                                                                                                                                  1. Einleitung

1. Einleitung

Die Aufklärung der Mechanismen der kontrollierten Genexpression sowie der Prozesse, in denen Genaktivierung eine entscheidende Rolle spielen, zählen zu den wichtigsten Aufgaben der Molekularbiologie und der Zellforschung. Die Kenntnisse über die einzelnen Faktoren und deren Zusammenspiel sind die Voraussetzung für unser Verständnis von zellulären Abläufen wie u. a. der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung und der Regulation von Entwicklungs- und Differenzierungsvorgängen bis hin zur Dysregulation, dem gemeinsamen Merkmal aller zellulären Entartungen. 

Parallel zur Erforschung von Interaktionen der Transkriptionsfaktoren untereinander und zu spezifischen DNA-Sequenzen, findet die Frage, wie diese Faktoren mit der im Chromatin organisierten DNA interagieren, immer größeres Interesse. Die Entdeckung zahlreicher Faktoren, die sowohl in die Transkriptionsregulation involviert als auch für die Reorganisation der Chromatinstruktur verantwortlich sind, hat entscheidend zur Bedeutung des Chromatins in der Genregulation beigetragen. Da verschiedene in vitro und in vivo Studien belegen, dass Chromatin eine Barriere für die Wechselwirkung regulatorischer Proteine mit der DNA darstellt, sind daher bei der Regulation der Genaktivierung die Interaktionen von genspezifischen Transkriptionsfaktoren mit Chromatin-remodellierenden Faktoren von besonderer Bedeutung.

1.1 Adenovirus-Wirtszell-Modellsystem

Viren besitzen weder eigene energiebildende Stoffwechselsysteme noch makromolekulare Synthesemaschinerien. Um sich replizieren zu können, sind sie auf die Syntheseleistungen der infizierten Zellen angewiesen, die sie durch virale Genprodukte (Onkoproteine) zu Gunsten der eigenen Produktion modifizieren. Zu den Onkoproteinen der DNA-Tumorviren gehören 
z. B. die Tumor (T)-Antigene der Polyomaviren und die E1A-Proteine der Adenoviren. Da DNA-Tumorviren zumeist differenzierte, teilungsinaktive Zellen infizieren, ist folglich die Hauptfunktion viraler Onkoproteine zelluläre Prozesse und das proliferative Verhalten der Wirtszellen so zu verändern, dass eine optimale Virusreplikation möglich ist. Hierbei greifen die viralen Onkoproteine, durch die Wechselwirkung mit zellulären Faktoren, in die Kontrollmechanismen der Genexpression regulierend ein. Die Fähigkeit der Modulation der Wirtsgenexpression macht die viralen Onkoproteine gleichzeitig zu wertvollen Werkzeugen der Analyse zellulärer Prozesse. 

Tatsächlich sind in den letzten Jahren zahlreiche molekulare Vorgänge in Eukaryontenzellen, wie z. B. das Spleißen von RNA (Berk und Sharp, 1978) und die Verpackung von DNA mit Histonen in Nukleosomen (Gariglio et al., 1979), mit Hilfe von Adenovirus-Wirtszellsystemen aufgeklärt worden. Durch Interaktionsstudien der E1A-Proteine mit zellulären Faktoren konnten zudem grundlegende Erkenntnisse der Regulation der eukaryontischen Genexpression (Brockmann und Esche, 1995; Berk et al., 1998) sowie wichtige Einblicke in den Ablauf einer Reihe zellulärer Prozesse, wie z. B. der Proliferation, Differenzierung, Transformation und Apoptose, gewonnen werden (Gallimore und Turnell, 2001). 

1.2 Adenoviren

Humanpathogene Adenoviren (Ad) zählen zur Familie der Adenoviridae, die sich in die Gattungen Aviadenovirus (Vogel-Adenoviren) und Mastadenovirus (Säuger-Adenoviren) gliedert (Norrby et al., 1976). Obwohl sie beim Menschen scheinbar keine Tumore verursachen, gehören sie zur Gruppe der DNA-Tumorviren, da sie Nagetierzellen vollständig transformieren können. Bis heute wurden ca. 50 unterschiedliche humanpathogene Serotypen klassifiziert (Bailey und Mautner, 1994). Hinsichtlich ihres onkogenen Potentials in Nagetieren werden sie in onkogene (z. B. Ad12) und nicht-onkogene (z. B. Ad5) Serotypen eingeteilt (Wadell, 1984).

