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5.
Diskussion

Die Regulation der E2-Region durch den E2-Promotor ist im lytischen Entwicklungszyklus der Adenoviren von entscheidender Bedeutung. Die Proteine dieser Region werden für die Replikation des Virusgenoms benötigt und sind somit für die erfolgreiche Vermehrung von Adenoviren essentiell (Shenk, 1996 und Referenzen hierin). Wie meine Untersuchungen belegen, wird der E2Ad12-Promotor des Adenovirus-Serotyps 12 durch das Ad12 E1A12S-Protein über ein CRE-Element (als E2-CRE bezeichnet) transaktiviert.


Durch die CRE-Elemente in den adenoviralen Promotoren besteht für Adenoviren die Möglichkeit, den ubiquitären cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionsweg für die Aktivierung der viralen Promotoren und somit die Expression der adenoviralen Gene in unterschiedlichen Zellsystemen zu gewährleisten. Jedoch ist die intrazelluläre Konzentration von cAMP in den Zellen niedrig und wird nach den bisher publizierten Daten durch die adenoviralen E1A-Proteine nicht verändert (Florin-Christensen et al., 1993). Für die Expression cAMP-abhängiger Zielgene ist aber die Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration und damit einhergehend die Aktivierung des PKA-Holoenzyms der entscheidende Schritt in der Expression dieser Zielgene (s. Kap. 1.5). Es stellte sich daher die Frage, wie Adenoviren durch die E1A-Proteine die Fähigkeit besitzen, den für die Aktivierung der adenoviralen Promotoren notwendigen zellulären cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionsweg, anscheinend unabhängig von einer cAMP-Neusynthese, zu aktivieren. In den Untersuchungen zur Klärung der Mechanismen der E1A12S-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch die Modulation des cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionswegs habe ich gezeigt: 

1.
daß es im Zuge der cAMP-unabhängigen Aktivierung des E2Ad12-Promotors zur Bildung eines ternären Komplexes bestehend aus den cAMP/PKA-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1, den Koaktivatoren p300/CBP und dem E1A12S-Protein kommt,

2.
daß die von den Koaktivatoren p300/CBP induzierten Acetylierungen im Prozeß der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein notwendig sind,

3.
daß die Interaktion des E1A12S-Proteins mit der regulatorischen RII-Untereinheit des PKA-Holoenzyms im Cytoplasma zu einer Translokation dieser Untereinheit in den Zellkern führt. Die cAMP-unabhängige Aktivierung des PKA-Holoenzyms durch das E1A12S-Protein hat eine starke Aktivierung des viralen E2Ad12-Promotors zur Folge.

Wie meine Untersuchungen zeigen, greifen die cytoplasmatischen und nukleären Funktionen des E1A12S-Proteins im Prozeß der Transkriptionsaktivierung des E2Ad12-Promotors effizient ineinander. In den folgenden Abschnitten werden die durch das E1A12S-Protein vermittelten Funktionen im Zellkern (s. Kap. 5.1) und im Cytoplasma (s. Kap. 5.2) im Einzelnen erörtert und dann abschließend im Modell (s. Kap. 5.3) zusammengeführt. 

5.1
Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch den E2-CRE-gebundenen Komplex bestehend aus CREB-1/ATF-1, p300/CBP und dem E1A12S-Protein 

Die adenoviralen E1A-Proteine besitzen keine sequenzspezifische DNA-Bindungs-eigenschaft, sondern vermitteln ihre genregulatorischen Funktionen durch Protein-Protein-Wechselwirkungen mit zellulären Faktoren. Diese Faktoren können, wie in Kap. 1.3 beschrieben, DNA-sequenzspezifisch-bindende Transkriptionsfaktoren, Repressoren zellulärer Transkriptionsfaktoren, Faktoren des basalen Transkriptionsapparates oder Koaktivatoren sein. 

Die durchgeführten transienten Expressionsstudien zu dem Aktivierungs-mechanismus des E2Ad12-Promotors zeigten, daß für die E1A12S-induzierte Transkription des E2Ad12-Promotors das E2-CRE von entscheidender Bedeutung ist (s. Kap. 4.1). Das E2-CRE-Promotorelement wird von den cAMP-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 gebunden, die ihrerseits das E1A12S-Protein an den viralen Promotor rekrutieren (s. Kap. 4.3 und 4.7). Die anschließende Interaktion mit den zellulären Koaktivatoren p300/CBP und die daraus resultierende Bildung eines ternären Proteinkomplexes bestehend aus CREB-1/ATF-1, p300/CBP und dem E1A12S-Protein scheint im Prozeß der Aktivierung des E2Ad12-Promotors notwendig zu sein (s. Kap. 4.7). Dabei korreliert das Transaktivierungspotential des E1A12S-Proteins eindeutig mit seiner Bindung an die Histonacetyltransferasen p300/CBP in vivo (s. Kap. 4.12; Lipinski et al., 1999). Das läßt die Schlußfolgerung zu, daß beide Koaktivatoren eine zentrale Funktion im Prozeß der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein ausüben. 

