Interdisziplinare Abteilungen - Abteilung Molekulare Onkologie

Intrazelluldre Relokalisation des Tumorsuppressors p53 (rot angefarbt) durch das Adenovirus-E1B-Protein (griin angefarbt).

Forschungsschwerpunkte

> Modulation und Effektoren/Regulatoren des p53-Systems

> Gewebsspezifische Expression des p53-Homologen p63 und
seine Rolle im Wnt-Signalweg

> Phosphorylierung von RNA Polymerase Il und Epigenetik

> Regulation hormonabhdngiger Transkription durch das Ubiqui-
tin-Proteasom-System

> Funktion und Regulation der p53-Familie in normalen und kan-
zerdsen Zellen
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ALLGEMEINE EINFUHRUNG

In der Abteilung Molekulare Onkologie werden die Reaktionen
von Sadugerzellen auf onkogene Noxen wie etwa Bestrahlung oder
Chemotherapie untersucht. Im Mittelpunkt stehen Signalkaska-
den, die Wachstum und Uberleben der Zelle regulieren. Ein we-
sentlicher Aspekt besteht dabei in Regulation und Wirkung des
Tumorsuppressors p53, seiner Homologen und seiner Assozia-
tionspartner. Neben klassischen zellbiologischen Methoden ver-
wenden wir Hochdurchsatz-Mikroskopie (high content screening)
zur umfassenden Analyse ganzer Signalkaskaden. Durch zeitlich
und ortlich hochaufgeldste Chromatin-Immunprézipitation wird v.
a. untersucht, wie diese intrazelluldren Signale die Transkriptions-
Elongation steuern.

PREFACE

Theresearch in the division of molecularoncologyis concerned with
the reaction of mammalian cells towards oncogenic stress, such as
irradiation or chemotherapy. The focus is on signalling cascades
that regulate cell proliferation and survival. A major aspect of this
work consists in the regulation and the effects of the tumor sup-
pressor p53, its homologues and its association partners. Besides
classical methods of cell biology, we are applying high content
screening microscopy for comprehensive analysis of entire signal-
ling cascades. Furthermore, chromatin immunoprecipitation with
high temporal and spatial resolution is used to examine how in-
tracellular signals govern transcriptional elongation.

1.
Modulation und Effektoren/Requlatoren des
p53-Systems

Der Tumorsuppressor p53 als Modulator der Antwort auf
DNA-Schdden

Die Antwort derZelle auf DNA-Schaden wird nicht nur durch Ausmaf
und Dauer exogener Schadigung bestimmt, sondern auch durch
die Sensitivitdt der Zelle. Der Tumorsuppressor p53 und die Histon-
azetyltransferase Tip60 sind miteinanderassoziiert und regulieren
gegenseitigihre Aktivitdten. Zusatzlich istjede dieser Komponenten
unabhdngigin der Lage, die Antwort der Zelle auf DNA-Schaden zu
regulieren. P53 und andere Effektoren dieser Antwort werden auch
durch Viren manipuliert. Um die verantwortlichen Signalkomponen-
ten zu identifizieren, fiihren wir Hochdurchsatz-Screens durch und
fanden bereits Kinasen und Phosphatasen als neue Komponenten
der Antwort auf DNA-Schdden.

microRNAs als Effektoren und Regulatoren des p53-Systems
microRNAs stellen eine neu entdeckte Ebene der Genregulation dar,
die auch die Tumorprogression beeinflusst. Wir haben microRNAs
identifiziert, die durch die proapoptotischen Transkriptionsfaktoren
p53 und E2F1 induziert werden, und wir haben die antiprolifera-
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tiven Eigenschaften dieser microRNAs charakterisiert. Aufierdem
haben wirHochdurchsatzscreens durchgefiihrt, um microRNAs mit
Targets in der p53-Familie zu identifizieren.

