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4.
Ergebnisse

Die adenovirale E2-Region kodiert für Proteine, die für die virale DNA-Replikation im produktiven Entwicklungszyklus von Adenoviren essentiell sind. Die Expression dieser Proteine von der E2-Region wird im Verlauf der adenoviralen Infektion durch den sog. E2-Promotor reguliert. Eine Aktivierung des Ad2/5 E2-Promotors durch die N-terminale Transaktivierungsdomäne der Ad12 E1A-Proteine wurde durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt (Lipinski et al., 1997). Der Ad2/5 E2-Promotor stellt jedoch für die Ad12 E1A-Proteine einen physiologisch nicht-relevanten Promotor dar. Aus diesem Grund war es für das Verständnis der Ad12 E1A-vermittelten Regulationsmechanismen im lytischen Entwicklungszyklus entscheidend, die Transkriptionsaktivierung durch die N-terminale Domäne auf dem für die Ad12 E1A-Proteine physiologisch relevanten Ad12 E2-Promotor (im Folgenden als E2Ad12-Promotor bezeichnet) zu analysieren. Die Aufklärung dieser Aktivierungsmechanismen durch das Ad12 E1A12S-Protein ist Bestandteil meiner Arbeit.

4.1
Der E2Ad12-Promotor enthält ein cAMP-Response-Element 

Zu Beginn meiner Untersuchungen war die Nukleotidsequenz der putativen E2Ad12-Promotorregion des Ad12-Genoms zwar beschrieben (Sprengel et al., 1994), funktionelle Analysen bezüglich seiner Regulation lagen jedoch nicht vor. Um putative Transkriptions-faktorbindestellen zu identifizieren, wurde die nach Sprengel et al. (1994) beschriebene E2Ad12-Promotorregion (nt 25921-25501 im Ad12-Genom) mit Hilfe des Sofwareprogramms TFSearch Version 3.1 (Heinemeyer et al., 1998; s. u. http://www.genome.ad.jp/SIT/ TFSEARCH.html) hinsichtlich cis-regulatorischer Promotorelemente analysiert. Durch diese Computeranalyse wurden in einem 140 bp-umfassenden Promotorbereich Konsensus-sequenzen für ein cAMP-Response-Element (im Folgenden als E2-CRE bezeichnet, nt -99 bis -92; relativ zum +1 definierten Transkriptionsstart; Abb. 5) und für ein E2F-Element (im Folgenden als E2-E2F bezeichnet, nt -89 bis -82; Abb. 5) identifiziert. Weiterhin konnte eine TATA-Box (nt -29 bis -24) im E2Ad12-Promotor identifiziert werden. Diese Transkriptions-faktorbindestellen sind zwischen den Ad12 und Ad2/Ad5 E2-Promotoren konserviert (Abb. 5). Dem E2Ad12-Promotor fehlt im Vergleich zum Ad2/5 E2-Promotor die proximale E2F-Konsensussequenz und die TATA-Box (TBP-26) des minimalen Ad2/5 E2-Promotors (Abb. 5). Im Falle von Ad2/Ad5 sind alle cis-regulatorischen Promotorelemente für eine E1A-vermittelte Transaktivierung essentiell (Swaminathan und Thimmapaya, 1995). Entscheidend für die Aktivierung des Ad2/5 E2-Promotors ist weiterhin die kooperative Bindung zweier E2F-Transkriptionsfaktorkomplexe, deren Interaktion durch das orf (open reading frame) 6/7-Protein der E4-Region von Ad2/5 stabilisiert wird (Swaminathan und Thimmapaya, 1995 und Referenzen hierin). 
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Abb. 5: Schematischer Vergleich der Nukleotidsequenzen der E2-Promotorregionen von Ad12 und Ad2/5. Die Nukleotidsequenz des E2Ad12-Promotors ist von nt -106 bis -16 angegeben. Die Sequenzen der in dieser Arbeit identifizierten Promotorelemente E2-CRE, E2-E2F und TATA des E2Ad12-Promotors sind markiert. Der Ad2/5 E2-Promotor ist nach Swaminathan und Thimmapaya (1995) von nt -80 bis +8 angegeben. Die unterstrichenen Sequenzen im Ad2/5 E2-Promotor markieren die Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren ATF, E2F und TBP. E2F(D) bezeichnet die distale E2F- und E2F(P) bezeichnet die proximale E2F-Bindestelle im Ad2/5 E2-Promotor. TBP(-26) bezeichnet die TATA-Box des minimalen Ad2/5 E2-Promotors (nach Swaminathan und Thimmapaya, 1995).

Da dem E2Ad12-Promotor im Vergleich zum Ad2/5 E2-Promotor die proximale E2F-Konsensussequenz sowie eine zweite TATA-Box fehlt und bis zum heutigen Zeitpunkt kein Protein mit vergleichbarer Funktion zum orf 6/7-Protein der E4-Region von Ad2/5 bei Ad12 beschrieben ist, deutet dies an, daß der Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-Promotors und des Ad2/5 E2-Promotors durch die Ad12 E1A-Proteine unterschiedlich verläuft. 

Für alle nachfolgenden Fragestellungen bezüglich des Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-Promotors wurde das E1A12S-Protein benutzt, um somit unabhängig von den regulatorischen Funktionen der CR3-Domäne zu sein. Wie in der Einleitung dargestellt (s. Kap. 1.3), werden viele der transaktivierenden Funktionen des E1A13S-Proteins durch die Interaktion der CR3-Domäne mit generellen Transkriptionsfaktoren und Mediatoren vermittelt. Da dies generell zu einer starken Transaktivierung von Zielpromotoren führt, wäre hierdurch eine funktionelle Analyse der N-terminalen Transaktivierungsdomäne der Ad12 E1A-Proteine nicht möglich (s. Kap. 1.3). 

Um zu untersuchen, welche Funktion die identifizierten Promotorelemente im E2Ad12-Promotor in der basalen wie auch der E1A12S-vermittelten Regulation ausüben und ob zusätzliche, durch die computergestützte Analyse nicht identifizierte putative Promotorelemente die Aktivität des E2Ad12-Promotors regulieren, wurden transiente Expressionsstudien in KB-Zellen durchgeführt. Hierzu wurden Punktmutationen und ausgehend vom 5‘-Ende des E2Ad12-Gesamtpromotorbereichs fortschreitende Deletionen des E2Ad12-Promotors generiert, in den basalen Reportergen-Vektor pBL-CAT3 kloniert und die Reportergenaktivität der entsprechenden E2Ad12-CAT-Reporterkonstrukte nach Ko-transfektion mit einem eukaryontischen E1A12S-Expressionsvektor in KB-Zellen bestimmt (Abb. 6). Das Reportergenkonstrukt E2Ad12(420bp)-CAT, welches den E2Ad12-Gesamt-promotorbereich enthält, zeigte in Abwesenheit des E1A12S-Proteins in KB-Zellen eine geringe Basalaktivität (Abb. 6). Die Kotransfektion eines Expressionsplasmids für das E1A12S-Protein führte zu einer 5,3-fachen Aktivierung der CAT-Genexpression (Abb. 6). Die Induktion der CAT-Genexpression ist hierbei ausschließlich auf die E2Ad12-Promotorsequenzen zurückzuführen, da das Grundreportergenkonstrukt pBL-CAT3 weder eine basale noch eine E1A12S-vermittelte Expression des CAT-Gens bewirkt (Abb. 6). Erstaunlicherweise hatten die Promotordeletionen bis zur Position nt –140 im E2Ad12-Promotor [E2Ad12(389bp)-CAT, E2Ad12(324bp)-CAT, E2Ad12(215bp)-CAT und E2Ad12(140bp)-CAT] keinen Einfluß auf die basale und die E1A12S-vermittelte CAT-Genexpression (Abb. 6).
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Abb. 6: Das E1A12S-Protein aktiviert den E2Ad12-Promotor über ein CRE. KB-Zellen wurden mit 1 µg des entsprechenden Reporterkonstrukts [E2Ad12(420bp)-CAT, E2Ad12(389bp)-CAT, E2Ad12(324bp)-CAT, E2Ad12(215bp)-CAT, E2Ad12(140bp)-CAT, E2Ad12CRE-(140bp)-CAT, E2Ad12E2F-(140bp)-CAT, E2Ad12pmCRE-(140bp)-CAT, E2Ad12pmE2F-(140bp)-CAT, E2Ad12pmTATA-(140bp)-CAT oder pBL-CAT3] und 0,5 µg pRc/RSV (weiße Balken) oder 0,5 µg pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor (schwarze Balken) kotransfiziert. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende bestimmt. Die Aktivierungswerte entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. %-Umsatz entspricht den Prozenten des umgesetzten [14C]-Chloramphenicols zu seinen acetylierten Formen. Der nach Sprengel et al. (1994) definierte E2Ad12-Promotorbereich ist schematisch über der Abbildung dargestellt. Die Positionen und Sequenzen der in dieser Arbeit identifizierten Promotorelemente relativ zum Transkriptionsstartpunkt (+1) sind angegeben. Pm bezeichnet die eingeführten Punktmutationen in der Konsensussequenz des identifizierten Promotorelements im Kontext des Wildtyp-Reporterkonstrukts.

Jedoch führte eine Deletion der E2-CRE-Sequenz [E2Ad12(CRE-(140bp)-CAT] oder Punktmutationen in diesem Element [E2Ad12pmCRE-(140bp)-CAT] zu transktiptionell inaktiven Promotorkonstrukten (Abb. 6). Im Gegensatz hierzu bewirkte eine Deletion der E2-E2F-Sequenz [E2Ad12(E2F-(140bp)-CAT] eine erhöhte Basalaktivität des Reporterkonstrukts. Dies läßt die Vermutung zu, daß die E2-E2F-Sequenz repressorisch wirksam ist. In Übereinstimmung mit dieser Annahme zeigen Arbeiten verschiedener Arbeitsgruppen, daß E2F-Sequenzen in Abhängigkeit des Promotorkontexts und des untersuchten Zelltyps repressorisch wirksam sind und die Expression des Zielgens inhibieren (He et al., 2000 und Referenzen hierin). Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, daß es durch die Deletion der E2F-Sequenz zu einer räumlichen Veränderung des Promotors gekommen ist, die möglicherweise zu einer erleichterten Interaktion der promotorgebundenen Transkriptionsfaktoren mit der basalen Transkriptionsmaschinerie führt. Die Punktmutationen in der E2-E2F-Sequenz [E2Ad12pmE2F-(140bp)-CAT] hatten im Vergleich zu der vollständigen Deletion dieser Sequenz eine deutlich verringerte Basalaktivität des Reporterkonstrukts zur Folge (Abb. 6). Die Gründe hierfür sind nicht klar, könnten aber wahrscheinlich darauf zurückzuführen sein, daß die eingeführten Punktmutationen strukturelle Veränderungen im Promotor bewirkt haben. Wichtigerweise zeigten beide Promotorkonstrukte ein vergleichbares relatives Aktivierungsverhältnis bezüglich der E1A12S-aktivierten CAT-Genexpression wie das Reporterkonstrukt E2Ad12(140bp)-CAT (Abb. 6). Dies deutet darauf hin, daß für die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors in KB-Zellen das E2-CRE notwendig ist. 

Erwartungsgemäß führten Punktmutationen in der TATA-Box zu einem vollständigen Verlust der basalen wie auch der E1A12S-induzierten Expression des Reportergenkonstrukts E2Ad12-pmTATA-140bp-CAT, welches im Einklang mit der Funktion der TATA-Box als entscheidendes Positionierungselement für den Präinitiationskomplex steht (Abb. 6; Orphanides et al., 1996). 

Zusammenfassend kann aus den transienten Expressionsanalysen geschlossen werden, daß (1) der Promotorbereich von nt -420 bis -140 für die Transkriptionsaktivierung durch das E1A12S-Protein in KB-Zellen nicht notwendig ist und (2) die E2-CRE-Sequenz (nt  -99 bis -92) und die TATA-Box (nt -39 bis -24) entscheidende Promotorelemente für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors darstellen. Dagegen scheint die E2-E2F-Sequenz von den identifizierten Promotorelementen am wenigsten zur Aktivierung des E2Ad12-Promotors in KB-Zellen beizutragen.

4.2
Das E1A12S-Protein aktiviert den E2Ad12-Promotor in Abhängigkeit des N-Terminus und der CR1-Domäne

In unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, daß das E1A12S-Protein neben der CR1-Domäne eine zweite, unabhängige Transaktivierungsdomäne im N-Terminus (As 1-29) enthält (Lipinski et al., 1997). Um zu untersuchen, ob beide Transaktivierungsdomänen an der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein beteiligt sind, wurden transiente Expressionsanalysen durchgeführt. Hierzu wurde das Reporterkonstrukt E2Ad12(140bp)-CAT (im weiteren Verlauf als E2Ad12-CAT bezeichnet) mit Expressionsvektoren für ein E1A12S-Wildtyp-Protein und davon abgeleiteten Proteinmutanten, bei denen entweder der N-Terminus (As 1-29; (N/E1A12S), die CR1-Domäne (As 39-79; (CR1/E1A12S) oder der N-Terminus und die CR1-Domäne (As 1-79, (1-79/E1A12S) deletiert wurden, in KB-Zellen kotransfiziert. Wie in Abb. 7B dargestellt, war keine der eingesetzten E1A12S-Proteinmutanten in der Lage, die Transkription des Reportergens zu aktivieren. 
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Abb. 7. Das E1A12S-Protein aktiviert den E2Ad12-Promotor in Abhängigkeit des N-Terminus und der CR1-Domäne. A. Schematische Darstellung des eingesetzten Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT. Die CAT-Genexpression im Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT wird durch ein 140bp-Fragment des E2Ad12-Promotors reguliert (nt 25641-25501 im Ad12-Genom). Das E2-CRE-Element, die E2-E2F-Erkennungssequenz und die TATA-Box sind dargestellt. B. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und 0,5 µg pRc/RSV-Leervektor oder verschiedenen pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit des Leervektors pRc/RSV wurde als 1 normiert. C. Kontrolle der Expression der E1A12S-Proteinmutanten in transfizierten Zellen. Gesamtzellextrakte aus COS7-Zellen wurden mittels Western-Blot mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. 

