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6. Zusammenfassung und Ausblick

Im Verlauf des lytischen Entwicklungszyklus sind die E1A-Proteine u. a. für die Aktivierung der adenoviralen Promotoren verantwortlich. Die E1A-vermittelte Aktivierung des E2-Promotors, der die Expression replikationsrelevanter Proteine reguliert, spielt hierbei eine zentrale Rolle bei der Vermehrung von Adenoviren. 

Wie ich in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt habe, interagiert das E1A12S-Protein im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors mit cytoplasmatisch- und kern-lokalisierten Faktoren des cAMP/PKA-abhängigen Signaltransduktionswegs. Die durch das adenovirale Protein induzierten Prozesse im Zellkern und im Cytoplasma werden bei der Aktivierung dieses viralen Promotors effizient koordiniert. 

Im ersten Teil der Arbeit habe ich nachgewiesen, daß der E2Ad12-Promotor über ein CRE-Promotorelement (als E2-CRE bezeichnet) reguliert wird. Das E2-CRE ist das entscheidende Promotorelement sowohl für die basale wie auch für die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors. Die Aktivierung des viralen Promotors durch das E1A12S-Protein wird hierbei durch die N-terminale Transaktivierungsdomäne (unter Beteiligung der Aminosäuren Asparaginsäure, Isoleucin und Leucin an den Positionen 16, 18 und 19) und die CR1-Domäne vermittelt. Weiterführende Untersuchungen bezüglich des Aktivierungs-mechanismus des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein zeigten, daß das E2-CRE von den cAMP/PKA-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 gebunden wird. In transienten Expressionsanalysen bewies ich, daß diese Transkriptionsfaktoren für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein von entscheidender Bedeutung sind. In Protein-Protein-Interaktionsstudien konnte ich den Nachweis erbringen, daß das E1A12S-Protein an die Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 und die für diese Transkriptionsfaktoren essentiellen zellulären Koaktivatoren p300/CBP in vitro und in vivo bindet. Ausgehend von diesen Analysen zeigte sich, daß es im Verlauf des Aktivierungsprozesses auf dem E2-CRE des E2Ad12-Promotors zur Bildung eines Proteinkomplexes bestehend aus CREB-1/ATF-1, p300/CBP und dem E1A12S-Protein kommt. In den Analysen bezüglich des Aktivierungsmechanismus über diesen Proteinkomplex bewies ich, daß die Histonacetyltransferase-Aktivität der promotor-gebundenen Koaktivatoren p300/CBP für die Transaktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein entscheidend ist. Meine Untersuchungen zur Modulation der HAT-Aktivität von p300/CBP durch das adenovirale Protein zeigten, daß das E1A12S-Protein die HAT-Aktivität von CBP aktiviert. Wie meine Daten zudem verdeutlichten, sind die durch die Koaktivatoren p300/CBP vermittelten Acetylierungsprozesse im Aktivierungsprozeß des viralen Promotors durch das E1A12S-Protein notwendig. Als ein Substrat dieser Acetylierungsprozesse wurde das Histonprotein H4 identifiziert. Zusammenfassend konnte ich im ersten Teil der vorliegenden Arbeit eine eindeutige Korrelation bezüglich der Fähigkeit des E1A12S-Proteins den E2Ad12-Promotor zu transaktivieren, mit einer HAT-Aktivität gebunden vorzuliegen und mit den Koaktivatoren p300/CBP zu interagieren, nachweisen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde von mir ein völlig neuer Mechanismus der E1A12S-vermittelten Regulation CRE-abhängiger Promotoren durch eine Interaktion mit dem cytoplasmatisch-lokalisierten PKA-Holoenzym ermittelt. 

So zeigen meine Untersuchungen erstmalig, daß das E1A12S-Protein cytoplasmatische Funktionen besitzt, die für die Transaktivierung des E2Ad12-Promotors notwendig sind. In diesen Untersuchungen habe ich den Nachweis erbracht, daß das PKA-Holoenzym in der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein eine entscheidende Funktion ausübt, wobei der Phosphotransferase-Aktivität der C-Untereinheit in diesem Prozeß eine wichtige Rolle zukommt. In den nachfolgenden Analysen zur Aufklärung des Aktivierungsmechanismus über die Interaktion des adenoviralen Proteins mit dem PKA-Holoenzym habe ich bewiesen, daß das E1A12S-Protein an die regulatorischen Untereinheiten RI und RII des PKA-Holoenzyms in vitro und in vivo bindet. Die Interaktion des E1A12S-Proteins verläuft hier über die AKAP-Bindedomäne der RI- und RII-Untereinheit. Durch Immunfluoreszenz-Untersuchungen und Western-Blot-Analysen wurde gezeigt, daß die RII-Untereinheit, jedoch nicht die RI-Untereinheit, in Anwesenheit des E1A12S-Proteins in den Zellkern transloziert. Zudem zeigte sich in diesen Experimenten, daß die Lokalisation der C-Untereinheit durch die Bindung an die RII-Untereinheit unbeeinflußt war. Die funktionelle Bedeutung dieser E1A12S-vermittelten Translokation der RII-Untereinheit in den Zellkern im Aktivierungsprozeß des E2Ad12-Promotors wurde von mir in transienten Expressionsstudien nachgewiesen. Hier führte die gleichzeitige Expression der RII-Untereinheit und des E1A12S-Proteins zu einer starken Aktivierung des E2Ad12-Promotors, wodurch der Nachweis erbracht wurde, daß die RII-Untereinheit eine wichtige Kofaktorfunktion in der Aktivierung des CRE-abhängigen E2Ad12-Promotors durch das adenovirale Protein ausübt. Nach diesen Untersuchungen ist gegenwärtig davon auszugehen, daß die RII-Untereinheit durch das E1A12S-Protein an den viralen Promotor rekrutiert wird und dort als ein Adapter für die C-Untereinheit dient. Die Phosphorylierung und Aktivierung von promotorgebundenen Faktoren durch die C-Untereinheit der PKA, wie z. B. den Koaktivatoren p300/CBP, ist für die Transaktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein von entscheidender Bedeutung. 

Ausgehend von meinen Ergebnissen soll zukünftig untersucht werden, wie das E1A12S-Protein die Funktion Chromatin-remodellierender (z. B. SWI/SNF) und Chromatin-modifizierender (z. B. Acetylasen wie p300/CBP) Multifaktorkomplexe im Aktivierungs-prozeß CRE-abhängiger Zielgene im Zellgenom reguliert. Als Modellsystem zum Studium dieser Mechanismen soll der in meiner Arbeit charakterisierte E2Ad12-Promotor dienen. Die für diese Fragestellungen notwendigen Zellinien mit stabil integrierten E2Ad12-Promotorkonstrukten werden gegenwärtig in unserer Arbeitsgruppe etabliert. Durch diese Zellinien erhoffen wir nicht nur neue Erkenntnisse über die Aktivierungsmechanismen des E2Ad12-Promotors durch den E1A12S/RII-Komplex zu erhalten, sondern auch Einblicke in die prinzipiellen Regulationsprozesse zellulärer Gene des cAMP/PKA-Signaltransduktionswegs. 
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