Eine Funktion des E1A12S-Proteins im Aktivierungsprozeß besteht möglicherweise darin, daß das adenovirale Protein durch die Rekrutierung an den E2-CRE-gebundenen CREB-1/ATF-1-Komplex als zusätzliche hochaffine Bindestelle für die Koaktivatoren p300/CBP dient. Hierdurch kann das E1A12S-Protein als Brückenmolekül, unabhängig von der cAMP/PKA-vermittelten Phosphorylierung von CREB-1 und/oder ATF-1, die Bindung von p300/CBP an die E2-CRE-assoziierten, unphosphorylierten Transkriptionsfaktoren stabilisieren oder erst ermöglichen. Nach diesem Modell der Aktivierung des viralen Promotors wäre weder CREB-1 noch ATF-1 an einer direkten p300/CBP-Interaktion beteiligt. Jedoch sprechen die transienten Expressionsanalysen mit den PKA-spezifischen Inhibitoren PKI und H-89 gegen eine solche phosphorylierungsunabhängige Interaktion von CREB-1/ATF-1 im Aktivierungsprozeß durch das adenovirale Protein (s. Kap. 4.4 und 4.13). Da sowohl PKI als auch H-89 als potente Inhibitoren der Phosphotransferase-Aktivität der PKA der E1A12S-induzierten Transkription des E2Ad12-Promotors entgegenwirken, deutet das darauf hin, daß u. a. die Phosphorylierung von CREB-1 und/oder ATF-1 für die Promotor-aktivierung wichtig ist. Die Annahme wird weiterhin durch transiente Expressionsanalysen mit einer phosphorylierungsdefekten CREB-1-Proteinmutante gestützt, die einen Aminosäureaustausch von Serin nach Alanin in der Phosphoakzeptorbindestelle an der Position 133 besitzt und somit nicht mehr durch die C-Untereinheit der PKA phosphoryliert wird (Gonzalez und Montminy, 1989). Die Expression der CREB-1-Proteinmutante führt zu einem Verlust der Aktivierung des viralen Promotors durch das E1A12S-Protein (Daten nicht gezeigt). Eine ungeklärte und interessante Frage ist, ob das E1A12S-Protein weiterhin mit unphosphoryliertem CREB-1 (oder ATF-1) interagiert und über diese Proteinmutante überhaupt an das E2-CRE rekrutiert werden kann. 

Nach den hier präsentierten Ergebnissen sind CREB-1/ATF-1 (im Folgenden als CREB zusammengefaßt, wenn nicht gesondert erwähnt) im Aktivierungsprozeß an einer direkten, phosphorylierungsabhängigen Interaktion mit den zellulären Koaktivatoren p300/CBP beteiligt. Meine Experimente lassen weiterhin den Schluß zu, daß eine Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und p300/CBP für eine effiziente Rekrutierung der Koaktivatoren an den E2Ad12-Promotor nicht ausreicht. Meine Arbeitshypothese geht gegenwärtig davon aus, daß das E1A12S-Protein zu Beginn des Aktivierungsprozesses, möglicherweise durch die Interaktion mit CREB, an den viralen Promotor rekrutiert wird. Die Koaktivatoren p300/CBP können dann ihrerseits mit dem E2-CRE-gebundenen CREB/E1A12S-Komplex assoziieren und durch den gleichzeitigen Kontakt mit beiden Faktoren den ternären Komplex stabilisieren.

Im Gegensatz zu der Aktivierung des E2Ad12-Promotors werden andere cAMP/PKA-abhängige Promotoren durch das E1A12S-Protein reprimiert. So wird beispielsweise die cAMP/PKA-abhängige Transkription des Somatostatin-Promotors durch die E1A12S-vermittelte Dissoziation eines CRE-gebundenen Komplexes aus p300/CBP und CREB inhibiert (Arany et al., 1995). Dagegen wird durch die gleichen Faktoren des cAMP/PKA-abhängigen Signalwegs der E2Ad12-Promotor oder der PCNA-Promotor (Fax et al., 2000; Lee und Mathews, 1997) über einen CRE-gebundenen Komplex bestehend aus CREB und p300/CBP durch das E1A12S-Protein aktiviert. Hier stellt sich die interessante Frage, welche molekularen Mechanismen letztendlich eine Aktivierung CRE-abhängiger Promotoren über einen Komplex aus CREB und p300/CBP durch das E1A12S-Protein ermöglichen und warum es nicht, wie bei dem Somatostatin-Promotor, zu einer Dissoziation des CRE-gebundenen Komplexes kommt. Hier scheinen im Aktivierungsprozeß des viralen Promotors, neben der Bindung an den Komplex aus CREB und p300/CBP, weitere Interaktionen des E1A12S-Proteins mit promotorgebundenen Faktoren wie DNA-bindenden oder generellen Transkriptionsfaktoren notwendig zu sein. Solche Interaktionen könnten den CREB/CBP-Komplex auf dem viralen E2-Promotor stabilisieren und eine Dissoziation eines solchen Komplexes durch das E1A12S-Protein, wie für den Somatostatin-Promotor beschrieben, verhindern. Da in unserer Arbeitsgruppe gezeigt wurde, daß das E1A12S-Protein mit der TFIID-Untereinheit TBP und der TFIIF-Untereinheit RAP30 wechselwirkt, könnten solche Interaktionen den Komplex auf dem E2Ad12-Promotor stabilisieren (Lipinski et al., 1998). Weiterhin wurde gezeigt, daß der Koaktivator CBP mit promotorspezifischen Kofaktoren assoziiert vorliegt, die in der genspezifischen Transkriptionsaktivierung eine wichtige Funktion ausüben (Puigserver et al., 1998). Obwohl die molekulare Basis der Assoziation von CBP mit promotorspezifischen Kofaktoren bisher unverstanden ist, bieten sie die Grundlage für die Hypothese, daß solche Kofaktoren die Transkription bestimmter CREB/CBP-abhängiger Promotoren wie dem viralen E2Ad12-Promotor oder dem humanen PCNA-Promotor in Anwesenheit des E1A12S-Proteins zulassen (Fax et al., 2000; Lee und Mathews, 1997). 