Das ikosaedrische Virion der Adenoviren ist nicht membranumschlossen und beinhaltet das Virus-Genom in Form eines linearen, doppelsträngigen DNA-Moleküls, welches mit basischen virus-kodierten Proteinen (viralen Core-Proteinen) assoziiert ist (Flint und Broker, 1981). Das Capsid des Virions setzt sich aus 240 Hexoncapsomeren und 12 Pentoncapsomeren zusammen (Philipson, 1983). Die Pentoncapsomere tragen auf ihrer Oberfläche verankerte Fiber-Proteine, die der Anheftung des Virus an spezifische Rezeptoren der Zielzelle dienen (Londberg-Holm und Philipson, 1969). Es wurde gezeigt, dass Adenoviren u. a. das CAR-Protein (Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor), eine Komponente der sog. „tight junctions“ (Cohen et al., 2001), zur Adsorption an die Zelloberfläche nutzen (Roelvink et al. 1998). Der Eintritt des Virions in die Zelle erfolgt durch Rezeptor-vermittelte Endozytose über sog. „Clathrin coated pits“ (Cullan, 2001). Durch die anschließende Freisetzung aus den Endosomen, unter Verlust der Pentoncapsomere und Fiber-Proteine, gelangt das Virus in das Cytoplasma der Wirtszelle (Greber et al., 1993). Hier wird das Virus vermutlich, durch die Bindung der Hexoncapsomere entlang der Mikrotubuli, zu den Kernporen transportiert (Pastan et al., 1987).

Der vollständige Zerfall der Virushülle und die Freisetzung der Virus-DNA ist ein entscheidender, irreversibler Schritt, der nur an der Kernmembran stattfindet (Greber et al., 1997). An diesem Prozess sind sowohl die Proteine des Kernporenkomplexes (CAN/Nup24) als auch die Histone H1 und H1-Importfaktoren beteiligt (Trotman et al., 2001). H1 kann durch die Kernporen aus dem Kern austreten und an das Virus binden. Durch das Histonprotein-Importsystem der Zelle wird die Virushülle vollständig geöffnet und der Eintritt der mit viralen Core-Proteinen komplexierten Virus-DNA in den Zellkern ermöglicht. Hierbei kommt es, unter der Entfernung von viralen Core-Proteinen, zur Verpackung der Virus-DNA mit Histonproteinen der Wirtszelle und zur Bildung einer Chromatin ähnlichen Struktur (Dery et al., 1985; Shenk, 1996).

In Abhängigkeit von der Wirtszelle bestehen zwei mögliche Formen des Infektionsablaufes: die produktive Infektion z. B. von humanen Zellen und die abortive Infektion z. B. von Nagerzellen.

1.2.1 Die produktive Infektion 

Bei der produktiven oder auch lytischen Infektion humaner Zellen kommt es zur Replikation der viralen DNA und der Produktion von Virusnachkommen. Nach Eintritt des Virusgenoms in den Zellkern erfolgt die Expression der viralen Gene. Gemäß dem Zeitpunkt der Expression viraler Gene wird zwischen einer frühen und einer späten Phase unterschieden (Broker et al., 1984; Abb. 1).

In der frühen Phase kommt es zur Bindung des Virusgenoms an die nukleäre Matrix. Dieser Vorgang ist für die Transkription früher Gene von besonderer Bedeutung (Schaak und Shenk, 1989). Die Expression viraler Gene beginnt mit der Transkription der frühen E1-Region (unterteilt in die Transkriptionseinheiten E1A und E1B), gefolgt von der Transkription der anderen frühen Regionen (E2-E4). Die Transkription der frühen Regionen, jede jeweils unter der Kontrolle ihres eigenen Promotors, erfolgt durch die zelluläre RNA-Polymerase-II an dem jeweils codogenen DNA-Strang. Die Genprodukte dieser Regionen sind essentiell für die virale Genexpression und die virale DNA-Replikation, sowie für die Regulation spezifischer zellulärer Gene, deren Produkte für eine effektive Virusvermehrung benötigt werden. 
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Abb. 1
Schematische Darstellung der Organisation des Genoms humanpathogener Adenoviren (nach Watson et al., 1987). Das lineare doppelsträngige DNA-Molekül der Adenoviren wird in „map units“ (1-100) unterteilt. Die Transkriptionseinheiten gliedern sich in frühe (E = early; E1-E4; gelb) und späte (L = late; L1-L5; blau) Regionen. Die Regionen E1-E4 werden jeweils durch einen eigenen Promotor reguliert. Die späten Regionen L1-L5 stehen dagegen unter der Kontrolle eines einzigen, des „major late“ Promotors. Wichtige Funktionen der entsprechenden Genprodukte sind der jeweiligen Region zugeordnet.

