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1.
Einleitung

Schon früh entdeckte man, daß Viren Krebserkrankungen bei Mensch und Tier verursachen können. Die Fähigkeit der Tumorviren, Zellen zu transformieren, ist hierbei an bestimmte Virusgene gebunden, die als Onkogene bezeichnet werden. Zu den Onkogenen der DNA-Tumorviren gehören z. B. die T-Antigene der Polyomaviren oder das E1A-Gen der Adenoviren. Die Onkogene kodieren für sog. Onkoproteine, die normalerweise im Replikationszyklus des Virus wichtige Funktionen ausüben, wie beispielsweise die Transkriptionskontrolle viraler und zellulärer Gene. Als intrazelluläre Parasiten besitzen Viren weder eigene energiebildende Stoffwechselsysteme noch Proteinsynthesemaschinerien, die eine eigenständige Virusvermehrung ermöglichen. Da DNA-Tumorviren zumeist differenzierte, teilungsinaktive Zellen infizieren, ist folglich eine der Hauptfunktionen der viralen Onkoproteine zelluläre Funktionen zu verändern und diese für eine optimale Virusreplikation zu modifizieren. Die Veränderungen können hierbei den Intermediär-stoffwechsel oder das proliferative Verhalten der Wirtszelle betreffen. Im Mittelpunkt dieser Prozesse steht die Veränderung der zellulären Genexpression durch die Interaktion der viralen Onkoproteine mit zellulären Proteinen, die entscheidenden Einfluß auf das proliferative Verhalten der infizierten Zelle ausüben.

Die funktionelle Analyse der Interaktion viraler Onkoproteine mit zellulären Faktoren kann daher wichtige Einblicke in den Ablauf bestimmter Prozesse in der Zelle geben. Deshalb haben sich Virus-Wirtszell-Systeme als wichtige Modellsysteme für das heutige Verständnis molekularer Prozesse in Eukaryontenzellen erwiesen. Hier wurde z. B. das Spleißen von RNA (Berk und Sharp, 1978) und die Verpackung von DNA mit Histonen in Nukleosomen (Gariglio et al., 1979) identifiziert. Zudem sind hier grundlegende Erkenntnisse der eukaryontischen Genexpression aufgeklärt worden (als Übersichten s. Brockmann und Esche, 1995; Berk et al., 1998). Weiterhin konnten, aufgrund der Fähigkeit der viralen Onkogene Zellen zu transformieren, in Virus-Zell-Systemen wichtige Erkenntnisse über die Mechanismen der Tumorentstehung gewonnen werden. 

1.1
Adenoviren

Die Familie der Adenoviridae gliedert sich in die Genera Aviadenovirus (Vogel-Adenoviren) und Mastadenovirus, welche die verschiedenen Virusspezies der Säugetiere einschließen (Norrby et al., 1976). Die humanpathogenen Adenoviren (Ad) wurden erstmals 1953 von Wallace Rowe und seinen Mitarbeitern aus chirurgisch entfernten Tonsillen und adenoidem Gewebe isoliert und in Kultur vermehrt (Rowe et al., 1953). 

Heute sind über 40 humanpathogene Adenovirus-Serotypen beschrieben, die nach DNA-Sequenzhomologie, nach Analyse des Restriktionsenzymverdaus der viralen DNA, Hämagglutinations-Reaktionen mit Ratten- und Rhesusaffenerythrocyten, dem Ausmaß der Onkogenität in Nagern und der Polypeptid-Zusammensetzung des Virions in sechs Subgenera (A-F) eingeteilt werden (als Übersicht s. Bailey und Mautner, 1994). Humanpathogene Adenoviren verursachen meist milde Infektionen des Respirationstraktes, des Gastrointestinaltraktes oder der Bindehaut des Auges (als Übersicht s. Horwitz, 1990). Obwohl humanpathogene Adenoviren in Nagetieren Tumoren erzeugen können (s. Kap. 1.1.2), ist bisher kein kausaler Zusammenhang zwischen der Entstehung menschlicher Tumoren und der Infektion durch humanpathogene Adenoviren festgestellt worden. Jedoch wird gegenwärtig kontrovers diskutiert, ob die E1A-Onkoproteine der Adenoviren an der Entstehung des Ewing-Sarkoms beteiligt sind (Sanchez-Prieto et al., 1999; Melot und Delattre, 1999; Kovar, 1999).

Das Adenovirus ist ein nicht-membranumschlossenes, ikosaedrisches Virion mit einem Durchmesser von 70-90 nm, in das die lineare doppelsträngige DNA von einer Größe von 36-38 kbp eingeschlossen ist (als Übersicht s. Flint und Broker, 1981). Das Capsid des Virions ist aus 252 Capsomeren aufgebaut, wobei hier durch die geometrische Anordnung dieser Untereinheiten zwischen 240 Hexoncapsomeren und zwölf Pentoncapsomeren unterschieden wird (als Übersicht s. Philipson, 1983). Jedes Pentoncapsomer trägt auf seiner Oberfläche, durch die Pentoncapsomerbasis verankert, ein Fiberprotein. Die Fiberproteine vermitteln die Adsorption des Virus an spezifische Rezeptoren der Zielzelle (Londberg-Holm und Philipson, 1969). Es wurde gezeigt, daß Adenoviren u. a. den Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor zur Adsorption an die Zelloberfläche nutzen (Roelvink et al., 1998). Das Virus wird durch Rezeptor-vermittelte Endozytose an Clathrin-reichen Regionen in die Zelle aufgenommen. Durch die anschließende Freisetzung aus den Endosomen, unter Verlust der Pentoncapsomere und Fiberproteine, gelangt das Virus in das Cytoplasma der Wirtszelle. Von dort aus wird das pentoncapsomerlose Virus, möglicherweise über die Bindung der Hexoncapsomere entlang der Mikrotubuli, zu den Kernporen transportiert (Pastan et al., 1987). 

Nach Erreichen der Kernporen wird die virale DNA in den Zellkern transportiert. In Abhängigkeit von der Wirtszelle bestehen zwei mögliche Formen des Infektionsverlaufes: die produktive Infektion und die abortive Infektion.