Da die Deletion des N-Terminus und der CR1-Domäne zu einem Verlust der Aktivierung des E2Ad12-Promotors führte und beide Domänen für eine Interaktion mit den zellulären Koaktivatoren p300/CBP notwendig sind (als Übersicht s. Moran, 1994), wurde untersucht, ob zwischen der Transaktivierung des E2Ad12-Promotors und einer Interaktion mit diesen Koaktivatoren ein Zusammenhang besteht. In früheren Arbeiten wurde im Falle der Ad2 E1A-Proteine gezeigt (Wang et al., 1993), daß die Aminosäure Arginin an Position 2 und die Aminosäuren Leucin und Asparaginsäure an den Positionen 20 und 21 für die Interaktion mit den Koaktivatoren p300/CBP essentiell sind. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden vergleichbare Aminosäuren im N-Terminus des Ad12 E1A12S-Proteins mutiert. Durch die Kotransfektion von Expressionsvektoren für E1A12S-Proteinmutanten, die in der N-terminalen Transaktivierungsdomäne Punktmutationen enthielten (Abb. 7B), wurden drei Aminosäuren im N-Terminus identifiziert, deren Mutation zu einem stark reduzierten (DA16/E1A12S; Abb. 7B) oder vollständigen Verlust (IP18/E1A12S und LS19/E1A12S; Abb. 7B) der Transaktivierungsfunktion des E1A12S-Proteins führten. Im Gegensatz dazu hatte die Punktmutation des Arginins an Position 2 (RG2/E1A12S) oder der Asparaginsäure an Position 24 (DA24/E1A12S) im E1A12S-Protein keinen Einfluß auf das Transaktivierungspotential. Beide E1A12S-Proteinmutanten induzierten die Expression des Reporterkonstrukts wie das E1A12S-Wildtyp-Protein (Abb. 7B). 

Daß ein Unterschied oder ein Verlust des transaktivierenden Potentials der E1A12S-Proteinmutanten nicht auf eine unterschiedliche Konzentration dieser Proteine in den transfizierten Zellen zurückzuführen war, wurde durch Western-Blot-Analysen bestätigt (Abb. 7C). 

Diese Daten beweisen, daß sowohl die N-terminale Transaktivierungsdomäne (unter Beteiligung der Aminosäuren Asparaginsäure an Position 16, Isoleucin und Leucin an den Positionen 18 und 19) als auch die CR1-Domäne für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein von entscheidender Bedeutung sind. Die hier durchgeführten Mutationsanalysen des E1A12S-Proteins deuten zudem an, daß die Transaktivierungsfunktion des E1A12S-Proteins von einer direkten Interaktion mit den zellulären Koaktivatoren p300/CBP abhängt (Abb. 13).

4.3
Die zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 binden an das E2-CRE des E2Ad12-Promotors

In den transienten Promotormutationsanalysen (Abb. 6) wurde gezeigt, daß das E2-CRE-Promotorelement eines der entscheidenden cis-regulatorischen Sequenzen für die Regulation des E2Ad12-Promotors darstellt. Zur Klärung des Aktivierungsmechanismus des viralen Promotors durch das E1A12S-Protein war es daher wichtig zu analysieren, welche zellulären Transkriptionsfaktoren an diese Sequenz innerhalb des E2Ad12-Promotors binden. Nachfolgend sollte dann untersucht werden, ob die identifizierten Transkriptionsfaktoren an der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein beteiligt sind. Zur Klärung dieser Fragestellung wurden zuerst Gelretardationsanalysen (s. Kap. 3.7.1) durchgeführt. Die Inkubation eines Kernextrakts aus KB-Zellen mit einem radioaktiv markierten E2-CRE-Oligonukleotid führte zur Bildung von drei retardierten DNA-Protein-Komplexen, wobei sich die Komplexe 2 und 3 als die dominanten Protein-DNA-Komplexe darstellten (Abb. 8B und Abb. 8C, Spur 2; Abb. 8C ist eine Überexposition der Abb. 8B, um Komplex 1 deutlich darzustellen). Um die Spezifität dieser Protein-DNA-Komplexe zu prüfen, wurden Kompetitionsanalysen mit einem 10- oder 100-fach molaren Überschuß an unmarkierten Kompetitionsoligonukleotiden (Abb. 8A) durchgeführt. Die Protein-DNA-Komplexe 1-3 konnten effizient durch einen 10- und 100-fach molaren Überschuß eines unmarkierten E2-CRE (Abb. 8B/8C, Spur 3 und 4) oder durch einen 10- und 100-fach molaren Überschuß eines unmarkierten Oligonukleotids, welches das Somatostatin-CRE (CRE-Som) enthält und die klassische CREB/ATF-Konsensussequenz repräsentiert (Abb. 8B/8C, Spur 5 und 6; Montminy et al., 1986), kompetiert werden. Die Bildung des Komplexes 1 wurde durch die Inkubation mit einem 10- oder 100-fach molaren Überschuß eines unmarkierten Oligonukleotids, welches das c-jun2-TRE des humanen c-jun-Promotors umspannt und von c-Jun/ATF-2-Transkriptionsfaktorkomplexen gebunden wird (van Dam et al., 1993), verhindert. 
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Abb. 8. Die zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 binden an das E2-CRE. A. In den Gelretardationsanalysen eingesetzte Oligonukleotide: CRE-Som enthält das CRE-Element des Ratten-Somatostatin-Promotors und wird hauptsächlich von CREB-1 und/oder ATF-1 gebunden. Mut-CRE-Som enthält zwei Punktmutationen (CG substituiert durch AT) im Kernmotiv des CRE-Elements des Somatostatin-Promotors, die zu einem Verlust der Bindung von Faktoren aus der CREB- und ATF-Familie führen (Montminy et al., 1986); c-jun2-TRE umspannt das c-jun2-TRE des humanen c-jun-Promotors und wird ausschließlich von c-Jun/ATF-2-Heterodimeren gebunden (van Dam et al., 1993). B. In Kompetitionsanalysen wurde das 32P-endmarkierte E2-CRE-Oligonukleotid (nt -105 bis -84 im E2Ad12-Promotor) mit Kernextrakt aus KB-Zellen in Anwesenheit eines 10-fach oder 100-fach molaren Überschusses an unmarkierten Kompetitoren inkubiert wie es über der Abbildung dargestellt ist (Spuren 3 bis 10). Spur 2 zeigt die retardierten DNA-Protein-Komplexe in Abwesenheit eines Kompetitors, Spur 1 zeigt das 32P-endmarkierte E2-CRE-Oligonukleotid ohne Kernextrakt. Die Positionen der Komplexe sind links durch Pfeile markiert. Die DNA-Protein-Komplexe wurden auf einem 5%igen nativen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. C. zeigt eine Überexposition desselben Gels aus (B) um den Komplex 1 deutlich zu zeigen. D. Für Gelretardationsanalysen mit spezifischen Antikörpern gegen ATF, Jun und CREB wurde das 32P-endmarkierte E2-CRE-Oligonukleotid (nt -105 bis -84 im E2Ad12-Promotor) mit Kernextrakt aus KB-Zellen in Abwesenheit (Spur 2) oder Anwesenheit von Antikörpern (Spuren 3 bis 7; Spuren 8-10 sind eine Überexposition der Spuren 1-3 um die zusätzlich retardierten Komplexe aus Komplex 1 darzustellen) inkubiert und auf einem 5%igen nativen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Spur 1 zeigt das 32P-endmarkierte E2-CRE-Oligonukleotid ohne Kernextrakt. Komplexe mit verändertem Laufverhalten sind durch Pfeile oder einen schwarzen Punkt markiert. 
Die Bildung der Komplexe 2 und 3 wurde hingegen nur sehr schwach durch diesen Kompetitor beeinflußt (Abb. 8C, Spuren 9 und 10). Dagegen führte die Anwesenheit eines unmarkierten mutierten Somatostatin-CRE-Oligonukleotids (Mut-CRE-Som), in dem eine CG zu AT-Punktmutation in der Konsensussequenz eingeführt wurde (Abb. 8A), zu keiner signifikanten Beeinflussung der retardierten DNA-Protein-Komplexe (Abb. 8B/8C, Spur 7 und 8). Diese Punktmutationen im Somatostatin-CRE führen zu einem Verlust der Bindung von Transkriptionsfaktoren aus der CREB- oder ATF-Familie an dieses Promotorelement in vitro und zu einem Verlust der cAMP-vermittelten Transaktivierung des Somatostatin-Promotors in vivo (Montminy et al., 1986). Die Kompetitionsanalysen weisen darauf hin, daß drei spezifische Transkriptionsfaktorkomplexe an das E2-CRE in vitro binden können. Die Komplexe 2 und 3 enthalten möglicherweise Transkriptionsfaktoren aus der CREB- oder ATF-Transkriptionsfaktorfamilie, da sie effizient durch das CRE-Promotorelement des Somatostatin-Promotors kompetiert wurden. Der Komplex 1 enthält wahrscheinlich Faktoren aus der Jun- und ATF-Transkriptionsfaktorfamilie, da dieser Komplex durch das c-jun2-TRE des c-jun-Promotors kompetiert wurde. 
Als nächstes wurde durch Gelretardationsanalysen mit spezifischen Antikörpern gegen Mitglieder aus der ATF-, Jun- und CREB-Familie geklärt, welche Transkriptionsfaktoren an der Bildung der Komplexe 1-3 beteiligt sind. Die Inkubation eines anti-ATF-1-Antikörpers verhinderte die Bildung des Komplexes 3 (Abb. 8D, Spur 5). Weiterhin interferierte dieser Antikörper mit der Bildung des Komplexes 2 (Abb. 8D, Spur 5). Darüber hinaus führte die Inkubation mit dem spezifischen anti-ATF-1-Antikörper zu einer Bildung zweier weiterer retardierter DNA-Protein-Antikörper-Komplexe (Abb. 8D, Spur 5, Komplexe sind durch einen Pfeil markiert). Ein dritter Komplex komigriert mit Komplex 1 (Abb. 8D, Spur 5, markiert durch einen schwarzen Punkt), wobei hier nicht zwischen der Bildung eines zusätzlich retardierten DNA-Protein-Antikörper-Komplexes oder einer Stabilisierung des Komplexes 1 durch den anti-ATF-1-Antikörper differenziert werden konnte. Die Inkubation mit einem polyklonalen anti-CREB-1-Antiserum, das gegen die DNA-Bindedomäne von CREB-1 und ATF-1 gerichtet und somit kreuzreaktiv mit ATF-1 ist, verhinderte die Bildung des Komplexes 2 und reduzierte deutlich den Komplex 3 (Abb. 8D, Spur 6). Ein vergleichbares Ergebnis, wenn auch vom Effekt her nicht so deutlich wie mit dem polyklonalen anti-CREB-1-Antiserum, wurde durch die Inkubation mit einem monoklonalen anti-CREB-1-Antikörper (gegen die DNA-Binde- und Dimerisierungsdomäne von CREB-1 gerichtet) erzielt (Abb. 8D, Spur 7). Diese Ergebnisse lassen den Schluß zu, daß die Komplexe 2 und 3 die cAMP-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 beinhalten. 

Durch die Inkubation mit einem anti-c-Jun-Antikörper (Abb. 8D, Spuren 3 und 9; Spur 9 ist eine Überexposition der Spur 3) sowie einem anti-ATF-2-Antikörper (Abb. 8D, Spuren 4 und 10; Spur 10 ist eine Überexposition der Spur 4) wurden in Komplex 1 die Transkriptionsfaktoren c-Jun- und ATF-2 nachgewiesen.  

Da in den transienten Expressionsstudien gezeigt wurde, daß die E2-E2F-Erkennungssequenz eine untergeordnete Funktion bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein ausübt (Abb. 6), wurde kontrolliert, ob dieses identifizierte Promotorelement von E2F/DP-Transkriptionsfaktorkomplexen in vitro gebunden werden kann. Durchgeführte Gelretardationsanalysen mit einem radioaktiv markierten Oligonukleotid, welches das E2-E2F-Element umspannt (nt -91 bis nt -80 im E2Ad12-Promotor), und Kernextrakt aus KB-Zellen in Anwesenheit verschiedener Antikörper gegen E2F-Transkriptionsfaktoren sowie gegen das DP-1 Protein, dem Dimerisierungspartner von E2F-Faktoren (als Übersicht s. Cobrinik, 1996 und Referenzen hierin) zeigten, daß das E2-E2F-Motiv zumindest von einem E2F-4/DP-1-Heterodimer gebunden wird (Daten nicht gezeigt). Warum diesem Komplex keine oder nur eine untergeordnete Funktion im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors zukommt, ist gegenwärtig noch unklar.

4.4
Die zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 aktivieren den E2Ad12-Promotor 

Durch die Ergebnisse der Gelretardationsanalysen wurde der Nachweis erbracht, daß das E2-CRE-Promotorelement von CREB-1/ATF-1- oder c-Jun/ATF-2-beinhaltenden Transkriptions-faktorkomplexen in vitro gebunden wird. Um zu untersuchen, welche der identifizierten Transkriptionsfaktorkomplexe die E1A12S-aktivierte Transkription des E2Ad12-Promotors in vivo vermitteln, wurden transiente Expressionsanalysen durchgeführt. Hierzu wurde der DNA-bindedefekte, dominant-negativ wirkende Inhibitor A-CREB eingesetzt (Ahn et al., 1998). A-CREB ist ein Fusionsprotein bestehend aus einem sauren, amphipatischen Polypeptid, das elektrostatisch DNA mimikriert, und der Leucin-Zipper-Domäne von CREB. Nach der Bildung von Heterodimeren zwischen A-CREB und endogenem CREB-1 oder ATF-1 verhindert A-CREB die Interaktion dieser Transkriptionsfaktoren mit ihrer Zielsequenz. Da CREB-1 und ATF-1 weder mit ATF-2 noch mit c-Jun Heterodimere bilden (Hai und Curran, 1991; Hoeffler et al., 1991), inhibiert A-CREB ausschließlich das transaktivierende Potential der cAMP-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1.

Die Kotransfektion von A-CREB mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT in KB-Zellen führte zu einem deutlichen Verlust der basalen CAT-Genexpression (Abb. 9). Entscheidend in diesen transienten Expressionsanalysen war, daß A-CREB auch die E1A12S-induzierte Aktivierung des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT inhibierte (Abb. 9). 

Um auszuschließen, daß A-CREB nicht mit der c-Jun/ATF-2-vermittelten Transaktivierung interferiert, wurde der Expressionsvektor für A-CREB mit dem Reporterkonstrukt phc-jun(-1600/+740)-CAT (umspannt nt –1600 bis + 740 des humanen c-jun-Promotors, van Dam et al., 1990; van Dam et al., 1993) kotransfiziert. Das E1A12S-Protein aktiviert den humanen c-jun-Promotor über c-Jun/ATF-2-beinhaltende Protein-komplexe (van Dam et al., 1990; van Dam et al., 1993). Im Gegensatz zum Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT wurde weder die basale noch die E1A12S-aktivierte CAT-Genexpression des humanen c-jun-Promotors in Anwesenheit von A-CREB inhibiert (Abb. 9). 

[image: image7.png]
Abb. 9. Die cAMP/PKA-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 aktivieren den E2Ad12-Promotor. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT oder phc-jun(-1600/+740)-CAT, 0,2 µg pRc/CMV- und 0,5 µg pRc/RSV-Leervektor (weiße Balken), 0,2 µg des CREB-Inhibitors pRc/CMV-A-CREB (punktierte Balken), 0,5 µg pRc/RSV-E1A12S (schwarze Balken) oder mit 0,2 µg pRc/CMV-A-CREB und 0,5 µg pRc/RSV-E1A12S (schraffierte Balken) kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen der entsprechenden Leervektoren konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität sowohl des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT als auch des Reporterkonstrukts phc-jun(-1600/+740)-CAT in Anwesenheit der Leervektoren pRc/CMV und pRc/RSV wurde als 1 normiert.