Die Proteine der E1A-Region regulieren die Expression der viralen sowie die Transkription einer Vielzahl zellulärer Gene (Brockmann und Esche, 1995). Die E1B-Region kodiert für zwei Proteine, die u. a. für die Akkumulation, die Stabilisierung, den Transport und die selektive Expression viraler mRNAs verantwortlich sind (Gabler et al., 1998). Eine weitere Funktion der E1B-Proteine ist die Inhibition der E1A-induzierten Apoptose (White, 1995). Die E2-Region kodiert für Proteine, die für die Virusreplikation essentiell sind (eine virale DNA-Polymerase, ein DNA-Einzelstrang bindendes-Protein, und ein Protein, das kovalent an das 5’-Ende der beiden DNA-Stränge gebunden ist; Sussenbach und van der Vliet, 1983).

Die Produkte der E3-Region schützen die infizierten Zellen vor der zellulären Immunantwort. Sie verhindern z. B. die Translokation der MHC-Klasse-I-Moleküle an die Zellmembran (Burgert et al., 1987) und die TNF-vermittelte Zelllyse (Gooding et al., 1988). Die E4-Region kodiert für Proteine, die u. a. am Spleißen, dem Transport von viraler mRNA, der Regulation der viralen und der zellulären Genexpression sowie dem Zusammenbau der Viruspartikel beteiligt sind (Shenk, 1996).

Mit Start der Replikation der viralen DNA beginnt die späte Phase der produktiven Infektion, in der zusätzlich die späten Gene transkribiert werden (Thomas und Mathews, 1980). Aus einer nukleären Vorläufer-RNA, die von einem sog. „major late“ Promotor transkribiert wird, werden durch alternatives Spleißen über 20 späte mRNAs prozessiert, die in fünf Familien (L1-L5) unterteilt sind (Abb. 1). Die späten mRNAs kodieren für virale Strukturproteine (z. B. Capsomere, Fiber) oder deren Vorläufer und basische Proteine, die im Viruspartikel mit der Virus-DNA assoziiert sind (Flint und Broker, 1981). Der Zusammenbau der infektiösen Virionen findet im Zellkern statt (Horwitz et al., 1969). Der produktive Zyklus endet mit dem Tod der Zelle und der Freisetzung von bis zu 104 infektiösen Viruspartikeln (Tooze,1981). 

1.2.2 Die abortive Infektion

Bei der Infektion nicht-permissiver Zellen (z. B. Nagerzellen) durchlaufen humanpathogene Adenoviren einen abortiven Zyklus, bei dem es zu keiner Bildung infektiöser Viruspartikel kommt (Doerfler, 1969). Die Virus-DNA gelangt nach der Infektion zwar in den Kern, auch werden die frühen Genregionen exprimiert, jedoch findet entweder keine Virus-DNA-Replikation und/oder Expression der späten Gene statt (Esche und Siegmann, 1982). 

Bei der abortiven Infektion kann es, wie bei der produktiven Infektion, zu einer partiellen Integration des Virusgenoms in die zelluläre DNA kommen. Durch die konstitutive Expression der integrierten viralen Gene E1A und E1B kann die abortive Infektion in 10-6 bis 10-5 Fällen zur Transformation der infizierten Zelle führen (van der Eb und Bernards, 1984). Werden in vitro transformierte Zellen in immundefiziente Nager inokuliert, wachsen sie zu Tumoren aus. Obwohl alle Ad-Serotypen in immundefizienten Nagern Tumore induzieren können, sind nur die onkogenen Serotypen (Ad12, Ad18 und Ad31) in der Lage, auch in immunkompetenten Tieren Tumore zu erzeugen (Williams et al., 1995). Mutationsanalysen mit chimären Adenoviren haben gezeigt, dass das tumorigene Potential allein durch die Funktion der E1A-Genprodukte der onkogenen Adenoviren bestimmt wird (Bernards et al., 1983). 

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

[image: image2.wmf]Die E1A-Region ist am linken Ende des Ad-Genoms lokalisiert („map units“ 1,3-4,5; Abb. 1). Durch alternatives Spleißen entstehen aus der hnRNA der E1A-Region des onkogenen Ad12 sechs unterschiedliche mRNAs, die gemäß ihren Sedimentationskoeffizienten mit 13S, 12S, 11S, 10S, 9,5S und 9S bezeichnet werden (Abb. 2). Alle mRNAs weisen identische 5’- und 3’-Termini auf, unterscheiden sich jedoch in ihrer Größe, da während der Prozessierung der Vorläufer-RNA unterschiedlich große Introns eliminiert werden. Diese mRNAs kodieren für fünf verschiedene Proteine: E1A13S, E1A12S, E1A10S/11S, E1A9,5S und E1A9S (Abb. 2; Brockmann et al., 1990).