1.1.1
Die produktive Infektion

Bei der produktiven oder auch lytischen Infektion permissiver menschlicher Zellen durch humanpathogene Adenoviren kommt es zu einer viralen DNA-Replikation und Produktion von Virusnachkommen. Nach Eintritt in den Zellkern erfolgt die Expression des Virusgenoms und die Replikation der viralen DNA. Diese Prozesse werden im lytischen Entwicklungszyklus grob in eine frühe und eine späte Phase unterteilt. Im frühen Verlauf der Infektion kommt es zur Expression der sog. frühen Gene E1A, E1B, E2, E3 und E4 (Abb. 1; Broker et al., 1984).

Jede der frühen Regionen E1-E4 wird durch die zelluläre RNA-Polymerase II an einem der beiden DNA-Stränge transkribiert. Eine Vielzahl der Genprodukte dieser Regionen sind notwendig, um Prozesse in der Zelle zu initiieren, die zu einer Umprogrammierung des zellulären Syntheseapparates führen und somit die Bildung reifer Virusnachkommen gewährleisten.

Die Proteine der E1A-Region regulieren im lytischen Entwicklungszyklus die Expression der adenoviralen Gene. Zusätzlich wird die Expression zellulärer Gene durch die E1A-Proteine reguliert (als Übersicht s. Brockmann und Esche, 1995). Die E1B-Region kodiert für zwei Proteine, die unter anderem für die Akkumulation, Stabilisierung und Translation viraler mRNAs verantwortlich sind (Pilder et al., 1986; Zhang et al., 1995). Eine weitere Funktion der E1B-Proteine ist es, die E1A-induzierte Apoptose zu inhibieren (als Übersicht s. White, 1995). Die E2-Region kodiert für replikationsrelevante Proteine. Hierzu zählen eine virale DNA-Polymerase, ein DNA-Bindeprotein und das terminale Protein (Sussenbach und van der Vliet, 1983). Die Proteine der E3-Region schützen die Adenovirus-infizierten Zellen vor zellulären Immunantworten. Sie verhindern beispielsweise den Transport von MHC-Klasse-I-Antigenen an die Zelloberfläche und damit die Elimination der infizierten Zelle durch cytotoxische T-Lymphozyten (Horwitz et al., 1995). Die wenig charakterisierte E4-Region kodiert für Proteine, die in Kooperation mit E1B-Proteinen den Transport viraler mRNA-Spezies regulieren. Weiterhin sind die E4-Proteine in die virale und zelluläre Genexpression sowie den Viruspartikel-Zusammenbau involviert (als Übersicht s. Shenk, 1996).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Genomorganisation humanpathogener Adenoviren. Die lineare doppelsträngige DNA der Adenoviren ist der Übersichtlichkeit halber stark vereinfacht dargestellt. Die frühen (E für „early“; E1-E4, gelb) und späten (L für „late“; L1-L5, grün) Regionen sowie wichtige Funktionen der Genprodukte der jeweiligen Regionen sind angegeben (modifiziert nach Watson et al., 1987). 

Im späten Verlauf der Infektion, etwa zehn bis zwölf Stunden nach Beginn der Virus-DNA-Replikation, werden die sog. späten Regionen transkribiert. Diese stehen unter der Kontrolle des „Major Late Promoters“ (MLP) (Evans et al., 1977; Nevins und Darnell, 1978). Aus einer nukleären Vorläufer-RNA werden durch alternatives Spleißen über 20 mRNAs prozessiert, die in fünf Familien, L1 bis L5, eingeteilt werden. Die späten mRNAs kodieren für virale Strukturproteine (z. B. Capsomere, Fiberproteine; Abb. 1) oder deren Vorläufer (als Übersicht s. Flint und Broker, 1981). Diese werden anschließend in den Zellkern transportiert, wo der Zusammenbau infektiöser Virionen stattfindet (Horwitz et al., 1969). Durch die Anhäufung der Virionen im Zellkern kommt es zum Platzen und damit zum Tod der Wirtszelle. Hierbei werden bis zu 104 infektiöse Virionen freigesetzt.

1.1.2
Die abortive Infektion

Im Gegensatz zu der produktiven Infektion vollbringen humanpathogene Adenoviren in nicht-permissiven Zellen (z. B. Nagetierzellen) eine abortive Infektion. In diesen Zellen unterbleibt die Bildung infektiöser Virusnachkommen (Doerfler, 1969). Das Virus gelangt zwar in die Zelle und die frühen Genregionen werden entsprechend der produktiven Infektion exprimiert, die virale DNA-Replikation und/oder die Expression der späten Regionen und die damit verbundene Bildung viraler Strukturproteine ist aber gestört (Esche et al., 1979; Esche und Siegmann, 1982). 

Bei der abortiven Infektion kann es zu einer vollständigen oder partiellen Integration des viralen Genoms in das zelluläre Genom kommen. Durch die konstitutive Expression der Genprodukte der E1A- und E1B-Region kann die abortive Infektion in 10-6 bis 10-5 Fällen zu einer Transformation der infizierten Zelle führen (van der Eb und Bernards, 1984). Diese in vitro transformierten Zellen sind dann in Abhängigkeit vom Adenovirus-Serotyp imstande, im immunkompetenten Nagetier ein Tumorwachstum zu induzieren (als Übersicht s. Williams et al., 1995). In Bezug auf ihre Tumorigenität in Nagetieren werden die Adenoviren in nicht-onkogene (z. B. Ad2/Ad5) und onkogene Serotypen (z. B. Ad12) unterteilt (Wadell, 1984). In Untersuchungen mehrerer Arbeitsgruppen wurde gezeigt, daß das tumorigene Potential allein in der E1A-Region lokalisiert ist (als Übersicht s. Williams et al., 1995). So bewiesen Mutationsanalysen mit chimären Adenoviren, daß diese nur dann ein tumorigenes Potential besaßen, wenn die E1A-Region vom onkogenen Serotyp Ad12 stammt. 

1.2
Struktur und Proteine der E1A-Region des onkogenen Serotyps Ad12 

Die E1A-Region ist am linken Ende des Ad-Genoms lokalisiert (Abb. 1). Von allen Adenovirus-Serotypen wird von der E1A-Region eine hnRNA transkribiert, aus der durch alternative Spleißprozesse verschiedene mRNA-Spezies generiert werden. 