Wenn die Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein wichtig sind, dann sollte der spezifische Aktivator dieser zellulären Transkriptionsfaktoren, die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA), zu einer Aktivierung des viralen Promotors führen. Die PKA-vermittelte Serinphosphorylierung von CREB-1/ATF-1 ermöglicht die Rekrutierung der zellulären Koaktivatoren p300/CBP, die für die Aktivierung cAMP/PKA-abhängiger Promotoren entscheidend sind (als Übersicht s. Montminy, 1997). Die Transfektion eines eukaryontischen Expressionsvektors für die katalytische Untereinheit C der PKA ergab eine 4,2-fache Aktivierung des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT, die vergleichbar mit der Aktivierung durch das E1A12S-Protein in diesem Experiment war (4-fach; Abb. 10). Dagegen führte die Expression des E1A12S-Proteins in Anwesenheit der katalytischen Untereinheit C( unter diesen Bedingungen nur zu einer geringfügig erhöhten Aktivierung des Reporterkonstrukts (5,3-fach; Abb. 10). 

Zur weiteren Bestätigung, daß der E2Ad12-Promotor durch die cAMP/PKA-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 aktiviert wird, wurde der PKA-spezifische Inhibitor PKI in transienten Expressionsanalysen eingesetzt. PKI besitzt eine Pseudosubstratbindestelle für die katalytische C-Untereinheit und ein nukleäres Exportsignal, wodurch die PKI-gebundene C-Untereinheit aus dem Zellkern transportiert wird (Day et al., 1989; Wen et al., 1995). Dadurch wird die C-vermittelte Phosphorylierung von CREB-1/ATF-1 verhindert und es kommt zu einer Repression cAMP/PKA-abhängiger Zielgene. 
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Abb. 10. Die katalytische Untereinheit der cAMP-abhängigen Proteinkinase A (PKA-C) transaktiviert den E2Ad12-Promotor. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und 0,5 µg RSV-CHO-PKA-C-, 1 µg pRc/RSV-PKI-, 1 µg pRc/RSV-PKImut- oder 0,5 µg E1A12S-Expressionsvektor wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen des Leervektors pRc/RSV konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit des Leervektors pRc/RSV wurde als 1 normiert.

Erwartungsgemäß führte die Koexpression des PKA-spezifischen Inhibitors PKI zu einem Verlust der Aktivierung des E2Ad12-CAT-Reporterkonstrukts durch die C-Untereinheit der PKA (Abb. 10). Interessanterweise inhibierte PKI auch die E1A12S-vermittelte Aktivierung des Reportergens (Abb. 10). Dagegen hatte die Koexpression der PKI-Mutante PKImut, die nicht mehr an die C-Untereinheit bindet und diese somit nicht aus dem Zellkern transportiert (Day et al., 1989), keinen Einfluß auf die Aktivierung des Reporterkonstrukts durch das E1A12S-Protein. 

Diese Ergebnisse stützen die Annahme, daß das E1A12S-Protein den E2Ad12-Promotor über die cAMP/PKA-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 und nicht über
c-Jun/ATF-2-beinhaltende Transkriptionsfaktorkomplexe aktiviert. Weiterhin deuten die Daten darauf hin, daß sowohl die Proteinkinase A als auch das E1A12S-Protein möglicherweise überschneidende Mechanismen zur Aktivierung des E2Ad12-Promotors benutzen (s. ab Kap. 4.13).

4.5
Die zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1
interagieren mit dem E1A12S-Protein in vitro und in vivo
Da adenovirale E1A-Proteine keine DNA-Bindungseigenschaften besitzen, vermitteln sie ihre transkriptionelle Aktivität durch Protein-Protein-Interaktionen mit zellulären Komponenten wie DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren (s. Kap. 1.3). Eine Möglichkeit, wie das E1A12S-Protein den E2Ad12-Promotor aktivieren könnte, besteht daher in einer direkten Interaktion mit den zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1. Durch die Bindung an diese DNA-bindenden Faktoren würde es den Transaktivierungsdomänen innerhalb des E1A12S-Proteins ermöglicht, mit Koaktivatoren oder Faktoren des RNA-PolII-Holoenzyms im Aktivierungsprozeß des viralen Promotors in Kontakt zu treten. 

Um erste Hinweise eines möglichen Aktivierungsmechanismus zu erlangen, wurde zunächst untersucht, ob die zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 mit dem E1A12S-Protein in vitro interagieren. Hierzu wurden GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen (s. Kap. 3.6.4) mit verschiedenen GST-E1A12S-Fusionsproteinen und 35S-markiertem, in vitro transkribiertem/translatiertem CREB-1 oder ATF-1 durchgeführt. 

Wie aus den Abbildungen 11A und 11B ersichtlich, binden CREB-1 und ATF-1 an das E1A12S-Protein (Spur 3). Die Deletion der Aminosäuren 1-79 des E1A12S-Proteins führte zu einem Verlust der Interaktion mit CREB-1 und ATF-1 (GST-1-79/E1A12S; Abb. 11A und 11B, Spur 6). Die Deletion der N-terminalen Domäne (GST-(N/E1A12S; Abb. 11A und 11B, Spur 4) oder der CR1-Domäne (GST-CR1/E1A12S; Abb. 11A und 11B, Spur 5) bewirkte eine deutliche Reduktion des Bindungspotentials des E1A12S-Proteins an diese Transkriptionsfaktoren. 
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Abb. 11. CREB-1 und ATF-1 binden an das E1A12S-Protein in vitro. Für die GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen wurde in vitro translatiertes, 35S-markiertes CREB-1 (A) oder in vitro translatiertes, 35S-markiertes ATF-1 (B) mit der GST-Proteindomäne (Spur 2) oder verschiedenen GST-E1A12S-Fusionsproteinen wie angegeben (Spuren 3 bis 6) inkubiert. Interagierende Proteine wurden eluiert, auf 10%-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert. Spur 1 repräsentiert 10% des Inputs von 35S-CREB-1 (A) oder 35S-ATF-1 (B). C und D. Kontrolle der Mengen der unter (A) und (B) eingesetzten GST-Fusionsproteine in den GST-Fusionsprotein-Interaktionsexperimenten. Gleiche Aliquots der GST-Fusionsproteine wurden auf 10%-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Coomassie-Färbung detektiert.

Die GST-Proteindomäne zeigte keine nachweisbare Affinität zu CREB-1 oder ATF-1 (Abb. 11A und 11B, Spur 2). Kontrollexperimente belegten zudem, daß vergleichbare Mengen an GST-Fusionsproteinen in den in vitro-Protein-Protein-Interaktionsanalysen eingesetzt wurden (vgl. Abb. 11A mit 11C und Abb. 11B mit 11D). Diese Daten beweisen, daß das E1A12S-Protein mit CREB-1 und ATF-1 in vitro interagiert und daß für eine effiziente Interaktion die N-terminale Domäne und die CR1-Domäne des adenoviralen Proteins entscheidend sind.  

[image: image11.wmf]+++ 

+++ 

+++ 

wt E1A

12S

D

N/E1A

12S

D

CR1/E1A

12S

DA24/E1A

12S

LS19/E1A

12S

IP18/E1A

12S

DA16/E1A

12S

RG2/E1A

12S

D

1-79/E1A

12S

E1A

12S

-

Protein

Aktivierung

des E2

Ad12

-Promotors

Assoziierte

HAT-Aktivität

in vivo

Interaktion mit 

p300/CBP

in vivo

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

/

/

+ 

+ 

Um genauere Hinweise über den Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein unter Beteiligung der cAMP/PKA-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 zu erlangen, war es wichtig zu bestätigen, ob das E1A12S-Protein mit CREB-1 und ATF-1 auch in vivo interagiert. Zu diesem Zweck wurden COS7-Zellen mit Expressions-vektoren für das E1A12S-Protein oder davon abgeleiteten Deletionsmutanten transfiziert. Die Immunpräzipitationen wurden mit einem anti-CREB-Antiserum (als Ab240 bezeichnet; Yamamoto et al., 1990) oder einem anti-ATF-1-Antikörper durchgeführt (s. Kap. 3.6.6) und die Immunkomplexe im Western-Blot mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. 
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Abb. 12. CREB-1 und ATF-1 interagieren mit dem E1A12S-Protein in vivo. COS7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für das E1A12S-Wildtyp-Protein oder davon abgeleiteten Proteindeletionsmutanten wie angegeben transfiziert. Die Zellen wurden 72 h später lysiert und der Gesamtzellextrakt mit einem anti-CREB-Antiserum (A, Ab240; Yamamoto et al., 1990) oder einem anti-ATF-1-Antikörper (B) inkubiert. Gebildete Immunkomplexe wurden auf einem 13%-SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Als Western-Blot-Kontrolle wurde in der Spur 1 Gesamtzellextrakt aus einer Ad12 E1-transformierten Zellinie (HEK, Whittaker et al., 1984) aufgetragen.

In der Immunpräzipitation mit dem anti-CREB-Antiserum konnten zwei E1A12S-spezifische Proteinbanden detektiert werden (Abb. 12A, Spur 3), die wahrscheinlich unterschiedliche Phosphorylierungszustände des E1A12S-Proteins repräsentieren (Lucher et al., 1985; Richter et al., 1988). Kein E1A12S-spezifisches Signal wurde in den Immunkomplexen aus Kontroll-transfizierten Zellen nachgewiesen (Abb. 12A, Spur 2). Die E1A12S-Proteinmutante (CR1/E1A12S zeigte eine geringe Affinität zu CREB-1 in vivo (Abb. 12A, Spur 5; markiert durch einen Pfeil), während die Deletion des N-Terminus ((N/E1A12S, Abb. 12A, Spur 4) oder die Deletion der Aminosäuren 1-79 ((1-79/E1A12S, Abb. 12A, Spur 6) des E1A12S-Proteins einen Verlust der Interaktion mit CREB-1 in vivo bewirkte. 

Die Immunpräzipitation mit einem anti-ATF-1-Antikörper führte zu einer Kopräzipitation des E1A12S-Proteins (Abb. 12B, Spur 3). Dagegen war kein E1A12S-spezifisches Proteinsignal mit den E1A12S-Proteinmutanten (N/E1A12S (Fig. 12B, Spur 4), (CR1/E1A12S (Abb. 12B, Spur 5) sowie (1-79/E1A12S (Abb. 12B, Spur 6) nachweisbar. Western-Blot-Analysen der für die Immunpräzipitationen eingesetzten Gesamtzellextrakte bestätigten, daß das E1A12S-Protein und davon abgeleiteten Deletionsmutanten in vergleichbarer Konzentration in den transfizierten COS7-Zellen vorhanden waren (Daten nicht gezeigt und Abb. 7C). 

Zusammenfassend weisen die Daten darauf hin, daß das E1A12S-Protein mit CREB-1 und ATF-1 in vivo interagiert. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, daß diese Interaktion indirekt ist und durch ein drittes Protein wie z. B. den zellulären Koaktivatoren p300/CBP, die ebenfalls an CREB-1 und ATF-1 binden, vermittelt wird. 

4.6
Die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors korreliert mit der Fähigkeit des adenoviralen Proteins an die zellulären
Koaktivatoren p300/CBP zu binden 

Die Rekrutierung der zellulären Koaktivatoren p300/CBP durch CREB-1 oder ATF-1 an Zielpromotoren ist für das transaktivierende Potential dieser Transkriptionsfaktoren von entscheidender Bedeutung (als Übersicht s. Montminy, 1997). Das Ad12 E1A12S-Protein interagiert kooperativ über den N-Terminus und die CR1-Domäne mit p300/CBP (Lipinski et al., 1999) und beide Proteindomänen sind zudem essentiell für die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors (Abb. 7B). Diese Daten deuten darauf hin, daß eine Interaktion zwischen p300/CBP (die beiden Koaktivatoren p300 und CBP werden aufgrund ihrer nicht unterscheidbaren Funktionen bezüglich der CRE-vermittelten Transkription als äquivalent betrachtet, wenn dies nicht gesondert spezifiziert ist; s. Kap. 1.4) und dem adenoviralen Protein im Zuge der Transkriptionsaktivierung des E2Ad12-Promotors von Bedeutung sein könnte. Folglich wurde untersucht, ob die E1A12S-aktivierte Transkription des E2Ad12-Promotors mit einer Interaktion des adenoviralen Proteins und CBP in vivo korreliert.

Hierzu wurden COS7-Zellen mit Expressionsvektoren für das E1A12S-Protein oder davon abgeleiteten Proteinmutanten transfiziert und Immunpräzipitationen mit einem anti-CBP-Antiserum durchgeführt (s. Kap. 3.6.6). Die Immunkomplexe wurden durch Western-Blot mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Erwartungsgemäß interagierte das E1A12S-Wildtyp-Protein mit CBP (Abb. 13, Spur 3), wohingegen die Deletion der N-terminalen Domäne des E1A12S-Proteins (As 1-29) die Bindung an CBP verhinderte ((N/E1A12S; Abb. 13, Spur 4) und die Deletion der CR1-Domäne des E1A12S-Proteins die Bindung an CBP deutlich verminderte ((CR1/E1A12S; Abb. 13, Spur 5). Eine E1A12S-Proteinmutante, bei der sowohl der N-Terminus als auch die CR1-Domäne deletiert wurde, war nicht mehr in der Lage an CBP zu binden ((1-79/E1A12S; Abb. 13, Spur 6). 
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Abb. 13.  Das E1A12S-Protein bindet an den zellulären Koaktivator CBP in Abhängigkeit des N-Terminus und der CR1-Domäne. COS7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für das E1A12S-Wildtyp-Protein oder davon abgeleiteten Proteinmutanten transfiziert. Die Zellen wurden 72 h später lysiert und der Gesamtzellextrakt mit einem anti-CBP-Antiserum (A-22) inkubiert. Immunkomplexe wurden auf einem 13%-SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Spur 1 zeigt als Positivkontrolle einen Western-Blot eines Gesamtzellextrakts einer Ad12 E1-transformierten Zellinie (HEK; Whittaker et al., 1984), Spur 2 zeigt Kontroll-transfizierte COS7-Zellen. 