Abb. 2
Schematische Darstellung der mRNAs und davon abgeleiteter Proteine der E1A-Regionen des onkogenen Serotyps Ad12. Die Zahlen unter den Linien geben die Position der Nukleotide im adenoviralen Genom an. Sie bezeichnen die Lage des gemeinsamen Startkodons, der Spleißstellen und des Stopkodons. Die Rechtecke bezeichnen die von den unterschiedlichen mRNAs translatierten Proteine. Die grauen Rechtecke stellen die konservierten Regionen 1 bis 3 (CR1-CR3) dar. Die farbigen Rechtecke weisen auf unterschiedliche Leserahmen hin. (R) Aminosäurerest; (S) Svedberg-Einheit (nach Brockmann et al.,  2001).

Die beiden hauptsächlichen Genprodukte, E1A13S und E1A12S, werden im gleichen Leseraster translatiert. Sie unterscheiden sich jedoch durch das Fehlen einer aus 31 Aminosäuren (nt 976 bis nt 1069) bestehenden internen Region innerhalb des E1A12S-Proteins (Abb. 2; Brockmann und Esche, 1995). Dieser Abschnitt umfasst die konservierte Region 3 und repräsentiert eine der drei E1A-Regionen (CR1, CR2, CR3), die zwischen den verschiedenen Adenovirus-Serotypen hoch konserviert sind (Kimelmann et al., 1985). Neben dem nicht-konservierten Aminoterminus, beinhalten diese konservierten Regionen der E1A-Proteine die meisten transkriptionsregulierenden Funktionen, die für eine effiziente Virusreplikation und die zelluläre Transformation notwendig sind (Brockmann und Esche, 1995). 

Im Fall der 11S-, 10S-, 9,5S- und 9S-mRNAs führen Spleißvorgänge zu einer Änderung des Leserahmens nach Aminosäure 29. Die translatierten Proteine enthalten demnach keine der konservierten Regionen und weisen, mit Ausnahme des N-terminalen Bereiches, keinerlei Sequenzhomologien zu den Proteinen E1A13S und E1A12S auf (Brockmann und Esche, 1995). Die funktionellen Aktivitäten dieser Proteine im lytischen Entwicklungszyklus sind bis heute noch weitgehend unbekannt.

1.4 Kontrolle der Genexpression durch E1A-Proteine 

Als Transkriptionsfaktoren sind die E1A-Proteine für die Aktivierung der Expression aller anderen adenoviralen Gene von essentieller Bedeutung (Berk, 1986). Neben der Aktivierung der viralen Gene kann die Expression zellulärer Gene durch E1A-Proteine sowohl positiv 
(z. B. hsp70, PCNA, oder c-jun) als auch negativ (z. B. Insulin, Fibronektin, oder Kollagen) moduliert werden (Brockmann und Esche, 1995). Die E1A-Proteine besitzen keine sequenzspezifische DNA-Bindeaktivität (Ferguson et al., 1985). Die genregulatorischen Funktionen werden über Protein-Protein-Interaktionen mit spezifischen zellulären Faktoren vermittelt. Ein Teil der bis heute bekannten Faktoren sind in Abb. 3 dargestellt. Diese Faktoren können grob in vier Klassen unterteilt werden.

(1) Generelle Transkriptionsfaktoren
Durch eine direkte Interaktion mit generellen Transkriptionsfaktoren können die E1A-Proteine die virale Genexpression in der infizierten Zelle effizient regulieren. Hier wurden beispielsweise Interaktionen des E1A13S-Proteins, über die Zinkfinger-Transaktivierungsdomäne CR3, mit den Komponenten des TFIID-Komplexes, wie z. B. TBP und TAFs, gezeigt (Brockmann und Esche, 1995). Zudem wurde gezeigt, dass das E1A12S-Protein über den N-Terminus (As 1-29) mit der RAP30-Untereinheit des generellen Transkriptionsfaktors TFIIF interagiert (Lipinski et al., 1998). Solche Interaktionen tragen u. a. zur Stabilisierung von PIC (pre-initiation complex) an Zielpromotoren bei (Brockmann et al., 2001).
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Abb. 3 Interaktion zellulärer Faktoren mit dem E1A-Protein. Das schematische Diagramm zeigt das E1A13S-Protein. Die grauen Rechtecke stellen die konservierten Regionen 1 bis 3 (CR1-CR3) dar. Die bis heute bekannten Interaktionsbereiche für zelluläre Faktoren in E1A-Protein sind mit schwarzen Linien gekennzeichnet. Im Text erwähnte Faktoren: TBP (TATA-Box binding protein) und TAFs (TBP associated factors) sind Komponenten des basalen Transkriptionsfaktorkomplexes, ATFs, c-Jun, und CREB-1 sind sequenzspezifische DNA-Bindeproteine; p105RB, p107, und p130 gehören zur Familie der Pocketproteine; CtBP (carboxy-terminal binding protein) ist ein Korepressor; Dr1/Drap1 ist ein Repressor des TBP Proteins; p300/CBP, p400, und PCAF gehören zu den zellulären Koaktivatoren (nach Brockmann et al., 2001).