1.
Modulation and effectors/regulators of the p53
system

The tumor suppressor p53 modulating the DNA damage
response

The DNA damage responseis notonly determined by the extentand
duration of exogenous damage, but also by the vigilance of the cell
towards such damage. The tumor suppressor p53 and the histone
acetyltransferase Tip60 are associated and mutually regulate their
activities. In addition, each of them is independently capable of
adjusting the extent of DNA damage response. Similarly, p53 and
othercomponents of the the DNA damage-inducible signalling cas-
cades are profoundly affected by virus infections. To determine the
signalling components responsible for the outcome of DNA dam-
age, we have established high content screening technologies and
identified kinases and phosphatases as novel components of the
DNA damage response.

microRNAs as effectors and regulators of the p53 system
microRNAs represent a newly discovered layer of gene regulation,
with implications to cancer progression. We have identified microR-
NAs that are induced by the proapoptotic transcription factors p53
and E2F1, and we characterized the antiproliferative properties of
these microRNAs. Furthermore, we have performed high content
screening assays to find microRNAs that reduce the expression
levels of p53 family members.
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2.
Gewebsspezifische Expression des p53-Homolo-
gen p63 und seine Rolle im Wnt-Signalweg

P63-Proteine haben eine dhnliche Struktur und Funktion wie der
Tumorsuppressor p53. Unabhdngig von p53 ist p63 aber in der
Lage, die Aktivitat des kanonischen Wnt-Signalwegs zu manipulie-
ren. Wirfanden, dass p63 direkt mit Transkriptionsfaktoren der LEF/
TCF-Familie interagiert, und dies erklart die Wechselwirkung von
p63 mit dem Wnt-Signalweg. P63 verstdrkt auch die Bildung von
Doppelachsen im Xenopus-Modell, was ebenfalls fiir seine Rolle
in diesem Signalweg spricht. In einem assoziierten Projekt fanden
wir einen neuen Promoter, der neue Isoformen von p63 induziert,
insbesondere in testikuldren Zellen. Dieser Promoter kann phar-
makologisch reguliert werden.

2.
Tissue-specific expression of the p53 homologue
p63, and its role in Wnt signalling

P63 proteins have a similar structure and function as the tumour
suppressorp53. Independently of p53, however, p63 is capable of
manipulating the canonical Wnt signalling pathway. We found that
p63 directly interacts with the LEF/TCF family of transcription factors,
thereby providing a plausible explanation for the functional coop-
eration of p63 and Wnt signalling. P63 also increases double axis
formation upon injection into Xenopus embryos, further arguing
in favour of its ability to enhance Wnt signalling. In a related proj-
ect, we have identified a novel promoter that drives the expression
of human p63, mostly in testicular cells. This allows the targeted
pharmacological upregulation of a p53-homologue.
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3.
RNA-Polymerase IlI-Phosphorylierung und
Epigenetische Requlation

Wir untersuchen die Rolle der Phosphorylierung von RNA-Polyme-
rase Il in der C-terminalen Domdne hinsichtlich transkriptionaler
Elongation und RNA-Prozessierung. Unsere Arbeiten sind priméar
auf die Rolle des CDK9-Proteins fokussiert. Einen Schwerpunkt bil-
det der Einfluss von CDK9 auf die Ubiquitinierung von Histon H2B.
Die H2B-Ubiquitin-Ligase RNF40Q ist in einer subnukledren Struktur
namens Cajal Bodies angereichert, und diese Lokalisation ist CDK9-
abhdngig. Derartige Modifikationen regulieren die 3’-Prozessierung
von Histon-mRNAs und kdnnten Einfluss nehmen auf Zelldifferen-
zierung und Metastasierung.

3.
RNA Polymerase Il Phosphorylation and
Epigenetic Requlation

We are investigating the role of the phosphorylation of the RNA Poly-
merase || C-terminal domainin transcriptional elongation and co-tran-
scriptional RNA processing. Our work is primarily focused on the role
of the Positive Transcription Elongation Factor-b (P-TEFb) component
Cyclin DependentKinase-9 (CDK9) and its role in directing epigenetic
modifications. During the course of our work we identified Histone
H2B monoubiquitination as a CDK9-dependent covalent histone mod-
ification. We further observed that the H2B ubiquitin ligase RNF40 is
enriched in subnuclear Cajal bodies and that this localization is de-
pendent upon CDK9 activity. The functional significance of this local-
ization was shown by demonstrating a dependence of histone mRNA
3’end processing (a process believed to occur in the Cajal bodies)
on CDK9 and RNF40. Our future studies will be aimed at identifying
and characterizing additional histone modifications that may regulate
these processes. We are also currently dissecting the molecular na-
ture of the RNF40 ubiquitin ligase and determining its role in cellular
differentiation and the development and/or metastasis of cancer.
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4.
Requlation der Transkription durch Nukledre
Hormonrezeptoren mittels Ubiquitinierung

Das Ubiquitin-Proteasom-System kontrolliert die transkriptionale
Aktivitdt nukledrer Hormonrezeptoren. Wir identifizierten die Pro-
teine RLIM und CLIM als Kofaktoren des Ostrogenrezeptors. RLIM
ist eine Ubiquitinligase deren Aktivitdat wesentlich ist fiir die Tran-
skriptionsregulation, z. B. in Mammakarzinomen.

