatorischen Wechselspiel
zwischen SUMOylierung und anderen Proteinmodifikationen am
Beispiel der STAT- (Signal transducer und activator of transcription)
Proteine und MAPKAP (Mitogen-activated protein kinase-activated
protein) Kinase.

Ratnesh Kumar Srivastav: Development of the trans-SUMOylation
system for studying protein-protein interaction and analysing the
function of Ubc9 SUMOylation.
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BiocHEMIE

Azadeh Taghipour: Distinct mechanisms of post-transcriptional
control activated by inflammatory stimuli.

Christiane Lange: Generierung von BoNT/F leichte Kette-sensitiven
TI-VAMP/VAMP-7-Mutanten und Herstellung von BoNT/F leichte
Kette-Mutanten mit TI-VAMP/VAMP-7-Substratspezifitat.

Diplome
Oliver Scholz: Identifikation von in vivo Protein-Protein-Interaktio-
nen in Sdugerzellen durch Trans-SUMOylierung.

Alexander Junemann: Untersuchung der zeitlichen und rdumlichen
Organisation von IRAKT und IRAK2 mittels EGFP-Fusionsproteinen.

Doan Duy Hai Tran: Characterization of biological phenotype of
MEF(FMIP-/-) cells using Adenovirus carrying cre-recombinase.

Master
Maike Kdster: Anpassung der leichten Kette von BoNT/B an TI-
VAMP durch Mutation im Bereich der S4 bis S2'-Bindungstaschen.

Stipendien
Gesche Willjes: Stipendium im Rahmen der strukturierten Dokto-
randenausbildung.

Erum Naqyi: Stipendium der Hannover Biomedical Research School.

Weitere Tatigkeiten in der Forschung

Gaestel, Matthias (Prof. Dr.): Gutachter fir Deutsche Forschungs-
gemeinschaft, Deutsche Krebshilfe, The Welcome Trust, Fonds zur
Férderung der Wissenschaftlichen Forschung (Osterreich), Cancer
Research UK, Institute National de Cancer (Frankreich), National
Science Foundation (USA), Research Foundation Flandern. Editor
Board Mitglied von Current Medicinal Chemistry und Journal of
Signal Transduction, Honorary Editor von Research and Reports
in Biochemistry, Managing Editor von Frontiers in Bioscience.
Gutachter fiir diverse Zeitschriften.

Scheibe, Renate (Dr. rer. nat.): Gutachter fur die TELETHON-
Foundation, Italien, und diverse Zeitschriften.

Tamura-Niemann, Teruko (Prof. Dr.): Gutachter f(ir National Science
Foundation (USA) und J. Cell. Mol. Med.

Windheim, Mark (Dr. rer. nat.): Gutachter fiir Journal of Leukocyte
Biology.
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