(2) Sequenzspezifisch-bindende Transkriptionsfaktoren
Durch die Interaktion von E1A-Proteinen mit sequenzspezifisch an DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, werden die E1A-Proteine an die entsprechenden Zielpromotoren rekrutiert (Liu und Green, 1990). Diese Interaktion führt meist zur Aktivierung der Expression des Zielgens (Abb. 4A). Durch die Bindung der CR3-Domäne des E1A13S-Proteins an die zellulären Transkriptionsfaktoren c-Jun und ATF-2 kommt es z. B. zu der Aktivierung des c-jun-Promotors (Duyndam et al., 1996). Auch die Interaktion des N-terminalen Bereiches des E1A12S-Proteins mit den Trankriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 ist im Prozess der Aktivierung z. B. des adenoviralen E2-Promotors von entscheidender Bedeutung (Fax et al., 2000). 

(3) Repressorproteine
Repressorproteine wie z. B. Dr1/DRAP1, p130, p107, und p105RB inhibieren die Aktivität von generellen bzw. sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren. Der Dr1/DRAP1-Komplex assoziiert mit dem TATA-Box bindenden Protein TBP und verhindert dessen Interaktion mit den generellen Transkriptionsfaktoren TFIIA und TFIIB (Mermelstein et al., 1996). Die Dissoziation des Dr1/DRAP1-Komplexes, durch Interaktion mit den E1A-Proteinen, bewirkt die Freisetzung von TBP, welches dann die Transkription initiieren kann. 
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Abb. 4 Mechanismen der Transkriptionsregulation durch die E1A-Proteine. A. Regulation durch Rekrutierung der E1A-Proteine (E1A) im Aktivierungsprozess von Zielgenen durch DNA-sequenzspezifisch-bindende Transkriptionsfaktoren (TF) und anschließende Interaktion mit der basalen Transkriptionsmaschinerie (GTF). B. Dissoziation inhibitorisch wirkender Faktoren (Inh) aus Transkriptionsfaktorkomplexen und damit verbundene Aktivierung des Transkriptionsfaktors und der Expression des Zielgens. C. Dissoziation von Kofaktoren (CoF) aus transkriptionsaktiven Koaktivator/Transkriptionsfaktorkomplexen durch E1A-Proteine und damit Repression des Zielgens. D. Rekrutierung von Kofaktoren im Prozess der Transkriptionsaktivierung eines Zielgens durch E1A-Proteine.

Die sog. „Pocket-Proteine“ p130, p107, und p105RB assoziieren in der Zelle mit den Mitgliedern der E2F-Transkriptionsfaktor-Familie (E2F-1-5). Diese E2F/Pocket-Protein-Komplexe sind transkriptionell inaktiv, oder als promotor-gebundene Komplexe sogar transkriptionell reprimierend (Weintraub et al., 1992). Durch die CR1/CR2-abhängige Interaktion der E1A-Proteine mit den Pocket-Proteinen werden transkriptionsaktive E2F-Proteine, aus dem inhibitorischen Komplex mit p105RB, freigesetzt (Ikeda und Nevins, 1993). Hierbei kommt es zur Aktivierung zahlreicher, für das Durchlaufen der S-Phase notwendiger Zielgene (Abb. 4B; Zhang und Dean, 2001). 