Interessanterweise war die E1A12S-Proteinmutante, bei der die Asparaginsäure an Position 16 gegen Alanin ausgetauscht wurde (DA16/E1A12S), nicht mehr in der Lage mit CBP in vivo zu interagieren (Abb. 13, Spur 8). Weiterhin zeigten die E1A12S-Proteinmutanten IP18/E1A12S und LS19/E1A12S, bei denen Isoleucin an Position 18 gegen Prolin und Leucin an Position 19 gegen Serin ausgetauscht wurde, nahezu keine Affinität mehr zu CBP (Abb. 13, Spur 9 und 10). Hingegen interagierten die Proteinmutanten, bei denen Arginin an Position 2 gegen Glycin bzw. Asparaginsäure an Position 24 gegen ein Alanin ausgetauscht wurde (RG2/E1A12S bzw. DA24/E1A12S), mit CBP vergleichbar wie das E1A12S-Wildtyp-Protein (Abb. 13, Spuren 7 und 11). Western-Blot-Analysen der für die Immunpräzipitationen eingesetzten Gesamtzellextrakte bestätigten, daß das E1A12S-Protein und davon abgeleiteten Proteinmutanten in vergleichbaren Konzentrationen in den transfizierten COS7-Zellen vorhanden waren (Daten nicht gezeigt und Abb. 7C), so daß ein Verlust der Interaktion zwischen CBP und dem E1A12S-Protein in vivo nicht auf Unterschiede in der Proteinkonzentration der E1A12S-Proteine in den Zellen zurückzuführen ist. Die Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und CBP wurde durch GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen mit Gesamtzellextrakten aus HeLa-Zellen und den entsprechenden GST-E1A12S-Fusionsproteinen bestätigt (Lipinski et al., 1999). Identische Ergebnisse sind auch für p300 in vitro und in vivo ermittelt worden (Lipinski et al., 1999 und Daten nicht gezeigt).

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, daß das adenovirale Protein durch die zellulären Faktoren CREB-1 oder ATF-1 kopräzipitiert wurde, wurde untersucht, ob eine Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und CBP direkt verläuft oder über CREB-1 oder ATF-1, die ebenfalls mit p300/CBP in vivo interagieren, indirekt vermittelt wird. 
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Hierzu wurden GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen mit rekombinanten GST-CBP- und HIS6-E1A12S-Fusionsproteinen durchgeführt. Gebundenes E1A12S-Protein wurde durch Western-Blot-Analysen mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum detektiert. Diese Experimente zeigten, daß das E1A12S-Protein direkt mit CBP interagiert (Abb. 14, Spur 3). Da die GST-Proteindomäne keine Affinität zum adenoviralen Fusionsprotein hat (Abb. 14, Spur 2), konnte aus den Ergebnissen geschlossen werden, daß das E1A12S-Protein direkt an CBP bindet.

Abb. 14: Das E1A12S-Proteins interagiert direkt mit dem zellulären Koaktivator CBP. Für GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen wurde bakteriell exprimiertes und aufgereinigtes HIS6-E1A12S-Fusionsprotein mit der GST-Proteindomäne (Spur 2) oder dem GST-CBP-Wildtyp-Protein (Spur 3, die Expression des Vollängen-CBP-Fusionsproteins wurde durch Western-Blot mit einem gegen den C-Terminus gerichteten CBP-Antikörper verifiziert; Daten nicht gezeigt) inkubiert. Interagierende Proteine wurden eluiert, auf einem 10%-SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot mit dem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Spur 1 repräsentiert 10% des Inputs des eingesetzten HIS6-E1A12S-Fusions-proteins.
Vergleichende Untersuchungen der Immunpräzipitationen mit den transienten Expressionsanalysen der E1A12S-Proteinmutanten deuten an, daß eine Interaktion des E1A12S-Proteins zu dem zellulären Koaktivator CBP mit der Fähigkeit des adenoviralen Proteins korreliert, den E2Ad12-Promotor zu transaktivieren (vgl. Abb. 7B und Abb. 13; als Zusammenfassung s. Abb. 22). Die E1A12S-Proteinmutanten (N/E1A12S, (CR1/E1A12S,
(1-79/E1A12S, DA16/E1A12S, IP18/E1A12S und LS19/E1A12S haben entweder keine oder nur eine geringe Affinität zu CBP. Diese Proteinmutanten besitzen kein oder nur ein schwaches Potential (DA16/E1A12S), den E2Ad12-Promotor zu transaktivieren. Im Gegensatz dazu interagieren die Proteinmutanten RG2/E1A12S und DA24/E1A12S mit CBP und aktivieren den E2Ad12-Promotor wie das E1A12S-Wildtyp-Protein. Diese Daten verdeutlichen, daß eine Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und CBP (und p300) im Prozeß der Transkriptionsaktivierung des E2Ad12-Promotors notwendig ist. 

4.7
Die Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 rekrutieren das E1A12S-Protein an das E2-CRE

Die Daten aus den Protein-Protein-Interaktionsanalysen zeigen, daß die DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 mit dem E1A12S-Protein interagieren (Abb. 11 und 12). Eine Möglichkeit für das E1A12S-Protein im Aktivierungsprozeß des viralen E2Ad12-Promotors wäre, daß das adenovirale Protein durch die promotorgebundenen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und/oder ATF-1 an den E2Ad12-Promotor rekrutiert wird. Dadurch könnten die Transaktivierungsdomänen innerhalb des E1A12S-Proteins mit anderen Faktoren wie z. B. Koaktivatoren oder generellen Transkriptionsfaktoren in Kontakt treten. 

Zur Untersuchung eines möglichen Rekrutierungsmechanismus des adenoviralen Proteins durch die CRE-bindenden Transkriptionsfaktoren CREB-1 und/oder ATF-1 wurden DNA-abhängige Protein-Protein-Interaktionsanalysen durchgeführt. Ein 5’-biotinyliertes E2-CRE-Oligonukleotid (s. Kap. 3.7.2) wurde mit in vitro translatiertem, unmarkiertem CREB-1 oder ATF-1 und in vitro translatiertem, 35S-markiertem E1A12S-Protein inkubiert. Gebildete DNA-Protein-Komplexe wurden über Avidin-Agarose isoliert und die gebundenen Proteine nach SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mittels Fluorographie detektiert. Diese Experimente bewiesen, daß CREB-1 und ATF-1 mit dem E1A12S-Protein einen Komplex auf dem E2-CRE bilden (Abb. 15A, Spuren 6 und 7). In Abwesenheit der zellulären Transkriptionsfaktoren zeigt das E1A12S-Protein eine sehr schwache Affinität zu dem E2-CRE (Abb. 15A, Spur 5), was in Übereinstimmung mit den publizierten Daten steht, daß E1A-Proteine keine intrinsische DNA-Bindungseigenschaften besitzen (Ferguson et al., 1985). Kontrollexperimente belegten weiterhin, daß die DNA-abhängigen Protein-Protein-Interaktionsanalysen strikt von dem immobilisierten E2-CRE-Oligonukleotid abhängig sind, da in dessen Abwesenheit weder CREB-1 noch ATF-1 nachgewiesen wurden (Abb. 15A, vgl. die Spuren 3 und 4 mit den Spuren 1 und 2). 

Da CREB-1 und ATF-1 mit dem E1A12S-Protein auf dem E2-CRE einen Proteinkomplex bilden und sowohl CREB-1/ATF-1 als auch das E1A12S-Protein mit CBP in vivo interagieren, wurde nachfolgend untersucht, ob die Inkubation mit dem zellulären Koaktivatorprotein CBP zur Bildung eines quaternären DNA-Protein-Komplexes führt. Die Inkubation von in vitro translatiertem, 35S-markiertem CBP verhinderte nicht die CREB-vermittelte Rekrutierung des E1A12S-Proteins an das E2-CRE (Abb. 15B, Spur 6), obwohl der N-Terminus und die CR1-Domäne sowohl an der Interaktion mit dem Koaktivator CBP (Abb. 13, Spuren 4-6) als auch mit CREB-1 involviert sind (Abb. 11A und 12A). Der Koaktivator CBP besitzt keine DNA-Bindeaktivität (Abb. 15B, Spur 2), sondern wird durch CREB-1 an das E2-CRE rekrutiert (Abb. 15B, Spur 4). Erstaunlicherweise führte die gleichzeitige Inkubation mit CBP zu einer 2-4-fach erhöhten Konzentration des E1A12S-Proteins im CREB-1/DNA-Komplex (Abb. 15B, vgl. Spur 6 mit Spur 5 und Daten nicht gezeigt; densitometrisch bestimmt mit dem LKB UltroScan XL Laser Densitometer). Zusammengefaßt weisen diese Ergebnisse darauf hin, daß CBP entweder den CREB-1/E1A12S-Komplex stabilisiert oder zusätzliches E1A12S-Protein an den E2-CRE-gebundenen Aktivatorkomplex rekrutiert. 

[image: image17.wmf][image: image18.wmf]
Abb. 15. CREB-1 und ATF-1 rekrutieren das E1A12S-Protein an das E2-CRE. A. In vitro translatiertes, 35S-markiertes E1A12S wurde mit einem doppelsträngigen, biotinylierten, über Neutravidin-Agarose immobilisierten E2-CRE-Oligonukleotid in Abwesenheit (Spur 5) oder Anwesenheit von in vitro translatiertem, unmarkiertem ATF-1 (Spur 6) oder CREB-1 (Spur 7) inkubiert. DNA-gebundene Komplexe wurden auf 10%-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert. 35S-markiertes CREB-1 in Ab- bzw. Anwesenheit des E2-CRE-Oligonukleotids ist in Spur 1 bzw. Spur 3 dargestellt. 35S-markiertes ATF-1 in Ab- bzw. Anwesenheit des E2-CRE-Oligonukleotids ist in Spur 2 bzw. Spur 4 dargestellt. Die Spuren 8-10 repräsentieren den Input von 35S-CREB-1 (Spur 8), 35S-E1A12S (Spur 9) und 35S-ATF-1 (Spur 10). B. Die Menge an rekrutiertem E1A12S-Protein an den CREB-1/DNA-Komplex ist in Anwesenheit von CBP erhöht. In vitro translatiertes, 35S-markiertes E1A12S wurde mit unmarkiertem, über das doppelsträngige, biotinylierte E2-CRE-gebundene CREB-1 in Abwesenheit (Spur 5) oder Anwesenheit von in vitro translatiertem, 35S-markiertem CBP (Spur 6) inkubiert. DNA-gebundene Komplexe wurden auf 10%-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert. 35S-E1A12S oder 35S-CBP in Abwesenheit von CREB-1 ist in Spur 1 bzw. Spur 2 gezeigt. 35S-CBP in Anwesenheit von unmarkiertem CREB-1 ist in Spur 4, die Bindung von 35S-CREB-1 an das E2-CRE ist in Spur 3 dargestellt. Die Spuren 7–9 repräsentieren den Input von 35S-E1A12S (Spur 7), 35S-CREB-1 (Spur 8) und 35S-CBP (Spur 9).

4.8
Der CBP-Inhibitor Roscovitine und die Histondeacetylase HDAC-1 inhibieren die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors 

Die bisherigen Untersuchungen belegen eine Korrelation zwischen der Bindung des E1A12S-Proteins an die Koaktivatoren p300/CBP und der E1A12S-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors (vgl. Abb. 7B mit Abb. 13; als Zusammenfassung s. Abb. 22; Lipinski et al., 1999 und Daten nicht gezeigt). Da die intrinsische Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität der zellulären Koaktivatoren p300/CBP für die Aktivierung CREB-1/ATF-1-abhängiger Ziel-promotoren essentiell ist (Kurokawa et al., 1998), war es für das Verständnis des Regulationsmechanismus des E2Ad12-Promotors wichtig zu analysieren, ob diese enzymatische Funktion im Aktivierungsprozeß durch das E1A12S-Protein eine Rolle spielt. 
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Hierzu wurde zunächst in transienten Expressionsstudien untersucht, ob das E1A12S-Protein den E2Ad12-Promotor in Anwesenheit von Roscovitine transaktiviert. Roscovitine inhibiert die Phosphorylierung von CBP durch CyclinE/cdk2 und dadurch die Aktivierung der HAT-Funktion des Koaktivators (Ait-Si-Ali et al., 1998 und Daten nicht gezeigt). Die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotorkonstrukts wurde in Abb. 16A zu 100% gesetzt. Roscovitine inhibierte die E1A12S-abhängige Aktivierung des E2Ad12-Promotor-konstrukts in einem konzentrationsabhängigen Verlauf und reprimierte die CAT-Gen-expression bei einer Konzentration von 50 µM vollständig (Abb. 16A). 

Abb. 16. Deacetylierungsprozesse inhibieren die Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein. A. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und 0,5 µg des Expressionsvektors pRc/RSV-E1A12S kotransfiziert und anschließend in Anwesenheit (() oder Abwesenheit (() von Roscovitine kultiviert. Hierzu wurde Roscovitine 10 h nach Transfektionsbeginn in den angegebenen Konzentrationen dem Zellkulturmedium zugegeben. Die CAT-Enzymaktivität wurde 14 h später bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit des Expressionsvektors pRc/RSV-E1A12S ohne Roscovitine wurde zu 100% gesetzt. B. KB-Zellen wurden mit 0,2 µg des Reporterkonstrukts G5-E1BTATA-CAT und 1 µg des Gal4-E1A12S-Expressionsvektors oder entsprechendem Leervektor kotransfiziert. Roscovitine wurde 10 h nach Transfektion in einer Konzentration von 25 µM ins Zellkulturmedium gegeben. Die CAT-Enzymaktivität wurde 14 h später bestimmt. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts G5-E1BTATA-CAT in Anwesenheit des Leervektors wurde als 1 normiert. Das Reporterkonstrukt ist schematisch über der Abbildung B dargestellt. 5XGal4 bezeichnet fünf Bindestellen für den Hefetranskriptionsfaktor Gal4. C. Expressionsnachweis des E1A12S-Proteins in Roscovitine-behandelten KB-Zellen. Gesamtzellextrakte von Kontroll-transfizierten Zellen oder von pRc/RSV-E1A12S-transfizierten Zellen, die in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von Roscovitine kultiviert worden waren, wurden mittels Western-Blot mit dem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. D. HDAC-1 reprimiert die basale wie auch die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT, 1,5 µg pCMV-HA-HDAC-1- und 0,3 µg pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch die entsprechenden Leervektoren konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit der Leervektoren wurde als 1 normiert.