4,

Regqulation of Nuclear Hormone Receptor-Depen-
dent Transcription by the Ubiquitin-Proteasome
System

The second focus of the Johnsen group is the role of the ubiquitin-
proteasome system in controlling the transcriptional activity of the
nuclearhormone receptors. We recently identified the LIM-domain
binding cofactors RLIM and CLIM as specific cofactors of the estro-
gen receptor (ERa). RLIM is a RING finger protein whose ubiquitin
ligase activity is important for its ability to regulate ERa activity.
Furthermore, we uncovered a significant correlation between CLIM,
ERa and progesterone receptor (PR) expression in a large cohort
of breast cancers which surprisingly corresponds to a less differ-
entiated phenotype (although ERa and PR expression generally
correlates with a more differentiated phenotype). In our molecular
analyses we were able to demonstrate that RLIM is a positive cofac-
torof ERa activity while CLIM inhibits ERa-dependent transcription.
These data suggest that CLIM and RLIM may be important regulators
of ERa activity during the onset or progression of breast cancer.
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5.
Funktion und Regulation der p53-Familie
in normalen und kanzerdsen Zellen

Ute Mollist Gastprofessorin der Abteilung und hat hier eine Arbeits-
gruppe aufgebaut, wahrend sie weiterhin ihren Verpflichtungen als
Professorin der Universitdtvon Stony Brook, New York, nachkommt.
Ebenso wie bei den anderen Arbeitsgruppen der Abteilung liegt das
Hauptinteresse auf dem Tumorsuppressor p53. p53 ist ein multi-
funktionales Protein, das nach Schadigung der DNA, nach onko-
genem Stress und nach Hypoxie eine ausgepragte Stressantwort
vermittelt. Zwei verwandte aber in ihrer Struktur sehr komplexe
Homologe zu p53, genannt p63 und p73, haben wichtige Funkti-
onen in der Entwicklung des Organismus. Dies wird gegenwartig
v. a. im Hinblick auf das zentrale Nervensystem untersucht. Ein
weiterer Forschungsschwerpunkt besteht in der Rolle von p63 und
p73inderTumorentstehung. Die Entfernungvon p73 destabilisiert
das Genom und fiithrt zu Aneuploidie und Polyploidie. Gegenwartig
untersuchen wir, ob fiir p63 dhnliche Konzepte zutreffen.

5.
Function and requlation of the p53 gene family
in normal cells and cancer cells

Ute Moll recentlyjoined the division as a guest professorto setup a
group at Gottingen, while maintaining her full professorship at the
University of Stony Brook, New York. The idea is to take advantage
oflocal synergies with other researchers at the division of molecular
oncology. All groups share their research interest concerning the
tumor suppressor p53, but focus on different scientific concepts
and experimental approaches. Joint research efforts are particularly
expected to enhance our understanding of the regulation and func-
tions carried out by the p53-homologue p63.

p53isamulti-functional protein that controls a powerful stress
response by integrating signals from many types of DNA damage,
deregulated oncogenes and hypoxia, leading to p53 activation. Two
related but structurally complex family members called p63 and
p73 have striking developmental functions. Another focus of our
research is to elucidate theirrole in cancerwhich is complicated by
their complex expression patterns and a lack of clear genetic data.
We use a combination of human tumor materialand mouse models
to better understand their action in malignant transformation.

We found that ablation of the p73 gene reveals a p53-indepen-
det genome stabilization function that suppresses polyploidy and
aneuploidy in primary cells. On the other hand, we found that hu-
man tumors often preferentially upregulate truncated forms of p73
(so-called DeltaTAp73isoforms) that can act as dominant-negative
inhibitors of wild-type p53 and TAp73 and might have prognostic
significance in certain tumors. Currently, we are setting up experi-
mental systems to address the question whether p63 performs
similarfunctionsinthe maintenance of ploidy and genomic stability.
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