Im Falle des Adenovirus-Serotyps 12 werden durch Spleißprozesse sechs verschiedene mRNAs (13S, 12S, 11S, 10S, 9,5S und 9S) generiert, die für fünf Proteine (266R, 235R, 106R, 52R und 53R) kodieren (Abb. 2; Perricaudet et al., 1980; Sawada und Fujinaga, 1980; Brockmann et al.; 1990). Das 266R-Protein (generiert von der 13S mRNA; daher im Folgenden auch als E1A13S bezeichnet) und das 235R-Protein (generiert von der 12S mRNA; E1A12S) sind die dominant auftretenden Proteine. Beide Proteine werden im gleichen Leserahmen translatiert. Sie unterscheiden sich nur durch das Fehlen eines internen Bereiches bestehend aus 31 Aminosäuren im E1A12S-Protein. Dieser Bereich entspricht der konservierten Region 3 und repräsentiert eine der drei E1A-Regionen (CR1, CR2 und CR3), die zwischen den verschiedenen Adenovirus-Serotypen hoch-konserviert sind (Kimelmann et al., 1985). Neben dem nicht-konservierten Aminoterminus, beinhalten diese konservierten Regionen der E1A-Proteine die meisten transkriptionsregulierenden Funktionen, die für eine effiziente Virusreplikation und die zelluläre Transformation notwendig sind (als Übersicht s. Brockmann und Esche, 1995). 
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Abb. 2. Schematische Darstellung der mRNAs und Proteine der E1A-Region des onkogenen Serotyps Ad12. Die Rechtecke stellen die von den verschiedenen mRNAs translatierten Proteine dar. Die farbigen Rechtecke stehen für verschiedene Leserahmen. Die schwarzen Rechtecke repräsentieren die zwischen den verschiedenen Ad-Serotypen konservierten Regionen 1-3 (CR1, CR2 und CR3). Die Zahlen unter den Linien bezeichnen die Nukleotidpositionen im adenoviralen Genom. Sie geben das gemeinsame Startkodon, Spleißstellen und das erste Nukleotid des Stopkodons an. (S) Svedberg-Einheit; (R) Aminosäure (nach Brockmann und Esche, 1995).

Aufgrund des Spleißmusters der 11S, 10S, 9,5S und 9S mRNAs kommt es bei den von diesen mRNAs translatierten Proteinen zu einer Leserahmenverschiebung nach Aminosäure 29. Dadurch weisen sie, mit Ausnahme der ersten 29 Aminosäuren, keine Sequenzhomologie mehr zum E1A13S- und E1A12S-Protein auf (Abb. 2). In unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, daß das 52R-Protein die Aktivität des murinen MHC-Klasse-I-Promotors reprimiert (Brockmann et al., 1996). Inwieweit dadurch das 52R-Protein an der Ad12-vermittelten Onkogenität beteiligt ist, wird gegenwärtig in unserer Arbeitsgruppe bearbeitet. Die funktionellen Aktivitäten des 52R-, 53R- und 106R-Proteins im lytischen Entwicklungszyklus sind bis heute nicht bekannt.

1.3
Kontrolle der Genexpression durch die E1A-Proteine: Aktivierung und Repression

Die E1A-Proteine sind im lytischen Entwicklungszyklus für die Aktivierung der Expression der adenoviralen Transkriptionseinheiten (E1B, E2, E3, E4 und MLP) essentiell (Berk, 1986). Neben der Regulation der viralen Gene kann die Expression zellulärer Gene durch E1A-Proteine sowohl positiv (z. B. hsp70, -Tubulin oder c-jun) als auch negativ (z. B. Insulin, Fibronektin oder Collagen) reguliert werden (als Übersicht s. Brockmann und Esche, 1995). Die transkriptionsregulierenden Funktionen der E1A-Proteine werden hauptsächlich über die konservierten Regionen CR1, CR2 und CR3 sowie dem nicht-konservierten N-Terminus vermittelt. 

Da E1A-Proteine keine sequenzspezifische DNA-Bindeaktivität besitzen (Ferguson et al., 1985), vermitteln sie ihre transkriptionellen Funktionen durch Protein-Protein-Interaktionen mit zellulären Faktoren (Abb. 3). Diese zellulären Faktoren können in folgende Klassen eingeteilt werden: 

(1)

Generelle Transkriptionsfaktoren und Mediatoren 

Die spezifische Initiation der Transkription erfordert, neben der RNA-Polymerase II, sog. generelle Transkriptionsfaktoren und Mediatorkomplexe (als Übersicht s. Berk, 1999). Durch eine direkte Interaktion mit diesen generellen Faktoren kann die Zinkfinger-Transaktivierungsdomäne CR3 des E1A13S-Proteins die virale Genexpression in der infizierten Zelle effizient regulieren. Daten aus der Arbeitsgruppe von Berk zeigten, daß neben der Bindung an generelle Transkriptionsfaktoren, die Interaktion der CR3-Domäne mit dem humanen hSrb/Mediator-Multiproteinkomplex über dessen Sur-2-Untereinheit im Prozeß der E1A13S-vermittelten Aktivierung von Zielgenen entscheidend ist (Boyer et al., 1999). 

(2)

DNA-sequenzspezifisch-bindende Transkriptionsfaktoren 

DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, wie z. B. ATF-2 und c-Jun, dienen als Adaptoren für E1A-Proteine im Zielpromotor (Abb. 3A, Liu und Green, 1990; Duyndam et al., 1996). Diese Interaktion bewirkt häufig eine Transkriptions-aktivierung des Zielgens. Durch die Rekrutierung des E1A13S- oder des E1A12S-Proteins an promotorgebundene c-Jun/ATF-2-Transkriptionsfaktorkomplexe kommt es z. B. zu einer Aktivierung des c-jun-Promotors (Duyndam et al., 1996). Das 
c-Jun-Protein ist in zahlreiche zelluläre Prozesse, wie die Differenzierung und die Proliferation, involviert (Angel und Karin, 1991). Man vermutet, daß die Expression des c-Jun-Proteins durch die E1A-Proteine im lytischen Entwicklungszyklus essentiell ist, da dieses Protein in Signalkaskaden mitwirkt, welche die arretierte Zelle in den Zellzyklus zurückführt.
(3)