Um auszuschließen, daß Roscovitine die Aktivierung des E2Ad12-Promotors indirekt z. B. durch eine verminderte Expression des E1A12S-Proteins vom kotransfizierten pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor beeinflußt, wurde das Gal4-Expressionssystem benutzt. Das Reporterkonstrukt G5-E1BTATA-CAT (enthält fünf Bindestellen für den Hefe-transkriptionsfaktor Gal4) wurde hierzu mit einem pRc/RSV-Gal4-E1A12S-Expressionsvektor kotransfiziert. Der Expressionsvektor pRc/RSV-Gal4-E1A12S kodiert für ein Fusionsprotein, bestehend aus der Gal4-DNA-Bindungsdomäne und dem E1A12S-Protein, von dem unsere Arbeitsgruppe zeigte, daß es ein starker Aktivator der CAT-Genexpression des Reporterkonstrukts G5-E1BTATA-CAT ist (Lipinski et al., 1997). Die Expression des Gal4-E1A12S-Fusionsproteins wird durch den gleichen RSV-Promotor reguliert wie in dem pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor. Die transfizierten Zellen wurden anschließend für 10 h in Anwesenheit von 25 µM Roscovitine kultiviert. Wie aus Abb. 16B ersichtlich, wurde die Gal4-E1A12S-abhängige Aktivierung des G5-E1BTATA-Promotorkonstrukts durch Roscovitine nicht inhibiert. Western-Blot-Analysen bestätigten, daß die E1A12S-Protein-expression in den transfizierten Zellen in An- bzw. Abwesenheit von Roscovitine vergleichbar war (Abb. 16C). Diese Daten deuten an, daß der E2Ad12-Promotor durch einen HAT-abhängigen Prozeß reguliert werden könnte, an dem die intrinsische HAT-Aktivität des Koaktivators CBP beteiligt ist. Da p300 ebenfalls durch CyclinE/cdk2-Komplexe phosphoryliert wird (Kitabayashi et al., 1995), ist zu vermuten, daß Roscovitine auch inhibierend auf die HAT-Aktivität von p300 wirkt. 

Zur weiteren Bestätigung, daß Acetylierungsprozesse eine entscheidende Rolle in der E1A12S-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors spielen, wurde der Effekt der Histondeacetylase 1 (HDAC-1) in diesem Prozeß untersucht. Zu diesem Zweck wurde das Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT mit Expressionsvektoren für das E1A12S-Protein und HDAC-1 kotransfiziert. Wie Abb. 16D zeigt, reprimierte HDAC-1 sowohl die basale als auch die E1A12S-induzierte CAT-Genexpression. Dieses Ergebnis bestätigt, daß Acetylierungsprozesse eine wichtige Funktion in der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein ausüben.

4.9
Die HDAC-1-vermittelte Repression des E2Ad12-Promotors wird durch die Expression von p300/CBP aufgehoben 

[image: image21.wmf]Die Tatsache, daß eine Histondeacetylase den E2Ad12-Promotor reprimiert, führte zu der Überlegung, ob die Expression zellulärer Acetylasen diesen Effekt zu kompensieren vermag. Die Daten aus den DNA-abhängigen Protein-Protein-Interaktionsanalysen und den transienten Expressionsanalysen mit dem Acetylase-Inhibitor Roscovitine weisen darauf hin, daß die zellulären Histonacetyltransferasen p300/CBP eine wichtige Funktion in dem Aktivierungsprozeß des viralen Promotors durch das E1A12S-Protein ausüben. Eine interessante Frage ist es daher, ob die Histonacetyltransferasen p300/CBP die HDAC-1-vermittelte Repression aufheben können. Hierzu wurde in transienten Expressionsanalysen das E2Ad12-Promotorkonstrukt mit Expressionsvektoren für HDAC-1, p300/CBP und/oder für das E1A12S-Protein kotransfiziert (Abb. 17). Wie bereits in Abb. 16C gezeigt, reprimierte HDAC-1 die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotorkonstrukts (Abb. 17). 

Abb. 17. P300 wirkt der HDAC-1-vermittelten Repression des E2Ad12-Promotors entgegen. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT sowie 1 µg pCMV-HA-HDAC-1-, 0,1-0,2 µg CMV(-p300- und 0,3 µg pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit den entsprechenden Leervektoren konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h nach Transfektionsende bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit der Leervektoren wurde als 1 normiert.

Die Expression von p300/CBP stellte sowohl die Basalaktivität als auch die E1A12S-abhängige Transaktivierung des E2Ad12-Promotors in Anwesenheit der Deacetylase HDAC-1 wieder her (Abb. 17 und Daten nicht gezeigt). Interessanterweise aktivierten p300/CBP den E2Ad12-Promotor in Abwesenheit von HDAC-1 nicht, was darauf hindeutet, daß die endogene Koaktivatorkonzentration erst in Anwesenheit von überexprimiertem HDAC-1 limitierend in Bezug auf die E2Ad12-Promotoraktivierung wird (Abb. 17 und Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit Untersuchungen von Chen et al. (1999), in deren Verlauf die Hormon-induzierte Genexpression durch p300 analysiert wurde. 


Zusammenfassend bekräftigen diese Daten, daß die Acetyltransferaseaktivität von p300/CBP im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors eine entscheidende Funktion ausübt.

4.10
Das Histonprotein H4 wird im Prozeß der Aktivierung des E2Ad12-Promotors acetyliert 

Nach der adenoviralen Infektion einer Zelle wird die virale DNA, wie auch transient transfizierte DNA, durch die Wechselwirkung mit zellulären Histonen in eine nukleosomenartige Struktur verpackt (Dery et al., 1985; Luo et al., 1998). Die nukleosomale Struktur reprimiert die Initiation der Transkription durch das RNA-Polymerase II-Holoenzym am Zielpromotor (Kornberg und Lorch, 1999). Die Acetylierung von Histonen durch Histonacetyltransferasen führt jedoch zu einer Destabilisierung der repressiv wirkenden nukleosomalen Struktur und ermöglicht dadurch eine verbesserte Zugänglichkeit des Promotors für Transkriptionsfaktoren und dem generellen Transkriptionsapparat. 
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Da die Aktivität des viralen E2Ad12-Promotors durch eine Acetylase und eine Deacetylase reguliert wird, wurde untersucht, ob der E2Ad12-Promotor mit acetylierten Histonen in vivo assoziiert vorliegt. Diese Fragestellung wurde durch Chromatin-Immunpräzipitationen analysiert. Hierzu wurde das E2Ad12-Reporterkonstrukt in KB-Zellen transfiziert und mit einem anti-acetyl Histon H4-Antiserum immunpräzipitiert (s. Kap. 3.7.3). Die präzipitierte E2Ad12-Promotor-DNA wurde anschließend mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor über PCR detektiert. Wie aus Abb. 18 (Spur 5) ersichtlich, ist der E2Ad12-Promotor mit acetyliertem Histon H4 assoziiert. 

[image: image23.wmf]
Abb. 18. Der E2Ad12-Promotor ist in vivo mit acetyliertem Histon H4 assoziiert. KB-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT (Spuren 1, 2, 4 und 5) oder mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12pmCRE-CAT (Spuren 3 und 6) transfiziert. 40 h nach Transfektionsbeginn wurde die DNA präpariert, ultraschallbehandelt, mit einem anti-acetyl H4-Antiserum (Spuren 5 und 6) oder Kontroll-Antiserum (normales Kaninchen IgG, Spur 4) immunpräzipitiert und durch PCR mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor analysiert. Aliquots der ultraschallbehandelten DNA wurden vor der Immunpräzipitation analysiert (Total; Spuren 1, 2 und 3). Die Positionen der E2Ad12-Promotorfragmente ist rechts, der Molekulargewichtstandard links angegeben. Spur 7 zeigt die PCR-Kontrolle ohne DNA.

Interessanterweise konnte die Promotormutante E2Ad12pmCRE-CAT, die Punktmutationen im E2-CRE enthält und in den transienten Expressionsanalysen keine induzierbare Promotoraktivität besitzt (Abb. 6), nicht mit dem anti-acetyl H4-Antiserum präzipitiert werden (Abb. 18, Spur 6). Das deutet darauf hin, daß der transkriptionsinaktive Promotor nicht mit acetyliertem Histon H4 in vivo assoziiert ist, möglicherweise bedingt durch das Fehlen der Bildung des Transaktivatorkomplexes bestehend aus CREB-1/ATF-1, dem E1A12S-Protein und den Acetylasen p300/CBP. Da ein Kontroll-Antikörper nicht zu einer Präzipitation des E2Ad12-Promotors führte (Abb. 18, Spur 4), wurde aus diesen Ergebnissen geschlossen, daß Acetylierungsprozesse, zumindest des Histonproteins H4, eine wichtige Funktion in der Transkriptionsaktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein ausüben.

4.11
Das E1A12S-Protein moduliert die HAT-Aktivität von p300/CBP

Die Ergebnisse der Chromatin-Immunpräzipitationen und der transienten Expressionsanalysen mit der Histondeacetylase HDAC-1 zeigten einen Zusammenhang zwischen der Histonacetylierung und der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein. Entscheidend war hier, daß die Acetylasen p300/CBP einer HDAC-1-vermittelten Repression des E2Ad12-Promotors entgegenwirken. Aufgrund dieser Daten wurde angenommen, daß die HAT-Funktion von p300/CBP im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein wichtig ist. In der Literatur sind jedoch kontroverse Daten bezüglich der Modulation der HAT-Aktivität der zellulären Koaktivatoren p300/CBP durch Adenovirus E1A-Proteine beschrieben (s. Kap. 1.4.2; Bannister und Kouzarides, 1996; Ait-Si-Ali et al., 1998; Chakravarti et al., 1999; Hamamori et al., 1999). Da aber eine generelle Inhibition der HAT-Funktion von p300/CBP durch die adenoviralen Proteine einer Aktivierung des E2Ad12-Promotors nach den bisher präsentierten Daten entgegenwirken würde, sollte zunächst geklärt werden, ob ein Komplex bestehend aus p300/CBP und dem E1A12S-Protein weiterhin eine HAT-Funktion besitzt und ob diese auch in Anwesenheit des adenoviralen Proteins aktiv ist. Dies wurde zuerst durch kombinierte GST-Fusionsprotein-Interaktions-/HAT-Analysen untersucht. Ein GST-E1A12S-Fusionsprotein oder die davon abgeleitete Proteinmutante GST-1-79/E1A12S wurde mit einem Gesamtzellextrakt von KB-Zellen inkubiert und gebundene Proteine in HAT-Analysen mit einem H4-Peptid (s. Kap. 3.6.9.4) oder einem Histongemisch (bestehend aus den Histonen H3, H2A, H2B und H4; s. Kap. 3.6.9.5) als Substrat eingesetzt. Diese Experimente erbrachten den Nachweis, daß das GST-E1A12S-Fusionsprotein mit zellulären Faktoren interagiert, welche die Histone H3 und H4 acetylierten (Abb. 19A und 19B, Spur 2). Da weder das E1A12S-Protein eine HAT-Funktion besitzt (Daten nicht gezeigt) noch die GST-Proteindomäne mit zellulären Histonacetyltransferasen interagiert (Abb. 19A und Abb. 19B, Spur 1), deutet dies an, daß die gemessene HAT-Aktivität durch die Bindung von zellulären Faktoren an den adenoviralen Anteil des Fusionproteins zustande kommt. 
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Abb. 19. E1A12S-komplexiertes p300/CBP besitzt eine aktive HAT-Funktion. A. GST-E1A12S, 
GST-(1-79/E1A12S oder die GST-Proteindomäne, an Glutathion-Sepharose immobilisiert, wurden mit Gesamtzellextrakt von KB-Zellen inkubiert. Gebundene Komplexe wurden anschließend in HAT-Experimenten mit [14C]-Acetyl-CoA und einem biotinylierten synthetischen Peptid bestehend aus den ersten 24 Aminosäuren des Histons H4 (A) oder Kalbsthymus-Histonen (B) als Substrat analysiert. A. Das acetylierte Peptid wurde über Streptavidin-Agarose immobilisiert und die inkorporierte Radioaktivität durch Flüssigkeitsszintillation bestimmt. B. Acetylierte Histone wurden auf einem 18%-SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert. C. Aliquots der GST-Fusionsprotein-Interaktionsexperimente wurden mittels Western-Blot mit einem anti-CBP- oder anti-p300-Antiserum analysiert. Spur 3 zeigt die über das E1A12S-Protein (GST-E1A12S) gebundenen Proteine, Spur 4 zeigt die E1A12S-Proteinmutante GST-(1-79/E1A12S (deletiert sind der N-Terminus und die CR1-Domäne) und Spur 2 zeigt die GST-Proteindomäne. Spur 1 zeigt einen Western-Blot von 2% des in den GST-Fusionsprotein-Interaktionsexperimenten eingesetzten KB-Gesamtzellextrakts. Die Positionen von CBP und p300 sind rechts angegeben.

Zur Identifizierung dieser zellulären Acetyltransferasen wurden Aliquots der GST-Fusionsprotein-Interaktionsexperimente mittels Western-Blot analysiert. Erwartungsgemäß präzipitierte das E1A12S-Protein die zellulären Acetylasen p300/CBP (Abb. 19C, Spur 3), wogegen die E1A12S-Proteinmutante GST-1-79/E1A12S, welcher die p300/CBP-Interaktionsdomänen (Aminosäuren 1-79) deletiert wurde, nicht mehr mit diesen Koaktivatoren interagierte (Abb. 19C, Spur 4). Diese E1A12S-Proteimutante war zudem nicht mehr in der Lage, mit einer nachweisbaren HAT-Aktivität zu assoziieren (Abb. 19A und Abb. 19B, Spur 3). Der p300/CBP-assoziierte Kofaktor P/CAF, der mit dem E1A12S-Protein interagiert und der ebenfalls eine intrinsische HAT-Aktivität besitzt (Reid et al., 1998), war hingegen in den Western-Blot-Analysen nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt). 

Diesen Untersuchungen deuten an, daß Komplexe bestehend aus p300/CBP und dem E1A12S-Protein weiterhin eine Acetylasefunktion aufweisen und somit in der Lage sind, Histone zu acetylieren. Jedoch kann aufgrund dieser Daten nicht ausgeschlossen werden, daß neben p300/CBP, bis heute unbekannte Acetylasen, die ebenfalls mit dem E1A12S-Protein interagieren, eine Rolle im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors spielen. 
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Zur weiteren Analyse des Einflusses einer direkten Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und p300/CBP und damit auf die enzymatische Aktivität dieser zellulären Koaktivatoren, wurden HAT-Analysen mit rekombinant aufgereinigten GST-CBP1-1890- und His6-E1A12S-Fusionsproteinen durchgeführt. Das GST-Fusionsprotein CBP1-1890 besteht aus dem N-terminalen Bereich von CBP einschließlich der HAT-Domäne und der E1A12S-Bindedomäne C/H3 (Lipinski et al., 1999). Die HAT-Aktivität dieses Fusionsproteins wurde als 1 normiert (Abb. 20A). Steigende Mengen des His6-E1A12S-Proteins führten zu einer 2,4-fachen Induktion der HAT-Aktivität  des GST-CBP1-1890-Proteins (Abb. 20A). Interessanterweise verursachte ein deutlicher Überschuß des His6-E1A12S-Proteins eine 2-fache Repression der HAT-Aktivität des GST-CBP1-1890-Proteins (Abb. 20A). Kontrollexperimente mit der GST-Proteindomäne oder dem His6-E1A12S-Protein bestätigten, daß keines dieser Proteine eine detektierbare HAT-Aktivität aufweist (Daten nicht gezeigt). 