Eine andere Erklärung, wie das E1A12S-Protein die cAMP-abhängige Genexpression ohne Dissoziation eines promotorgebundenen Komplexes aus CREB und p300/CBP aktivieren könnte, wäre, daß das adenovirale Protein mit funktionell verschiedenen Domänen von p300/CBP interagiert. So konnte u. a. in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, daß das E1A12S-Protein mit der N-terminalen Domäne, der C/H3-Domäne, der glutaminreichen Domäne im C-Terminus sowie der KIX-Domäne von p300/CBP interagiert (Kurokawa et al., 1998; Lipinski et al 1999, Fax et al., 2000). Die Daten lassen die Vermutung zu, daß die Interaktionsdomänen für das E1A12S-Protein in p300/CBP in Abhängigkeit des Promotor-kontexts variieren könnten. Solche alternativen Interaktionen des E1A12S-Proteins mit funktionell verschiedenen Domänen von p300/CBP würden hierdurch eine Aktivierung oder Repression der CRE-abhängigen Genexpression unter Beteiligung der gleichen Faktoren erklären. Hier muß aber postuliert werden, daß die Bindung des E1A12S-Proteins an funktionell unterschiedliche Domänen von p300/CBP durch promotorspezifische Faktoren bestimmt werden.  

Wie meine Ergebnisse zeigen, stellen die Koaktivatoren p300/CBP wichtige Schaltstellen für die Regulation des CRE-abhängigen E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein dar. Durch ihre zahlreichen Interaktionsdomänen und ihre intrinsische HAT-Aktivität greifen diese zellulären Koaktivatoren als entscheidende Faktoren in den Transaktivierungsprozeß von Zielgenen ein (als Übersicht s. Giordano und Avantaggiati, 1999; s. Kap. 1.4). Wie Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Rosenfeld (Korzus et al., 1998; Xu et al., 1998) bewiesen, ist die HAT-Aktivität der Koaktivatoren p300/CBP für die Expression CRE-regulierter Promotoren essentiell. Aufgrund der Bedeutung der HAT-Aktivität von p300/CBP für die Regulation CRE-abhängiger Promotoren stellte sich die Frage, ob die HAT-Aktivität der rekrutierten Koaktivatoren im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein ebenfalls einer Funktion zukommt. Das Histonacetylierungen durch Faktoren mit HAT-Funktion im lytischen Entwicklungszyklus von Adenoviren notwendig sind, wird dadurch verdeutlicht, daß die virale DNA nach Infektion einer Zelle in eine nukleosomenartige Struktur verpackt wird (Dery et al., 1985 und Referenzen hierin; Shenk, 1996). Durch die Rekrutierung von Acetyltransferasen wie p300/CBP in der E1A12S-aktivierten Transkription des E2Ad12-Promotors besteht hier eine Möglichkeit, die nukleosomale Repression der Promotorregion durch die Acetylierungen von Histonen aufzuheben. Das solchen Acetylierungsprozessen eine wichtige Funktion in der Aktivität des viralen Promotors zukommt, konnte durch Chromatin-Immunpräzipitationen bestätigt werden (s. Kap. 4.10). Hier bewies ich einen Zusammenhang zwischen der Promotoraktivität des E2Ad12-Promotors und dem Acetylierungsstatus des mit dem viralen Promotor assoziierten Histons H4. Die transienten Expressionsanalysen mit der Histondeacetylase HDAC-1 und Roscovitine, einem Inhibitor der CyclinE-cdk2-vermittelten Aktivierung der HAT-Funktion von p300/CBP (Ait-Si-Ali et al., 1998), zeigten, daß eine HAT-Aktivität in der E1A12S-aktivierten Transkription eine wichtige Rolle spielt (s. Kap. 4.8). Die Überexpression von p300/CBP hob zudem die HDAC-1-vermittelte Repression des E2Ad12-Promotors auf (s. Kap. 4.9). Außerdem belegen meine Daten, daß das E1A12S-Protein mit einer HAT-Aktivität in vivo assoziiert vorliegt, die eindeutig mit der Bindung des adenoviralen Proteins an die zellulären Acetylasen p300/CBP und der Aktivierung des E2Ad12-Promotors korreliert (s. Kap. 4.12 und hier als Zusammenfassung Abb. 22). 

Interessanterweise scheint dagegen die HAT-Aktivität des p300/CBP-assoziierten Faktors P/CAF, der ebenfalls mit den E1A-Proteinen in vivo interagiert (Reid et al., 1998), nicht von Bedeutung für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein zu sein. Weiterhin kann die Überexpression von P/CAF in transienten Expressionsanalysen die HDAC-1-vermittelte Repression des viralen Promotors nicht aufheben (Daten nicht gezeigt). In Übereinstimmung mit meinen Daten belegen Arbeiten von Korzus et al. (1998), daß für die Aktivierung cAMP-abhängiger Promotoren die HAT-Aktivität von p300/CBP notwendig ist, wogegen der HAT-Aktivität von P/CAF keine Bedeutung zukommt. 