Repressoren von DNA-sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren 

Zu den Repressoren von DNA-sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren zählt z. B. das Retinoblastom-Protein pRB, das als ein wichtiger Faktor der Zellzyklusregulation u. a. den G1/S-Übergang durch die Interaktion mit den E2F-Transkriptionsfaktoren inhibiert (als Übersicht s. Adams und Kaelin, 1998). Die E2F-Transkriptionsfaktoren sind für die Aktivierung zellulärer, proliferations-relevanter Gene verantwortlich (Slansky und Farnham, 1996). Die inhibitorischen E2F/pRB-Komplexe werden in Anwesenheit des E1A12S-Proteins durch die Interaktion der CR1- und CR2-Domäne mit dem pRB-Protein dissoziiert. Hierbei wird transkriptionsaktives E2F freigesetzt (Abb. 3B; Ikeda und Nevins, 1993). Dies resultiert in der Aktivierung E2F-abhängiger Zielgene, wie dem der Dihydro-folatreduktase oder der Thymidinkinase. Beide Genprodukte sind im Zuge des lytischen Entwicklungszyklus für die virale DNA-Replikation notwendig, da sie als metabolische Enzyme an der Neusynthese von DNA-Nukleotiden beteiligt sind.
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Abb. 3. Mechanismen der Transkriptionsregulation durch E1A-Proteine. A. Regulation durch Rekrutierung der E1A-Proteine (E1A) im Aktivierungsprozeß von Zielgenen durch DNA-sequenzspezifisch-bindende Transkriptionsfaktoren (TF) und anschließende Interaktion mit der basalen Transkriptionsmaschinerie (GTF). B. Dissoziation inhibitorisch wirkender Faktoren (Inh) aus Transkriptionsfaktorkomplexen und damit verbundene Aktivierung des Transkriptionsfaktors und der Expression des Zielgens. C. Rekrutierung von Koaktivatoren im Prozeß der Transkriptionsaktivierung eines Zielgens durch E1A-Proteine. D. Dissoziation von Koaktivatoren (CoF) aus transkriptions-aktiven Koaktivator/Transkriptionsfaktorkomplexen durch E1A-Proteine und damit Repression des Zielgens. Einzelheiten s. Text. 

(4)

Zelluläre Koaktivatoren

Zelluläre Koaktivatoren wie p300/CBP vermitteln den Kontakt zwischen DNA-sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren und Faktoren der basalen Transkriptionsmaschinerie (als Übersicht s. Janknecht und Hunter, 1996). So führt die Interaktion des E1A12S-Proteins unter Beteiligung des N-Terminus und der CR1-Domäne zur Dissoziation der Koaktivatoren p300/CBP von DNA-gebundenen Transkriptionsfaktorkomplexen und damit zur Repression des Zielgens (Abb. 3D). Durch diesen Mechanismus wird beispielsweise die Transkription p53-abhängiger Zielgene unterdrückt (Avantaggiati et al., 1997; Lill et al., 1997; Gu et al., 1997). Die Aktivierung von Zielgenen durch den Tumorsuppressor p53 führt zu einer Zellzyklus-Arretierung in der G1-Phase oder zur Apoptose (als Übersicht s. Adams und Kaelin, 1998). Die Repression p53-aktivierter Zielgene durch die E1A12S-vermittelte Dissoziation der Koaktivatoren p300/CBP von p53 führt demzufolge zu einer Induktion der Proliferation. Über den Mechanismus der Rekrutierung von Koaktivatoren im Prozeß der Transkriptionsaktivierung durch die E1A-Proteine ist bis heute wenig bekannt. Ein möglicher Mechanismus der Rekrutierung von p300/CBP in der E1A12S-aktivierten Genexpression wurde im Laufe meiner Promotion ermittelt (Fax et al., 2000; Abb. 3C). 

Weil p300/CBP entscheidende Integratoren verschiedener zellulärer Signaltransduktionswege darstellen, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit den Koaktivatoren p300/CBP eine der grundlegenden Möglichkeiten, in zelluläre Signalketten einzugreifen und damit eine veränderte Genexpression zu bewirken. Da eine Modulation der Koaktivatorfunktionen von p300/CBP mit der Aktivität der E1A-Proteine im Prozeß des lytischen Entwicklungszyklus oder der zellulären Transformation korreliert, werden diese zellulären Koaktivatoren nachfolgend dargestellt.

1.4
Interaktion der zellulären Koaktivatoren p300/CBP mit den E1A-Proteinen 

Der zelluläre Koaktivator p300 wurde aufgrund seiner Fähigkeit mit den E1A-Onkoproteinen in vivo zu interagieren identifiziert (Eckner et al., 1994). Zahlreiche Studien belegen, daß diese Interaktion für die Regulation zellulärer Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Transformation und Apoptose durch E1A-Proteine entscheidend ist (als Übersicht s. Giordano und Avantaggiati, 1999). Der nahverwandte Koaktivator CBP wurde unabhängig von p300 als zellulärer Faktor identifiziert, der spezifisch mit der phosphorylierten Form des cAMP/PKA-abhängigen Transkriptionsfaktors CREB interagiert (Chrivia et al., 1993). Da sowohl die Bindung von CBP als auch von p300 an die phosphorylierte Form von CREB dessen transkriptionsregulierende Aktivität verstärkt, wurde definiert, daß p300 und CBP Koaktivatorfunktionen besitzen (Lundblad et al., 1995; Arany et al., 1995; Kwok et al., 1994). 

Die Annahme, daß p300 und CBP aufgrund ihrer hohen strukturellen Homologie gleiche biologische Funktionen ausüben, wurde durch Untersuchungen eingeschränkt, die belegten, daß p300 und CBP distinkte Funktionen in der Differenzierung und dem Zellzyklus-Arrest von Zellen durch Retinsäure haben (Kawasaki et al., 1998). Des weiteren wurde mit null-allelen („knock-out“) Mäusen für p300 und CBP gezeigt (Kung et al., 2000; Yao et al., 1998), daß p300 und CBP verschiedene Prozesse während der Embryogenese eines Organismus regulieren. Interessanterweise bewiesen diese Untersuchungen, daß isolierte null-allele p300-Mausfibroblastenzellen keinen Defekt in der CREB-vermittelten Genexpression aufweisen. Aufgrund dieser Ergebnisse sind p300 und CBP bezüglich der Regulation CREB-abhängiger Zielgene als äquivalent zu betrachten (Yao et al., 1998). Wenn nicht gesondert erwähnt, werden im weiteren Verlauf p300 und CBP daher als p300/CBP bezeichnet. 