Abb. 20. Das E1A12S-Protein moduliert die HAT-Aktivität von CBP. GST-CBP1-1890 (A) oder GST-CBP1-1690 (deletiert ist der C-Terminus einschließlich der C/H3-Domäne) (B) wurden in HAT-Experimenten mit steigenden Konzentrationen des His6-E1A12S-Proteins in Anwesenheit von [14C]-Acetyl-CoA und einem biotinylierten synthetischen Peptid bestehend aus den ersten 24 Aminosäuren des Histons H4 als Substrat inkubiert. Das acetylierte Peptid wurde über Streptavidin-Agarose immobilisiert und die inkorporierte Radioaktivität durch Flüssigkeitsszintillation bestimmt. Die HAT–Aktivität der GST-CBP-Fusionsproteine in Abwesenheit des His6-E1A12S-Proteins wurde als 1 normiert.

Weiterhin konnte in den HAT-Analysen mit der CBP-Proteinmutante GST-CBP1-1690 (deletiert ist der C-Terminus einschließlich der E1A12S-Bindedomäne C/H3), die eine vergleichbare HAT-Aktivität wie das GST-CBP1-1890-Protein in Abwesenheit des viralen Proteins besitzt (Daten nicht gezeigt), nachgewiesen werden, daß die HAT-Aktivität dieses Proteins nicht mehr durch das His6-E1A12S-Protein regulierbar war (Abb. 20B). Aufgrund dieser Ergebnisse kann geschlossen werden, daß das E1A12S-Protein die HAT-Aktivität von CBP durch eine direkte Interaktion konzentrationsabhängig beeinflußt.

4.12
Die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors korreliert mit der Fähigkeit des viralen Proteins mit der HAT-Funktion von p300/CBP in vivo zu assoziieren 

Die bisherigen in vitro-Interaktionsanalysen deuten an, daß Komplexe bestehend aus p300/CBP und dem E1A12S-Protein in der Lage sind, Histone zu acetylieren. Um die funktionelle Bedeutung der Histonacetyltransferase-Aktivität von p300/CBP im Zuge der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein zu analysieren, war es wichtig zu klären, ob native zelluläre Proteinkomplexe aus p300/CBP und dem adenoviralen Protein eine Acetyltransferase-Aktivität aufweisen. Zu diesem Zweck wurden COS7-Zellen mit Expressionsvektoren entweder für ein myc-Epitop gekoppeltes E1A12S-Wildtyp-Protein oder davon abgeleiteten Proteinmutanten, die in ihrem Bindungsverhalten zu p300/CBP verändert sind (Abb. 13; Lipinski et al., 1999), transfiziert. Immunkomplexe wurden mit einem gegen das myc-Epitop gerichteten Antikörper präzipitiert und auf ihre assoziierte HAT-Aktivität hin analysiert. In diesen Analysen zeigte sich, daß das E1A12S-Wildtyp-Protein sowie die Proteinmutanten RG2/E1A12S und DA24/E1A12S eine starke HAT-Aktivität präzipitierten (Abb. 21). 
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Abb. 21. Das E1A12S-Protein assoziiert mit einer HAT-Aktivität in Abhängigkeit seiner p300/CBP-Bindedomänen in vivo. COS7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für ein myc-gekoppeltes E1A12S-Wildtyp-Protein oder davon abgeleiteten Proteinmutanten wie angegeben transfiziert. Die Zellen wurden 48 h später lysiert und die Gesamtzellextrakte mit einem anti-myc-Antikörper inkubiert. Immunkomplexe wurden anschließend in HAT-Experimenten mit [14C]-Acetyl-CoA und einem biotinylierten synthetischen Peptid bestehend aus den ersten 24 Aminosäuren des Histons H4 als Substrat analysiert. Das acetylierte Peptid wurde über Streptavidin-Agarose immobilisiert und die inkorporierte Radioaktivität durch Flüssigkeitsszintillation bestimmt. Die HAT-Aktivität von Kontroll-transfizierten Zellen (myc) wurde als 1 normiert.

Die E1A12S-Proteinmutanten (N/E1A12S, (CR1/E1A12S sowie (1-79/E1A12S hatten dagegen ihre Fähigkeit nahezu verloren, mit einer HAT-Aktivität zu assoziieren und die E1A12S-Proteinmutanten DA16/E1A12S, IP18/E1A12S und LS19/E1A12S zeigten eine stark reduzierte Bindung einer HAT-Aktivität (Abb. 21). Western-Blot-Analysen der für die Immunpräzipitationen eingesetzten Gesamtzellextrakte bestätigten, daß das E1A12S-Protein und davon abgeleiteten Proteinmutanten in vergleichbaren Konzentrationen in den transfizierten COS7-Zellen vorhanden waren (Abb. 7C und Daten nicht gezeigt), so daß ein Verlust oder eine Reduktion der Bindung an eine HAT-Aktivität in vivo nicht auf unterschiedliche Mengen der E1A12S-Proteine in den Zellen zurückzuführen ist. 

Zusammenfassend zeigen die Daten, daß die Assoziation der analysierten E1A12S-Proteine mit einer HAT-Aktivität in vitro und in vivo eindeutig mit einer Bindungsmotiv-abhängigen Interaktion des E1A12S-Proteins mit den zellulären Acetylasen p300/CBP und der Aktivierung des E2Ad12-Promotors korreliert (Abb. 22). Das E1A12S-Wildtyp-Protein sowie die Proteinmutanten RG2/E1A12S und DA24/E1A12S interagieren mit p300/CBP, transaktivieren den E2Ad12-Promotor und assoziieren mit einer HAT-Aktivität. 
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Abb. 22. Die Assoziation des E1A12S-Proteins mit einer HAT-Aktivität in vivo korreliert mit seiner Bindung an p300/CBP und der Transaktivierung des E2Ad12-Promotors. Die Fähigkeit des E1A12S-Wildtyp-Proteins oder der davon abgeleiteten Proteinmutanten, den E2Ad12-Promotor zu transaktivieren und mit p300/CBP in vivo zu interagieren, sind aus den Abb. 7B und 13 entnommen. Die Assoziation des E1A12S-Wildtyp-Proteins bzw. der E1A12S-Proteinmutanten mit einer HAT-Aktivität in vivo ist in Abb. 21 dargestellt. +++, starke Interaktion des E1A12S-Wildtyp-Proteins bzw. der E1A12S-Proteinmutante mit p300/CBP, starke Transaktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Wildtyp-Protein bzw. die E1A12S-Proteinmutante und starke Assoziation mit einer HAT-Aktivität. +, sehr schwache Interaktion der E1A12S-Proteinmutante mit p300/CBP, sehr schwache Transaktivierung des E2Ad12-Promotors durch die E1A12S-Proteinmutante und sehr schwache Assoziation mit einer HAT-Aktivität. -/+, marginale Interaktion der E1A12S-Proteinmutante mit p300/CBP. -, Interaktion mit p300/CBP, Transaktivierung des E2Ad12-Promotors und Assoziation mit einer HAT-Aktivität der E1A12S-Proteinmutante nicht detektierbar.

Dagegen sind die Proteinmutanten (N/E1A12S, (CR1/E1A12S und (1-79/E1A12S nicht mehr in der Lage an p300/CBP zu binden, liegen nicht mit einer HAT-Aktivität assoziiert vor und aktivieren nicht mehr den E2Ad12-Promotor. Interessanterweise können die Proteinmutanten DA16/E1A12S, IP18/E1A12S und LS19/E1A12S, die eine marginale oder keine Affinität zu p300/CBP aufweisen und kein transaktivierendes Potential auf dem E2Ad12-Promotor besitzen, nur mit einer residualen HAT-Aktivität assoziieren (Abb. 21 und Abb. 22). Diese verbliebene HAT-Aktivität ist möglicherweise auf andere zelluläre Acetylasen wie beispielsweise P/CAF zurückzuführen (Reid et al., 1998; Yang et al., 1996), die durch die E1A12S-Proteinmutanten anstelle von p300/CBP präzipitiert werden. Diese Daten unterstützen die Annahme, daß die Rekrutierung oder die Bindung der Acetyltransferasefunktion von p300/CBP an das E2-CRE durch das adenovirale Protein ein entscheidender Schritt im Prozeß der Aktivierung des E2Ad12-Promotor ist (s. Kap. 5.1).

4.13
Inhibitoren des cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionswegs wirken der Transaktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein entgegen
Die transienten Expressionsanalysen mit dem PKA-spezifischen Inhibitor PKI zeigten, daß dieser Inhibitor die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors reprimiert (Abb. 9). Durch PKI kommt es zu einem Transport der katalytischen Untereinheit (C-Untereinheit) der PKA aus dem Zellkern. Dadurch wird die C-Untereinheit-vermittelte Phosphorylierung eines oder mehrerer zellulärer Faktoren, die eine wichtige Funktion in der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein ausüben, verhindert. Da der E2Ad12-Promotor über das E2-CRE reguliert wird, an dem die cAMP/PKA-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 binden (s. Kap. 4.3 und 4.7), könnten diese Faktoren ein Ziel der Phosphotransferase-Aktivität der C-Untereinheit sein. Neben diesen Transkriptionsfaktoren besteht darüber hinaus die Möglichkeit, daß die Koaktivatoren p300/CBP oder andere promotorgebundene Faktoren wie Komponenten des generellen Transkriptionsapparats durch die C-Untereinheit im Aktivierungsprozeß des viralen Promotors phosphoryliert werden (als Referenz s. Xu et al., 1998; Kwok et al., 1994). 

Zur weiteren Bestätigung, daß die Phosphotransferase-Aktivität der C-Untereinheit von Bedeutung für die Transkriptionsaktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein ist, wurden transiente Expressionsanalysen mit dem PKA-spezifschen Inhibitor H-89 durchgeführt. H-89 ist ein synthetisches ATP-Analogon, welches mit endogenem ATP um die Bindung an die ATP-Bindestelle der C-Untereinheit kompetiert (Chijiwa et al., 1990). Die Bindung von H-89 an die ATP-Bindestelle inhibiert dadurch die Phosphotransferase-Aktivität der C-Untereinheit. 

Für die transienten Expressionsstudien wurde das E2Ad12-CAT-Reporterkonstrukt mit einem E1A12S-Expressionsvektor kotransfiziert. Die transfizierten Zellen wurden anschließend für 12 h in Anwesenheit des Inhibitors H-89 kultiviert. Wie aus Abb. 23 ersichtlich, inhibierte H-89 sowohl die basale als auch die E1A12S-induzierte CAT-Genexpression des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT. 

Diese Ergebnisse, die in Übereinstimmung mit den PKI-Daten liegen, bekräftigen, daß die Phosphotransferase-Aktivität der PKA C-Untereinheit und damit die Phosphorylierung eines oder mehrerer Faktoren für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein wichtig ist. Zudem unterstützen die Analysen mit den beiden spezifischen PKA-Inhibitoren PKI und H-89 die Vermutung, daß das PKA-Holoenzym eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das adenovirale Protein spielt.

[image: image29.wmf]          GTTGTTGTGACGTCACTTTTCCCGCCTGTTGAAAAGTCCGCGCGCGGGCTTTTTTTACTCTTTAAGCGAGAGGGAGCAGTATTTATTGA ACAG

                                                                                                         

                 CTTGAGATGACGTAGGTTTTCGCGCTTAAATTTGAGAAAGGGCGCGAAACTAGTCCTTAAGAGTCAGGGCGCAGCATCTACTGAAGAGAGCC

E2-CRE

ATF

E2F

(D)

TBP

(-26)

TBP

+1

E2F

(P)

E2-E2F

TATA 

Ad12 E2

Ad2/5 E2

-80

-106

+8

-16


Abb. 23. Der PKA-spezifische Inhibitor H-89 verhindert die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und 0,5 µg pRc/RSV-Leervektor oder pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor kotransfiziert. H-89 wurde 12 h nach Transfektionsbeginn in einer Konzentration von 10 µM dem Zellkulturmedium zugegeben. Die CAT-Enzymaktivität wurde 12 h später bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektions-experimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit des Leervektors pRc/RSV wurde als 1 normiert. 

Aufgrund dieser Annahme wurde untersucht, ob das E1A12S-Protein in den cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionsweg an einer zweiten Stelle dieser Signalkaskade eingreift und hierdurch die Transkription des E2Ad12-Promotors aktiviert. Denkbar wäre, daß das E1A12S-Protein mit den R-Untereinheiten des PKA-Holoenzyms im Cytoplasma interagiert und dadurch eine cAMP-unabhängige Freisetzung der C-Untereinheit bewirkt. Die daraus resultierende Translokation der C-Untereinheit würde z. B. zu einer Phosphorylierung und Stimulation der zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 oder der Koaktivatoren p300/CBP führen, die für eine effiziente Aktivierung des E2Ad12-Promotors notwendig wäre. In Übereinstimmung mit dieser Vermutung inhibieren PKI und H-89 die E1A12S-vermittelte Aktivierung des viralen Promotors. 

Um eine mögliche Interaktion des E1A12S-Proteins mit dem cytoplasmatisch-lokalisierten PKA-Holoenzym zu untersuchen, wurden zuerst transiente Expressionsanalysen mit Expressionsvektoren für Verankerungsinhibitor-Peptide des PKA-Holoenzyms durchgeführt. Diese Peptide stellen kompetitive Inhibitoren der R/AKAP-Interaktion in vivo dar (Harada et al., 1999; Lester et al., 1997; s. Kap. 1.5). Da die subzelluläre Lokalisation des PKA-Holoenzyms durch die AKAPs für die Aktivierung cAMP-abhängiger Prozesse essentiell ist, resultiert eine Aufhebung der subzellulären Lokalisation des PKA-Holoenzyms durch diese kompetitiven Inhibitoren in einer Repression cAMP-abhängiger Prozesse (Lester et al., 1997). Wenn somit der zweite Aktivierungsschritt des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein über eine Interaktion mit dem verankerten PKA-Holoenzym erfolgt, sollten PKA-Verankerungsinhibitoren der E1A12S-vermittelten Aktivierung des viralen Promotors entgegenwirken. 

Die Transfektion eines Expressionsvektors für das Peptidfragment des dual-spezifischen Verankerungsproteins AKAP149 (auch als D-AKAP-1/S-AKAP84 bezeichnet), welches die RI- und RII-Interaktionsdomäne umspannt (As 326-425; Huang et al., 1997; Lin et al., 1995; Trendelenburg et al., 1996), führte zu einer Reduktion der E2Ad12-Promotoraktivität in Anwesenheit des E1A12S-Proteins (Abb. 24A). 