Meine Daten lassen somit die Schlußfolgerung zu, daß die HAT-Aktivität der an den E2Ad12-Promotor rekrutierten Koaktivatoren p300/CBP eine wichtige Rolle im Aktivierungsprozeß des viralen Promotors durch das E1A12S-Protein spielt. Die Frage, die sich hieraus ergab, war, wie das E1A12S-Protein die HAT-Aktivität von p300/CBP im Prozeß der Aktivierung des E2Ad12-Promotors moduliert (s. Kap. 4.11). Bezüglich der Modulation der HAT-Aktivität von p300/CBP durch E1A-Proteine sind jedoch widersprüchliche Daten publiziert (s. Kap. 1.4.1.1). So wurde von einigen Arbeitsgruppen gezeigt, daß das E1A12S-Protein die HAT-Aktivität von p300/CBP in biochemischen Analysen inhibiert (Chakravarti et al., 1999; Hamamori et al., 1999), wogegen meine Ergebnisse den Nachweis erbringen, daß das E1A12S-Protein durch die direkte Bindung an die C/H3-Domäne die HAT-Aktivität von CBP erhöht. Dies ist in Übereinstimmung mit publizierten Daten anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls keine Inhibierung der HAT-Aktivität von p300/CBP nachwiesen (Ait-Si-Ali et al., 1998; Bannister und Kouzarides, 1996). 

Da die C/H3-Domäne nah zur HAT-Domäne liegt (s. Kap. 1.4.1, Abb. 4), wird möglicherweise durch die direkte Bindung des E1A12S-Proteins an die C/H3-Domäne von p300/CBP eine Konformationsänderung verursacht, die zu einer Stimulation der enzymatischen Aktivität führen könnte. Das solche allosterischen Mechanismen die HAT-Aktivität dieser Koaktivatoren beeinflussen, wird durch Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Harel-Bellan bekräftigt, die zeigten, daß eine Phosphorylierung von CBP (und möglicherweise von p300) im C-Terminus (As 1869-2441) durch CyclinE-cdk2-Komplexe eine Erhöhung der HAT-Aktivität des Koaktivators am G1/S-Phase-Übergang bewirkt (Ait-Si-Ali et al., 1998). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß das E1A12S-Protein den Effekt zellulärer, proliferationsrelevanter Kinasen wie z. B. CyclinE-cdk2 durch die direkte Interaktion mit der C/H3-Domäne von p300/CBP mimikrieren könnte. Die Aktivierung der enzymatischen Acetylasefunktion von p300/CBP durch das adenovirale Protein wäre dann für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors entscheidend. 

Im Gegensatz zu der zuvor beschriebenen Aktivierung der HAT-Aktivität und damit einhergehend der Acetylierung von Histonen durch das E1A12S-Protein, zeigten Arbeiten anderer Arbeitsgruppen eine konzentrationsabhängige Inhibition der p300-vermittelten Acetylierung von Histonen durch das E1A12S-Protein in vitro (Hamamori et al., 1999, Chakravarti et al., 1999, Perissi et al., 1999). In den von mir durchgeführten Analysen wurde erst bei sehr hohen Konzentrationen des rekombinanten E1A12S-Proteins eine Inhibition der HAT-Aktivität von CBP in vitro beobachtet. Eine Erklärung hierfür wäre, daß das E1A12S-Protein bei hohen Konzentrationen anstelle der Histone als Substrat für die enzymatische Aktivität von CBP in vitro dient. Diese Annahme wird durch die Daten von Chakravarti und Mitarbeitern (1999) gestützt, die zeigten, daß E1A-Proteine von p300/CBP in vitro effizient acetyliert werden.

Eine noch offene Frage ist, ob im Zuge der Promotoraktivierung neben Histonen auch Nicht-Histonproteine, wie beispielsweise Faktoren des generellen Transkriptionsapparates, das Ziel der HAT-Aktivität von p300/CBP sind. Untersuchungen von Imhoff und seinen Mitarbeitern (1997) erbrachten den Nachweis, daß die RAP30-Untereinheit des generellen Transkriptionsfaktors TFIIF durch die Koaktivatoren p300/CBP acetyliert wird. Das Protein RAP30 bildet mit der Untereinheit RAP74 den generellen Transkriptionsfaktor TFIIF, der durch seine intrinsische ATP-abhängige DNA-Helicase-Aktivität zu einer Entspiralisierung des DNA-Doppelstranges führt und dadurch entscheidende Funktionen in der Initiation und Elongation der Transkription durch die RNA-Polymerase II besitzt (als Übersicht s. Orphanides et al., 1996). Die RAP30-Untereinheit wäre hier von besonderem Interesse, da unsere Arbeitsgruppe gezeigt hat, daß die RAP30-Untereinheit mit dem E1A12S-Protein interagiert (Lipinski et al., 1998). Vorstellbar wäre, daß sich in der E1A12S-induzierten Aktivierung des E2Ad12-Promotors der Acetylierungszustand der RAP30-Untereinheit ändert. Da die RAP30-Untereinheit an der Transkriptionsinitiation beteiligt ist, könnte die Acetylierung der RAP30-Untereinheit die Transkriptionsrate am E2Ad12-Promotor erhöhen. Experimente zur Klärung dieser Fragestellung sind bereits geplant und sollen demnächst durchgeführt werden.