1.4.1
Die Koaktivatorfunktionen von p300/CBP

Die Koaktivatoren p300/CBP enthalten verschiedene Proteinmotive, wie die Bromodomäne, die Kinase-Interaktions (KIX)-Domäne, eine Domäne mit Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität oder drei Cystein/Histidinreiche (C/H)-Regionen (Abb. 4). Diese Domänen stellen wichtige Bindestellen für DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, Kofaktoren und Faktoren der generellen Transkriptionsmaschinerie dar (Abb. 4).
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Abb. 4. Schematische Darstellung der zellulären Koaktivatoren p300/CBP. Die Cystein/Histidin-reichen Regionen (C/H1, C/H2 und C/H3; grün dargestellt), die Bromodomäne (B; rot dargestellt) und die KIX-Domäne (KIX; blau dargestellt) sind gekennzeichnet. Die Histonacetyltransferase (HAT)-Domäne sowie die N-terminale (NAD) als auch die C-terminale (CAD) Aktivierungsdomäne sind durch Linien markiert. Die bis heute bekannten Interaktionsbereiche für zelluläre Faktoren in p300/CBP sind angegeben (modifiziert nach Snowden und Perkins, 1998). 

Inzwischen ist bekannt, daß eine Vielzahl von DNA-sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren mit den Koaktivatoren p300/CBP komplexiert vorliegen und hierdurch erst ihre transkriptionellen Funktionen ausüben können. Hierzu gehören neben CREB beispielsweise c-Jun, c-Fos, NFB, p53, MyoD und die nukleären Hormonrezeptoren (Abb. 4; als Übersicht s. Snowden und Perkins, 1998). Neben der Interaktion mit sequenz-spezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren dienen p300/CBP als molekulare Plattformen für weitere Koaktivatoren wie P/CAF, SRC-1 und p/CIP (Smith et al., 1996; Yang et al., 1996; Yao et al., 1996, Torchia et al., 1998). Die Eigenschaften von p300/CBP, mit einer Vielzahl signalabhängig regulierter Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren zu interagieren, belegen, daß p300/CBP als entscheidende Integratoren verschiedene Signaltransduktionswege auf transkriptioneller Ebene koordinieren. Durch die Koaktivatoren p300/CBP besteht für die Zelle eine Möglichkeit, bei einer begrenzten Anzahl von Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren, spezifische Multiproteinkomplexe an Zielpromotoren zu rekrutieren (Korzus et al., 1998). Hierdurch wird auf zelluläre Signale wie Ca2+ oder cAMP hin eine spezifische Expression von Genen, z. B. während der Proliferation oder Differenzierung, erreicht. 

Der Mechanismus der p300/CBP-vermittelten Transkriptionsaktivierung ist dagegen unklar. P300/CBP besitzen, wie zuvor beschrieben, zahlreiche Protein-Protein-Interaktionsdomänen für viele, in transkriptionsregulierende Prozesse involvierte Faktoren (Abb. 4). So wurde gezeigt, daß p300/CBP über die C/H3-Domäne das RNA-Polymerase II-Holoenzym an CREB rekrutieren (Nakajima et al., 1997). Daher wirken p300/CBP als molekulare Brückenproteine und vermitteln den Kontakt zwischen DNA-sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren und dem generellen Transkriptionsapparat. Dies führt möglicherweise zu einer Stabilisierung des Präinitiationskomplexes und hierdurch zu einer erhöhten Transkriptionsrate. Weiterhin besitzen p300/CBP im N- und C-terminalen Bereich Transaktivierungsdomänen, die in den Aktivierungsprozeß stimulierend eingreifen können (Yuan et al., 1996). 

Ein weiteres Modell der Transkriptionsregulation durch p300/CBP wurde in unserer Arbeitsgruppe sowie von der Arbeitsgruppe von Maniatis vorgeschlagen (Brockmann et al., 1999; Kim und Maniatis, 1997). So zeigten Untersuchungen zur Regulation des Enhancers A des H-2Kb-Promotors, daß p300/CBP eine Plattform für Transkriptionsfaktoren wie AP-1, ATF, und rel/NFB bieten. Die Rekrutierung von p300/CBP durch AP-1, ATF und rel/NFB ermöglicht anscheinend die exakte dreidimensionale Positionierung der Transkriptions-faktoren und damit die notwendige synergistische Aktivierung des Enhancers A durch diese Transkriptionsfaktoren (Brockmann et al., 1999). 

Die Komplexität der transkriptionsregulierenden Funktionen von p300/CBP wurde durch Untersuchungen von Bannister und Kouzarides (1996) und Ogryzko et al. (1996) erweitert, die bewiesen, daß p300/CBP eine intrinsische Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität besitzen. 

In vivo und in vitro resultiert die Assoziation von DNA mit Histonen in einer übergeordneten Struktur, die als Nukleosom bezeichnet wird (Kornberg, 1974). Diese Verpackungsform verhindert die Zugänglichkeit der DNA für regulierende Faktoren an den Promotoren der Zielgene (als Übersicht s. Kornberg und Lorch, 1999). Weiterhin besteht eine eindeutige Korrelation zwischen der Hyperacetylierung der lysinreichen N-Termini von Histonen und transkriptionell aktiven Genen (als Übersicht s. Grunstein, 1997). Nach der heutigen Vorstellung geht man davon aus, daß die spezifische Rekrutierung der HAT-Aktivität von p300/CBP, gefolgt von einer Acetylierung der Histone und Destabilisierung des Nukleosoms, zu einer erhöhten Zugänglichkeit der DNA für Transkriptionsfaktoren führt. 

Interessanterweise werden auch Nicht-Histonproteine wie TFIIF, TFIIE, GATA, HMGI(Y) und p53 durch p300/CBP acetyliert (Boyes et al., 1998; Imhof et al., 1997; Munshi et al., 1998; Gu und Roeder, 1997). Die Acetylierung dieser Proteine kann dessen DNA-Bindungseigenschaften modulieren oder Protein-Protein-Interaktionen verhindern. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daß die Koaktivatoren p300/CBP durch verschiedene Mechanismen in die Transkriptionsregulation eingreifen:

(1)
durch die Rekrutierung des RNA-Polymerase II-Holoenzyms und ihre zahlreichen Protein-Protein-Interaktionsdomänen stellen sie den Kontakt zwischen sequenz-spezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren und der generellen Transkriptions-maschinerie her.

(2)
durch die Acetylierung von Histonen destabilisieren sie die nukleosomale Struktur und erhöhen damit die Zugänglichkeit des Promotors für DNA-bindende Transkriptionsfaktoren und das RNA-Polymerase II-Holoenzym. 