[image: image30.png]A

E2-CRE 5'-CTTCTTGTTGIGACGTCACTGGG-3'
CRE-Som 5'-CGCCTCCTTGGCIGACGTCAGAGAGAGAGTTT-3'
Mut-CRE- Som 5'-CGCCTCCTTGGCIGAATTCAGAGAGAGAGTTT-3'
c-jun2-TRE 5'-AGCATTACCTCATCCCG-3'
C
E2-CRE -1 - 10x {100x T L - - -
CRE-Som - | - - - 10x | 100x | - - - -
Mut-CRE-Som | - | - - - - | - 10x | 100x | - -
¢-jun2-TRE - | - - - -l =-1- - 10x | 100x
] —
22—
3 —

E2-CRE

100x

CRE-Som

100x

Mut-CRE-Som

100x

¢-jun2-TRE

2 —>
3 ——

[a—

1ol





Abb. 24. Die Verankerungsinhibitoren des PKA-Holoenzyms AKAP149 und Ht31 wirken der E1A12S-induzierten Transkriptionsaktivierung des E2Ad12-Promotors entgegen. A. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT sowie 0,3 µg pRc/RSV-E1A12S- und 1,5 µg pRc/RSV-AKAP149-Fragment-Expressionsvektor (enthält die RI- und RII-Interaktionsdomäne von As 326-425 des dual-spezifischen AKAP149; Huang et al., 1997; Lin et al., 1995; Trendelenburg et al., 1996) kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor pRc/RSV konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h später bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit des Leervektors pRc/RSV wurde als 1 normiert. B. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT sowie 0,3 µg pRc/RSV-E1A12S-, 1 µg pcDNA3.1-Ht31-Fragment- (enthält As 418-718 des humanen Schilddrüsen-Verankerungsprotein Ht31 einschließlich der RII-Bindedomäne von As 493-515; Lester et al, 1997) und pcDNA3.1-Ht31-P-Fragment- Expressionsvektor (entspricht Ht31, enthält aber einen Aminosäureaustausch an Position 502 von Serin nach Prolin in der RII-Bindedomäne; Lester et al., 1997) kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit den entsprechenden Leervektoren konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h später bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit der Leervektoren pcDNA3.1 und pRc/RSV wurde als 1 normiert. 

Ein vergleichbares Ergebnis wurde durch die Transfektion eines Expressionsplasmids für das Peptidfragment Ht31, welches die As 418-718 des humanen Schilddrüsen-Verankerungsproteins Ht31 einschließlich der RII-Bindedomäne von As 493-515 enthält (Lester et al., 1997), erzielt (Abb. 24B). Die Expression des Peptidfragments Ht31-P, in der das RII-AKAP-Bindungsmotiv des humanen Schilddrüsen-Verankerungsproteins Ht31 durch einen Aminosäureaustausch an Position 502 von Serin nach Prolin mutiert ist (Lester et al., 1997), war nicht mehr in der Lage, einer Promotoraktivierung durch das E1A12S-Protein entgegenzuwirken (Abb. 24B). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde geschlossen, daß eine funktionelle Interaktion des E1A12S-Proteins mit dem cytoplasmatisch-lokalisierten PKA-Holoenzym im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors eine entscheidende Rolle spielt. 

4.14
Die regulatorischen Untereinheiten RI und RII des PKA-Holoenzyms interagieren mit dem E1A12S-Protein in vitro
Eine Möglichkeit, wie das E1A12S-Protein den E2Ad12-Promotor durch eine Bindung an das PKA-Holoenzym aktivieren könnte, besteht in einer Interaktion mit den regulatorischen und/oder katalytischen Untereinheiten der PKA. Nach dieser Hypothese würde es im Zuge der Promotoraktivierung zu einer Dissoziation des PKA-Holoenzyms durch das E1A12S-Protein kommen, gefolgt von einer Translokation der C-Untereinheit in den Kern und einer anschließenden Phosphorylierung und Aktivierung der Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 und/oder den Koaktivatoren p300/CBP (s. Kap. 1.5).

Wie die Ergebnisse der transienten Expressionsanalysen mit den R-Bindepeptidfragmenten Ht31 und AKAP149 zeigten, inhibieren beide Peptide die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors. Da beide Peptide das R-Bindemotiv dieser AKAPs umspannen, wurde vermutet, daß das E1A12S-Protein mit den R-Untereinheiten des PKA-Holoenzyms interagieren könnte. 

Zu Klärung dieser Fragestellung wurde untersucht, ob die regulatorischen Untereinheiten mit dem E1A12S-Protein in vitro interagieren. Hierzu wurden Protein-Protein-Interaktionsanalysen mit GST-E1A12S-Fusionsproteinen und 35S-markierten, in vitro transkribierten/translatierten R-Untereinheiten durchgeführt. Für alle nachfolgenden Untersuchungen wurden die regulatorischen -Untereinheiten des PKA-Holoenzyms benutzt, da sie, im Gegensatz zu den regulatorischen -Untereinheiten, in allen Zellen und Geweben exprimiert werden (Taskén et al., 1997). 

Wie aus den Abbildungen 25A und 25B ersichtlich, bindet sowohl die RI- als auch die RII-Untereinheit an das GST-E1A12S-Fusionsprotein (Spur 3). Die Deletion der Aminosäuren 1-79 (GST-1-79/E1A12S) sowie der CR1-Domäne (GST-CR1/E1A12S) des E1A12S-Proteins bewirkten einen Verlust der Interaktion mit der RI- und RII-Untereinheit (Abb. 25A und 25B; Spur 5 und 6). Weiterhin führte die Deletion der N-terminalen Domäne (GST-(N/E1A12S) zu einem deutlichen Verlust des Bindungspotentials des E1A12S-Proteins an die regulatorischen Untereinheiten (Abb. 25A und 25B, Spur 4). Die GST-Proteindomäne zeigte keine Affinität zu den regulatorischen Untereinheiten (Abb. 25A und 25B, Spur 2). 


Als nächstes wurde untersucht, ob die R-Untereinheiten mit dem E1A12S-Protein direkt interagieren. Damit sollte ausgeschlossen werden, daß Faktoren des für die in vitro Transkription/Translation benutzten Reticulolysats eine Interaktion zwischen den R-Untereinheiten und dem E1A12S-Protein indirekt vermitteln. Zu diesem Zweck wurden GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen mit bakteriell exprimierten und aufgereinigten RI(- oder RII(-Untereinheiten (der GST-Anteil dieser Proteine wurde durch proteolytischen Thrombin-verdau abgespalten) und einem GST-E1A12S-Fusionsprotein durchgeführt1. Interagierende Proteine wurden mittels Western-Blot-Analysen mit einem anti-RI(- und einem anti-RII(-[image: image31.png]HIS,E1A,,, —» | e
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Antikörper detektiert. 

Abb. 25. Die RI- und RII-Untereinheit interagieren mit dem E1A12S-Protein in vitro. Für die GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen wurde in vitro translatiertes, 35S-markiertes RI (A) oder in vitro translatiertes, 35S-markiertes RII (B) mit der GST-Proteindomäne (Spur 2) oder verschiedenen GST-E1A12S-Fusionsproteinen wie angegeben (Spuren 3 bis 6) inkubiert. Interagierende Proteine wurden eluiert, auf 10%-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert. Spur 1 repräsentiert 10% des Inputs von 35S-RI (A) oder 35S-RII (B). C. Für direkte GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen wurde bakteriell exprimiertes und aufgereinigtes RI( (Spur 1), (RI( (deletiert sind As 1-45; Spur 2), RII( (Spur 3) und (RII( (deletiert sind As 1-57; Spur 4) mit äquimolaren Mengen eines GST-E1A12S-Fusionsproteins inkubiert. Interagierende Proteine wurden eluiert, auf einem 10%-SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot mit einem anti-RI(- oder anti-RII(-Antikörper analysiert. D. Für direkte GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen wurde bakteriell exprimiertes und aufgereinigtes RII( mit einem GST-E1A12S-Fusionsprotein in Anwesenheit von 100 nM des PKA-Verankerungsinhibitors Ht31 (Spur 1) oder des Kontrollpeptids Ht31-P (Spur 2) inkubiert. Interagierende Proteine wurden eluiert, auf einem 10%-SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot mit einem anti-RII(-Antikörper analysiert. 

Diese Experimente zeigten, daß das adenovirale Protein direkt mit den R-Untereinheiten der PKA interagiert (Abb. 25C, Spur 1 und 3). Die Deletion des AKAP-Bindemotivs der RI(- (As 1-45, Leon et al., 1997) oder der RII(-Untereinheit (As 1-57, Hausken et al., 1996; Newlon et al., 1999) führte zu einem Verlust der Interaktion mit dem adenoviralen Protein (Abb. 25C, Spuren 2 und 4). Erwartungsgemäß konnte die Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und der RII-Untereinheit durch das Ht31-Peptid, welches das RII-Bindemotiv des humanen Schilddrüsen-Verankerungsproteins umspannt, verhindert werden (Abb. 25D, Spur 2). Dagegen wurde die Bindung des E1A12S-Proteins an die RII-Untereinheit durch die Peptidmutante Ht31-P nicht verhindert (Abb. 25D, Spur 1). Diese Ergebnisse deuten an, daß Ht31 und das E1A12S-Protein an gleiche oder überschneidende Bindemotive in der RII-Untereinheit binden. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, daß Ht31 mit dem adenoviralen Protein interagiert und hierdurch eine Bindung an die RII(-Untereinheit verhindert. 

Zusammenfassend belegen die Untersuchungen, daß das E1A12S-Protein direkt an die RI- und die RII-Untereinheit in vitro bindet und das für eine Interaktion die N-terminale Domäne und die CR1-Domäne im adenoviralen Protein entscheidend sind. Als Interaktionsdomäne des E1A12S-Proteins in den R-Untereinheiten wurde der N-terminale AKAP-Bindebereich identifiziert.

Ein Vergleich der transienten Expressionsanalysen (Abb. 24) mit den Protein-Protein-Interaktionsanalysen (Abb. 25) belegt, daß eine Bindung des E1A12S-Proteins an die R-Untereinheiten mit der Aktivierung des E2Ad12-Promotors korreliert. So führt ein Verlust der Bindung des adenoviralen Proteins an die RII-Untereinheit in Anwesenheit von Ht-31 in vitro zu einer Inhibition der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein in Anwesenheit von Ht-31 in vivo. Dagegen zeigt die Mutante Ht31-P keine Beeinflussung der Interaktion des E1A12S-Proteins mit der RII-Untereinheit in vitro und keine Inhibition der E1A12S-induzierten Expression des E2Ad12-Promotors in vivo.

Um zu überprüfen, ob das E1A12S-Protein neben den regulatorischen -Untereinheiten an die regulatorischen -Untereinheiten und die katalytischen Untereinheiten bindet, wurden GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen durchgeführt. In diesen in vitro-Interaktionsstudien mit den -Untereinheiten war nur eine schwache Bindung des E1A12S-Proteins an die RII-Untereinheit nachweisbar. Eine Interaktion des E1A12S-Proteins mit der RI-Untereinheit war in diesen Experimenten nicht detektierbar (Daten nicht gezeigt). Weiterhin war in den in vitro-Interaktionsstudien keine Interaktion des E1A12S-Proteins mit der C- oder C-Untereinheit nachweisbar (Daten nicht gezeigt). 

4.15
Die regulatorischen Untereinheiten RI und RII des PKA-Holoenzyms interagieren mit dem E1A12S-Protein in vivo
Die bisherigen Protein-Protein-Interaktionsanalysen belegen, daß das E1A12S-Protein in vitro an die RI- und RII-Untereinheit bindet. Um erste Hinweise einer Interaktion zwischen dem adenoviralen Protein und den R-Untereinheiten in vivo zu bekommen, wurden Protein-Protein-Bindungsstudien im Hefesystem durchgeführt. Hier sollten sowohl in den R-Untereinheiten als auch in dem E1A12S-Protein Interaktionsmotive identifiziert werden, die für eine Bindung notwendig sind. 

Für die in vivo-Interaktionsstudien wurde das in unserer Arbeitsgruppe etablierte Hefe-SOS-„Two-Hybrid”-System (Aaronheim et al., 1997) angewandt, das bereits erfolgreich für Interaktionsanlysen des E1A12S-Proteins mit dem Koaktivator p300 eingesetzt wurde (Lipinski et al., 1999; s. Kap. 3.6.8). In dem Hefe-SOS-„Two-Hybrid”-System werden Protein-Protein-Interaktionen aufgrund des selektiven Wachstums der Hefen bei 36 °C identifiziert. Zu diesem Zweck wurden die cDNAs für die RI- und die RII-Untereinheit in den Hefe-Expressionsvektor pYes2-MYR kloniert, der die RI- und die RII-Untereinheit mit einem N-terminalen Myristylierungssignal exprimiert (MYR-RI bzw. MYR-RII). Weiterhin wurden Proteinmutanten der RI- und RII-Untereinheiten kloniert, denen die AKAP-Interaktionsdomäne deletiert worden war (MYR-1-91/RI bzw. MYR-1-91/RII). 

Zur Analyse einer in vivo-Interaktion wurden unterschiedliche Kombinationen der entsprechenden pYes2-MYR-Fusionsprotein-Expressionsvektoren für die R-Untereinheiten mit pADNS-SOS-Fusionsprotein-Expressionsvektoren für das E1A12S-Protein (SOS-E1A12S; exprimiert das Vollängen-E1A12S-Protein mit einer C-terminalen SOS-Domäne) oder davon abgeleiteter SOS-E1A12S-Proteinmutanten in cdc25-2-Hefen kotransformiert (s. Kap. 3.6.8.2). Von den kotransformierten Hefezellen wurden je vier zufällig ausgewählte Hefeklone auf ihr Wachstum bei der selektiven Wachstumstemperatur von 36 °C getestet. 
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Abb. 26. Das E1A12S-Protein interagiert unter Beteiligung des N-Terminus mit dem AKAP-Bindebereich der RI- und RII-Untereinheit im Hefe-SOS-„Two-Hybrid”-System. Cdc25-2-Hefezellen wurden mit pADNS-SOS-Expressionsplasmiden für verschiedene SOS-E1A12S-Fusionsproteine und pYes2-MYR-Expressionsplasmiden für MYR-RI (A), MYR-RII (B) oder dem pYes2-MYR-Leervektor (MYR) wie angegeben kotransformiert. Die Hefezellen wurden auf YNB-Ura/-Leu-Glucose-Selektionsplatten ausgestrichen und bei der nicht-selektiven Temperatur von 25 °C für 3-5 Tage inkubiert. Danach wurden vier Klone einer Kotransformation gepickt, auf eine YNB-Ura/-Leu-Glucose-Selektionsplatte ausgestrichen und für 3 Tage bei 25 °C wachsen gelassen. Anschließend erfolgte eine Replika-Plattierung auf YNB-Ura/-Leu-(+)-Galaktose-Platten und eine weitere Inkubation bei der selektiven Wachstumstemperatur von 36 °C.

Jedoch zeigten die Hefen, die das SOS-1-79-Protein koexprimierten, ein verringertes Wachstum bei der selektiven Temperatur von 36 °C. Die Ursachen für dieses reduzierte Hefewachstum sind bisher unklar. Es wird jedoch oft bei Interaktionsanalysen mit dem SOS-1-79-Protein beobachtet (Lipinski et al., 1999). Wenn die Hefen die CR1-Domäne (exprimiert werden die As 39-79 der Ad12 E1A-Proteine als SOS-Fusionsprotein; SOS-CR1) und die R-Untereinheiten koexprimierten, konnte kein selektives Wachstum bei 36 °C detektiert werden (Abb. 26 A und 26B). 