Zur Aktivierung der Genexpression durch Histonacetyltransferasen sind drei Modelle vorgeschlagen worden (als Übersicht s. Struhl, 1998). In den drei Modellen wird hierbei unterschieden, ob Histonacetyltransferasen unspezifisch, generell oder spezifisch an Promotoren rekrutiert werden. Das vorgeschlagene Modell der promotorspezifischen Rekrutierung von Histonacetyltransferasen durch sequenzspezifisch DNA-bindende Transkriptionsfaktoren im Aktivierungsprozeß von Zielgenen steht hierbei im Einklang mit meinen vorgestellten Ergebnissen. In Übereinstimmung mit diesem Modell zeigen meine Untersuchungen, daß die Acetylasen p300/CBP durch die kombinierten Interaktionen von CREB und dem E1A12S-Protein an das E2-CRE des E2Ad12-Promotors rekrutiert werden. Die anschließende Aktivierung der HAT-Aktivität von p300/CBP durch das E1A12S-Protein würde die nukleosomartige Struktur des Virusgenoms destabilisieren und eine effiziente Expression der E2-Region im Replikationszyklus des Adenovirus-Serotyps 12 ermöglichen. 

5.2
Die E1A12S-vermittelte Translokation der RII-Untereinheit des PKA-Holoenzyms als Voraussetzung für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors

Eine Voraussetzung für die Aktivierung cAMP-induzierbarer Gene durch den cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionsweg ist die spezifische Phosphorylierung der CRE-bindenden Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 durch die freigesetzte C-Untereinheit des PKA-Holoenzyms (Hagiwara et al., 1993). Phosphoryliertes CREB-1 oder ATF-1 interagiert daraufhin mit den Koaktivatoren p300/CBP, was zu einer Aktivierung des Zielgens führt (Chrivia et al., 1993). Als Gegenspieler der Phosphotransferase-Aktivität der freien C-Untereinheit dient PKI, die durch den Export der C-Untereinheit aus dem Kern einer Aktivierung cAMP-abhängiger Promotoren durch die PKA entgegenwirkt (Fantozzi et al., 1994). 

Da PKI in transienten Expressionsanalysen die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors reprimierte (s. Kap. 4.4), legte das die Vermutung nahe, daß ein weiterer Schritt in dem Aktivierungsprozeß des viralen Promotors durch das E1A12S-Protein notwendig ist. Aufgrund der Ergebnisse mit dem PKA-Inhibitor PKI wurde angenommen, daß eine Interaktion mit Faktoren des PKA-Holoenzyms zu einer Aktivierung des E2Ad12-Promotors führen könnte. 

Der klassischen Ansicht nach sind die E1A-Proteine im Zellkern lokalisiert, wo sie ihre transkriptionsregulierenden Funktionen durch die Interaktion mit DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren oder Koaktivatoren vermitteln (als Übersicht s. Bayley und Mymryk, 1994). Im Rahmen dieser Arbeit haben wir in Kooperation mit Kjetil Taskén (Institute of Medical Biochemistry, University of Oslo, Oslo, Norwegen) erstmals den Nachweis erbracht, daß das E1A12S-Protein eine wichtige cytoplasmatische Funktion ausübt, die zur Aktivierung eines Zielgens führt. Wir haben gezeigt, daß das E1A12S-Protein mit den cytoplasmatisch-lokalisierten regulatorischen Untereinheiten RI und RII des PKA-Holoenzyms in vitro und in vivo interagiert (s. Kap. 4.14 und 4.15). Die Anwesenheit des E1A12S-Proteins führt in den transfizierten Zellen zu einer Translokation der perinukleär-lokalisierten RII-Untereinheit des cAKII-Holoenzyms in den Zellkern (s. Kap. 4.16). Dagegen war die zelluläre Lokalisation der RI-Untereinheit des cAKI-Holoenzyms in Anwesenheit des adenoviralen Proteins nicht beeinflußt (s. Kap. 4.16). Die funktionelle Konsequenz der Translokation bewiesen wir in transienten Expressionsstudien, die zeigten, daß die Koexpression des E1A12S-Proteins und der RII-Untereinheit zu einer starken Aktivierung des E2Ad12-Promotors führte (s. Kap. 4.17; P. Fax, C. R. Carlson, P. Collas, K. Taskén, H. Esche, und D. Brockmann, eingereicht zur Publikation). Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse stellen eines der wenigen Beispiele dafür dar, daß Faktoren mit ursprünglich cytoplasmatischen Funktionen durch die Rekrutierung an Promotoren als Kofaktoren an der Regulation spezifischer Gene im Zellkern beteiligt sein können. In diesem Zusammenhang zeigt die RII-Untereinheit Analogie mit den Cytoskelett-Proteinen -Catenin (ein Cadherin-bindendes Protein) und CASK (ein membrangebundenes Protein der Guanylatcyclase), die durch Transkriptionsfaktoren im Aktivierungsprozeß von Zielgenen in den Zellkern translozieren (als Übersicht s. Bredt, 2000; Behrens et al., 1996; Hsueh et al., 2000). Diese Beispiele belegen eindeutig, daß Faktoren, die ursprünglich cytoplasmatische Funktionen ausüben, durch die Rekrutierung von viralen oder zellulären Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Funktion als Kofaktoren in der Aktivierung von Zielgenen vermitteln.