(3)
durch die Acetylierung von Nicht-Histonproteinen modulieren sie Protein-DNA- oder Protein-Protein-Interaktionen am Zielpromotor.

1.4.2
Modulation der Koaktivatorfunktionen von p300/CBP durch die E1A-Proteine

Die zentrale Funktion von p300/CBP, eine Vielzahl zellulärer Prozesse zu regulieren, verdeutlicht, daß die Interaktion der E1A-Proteine mit diesen Koaktivatoren im Prozeß des lytischen Entwicklungszyklus oder der zellulären Transformation eine wichtige Rolle spielt. Durch molekulare Analysen wurden bis jetzt drei Interaktionsdomänen für die E1A-Proteine in p300/CBP identifiziert (Kurokawa et al., 1998, Lipinski et al., 1999). Diese umspannen den N-Terminus, die Cystein/Histidinreiche Region C/H3 und die glutaminreiche Domäne im C-Terminus von p300/CBP (Abb. 4). 

Die Mechanismen, wie E1A-Proteine durch die Interaktion mit den Koaktivatoren p300/CBP die Transkription von Zielgenen sowohl positiv als auch negativ modulieren, werden nachfolgend dargestellt.

1.4.2.1
Repression der Koaktivatorfunktionen von p300/CBP durch die E1A-Proteine

Im Falle der transkriptionellen Repression führt die Interaktion des N-Terminus und der CR1-Domäne der E1A-Proteine mit p300/CBP zu einer Dissoziation dieser Koaktivatoren von promotorgebundenen Transkriptionsfaktorkomplexen und zur Inhibierung der Expression des betreffenden Zielgens (Abb. 3D; Arany et al., 1995; Lundblad et al., 1995; Lill et al., 1997; Somasundaram und El-Deiry, 1997). So wird beispielsweise durch die Interaktion des E1A12S-Proteins mit den Koaktivatoren p300/CBP die Expression p53-abhängiger Zielgene wie p21 und bax inhibiert. Hierdurch verhindert das E1A12S-Protein p53-induzierte zelluläre Prozesse wie den p21-vermittelten Zellzyklus-Arrest oder die Apoptose-Induktion durch das bax-Protein. 

Eine andere Möglichkeit, wie E1A-Proteine die Koaktivatorfunktionen von p300/CBP reprimieren, besteht in einer Kompetition mit Transkriptionsfaktoren oder Kofaktoren um die Bindung an p300/CBP (Bannister und Kouzarides, 1995; Puri et al., 1998). Hierdurch wird eine Expression des betreffenden Zielgens reprimiert. So verdrängt das E1A12S-Protein den p300/CBP-assoziierten Faktor P/CAF von p300/CBP und inhibiert dadurch die Expression von Genen, die für die Muskeldifferenzierung benötigt werden. Interessanterweise wird hierbei die Interaktion zwischen p300/CBP und dem muskelspezifschen Transkriptionsfaktor MyoD durch das E1A12S-Protein nicht beeinträchtigt (Puri et al., 1998).

Ein weiterer, jedoch gegenwärtig kontrovers diskutierter Mechanismus der E1A-vermittelten Regulation p300/CBP-abhängiger Zielgene, beinhaltet die Modulation der intrinsischen HAT-Aktivität von p300/CBP (s. Kap. 1.4.2.2). Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, daß sowohl das E1A13S- als auch das E1A12S-Protein die HAT-Aktivität von p300/CBP durch Bindung an die HAT-Domäne selbst oder durch eine Interaktion mit der C/H3-Domäne in biochemischen Analysen inhibiert (Chakravarti et al., 1999; Hamamori et al., 1999; Perissi et al., 1999). Zelluläre Zielgene, deren Expression durch eine E1A-vermittelte Inhibition der HAT-Aktivität von p300/CBP reprimiert werden, sind bisher jedoch nicht bekannt. 

1.4.2.2
Aktivierung der Koaktivatorfunktionen von p300/CBP durch die E1A-Proteine

Über die Mechanismen der Aktivierung der p300/CBP-abhängigen Transkription durch die E1A-Proteine ist bis heute weitaus weniger bekannt als über ihre Repression (s. Kap. 1.4.2.1). So zeigten Arbeiten von Trouche und Kouzarides (1996), daß das E1A12S-Protein eine Rekrutierung von p300/CBP an den promotorgebundenen E2F-Transkriptionsfaktor ermöglicht und hierdurch die Expression des Zielgens aktiviert. Diese Transkriptionsaktivierung ist hierbei unabhängig von der Freisetzung des E2F-Proteins aus dem inhibitorischen E2F/pRB-Proteinkomplex durch das E1A12S-Protein. 

Eine andere Möglichkeit, die Koaktivatorfunktionen von p300/CBP zu induzieren, besteht in einer E1A-vermittelten Dissoziation repressorisch wirksamer Faktoren von p300/CBP. Hier zeigten die Ergebnisse von Nakatani und seinen Mitarbeitern, daß die Dissoziation von P/CAF aus p300/CBP-Komplexen durch das E1A12S-Protein mit einer Induktion der S-Phase des Zellzyklus korreliert (Yang et al., 1996). Man vermutet daher, daß Komplexe bestehend aus den Koaktivatoren p300/CBP und dem E1A12S-Protein eine aktive Funktion in der Regulation proliferationsrelevanter Gene besitzen (Yao et al., 1998). Diese Annahme wird weiterhin durch die Analysen der null-allelen p300-Mäuse bekräftigt, die eindeutig zeigten, daß p300/CBP entscheidende Funktionen in der Induktion der Proliferation besitzen (Yao et al., 1998). 

Im Gegensatz zu der unter 1.4.2.1 beschriebenen Inhibition der HAT-Aktivität von p300/CBP durch die E1A-Proteine beschreiben andere Arbeitsgruppen eine positive Modulation dieser enzymatischen Aktivität durch die adenoviralen Proteine in biochemischen Analysen (Bannister und Kouzarides, 1996; Ait-Si-Ali et al., 1998). So zeigten Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Kouzarides, daß eine Bindung des E1A12S-Proteins an die C/H3-Domäne von CBP die HAT-Aktivität nicht beeinträchtigt (Bannister und Kouzarides, 1996). Daten von Ait-Si-Ali et al. (1998) konnten sogar eine Aktivierung der HAT-Aktivität von CBP durch die Bindung des E1A12S-Proteins an die C/H3-Domäne nachweisen.