(4) Zelluläre Koaktivatoren
Die zellulären Koaktivatoren, wie z. B. CBP/p300 und PCAF, stellen wichtige Bindeglieder zwischen sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren und Faktoren des basalen Transkriptionsapparates dar (Janknecht und Hunter, 1996). Durch die Interaktion von E1A-Proteinen mit den Koaktivatoren kann die Transkription von Zielgenen sowohl positiv als auch negativ moduliert werden. Im Falle der transkriptionellen Repression führt die Interaktion des N-Terminus und der CR1-Domäne der E1A-Proteine mit CBP/p300 zu einer Dissoziation dieser Kofaktoren von promotor-assoziierten Transkriptionsfaktorkomplexen und damit zur Repression des Zielgens (Abb. 4C). Hierdurch wird beispielsweise die Transkription p53-abhängiger Zielgene unterdrückt (Lill et al., 1997; Gu et al., 1997). Ein anderer Mechanismus der transkriptionellen Repression durch E1A-Proteine besteht in einer Konkurrenz mit dem CBP/p300-assoziierten Faktor PCAF um die Bindung an CBP/p300, welches die Transkription von PCAF-abhängigen Genen inhibiert (Puri et al., 1998). Auch eine direkte Interaktion von E1A-Proteinen mit PCAF führt zur Inhibierung der Expression des betreffenden Zielgens (Reid et al., 1998). Im Falle der transkriptionellen Aktivierung wird durch die E1A-Proteine die Rekrutierung der Kofaktoren, wie z. B. von CBP/p300 an den promotor-gebundenen Transkriptionsfaktorkomplexen, ermöglicht und dadurch die Transkription des Zielgens aktiviert (Abb. 4C). Dieses wurde z. B. bei der Aktivierung von E2F-abhängigen Promotoren gezeigt, wobei diese Aktivierung unabhängig von der Freisetzung des E2F-Proteins aus dem inhibitorischen E2F/p105RB-Proteinkomplex durch die E1A-Proteine erfolgt (Trouche und Kouzarides, 1996). Durch die Interaktion mit CBP/p300 sind die E1A-Proteine zudem in der Lage die Transkription von PKA/CREB-abhängigen Promotoren, wie etwa den humanen PCNA-Promotor (proliferating cell nuclear antige; Lee and Mathews, 1997) oder den E2-Promotor des Adenovirus-Serotyp 12, zu aktivieren (s. Kapitel 1.8; Fax et al., 2000). 

Die Kofaktoren sind an der Kontrolle der Expression zahlreicher induzierbarer Gene beteiligt. Ihre Bedeutung bei der Regulation der Genexpression wurde durch Experimente veranschaulicht, in denen eine Veränderung der basalen Transkription erst unter der Mitwirkung dieser Kofaktoren zu erzielen war. Die Kenntnisse über ihre Funktion, als wichtige Bindeglieder zwischen sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren und Komponenten des basalen Transkriptionsapparates zu fungieren (Yuan et al., 1996), wurde durch die Entdeckung einer Reihe enzymatischer Aktivitäten, die unter anderem Änderungen in der Chromatinstruktur bewirken, erweitert (Strahl und Allis, 2000). Diese Entdeckungen haben nicht nur die entscheidende Rolle der Kofaktoren als Chromatin-remodellierende Proteine, sondern auch die zentrale Stellung des Chromatins bei der Genregulation verdeutlicht. Da sowohl zelluläre als auch virale DNA im Zellkern als Chromatin organisiert vorliegen, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit Chromatin-remodellierenden Faktoren für die Aktivierung der Expression der adenoviralen Gene und die Modulation der zellulären Regulationsabläufe von besonderer Bedeutung. 

1.5 Chromatinstruktur und Regulation der Genexpression 

Im Zellkern eukaryontischer Zellen liegt die mit Histonproteinen assoziierte DNA in kompakter Form, die als Chromatin bezeichnet wird, vor. Die Grundverpackungseinheit des Chromatins ist das Nukleosom, ein Komplex aus DNA (ca.150 bp) gewunden um einen Kern aus Histonproteinen. Der nukleosomale Kern ist ein stabiles Octamer, bestehend aus zwei H2A und H2B Dimeren und einem H3/H4 Heterotetramer (Kornberg und Lorch, 1999). Die Nukleosomen sind in regelmäßigen Abständen auf der DNA angeordnet (Abb. 5). Die internukleosomalen DNA Bereiche sind mit H1-Histonen (Linker-Histon) assoziiert (Wolffe, 1995). Durch die Assoziation mit Linker-Histonen und einer Reihe von nicht-Histonproteinen, wie z. B. HMG-Proteine (high-mobility group), wird die nukleosomale Anordnung in einer weiteren kompakteren 30 nm Chromatinfibrille organisiert (Grunstein, 1998). Eine weitere, komplexere Organisationsform der DNA wird durch die Anordnung der Chromatinfibrille in schleifenförmigen Strukturen, welche über ein Proteingerüst (scaffold) mit der Kernmatrix verbunden sind, erreicht. Im Gegensatz zu den Nukleosomen ist der molekulare Aufbau und die Struktur der Chromatinfibrille und ihrer höheren Verpackungsordnungen bis heute nicht geklärt. 