Der Mechanismus, wie das E1A12S-Protein durch eine Translokation der RII-Untereinheit die Aktivierung des E2Ad12-Promotors bewirkt, ist dagegen noch unklar. Nach unseren Ergebnissen muß das adenovirale Protein die RII-Untereinheit in den Zellkern translozieren. Hierdurch kann die RII-Untereinheit erst stimulierend in die Aktivierung des E2Ad12-Promotors eingreifen. Denkbar wäre, daß das E1A12S-Protein die Rekrutierung der RII-Untereinheit an den E2Ad12-Promotor ermöglicht. Da das E1A12S-Protein mit CREB und p300/CBP einen ternären Komplex auf dem E2-CRE bildet, wäre eine Möglichkeit, daß das adenovirale Protein die RII-Untereinheit an den Promotor rekrutiert. Die Ergebnisse der Protein-Protein-Interaktionsstudien zeigen, daß das E1A12S-Protein über den AKAP-Bindebereich im N-Terminus (As 1-91) an die RII-Untereinheit bindet. Durch die Bindung an AKAPs wird das PKA-Holoenzym an spezifischen Kompartimenten intrazellulär lokalisiert (Dell’Acqua und Scott, 1997). Die subzelluläre Lokalisierung des PKA-Holoenzyms in unmittelbarer Nähe spezifischer Substrate wird als ein entscheidender Mechanismus betrachtet, eine selektive Phosphorylierung auf bestimmte zelluläre Signale hin zu gewährleisten (als Übersicht s. Gray et al., 1998 und Referenzen hierin). Daher ist es vorstellbar, daß das E1A12S-Protein als ein nukleäres AKAP entweder auf dem E2-CRE oder im Kern fungiert und dadurch die RII-Untereinheit an den Promotor rekrutiert. Im weiteren Verlauf könnte die RII-Untereinheit dann die C-Untereinheit an den Promotor binden. Möglicherweise wird hierdurch eine intranukleäre Neuverteilung der C-Untereinheit an den E2Ad12-Promotor bewirkt und damit einhergehend eine Lokalisation der Phosphotransferase-Aktivität der PKA in unmittelbare Nähe zu den E2-CRE-gebundenen Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 und den Koaktivatoren p300/CBP. In diesem Prozeß würde es zu einer Phosphorylierung der promotorgebundenen Faktoren durch die C-Untereinheit kommen. In Übereinstimmung mit dieser Hypothese reprimieren die spezifischen Inhibitoren der C-Untereinheit, PKI und H-89, die E1A12S-induzierte Transkription des E2-Promotors (s. Kap. 4.4 und 4.13). 

Das entscheidende Substrat der Phosphotransferase-Aktivität der PKA ist jedoch bisher nicht bekannt. Da CREB eines der wesentlichen Substrate der PKA im Zellkern ist, haben wir untersucht, ob der Phosphorylierungsstatus von CREB in transient E1A12S-transfizierten Zellen verändert ist. Interessanterweise zeigten unsere Experimente, daß der Phosphorylierungszustand von CREB unverändert ist (Daten nicht gezeigt). Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, daß eine Änderung im Phosphorylierungszustand von CREB in transient E1A12S-exprimierenden Zellen zu gering ist, um diese in Western-Blot-Analysen detektieren zu können. Neben der Phosphorylierung von CREB besteht die Möglichkeit, daß die phosphorylierungsabhängige Aktivierung anderer Faktoren durch die C-Untereinheit für die Transkriptionsinduktion des E2Ad12-Promotors notwendig ist. Weitere Faktoren, die als ein potentielles Substrat der Phosphotransferase-Aktivität der C-Untereinheit der PKA in Betracht gezogen werden müssen, sind die Koaktivatoren p300/CBP (s. Kap. 5.1). 

In Übereinstimmung mit dieser Vermutung wird das Transaktivierungspotential von CBP als ein Gal4-Fusionsprotein auf einem Gal4-abhängigen Promotor durch die C-Untereinheit der PKA in transienten Expressionsstudien aktiviert (Chrivia et al., 1993). Die Mutation der PKA-Konsensussequenz, die interessanterweise in der HAT-Domäne von CBP lokalisiert ist, führt zu einem Verlust des Koaktivators, die cAMP-induzierte Aktivierung von Zielpromotoren zu vermitteln (Xu et al., 1998). Dieses Ergebnis unterstreicht die Notwendigkeit der PKA-vermittelten Phosphorylierung von CBP im Aktivierungsprozeß CRE-abhängiger Zielgene. Inwiefern die Phosphorylierung des C-Terminus von CBP (oder p300) durch die PKA die HAT-Aktivität des Koaktivators beeinflußt, ist gegenwärtig noch nicht untersucht. Das läßt aber die Vermutung zu, daß die PKA-vermittelte Phosphorylierung, ähnlich wie die Phosphorylierung von CBP durch CyclinE-cdk2 (s. Kap. 5.1), zu einer Aktivierung der HAT-Funktion des Koaktivators führen könnte. 