1.5
Koaktivatoren als Schaltstellen der E1A-vermittelten Modulation zellulärer Signaltransduktionswege: der cAMP/PKA-abhängige Signalweg

Zelluläre Signaltransduktionswege sind der Ausgangspunkt für eine koordinierte Genexpression. Die Modulation der Aktivität von Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren durch zelluläre Signalketten bewirkt eine erhöhte oder erniedrigte Affinität zwischen den beteiligten Faktoren. Hierdurch kann die Zusammensetzung von Transkriptionsfaktor/ Koaktivator-Komplexen an den Promotoren von Zielgenen durch zelluläre Signale reguliert werden. 

Der cAMP/PKA-Signaltransduktionsweg, der in engem Zusammenhang mit den zellulären Koaktivatoren p300/CBP steht, stellt ein klassisches Beispiel der signalregulierten Genexpression dar. In Abwesenheit des sekundären Botenstoffes cAMP ist das Proteinkinase A (PKA)-Holoenzym ein inaktiver tetramerer Komplex, der aus zwei, als Pseudosubstrate dienenden, regulatorischen (R) und zwei katalytischen (C) Untereinheiten gebildet wird. 

In den meisten Säugetierzellen kommen zwei C-Untereinheiten (als C und C bezeichnet) und vier R-Untereinheiten (als RI, RI, RIIund RII bezeichnet) vor (als Übersicht s. Taskén et al., 1997; Taylor et al., 1990). Die beiden C-Untereinheiten sind bezüglich ihrer Substratspezifität und ihrer Affinität zu den R-Untereinheiten nahezu identisch. Im Gegensatz dazu zeigen die R-Untereinheiten sowohl Unterschiede bezüglich der Phosphorylierung durch die C-Untereinheiten, der cAMP-Affinität als auch der zellulären Lokalisation. Aufgrund dieser Heterogenität der R-Untereinheiten kommen zwei Isoformen des PKA-Holoenzyms in den Zellen vor, die nach ihrer Zusammensetzung bezüglich der R-Untereinheiten als Typ-I-Holoenzym (cAKI, enthält RI und/oder RI) und Typ-II-Holoenzym (cAKII, enthält RIIund/oder RII) bezeichnet werden (Beebe, 1994). Mehr als 75% der cAKII-Holoenzyme sind an subzellulären Kompartimenten wie beispielsweise dem Golgi-Apparat oder dem Centrosom durch die Interaktion mit Verankerungsproteinen, den sog. AKAPs („A-kinase anchoring proteins“), gebunden (als Übersicht s. Dell’Acqua und Scott, 1997). Dagegen scheinen die cAKI-Holoenzyme vorwiegend im Cytosol vorzuliegen, obwohl auch hier eine Bindung an subzelluläre Strukturen durch sog. dual-spezifische AKAPs (D-AKAPs) in den letzten Jahren beschrieben wurde (Skålhegg et al., 1994). Die funktionelle Konsequenz der Lokalisation der verschiedenen cAK-Holoenzyme und die unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften der R-Untereinheiten in der Transduktion des cAMP-Signals sind noch unklar. Man vermutet, daß eine Lokalisation der cAK-Holoenzyme in der Nähe der Substrate für spezifische cAMP-vermittelte zelluläre Antworten entscheidend ist (Gray et al., 1998).

Durch extrazelluläre Stimuli (z. B. Wachstumsfaktoren oder Hormone) kommt es durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zur Aktivierung der Adenylatcyclase und zur Synthese von cAMP. Aufgrund des Konzentrationsanstieges im Cytoplasma binden je zwei cAMP-Moleküle an jeweils eine regulatorische Untereinheit des PKA-Holoenzyms. Hierdurch kommt es zur Freisetzung der aktiven, monomeren C-Untereinheiten. Die freigesetzten C-Untereinheiten phosphorylieren daraufhin spezifische Substratproteine im Zellkern oder Cytoplasma. 

Ein entscheidender Schritt im Verständnis, wie eine Erhöhung der cAMP-Konzentration zur Aktivierung der Transkription spezifischer Gene führt, war die Identifizierung des zellulären Transkriptionsfaktors CREB (oder auch als CREB-1 bezeichnet), der an das sog. cAMP-Response-Element (CRE) cAMP-induzierbarer Gene bindet. Im Zellkern wird CREB durch die translozierte C-Untereinheit an Serin-133 phosphoryliert (Hagiwara et al., 1993; Gonzalez und Montminy, 1989). Diese Phosphorylierung ermöglicht, daß CREB die zellulären Koaktivatoren p300/CBP rekrutiert, die durch ihre zahlreichen Interaktionsdomänen und ihre intrinsische Histonacetyltransferase-Aktivität für die Aktivierung cAMP/PKA-abhängiger Promotoren essentiell sind (Korzus et al., 1998; Montminy, 1997). Weiterführende Untersuchungen zeigten jedoch, daß eine Rekrutierung von CBP an Phospho-CREB nicht ausreicht, um die CREB-vermittelte Transkription zu aktivieren (Chawla et al., 1998; Hu et al., 1999). Wie Arbeiten anderer Arbeitsgruppen weiter belegten, wird durch die PKA-vermittelte Phosphorylierung des N- oder C-Terminus von CBP dessen Koaktivatorfunktion verstärkt (Chrivia et al., 1993; Hu et al., 1999; Kwok et al., 1994). Somit scheinen im Prozeß der Aktivierung CREB-abhängiger Zielgene zwei Phosphorylierungsschritte notwendig zu sein: zum einen die Phosphorylierung von CREB an Serin-133 und zum anderen die Phosphorylierung von CBP im N- und/oder C-Terminus. Interessanterweise befindet sich die C-terminale PKA-Phosphorylierungsstelle in der HAT-Domäne von CBP (Xu et al., 1998). Ob diese Phosphorylierung zu einer Aktivierung der HAT-Funktion führt, ist gegenwärtig nicht bekannt. 

1.5.1
Regulation des cAMP/PKA-Signaltransduktionswegs durch die E1A-Proteine: Repression und Aktivierung

Die Modulation des cAMP/PKA-Signaltransduktionswegs durch die E1A-Proteine ist im viralen Replikationszyklus entscheidend für die Expression spezifischer zellulärer und viraler Gene. Viele adenovirale Promotoren, wie auch der im Laufe meiner Arbeit charakterisierte E2-Promotor des Adenovirus-Serotyps 12, enthalten CRE-Elemente (Fax et al., 2000; als Übersicht s. Jones et al., 1988). Aufgrund des Vorhandenseins von CRE-Elementen in den adenoviralen Promotoren wird die Wichtigkeit der Modulation des cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionswegs durch die E1A-Proteine verdeutlicht. Jedoch können die E1A-Proteine die cAMP/CRE-abhängige Genexpression sowohl aktivieren als auch reprimieren. 