Studien über die Zugänglichkeit von Genen für die Transkriptionsmaschinerie haben gezeigt, dass Chromatin als hoch-organisierte, kompakte Form der DNA die Transkription inhibiert. Diese Repression wird sowohl durch die nukleosomale Anordnung, als auch durch die höhere Verpackungsordnung in der Chromatinfibrille vermittelt (Peterson, 2000). Durch die Interaktionen von Histonproteinen mit der DNA in den Nukleosomen werden regulatorisch wichtige DNA-Regionen im Promotor besetzt und für die sequenzspezifisch DNA-bindenden Proteine unzugänglich gemacht. Auch die Nukleosom/Nukleosom Interaktionen in den Chromatinfibrillen wirken sich auf den Zugang von anderen im Transkriptionsprozess involvierten Proteinen limitierend aus. Die Überwindung dieser Barrieren wird durch die spezifische Rekrutierung von Chromatin-remodelierenden Faktoren, deren Aktivität eine Voraussetzung für die Interaktion regulatorischer Proteine bzw. Proteine der basalen Transkriptionsmaschinerie mit ihren Zielsequenzen auf der DNA ist, ermöglicht (Kingston und Narlikar, 1999). 
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Abb. 5
Schematische Darstellung der Organisation des Chromatins (nach Strahl und Allis, 2000). Die DNA-Doppelhelix (schwarze Linie) ist um ein Histonoctamer (je zwei Moleküle H2A, H2B, H3 und H4, blau dargestellt) gewunden. Die N-terminalen Enden von Histonproteinen (rot dargestellt) sind Orte der post-translationalen Modifikationen. Die H1-Histone (nicht dargestellt) sind mit internukleosomalen DNA Bereichen assoziiert und für die Organisation der nukleosomalen Anordnung in 30 nm Chromatinfibrille mitverantwortlich.
Die bis heute bekannten Chromatin-remodellierenden Faktoren können in zwei Klassen unterteilt werden (Berger, 2002; Narlikar et al., 2002). Zu der ersten Klasse zählen die Faktoren, welche unter dem Verbrauch von Energie, die Änderungen der Chromatinstruktur bewirken. In der zweiten Klasse werden die Faktoren zusammengefasst, die durch kovalente Modifikationen an den N-terminalen Enden der Histon-Proteine, wie z. B. Acetylierung, Phosphorilierung oder Methylierung, Änderung in der Chromatinstruktur bewirken. Von den genannten kovalenten Modifikationen stellt die Histonacetylierung den am besten erforschten und am häufigsten mit der Genaktivierung in Verbindung gebrachten Mechanismus dar. 

1.6 Histonacetylierung

Die Histonproteine sind in Eukaryonten hoch konserviert. Es handelt sich hierbei um kleine basische Proteine (11 bis 21 kDa), wobei die Aminosäuren Arginin und Lysin ca. 25% der Proteinmasse ausmachen. Die globulären C-terminalen Enden der Proteine enthalten das Histon-Motiv, welches in den nukleosomen Partikeln für die Wechselwirkung der Histone untereinander bzw. mit der DNA verantwortlich ist (Abb. 5). Die Lysine und Arginine sind in den, aus den nukleosomen Partikeln herausragenden, N-terminalen Enden der Histone („histon tails“) lokalisiert (Arents et al., 1991). Die N-terminalen Enden der Histone sind, durch die Interaktion mit der von der Histon-Oberfläche abgewandten Seite der DNA, sowohl an dem Aufbau der Nukleosome als auch, durch die internukleosomalen Kontakte mit anderen Histonen sowie nicht-Histonproteinen, an der Organisation des Chromatins in 30 nm Fibrillen beteiligt (Allan et al., 1982). 

Die N-terminalen Bereiche sind Orte der post-translationalen Modifikationen. Eine Korrelation zwischen den Histon-Modifikationen und Genaktivierungen wurde zuerst nach der Entdeckung von acetylierten Histonen, der ersten in vivo beobachteten Histon-Modifikation, vermutet (Allfrey et al., 1964). Diese Vermutung wurde durch die Beobachtung von hyperacetylierten Histonen im transkriptionell aktiven Euchromatin und der Hypoacetylierung der Histone im transkriptionell inaktiven Heterochromatin bestätigt (Pazin und Kadonaga, 1997).

Die Proteine mit Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität werden aufgrund ihrer zellulären Lokalisation in zwei Gruppen unterteilt. Zum einen in die im Cytoplasma lokalisierten B-HATs, die für den Kerntransport von Histonproteinen verantwortlich sind, zum anderen in die im Transkriptionsprozess involvierten nukleären A-HATs (Brownell und Allis, 1996). Die erste charakterisierte katalytische Untereinheit der A-HATs ist p55 aus Tetrahymena thermophila (Brownell und Allis, 1995). Dieses Enzym ist das Homolog zum S. cerevisiae GCN5-Protein (Brownell et al., 1996), welches als Koaktivator für die Expression einer Vielzahl von Hefe-Genen verantwortlich ist (Berger et al., 1992). 