Weiterhin wurde in Arbeiten von Hu und seinen Mitarbeitern (1999) der Nachweis erbracht, daß neben dem C-Terminus eine weitere PKA-induzierbare Transaktivierungs-domäne im N-Terminus von CBP lokalisiert ist. Die Phosphorylierung dieser Domäne durch die C-Untereinheit der PKA führte auch hier zu einer starken Aktivierung eines heterologen Promotors. Daß eine Phosphorylierung von CBP für die Aktivierung CREB-abhängiger Promotoren entscheidend ist, wurde zudem durch Untersuchungen von Chawla et al. (1998) belegt. Wie ihre Analysen zeigten, sind in der CREB/CBP-induzierten Genexpression zwei Aktivierungsschritte notwendig. Neben der Phosphorylierung von CREB und der daraus resultierenden Rekrutierung von CBP, muß der rekrutierte Koaktivator durch ein Ca2+- oder ein cAMP-Signal aktiviert werden, um in den Transkriptionsprozeß stimulierend eingreifen zu können. Im Einklang mit diesen Untersuchungen wurde in früheren Arbeiten von Ginty et al. (1991) in einer PKA-defizienten Zellinie gezeigt, daß Ca2+ über CaM-Kinasen zwar eine Phosphorylierung von CREB bewirkt, daß aber für die Induktion der Expression des c-fos-Gens eine aktive PKA essentiell ist. Diese Ergebnisse bekräftigen die Annahme, daß im Aktivierungsprozeß CREB-abhängiger Zielgene die PKA-induzierten Phosphorylierungen von Koaktivatoren wie z. B. p300/CBP oder Faktoren des generellen Transkriptionsapparates essentiell sind. Hiernach wäre das Phosphorylierungsziel der über den E1A12S/RII-Komplex rekrutierten C-Untereinheit der PKA nicht CREB, sondern die Koaktivatoren p300/CBP. Obwohl wir bisher nur Hinweise für solch einen Aktivierungsmechanismus besitzen, würde die phosphorylierungsabhängige Stimulation von p300/CBP durch die C-Untereinheit, bei einem unveränderten Phosphorylierungszustand von CREB, die starke Aktivierung des E2Ad12-Promotors in Anwesenheit der RII-Untereinheit durch das E1A12S-Protein erklären. Ob es durch die E1A12S-vermittelte Translokation der RII-Untereinheit zu einer Veränderung des Phosphorylierungszustands und damit zu einer Stimulation der Koaktivatorfunktionen wie z. B. der HAT-Aktivität von p300/CBP kommt, soll durch zukünftige Experimente geklärt werden. 

Alternativ zu der zuvor beschriebenen Rekrutierung durch das E1A12S-Protein könnte die RII-Untereinheit auch direkt mit promotorgebundenen Faktoren interagieren. Eine Möglichkeit wäre, daß die RII-Untereinheit mit den E2-CRE-gebundenen Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 interagiert. Diese Vermutung scheint aber eher fraglich, da Daten von Srivastava et al. (1998) beweisen, daß die RII-Untereinheit, jedoch nicht die RII-Untereinheit, mit CREB-1 einen Komplex auf einem CRE-Konsensus-Promotorelement in vitro bildet. Aufgrund dieser Ergebnisse und daß die RII-Untereinheit nur in Anwesenheit des E1A12S-Proteins eine Kofaktorfunktion in der Induktion des E2Ad12-Promotors besitzt, favorisieren wir den zuvor diskutierten Aktivierungsmechanismus.

Eine noch ungeklärte Frage ist, ob das E1A12S-Protein nur die RII-Untereinheit oder ein intaktes cAKII-Holoenzym vom Cytoplasma in den Zellkern transloziert. Erste Experimente bezüglich dieser Fragestellung deuten darauf hin, daß das cAKII-Holoenzym in Abwesenheit von cAMP nicht durch das E1A12S-Protein in die R- und C-Untereinheiten in vitro dissoziiert (P. Fax, F. Herberg und D. Brockmann, bisher unpublizierte Daten). Jedoch zeigten unsere Untersuchungen, daß die Expression des E1A12S-Proteins die Konzentration der C-Untereinheit im Zellkern wahrscheinlich nicht verändert (s. Kap. 4.16). Das könnte einerseits bedeuten, daß die nukleäre Konzentration der C-Untereinheit aufgrund aktiver Exportmechanismen (z. B. durch PKI) im Gleichgewichtszustand gehalten wird. Andererseits besteht jedoch die Möglichkeit, daß das E1A12S-Protein mit perinukleären RII-Untereinheiten interagiert, die nicht mit der C-Untereinheit assoziiert sind. Hierbei könnte es durch den kolokalisierten E1A12S/RII-Komplex im Zellkern zu einer intranukleären Umverteilung der C-Untereinheit an den Promotor kommen. 

Die Ergebnisse, daß nur die RII-Untereinheit, jedoch nicht die RI-Untereinheit in Anwesenheit des E1A12S-Proteins in den Kern transloziert, lassen vermuten, daß das E1A12S-Protein eine funktionelle Spezifität für die RII-Untereinheit in vivo hat. Warum die RI-Untereinheit in Anwesenheit des E1A12S-Proteins nicht in den Kern transloziert (s. Kap. 4.16), obwohl hier die Protein-Protein-Bindungsstudien eine Interaktion zeigen (s. Kap. 4.15), ist bisher nicht bekannt. In Bezug auf unsere Ergebnisse der Translokation der RII-Untereinheit in der E1A12S-vermittelten Aktivierung des viralen Promotors sind frühere Studien mit somatischen Zellinien interessant, die Mutationen in den PKA-Untereinheiten enthielten (als Übersicht siehe Beebe, 1994 und Referenzen hierin). Diese Experimente gaben erste Hinweise darauf, daß nur bestimmte cAK-Holoenzyme an der Regulation cAMP-spezifischer Prozesse beteiligt sind. Die Untersuchungen wurden später erweitert und belegten, daß in cAKII-defizienten Zellen, die allerdings ein intaktes cAKI-Holoenzym enthielten, die cAMP-induzierte Genexpression nicht vermittelt wird (Montminy et al., 1986, Tortora und Cho-Chung, 1990, Ginty et al., 1991). Nach dem heutigen Wissensstand geht man davon aus, daß die über die AKAPs an die äußere Kernmembran lokalisierten cAKII-Holoenzyme für die Regulation der cAMP-vermittelten Genexpression entscheidend sind (Paolillo et al., 1999 und Referenzen hierin). 