Weiterhin war kein Wachstum unter selektiven Bedingungen zu verzeichnen, wenn die Hefen entweder die RI- oder die RII-Deletionsmutante (MYR-1-91/RI bzw. MYR-1-91/RII) mit dem E1A12S-Protein oder dem E1A-N-Terminus koexprimierten (Abb. 26A und 26B). Als Kontrollen wurden SOS-N, SOS-CR1 und SOS-1-79 mit dem pYes2-MYR-Leervektor (MYR) kotransformiert. Erwartungsgemäß waren die adenoviralen Domänen in Abwesenheit der RI- oder RII-Untereinheit nicht in der Lage, ein Hefewachstum unter selektiven Bedingungen zu induzieren (Abb. 26A und 26B). Diese Ergebnisse belegen, daß das E1A12S-Protein mit der RI- und der RII-Untereinheit unter in vivo-ähnlichen Bedingungen in Hefezellen interagiert. Weiterhin wurde in Übereinstimmung mit den GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen bestätigt, daß eine Interaktion des E1A12S-Proteins unter Beteiligung des N-Terminus über den AKAP-Bindebereich der RI- und der RII-Untereinheit erfolgt.

Um zu untersuchen, ob das E1A12S-Protein mit der RI- und/oder der RII-Untereinheit in Säugerzellen interagiert, wurden Immunpräzipitationen von transient transfizierten COS7-Zellen durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen mit einem Expressionsvektor für ein myc-Epitop gekoppeltes E1A12S-Protein transfiziert. Gebildete Immunkomplexe wurden mit einem anti-RI- oder einem anti-RII-Antikörper präzipitiert und nachfolgend im Western-Blot mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Wie in Abb. 27A dargestellt, führten die Immunpräzipitationen mit einem anti-RII- oder einem anti-RI-Antikörper zu einer Kopräzipitation des adenoviralen Proteins (Spur 3 und 4). Kein E1A12S-spezifisches Signal war in den Immunkomplexen aus Kontroll-transfizierten Zellen nachzuweisen (Abb. 27A, Spur 1). Weiterhin konnte das E1A12S-Protein mit einem gegen das myc-Epitop gerichteten Antikörper effizient präzipitiert werden (Abb. 27A, Spur 2). Western-Blot-Analysen der für die Immunpräzipitationen eingesetzten Gesamtzellextrakte bestätigten die Expression des E1A12S-Proteins in den transfizierten COS7-Zellen (Abb. 27B, Spuren 2-4). 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse deutlich, daß das E1A12S-Protein mit der RI- und der RII-Untereinheit des PKA-Holoenzyms in vivo interagiert.
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Abb. 27. Die RI- und die RII-Untereinheit interagieren mit dem E1A12S-Protein in vivo. A. COS7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für ein myc-gekoppeltes E1A12S-Wildtyp-Protein (Spuren 2-4) oder mit dem entsprechenden Leervektor (Spur 1) transfiziert. Die Zellen wurden 48 h später lysiert und die Gesamtzellextrakte entweder mit einem Kontroll-Antiserum (normales Kaninchen-IgG, Spur 1), einem anti-myc- (Spur 2), einem anti-RII- (Spur 3) oder einem anti-RI-Antikörper (Spur 4) inkubiert. Gebildete Immunkomplexe wurden auf einem 12%-SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Die Position des E1A12S-Proteins ist durch einen Pfeil links angegeben. B. Die Expression des E1A12S-Proteins in den transfizierten COS7-Zellen wurde vor der Immunpräzipitation mittels Western-Blot mit dem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Die Position des E1A12S-Proteins ist durch einen Pfeil links angegeben.

4.16
Das E1A12S-Protein transloziert die RII-Untereinheit in den Zellkern

Die bisherigen Ergebnisse des SOS-„Two-Hybrid”-Systems und der Immunpräzipitationen beweisen, daß das E1A12S-Protein mit der RI- und der RII-Untereinheit des PKA-Holoenzyms in vivo interagiert. Nachfolgend wurde analysiert, welche funktionelle Konsequenz die Interaktion des E1A12S-Proteins mit der RI- und/oder der RII-Untereinheit des PKA-Holoenzyms im Aktivierungsprozeß des viralen E2Ad12-Promotors hat.

Um zu untersuchen, ob die Interaktion des E1A12S-Proteins mit den R-Untereinheiten einen Einfluß auf die zelluläre Lokalisation des PKA-Holoenzyms ausübt, wurden Immunfluoreszenz-Untersuchungen2 (s. Kap. 3.6.7) durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden COS7-Zellen mit Expressionsvektoren für ein FLAG-Epitop gekoppeltes (E1A12S-FLAG) oder ein myc-Epitop gekoppeltes E1A12S-Wildtyp-Protein (E1A12S-myc) und die davon abgeleitete Deletionsmutante 1-79/E1A12S-myc (deletiert sind der N-Terminus und die CR1-Domäne) transfiziert. Die E1A12S-Proteinmutante 1-79/E1A12S wurde benutzt, da sie in den in vitro-Interaktionsanalysen nicht mehr in der Lage war, an die R-Untereinheiten zu binden (s .a. Abb. 25A und 25B) und den E2Ad12-Promotor zu aktivieren (Abb. 7B). Die transfizierten Zellen wurden fixiert und mit spezifischen Antikörpern gegen die RI-Untereinheit, die RII-Untereinheit und gegen das myc- bzw. FLAG-Epitop der E1A12S-Fusionsproteine inkubiert und die zelluläre Verteilung dieser Proteine in Immunfluoreszenz-Untersuchungen analysiert. Die Expression des E1A12S-FLAG-Fusionsproteins führte zu einer drastischen Umverteilung der RII-Untereinheit aus dem Cytoplasma in den Zellkern, wobei es hier zu einer Kolokalisation der RII-Untereinheit und dem E1A12S-Protein kam (Abb. 28A, obere Reihe, rechtes Bild, gelb gefärbt). Interessanterweise hatte die Expression des E1A12S-FLAG-Fusionsproteins keinen Einfluß auf die Lokalisation der RI-Untereinheit (Abb. 28A, untere [image: image38.png]Ad12 E2-CRE Input
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Abb. 28. Umverteilung der cytoplasmatisch-lokalisierten RII-Untereinheit in den Zellkern transient E1A12S-Protein exprimierender COS7-Zellen. A. COS7-Zellen wurden mit einem Kontrollvektor für das FLAG-Epitop (linke Spalte) oder einem Expressionsvektor für das E1A12S-FLAG-Fusionsprotein (rechte Spalte) transfiziert. Die Zellen wurden 48 h später fixiert und die intrazelluläre Verteilung des FLAG-Epitops (grün), der RII(- (rot, obere Reihe) oder der RI(-Untereinheit (rot, untere Reihe) wurde mittels Immunfluoreszenz analysiert. B. COS7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für ein E1A12S-myc-Wildtyp-Protein (linkes Bild) oder die davon abgeleitete Deletionsmutante (1-79/E1A12S transfiziert. Die Zellen wurden 48 h später fixiert und die intrazelluläre Verteilung des myc-Epitops (grün) und der RII(-Untereinheit (rot) mittels Immunfluoreszenz-Untersuchungen bestimmt. Die Strichlänge entspricht einer Länge von 10 (m.
Die cytoplasmatische Lokalisation der RII-Untereinheit wurde durch die Expression der E1A12S-Proteindeletionsmutante 1-79/E1A12S-myc nicht beeinflußt (Abb. 28B, rechtes Bild). Das E1A12S-myc-Wildtyp-Protein hingegen bewirkte erwartungsgemäß eine Translokation der RII-Untereinheit in den Zellkern (Abb. 28B, linkes Bild). Die alleinige Expression des FLAG-Epitops konnte im Zellkern detektiert werden (Abb. 28A, linke Spalte, grün gefärbt) und hatte keinen Einfluß auf die Lokalisation der RII- oder der RI-Untereinheit (Abb. 28A, linke Spalte, rot gefärbt), die in Übereinstimmung mit publizierten Daten ausschließlich im Cytoplasma nachzuweisen sind (Keryer et al., 1999).

Um die in den Immunfluoreszenz-Untersuchungen gezeigte Translokation der RII-Untereinheit durch das adenovirale Protein mit einer weiteren, unabhängigen Methode zu bestätigen, wurden Western-Blot-Analysen vom Cytoplasma- und Kernextrakt Kontroll- oder E1A12S-transfizierter COS7-Zellen durchgeführt.

Die Inkubation mit einem anti-RII-Antikörper zeigte, daß die Expression des E1A12S-Proteins zu einer 8-fachen Anreicherung der RII-Untereinheit im Zellkern führte (Abb. 29A; vgl. Spur 1 mit Spur 2; die densitometrische Auswertung erfolgte mit dem LKB UltroScan XL Laser Densitometer). Gleichzeitig kam es zu einer Verringerung der RII-Konzentration im Cytoplasma (Abb. 29B; vgl. Spur 1 mit Spur 2). 
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Abb. 29. Die Expression des E1A12S-Proteins führt zu einer Translokation der RII-Untereinheit in den Zellkern. COS7-Zellen wurden mit einem Expressionsvektor für ein FLAG-gekoppeltes E1A12S-Wildtyp-Protein (Spur 2) oder mit dem entsprechenden Kontrollvektor (Spur 1) transfiziert. Von den Zellen wurden 48 h später Kern- (A) und Cytoplasmaextrakte (B) präpariert. Der Kern- und Cytoplasmaextrakt wurde auf einem 12%-SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot mit Antikörpern gegen RII, RI, E1A12S (anti-Ad12 E1A-Antiserum), C und CREB-1 analysiert. Die Positionen der Proteine sind durch Pfeile rechts angegeben. 

In Übereinstimmung mit den Immunfluoreszenz-Untersuchungen war die zelluläre Lokalisation der RI-Untereinheit nicht verändert. Hier konnten mit einem anti-RI-Antikörper nur marginale Spuren der RI-Untereinheit im Kernextrakt von Kontroll- oder E1A12S-Protein exprimierenden Zellen nachgewiesen werden (Abb. 29A und 29B, vgl. Spur 1 mit Spur 2). Interessanterweise kam es in Anwesenheit des adenoviralen Proteins zu keiner nachweisbaren Anreicherung der katalytischen Untereinheit C im Zellkern (Abb. 29A und 29B; vgl. Spur 1 mit Spur 2). Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit den Daten der Immunfluoreszenz-Untersuchungen, mit Hilfe derer keine Beeinflussung der zellulären Lokalisation der C-Untereinheit in Gegenwart des adenoviralen Proteins detektiert wurde (Daten nicht gezeigt). Die zelluläre Lokalisation des E1A12S-Proteins im Zellkern wurde bestätigt (Abb. 29A; Spur 2). Weiterhin war das adenovirale Protein auch im Cytoplasma nachzuweisen (Abb. 29B). Die Inkubation mit einem anti-CREB-1-Antikörper bestätigte zudem, daß vergleichbare Kernextraktmengen aus Kontroll- und E1A12S-transfizierten Zellen auf die Membran transferiert wurden (Abb. 29A, vgl. Spur 1 mit Spur 2).
Diese Ergebnisse zeigen, daß die Expression des E1A12S-Proteins zu einer Translokation der cytoplasmatisch-lokalisierten RII-Untereinheit in den Zellkern führt. Diese Translokation ist spezifisch, da die zelluläre Lokalisation der RI-Untereinheit in Anwesenheit des adenoviralen Proteins nicht verändert ist. Darüber hinaus ist die Konzentration der C-Untereinheit im Zellkern durch das E1A12S-Protein wahrscheinlich ebenfalls unbeeinflußt. Somit sprechen diese Daten gegen einen Aktivierungsmechanismus, bei dem eine Interaktion des E1A12S-Proteins mit dem PKA-Holoenzym eine erhöhte Freisetzung der C-Untereinheit im Cytoplasma, gefolgt von einer Translokation der C-Untereinheit in den Zellkern, bewirkt. Vielmehr lassen sie die Vermutung zu, daß nur die RII-Untereinheit, wahrscheinlich ohne gebundene katalytische Untereinheit, in den Zellkern transloziert (s. Kap. 5.2). 

4.17
Die Koexpression der RII-Untereinheit und des E1A12S-Proteins führt zu einer starken Transaktivierung des E2Ad12-Promotors 

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Untersuchungen und der Western-Blot-Analysen beweisen, daß das E1A12S-Protein die RII-Untereinheit in den Zellkern transloziert. Diese Umverteilung der RII-Untereinheit aus dem Cytoplasma in den Zellkern läßt die Vermutung zu, daß die RII-Untereinheit möglicherweise eine bisher unbekannte transkriptionsregulierende Funktion CRE-abhängiger Promotoren besitzen könnte. Vorstellbar wäre, daß die translozierte RII-Untereinheit eine wichtige Kofaktorfunktion im Prozeß der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein besitzt. 

Um die funktionelle Bedeutung der Translokation der RII-Untereinheit vom Cytoplasma in den Zellkern durch das adenovirale Protein zu untersuchen, wurden transiente Expressionsanalysen durchgeführt. Hierzu wurde das Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT mit Expressionsvektoren für die RII-Untereinheit und/oder dem E1A12S-Protein kotransfiziert (Abb. 30). Erwartungsgemäß aktivierte das E1A12S-Protein das Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT (8-fach; Abb. 30). Die alleinige Expression der RII-Untereinheit ergab lediglich eine leichte, aber reproduzierbare, Aktivierung des Reportergens (2-3-fach; Abb. 30). Erstaunlicherweise führte die Koexpression des E1A12S-Proteins mit der RII-Untereinheit zu einer 18-fachen Aktivierung der CAT-Genexpression des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT. 

Diese Ergebnisse deuten an, daß die translozierte RII-Untereinheit eine wichtige transkriptionsregulierende Kofaktorfunktion in dem Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein ausübt. 
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Abb. 30. Die Koexpression der RII-Untereinheit und des E1A12S-Proteins führt zu einer starken Aktivierung des E2Ad12-Promotors. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT sowie 0,3 µg pRc/RSV-E1A12S- und 1,5 µg PCR3.1-RII-Expressionsvektor kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit den Leervektoren pRc/RSV und PCR3.1 konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h später bestimmt. Die relativen Aktivitäten entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT in Anwesenheit der Leervektoren pRc/RSV und PCR3.1 wurde als 1 normiert.

Somit ist ein völlig neuartiger Mechanismus der E1A12S-vermittelten Aktivierung CRE/CREB-abhängiger Zielgene durch die Interaktion mit dem cytoplasmatisch-lokalisierten PKA-Holoenzym, gefolgt von der Translokation der RII-Untereinheit in den Zellkern, anzunehmen (s. Kap. 5.2).
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