Im Falle der Repression durch die E1A-Proteine stellt man sich vor, daß die Interaktion mit p300/CBP zu einer Dissoziation dieser Koaktivatoren von dem Transkriptionsfaktor CREB führt. Durch diese Interaktion wird vermutlich die Expression CREB-abhängiger Promotoren durch das E1A12S-Protein inhibiert. Dies wurde für zelluläre Promotoren wie den Somatostatin-Promotor oder den Interleukin-6-Promotor gezeigt (Arany et al., 1995, Lundblad et al., 1995). 

Dagegen aktiviert das E1A12S-Protein den humanen PCNA („proliferating cell nuclear antigen“)-Promotor über ein CRE-Promotorelement, welches von den cAMP-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB und ATF-1 (ein cAMP/PKA-abhängiger Transkriptionsfaktor mit hoher Homologie zu CREB) gebunden wird (Lee und Mathews, 1997). Wie in diesem Fall der Aktivierungsmechanismus des PCNA-Promotors in Anwesenheit des E1A12S-Proteins verläuft ist jedoch nicht geklärt. Weiterhin ist die Notwendigkeit von cAMP für die Aktivierung CRE-abhängiger Promotoren durch die E1A-Proteine bis heute unklar und in der Literatur sehr kontrovers diskutiert worden. So wurde in früheren Arbeiten gezeigt, daß eine Aktivierung adenoviraler Promotoren in Rattenzellen (PC12; Sassone-Corsi, 1988) und humanen Zellen (HepG2; Leza und Hearing, 1989) oder des zellulären c-fos-Promotors in Affenzellen (CV-1; Tan et al., 1989) über CRE-Promotorelemente durch das E1A13S-Protein unabhängig von einer Behandlung mit cAMP-Analoga verläuft. Daten von Lee et al. (1996) belegten zudem, daß der Fibronektin-Promotor durch das E1A12S-Protein über eine CRE-Bindestelle in Abhängigkeit des Zelltyps, aber cAMP-unabhängig, aktiviert wird. Dagegen bewiesen andere Untersuchungen, daß das E1A13S- und das E1A12S-Protein den zellulären c-fos-Promotor über eine CRE-Bindestelle in Mauszellen (S49-Zellen) nur nach Behandlung mit einem cAMP-Analogon aktivieren (Gedrich und Engel, 1995 und Referenzen hierin). Wie im Falle des PCNA-Promotors sind die Mechanismen, die eine Aktivierung cAMP/CRE-abhängiger Promotoren durch die E1A-Proteine ermöglichen, bis heute nicht geklärt.

Zusammenfassend deuten die Daten darauf hin, daß E1A-Proteine funktionell mit Komponenten des cAMP-Signaltransduktionswegs interagieren. Da viele adenovirale Promotoren CRE-Elemente enthalten, sind diese Interaktionen im lytischen Entwicklungs-zyklus essentiell, um eine effiziente Virusvermehrung zu ermöglichen. Die Aufklärung der molekularen Mechanismen, wie E1A-Proteine eine Modulation des cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionswegs und damit eine veränderte virale und zelluläre Genexpression bewirken, ist daher entscheidend für das Verständnis des viralen Replikationszyklus. 

1.6

Zielsetzung

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war der von mir im Zuge meiner Diplomarbeit untersuchte E2Ad12-Promotor (Fax, 1997). Hier zeigte ich, daß der E2-Promotor des Adenovirus-Serotyps 12 eine Konsensussequenz für ein cAMP-Response-Element (als E2-CRE bezeichnet) enthält, das in den Prozeß der E1A12S-Protein vermittelten Aktivierung involviert ist. Die Ergebnisse dieser Analyse bildeten die Grundlage der vorliegenden Arbeit, die sich in zwei Teile gliedert:

(1)
Interaktion des Ad12 E1A12S-Proteins mit Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren des cAMP/PKA-Signaltransduktionswegs 

Die cAMP/PKA-abhängigen CRE-bindenden Transkriptionsfaktoren CREB/ATF-1 und die zellulären Koaktivatoren p300/CBP stellen die entscheidenden Mediatoren des cAMP/PKA-Signaltransduktionswegs im Zellkern dar (s. Kap. 1.5). Da das E2-CRE-Element zu cAMP/PKA-induzierbaren Bindestellen zellulärer Promotoren homolog ist, sollte im ersten Teil der Arbeit untersucht werden, ob die Trans-kriptionsfaktoren CREB/ATF-1 und ihre assoziierten Koaktivatoren p300/CBP an der Aktivierung des viralen Promotors durch das E1A12S-Protein beteiligt sind. Hier sollte insbesondere analysiert werden, ob diese Faktoren mit dem adenoviralen Protein interagieren. Nachfolgend sollte dann untersucht werden, ob und wie ihre transkriptionsinduzierende Funktion im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein moduliert wird. Zudem stellte sich die Frage, ob die von unserer Arbeitsgruppe charakterisierte, für die Ad12 E1A-Proteine spezifische, N-terminale Transaktivierungsdomäne (Lipinski et al., 1997) in dem Aktivierungs-prozeß über das E2-CRE des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein beteiligt ist.

(2)

Interaktion des Ad12 E1A12S-Proteins mit Komponenten des PKA-Holoenzyms

Die durch die C-Untereinheit des PKA-Holoenzyms vermittelte Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren CREB/ATF-1 und der Koaktivatoren p300/CBP ist für die Expression CRE-abhängiger Promotoren entscheidend. Da der E2Ad12-Promotor über ein Konsensus-CRE-Promotorelement reguliert wird, lag es nahe zu vermuten, daß das E1A12S-Protein die Expression des viralen Promotors möglicherweise durch eine Modulation des PKA-Holoenzyms, unabhängig von cAMP, im Cytoplasma reguliert. Es stellte sich daher im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit die Frage, ob daß E1A12S-Protein mit cytoplasmatisch-lokalisierten Komponenten des PKA-Holoenzyms interagiert und welche funktionelle Bedeutung diese Interaktionen im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors besitzen. 
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