5.3
Modell der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein

Wie ich in der vorliegenden Arbeit gezeigt habe, wird der E2Ad12-Promotor durch das E1A12S-Protein über zwei voneinander abhängige Aktivierungsschritte reguliert. Hierbei greifen die kernlokalisierten (s. Kap. 5.1) und die cytoplasmatischen (s. Kap. 5.2) Aktivitäten des E1A12S-Proteins im Prozeß der Transkriptionsaktivierung des E2Ad12-Promotors effizient ineinander. Faßt man die von mir vorgestellten Daten zusammen, kann man ein hypothetisches Zwei-Stufen-Aktivierungsmodell der E1A12S-induzierten Transkription des viralen Promotors ableiten (Abb. 31). Nach dem Modell ist das E1A12S-Protein an der Bildung eines Multiproteinkomplexes im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors beteiligt, der die CRE-bindenden Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 und die Koaktivatoren p300/CBP enthält (s. Kap. 5.1; Fax et al., 2000). Die Aktivierung der HAT-Funktion der rekrutierten Koaktivatoren p300/CBP spielt hierbei eine entscheidende Rolle in der Induktion des Promotors durch das E1A12S-Protein (P. Fax, O. Lehmkühler, C. Kühn, H. Esche und D. Brockmann, eingereicht zur Publikation). Jedoch zeigen die im zweiten Teil meiner Arbeit präsentierten Ergebnisse, daß die Rekrutierung der HAT-Funktion von p300/CBP für die Transkriptionsaktivierung des E2Ad12-Promotors nicht ausreichend ist. Mit der Bildung des Multiproteinkomplexes im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors ist aber ein zweites, phosphorylierungsabhängiges Aktivierungssignal durch das E1A12S-Protein nötig, um die effiziente Aktivierung des viralen Promotors zu gewährleisten. Somit vermittelt das E1A12S-Protein über einen Zwei-Stufen-Mechanismus eine Aktivierung des viralen Promotors. Im ersten Aktivierungsschritt bewirkt das E1A12S-Protein eine Translokation der cytoplasmatisch-lokalisierten RII-Untereinheit des PKA-Holoenzyms in den Zellkern. Im zweiten Aktivierungsschritt ist das E1A12S-Protein an der Bildung eines transkriptionell-aktiven Multifaktorkomplexes auf dem E2-CRE beteiligt (Abb. 31). Die durch das E1A12S-Protein an den Promotor rekrutierte RII-Untereinheit dient als Adapter für die nukleäre C-Untereinheit, die hierdurch die Phosphotransferase-Aktivität der PKA an den Promotor bindet. Die C-Untereinheit-induzierte Phosphorylierung und die damit verbundene Aktivierung z. B. der Koaktivatoren p300/CBP (Xu et al., 1998; Hu et al., 1999), ist das entscheidende zweite Aktivierungssignal für die Transkription des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein. 
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Abb. 31. Hypothetisches Modell der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein. Die cAMP-abhängigen Transktiptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 (hier zusammenfassend als CREB dargestellt) und die Koaktivatoren p300/CBP sind für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors in KB-Zellen notwendig. Zu Beginn des Aktivierungsprozesses (A) des viralen Promotors bewirkt die Interaktion des E1A12S-Proteins mit dem cytoplasmatischen PKA-Holoenzym eine Translokation der cytoplasmatischen RII-Untereinheit (R) in den Zellkern (ob dies auch zu einer Translokation der C-Untereinheit führt, ist gegenwärtig noch nicht geklärt und wird durch ein Fragezeichen [?] symbolisiert). Im weiteren Verlauf des Aktivierungsprozesses (B) kommt es durch das adenovirale Protein auf dem E2-CRE zur Bildung eines Multifaktorkomplexes und zur Rekrutierung der nukleären C-Untereinheit (C) durch die promotorgebundene RII-Untereinheit. Die anschließende Phosphorylierung (P) der Koaktivatoren p300/CBP durch die C-Untereinheit ist das entscheidende Transkriptionsaktivierungssignal. Diese Phosphorylierung bewirkt eine Stimulation der intrinsischen HAT-Funktion von p300/CBP, gefolgt von einer Acetylierung (Ac) der Histone im Prozeß der Transkriptionsaktivierung des E2Ad12-Promotors. AKAP: „A-Kinase anchoring protein“.

Die hier präsentierten Ergebnisse geben neue Einblicke in die molekularen Mechanismen, wie E1A-Proteine durch die Bindung sowohl an cytoplasmatisch- als auch kernlokalisierte Faktoren des cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionswegs in diese zelluläre Signalkette eingreifen können. In diesem Prozeß werden die entscheidenden Schaltstellen der cAMP-abhängigen Genexpression, nämlich die Koaktivatoren p300/CBP und das PKA-Holoenzym, durch das E1A12S-Protein beeinflußt und im Zuge der Aktivierung des E2Ad12-Promotors effizient miteinander verknüpft. Hierdurch besitzt das Virus die Möglichkeit, das für die Aktivierung CRE-abhängiger Zielgene notwendige cAMP-Signal zu umgehen. Aufgrund der signal-unabhängigen Aktivierung des ubiquitären cAMP/PKA-Signaltransduktionswegs kann das Virus die konstitutive Expression replikationsrelevanter Faktoren der E2-Region bewirken, aber auch gleichzeitig proliferationsinduzierende Prozesse initiieren, die eine Voraussetzung für eine optimale Virusvermehrung in der infizierten Zelle sind. 
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