In Säugerzellen sind u. a. CBP/p300, PCAF, hGCN5 und SRC1 als nukleäre Proteine mit intrinsischer HAT-Aktivität identifiziert (Cheung et al., 2000). Die HAT-Aktivität dieser Koaktivatoren ist für die Funktion zahlreicher sequenzspezifisch-bindender Transkriptionsfaktoren, wie z. B. CREB und den nukleären Hormon-Rezeptoren, von entscheidender Bedeutung. In humanen Zellen kommen PCAF und hGCN5 in verschiedenen ySAGA-ähnlichen Komplexen vor. Im Gegensatz zu CBP/p300, die zur Acetylierung von allen vier nukleosomalen Histonproteinen in der Lage sind (McKenna et al., 1999), können PCAF und hGCN5 nur die Histone H3 und H4 acetylieren (Ogryzko et al., 1998). Einige dieser Koaktivatoren, wie z. B. PCAF und SRC1, können in der Zelle mit CBP/p300 assoziiert vorliegen (Torchia et al., 1998). Häufig ist nur die HAT-Aktivität einer dieser Koaktivatoren für die Funktion spezifischer Aktivatoren erforderlich. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass für die Aktivität CREB-abhängiger Gene die HAT-Aktivität von CBP/p300 benötigt wird, für die Funktion der Aktivatoren MyoD und RAR (retinoic acid receptor) ist aber die HAT-Aktivität der PCAF von Bedeutung (Korzus et al., 1998). Neben der Histonacetylierung sind diese Koaktivatoren auch zur Acetylierung einer Vielzahl von nicht-Histonproteinen, wie u. a. architektonisch DNA-bindenden Faktoren (z. B. HMGs), basalen Transkriptionsfaktoren (z. B. TFIIE) und sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren (z. B. p53, EKLF, MyoD und E2F) in der Lage (Bannister und Miska, 2000). 

Der Zusammenhang zwischen der Histonacetylierung und der Genaktivierung wird durch mehrere Mechanismen erklärt. Die Histonacetylierung erfolgt durch die Übertragung einer Acetyl-Gruppe vom Acetyl-Coenzym A zu den bestimmten -N-Lysinresten in den aminoterminalen Enden der Histonproteine. Dieser Vorgang neutralisiert zum einen die positiv geladenen Aminosäuren in den N-terminalen Enden der Histone, welche zu einer Herabsetzung ihrer Affinität zu DNA führt. Die daraus resultierende lokale Destabilisierung der DNA/Histon-Interaktion in den nukleosomalen Partikeln kann die Bindung von sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren an die nukleosomale DNA erleichtern (Grunstein, 1997). Zum anderen können die acetylierten Histone als spezifische Bindestellen für die Rekrutierung anderer regulatorischer Proteine dienen (Davie und Spencer, 1999). Die Acetylierungen der N-terminalen Enden der Histonproteine können auch zur Destabilisierung von Nukleosom/Nukleosom-Interaktionen in den Chromatinfibrillen beitragen. Diese Destabilisierungen führen zur Öffnung der Chromatinstruktur, welche den Zugang von generellen Trankriptionsfaktoren an die Promotor-Region erleichtern (Sterner und Berger, 2000). Die daraus resultierenden reversiblen und lokalen Änderungen in der Chromatinstruktur können dann durch die spezifische Rekrutierung von Histon-Deacetylasen (HDACs), die an der Repression der Transkription beteiligt sind, wieder rückgängig gemacht werden (Urnov und Wolffe, 2001).

1.7 Energie-abhängige Änderungen der Chromatinstruktur

In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl von Proteinkomplexen, welche die chemische Energie der ATP-Hydrolyse zur Änderung der Chromatinstruktur verwerten, identifiziert. Wie die Histonproteine und die Komponenten des basalen Transkriptionsapparates sind die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe in allen eukaryontischen Zellen hoch konserviert (Fyodorov und Kadonaga, 2001). Einige diese Komplexe sind bisher in 
S. cerevisiae (ySWI/SNF, yRSC, yISWI1 und yISWI2), D. melanogaster (dACF, dNURF, dCHRAC und dBRM), X. leavis (xMi-2 und xACF) und humanen Zellen (hSWI/SNF, hNURD und hRSF) identifiziert worden. Sie spielen bei der Initiation und der Regulation zellulärer Prozesse, in denen Interaktionen mit der DNA erforderlich sind (z. B. Replikation, Rekombination, DNA-Reparatur und Transkription) eine wesentliche Rolle (Becker und Hörz, 2002).

Alle diese Komplexe beinhalten eine Untereinheit, welche für die ATP-abhängigen Änderungen in der Chromatinstruktur verantwortlich ist. Diese Untereinheiten werden in der SWI2/SNF2 Familie der DNA-stimulierten ATPasen zusammengefasst. SWI2/SNF2 ist die erste ATPase-Untereinheit, die im ySWI/SNF-Komplex identifiziert wurde. Aufgrund der Homologie ihrer ATPase-Untereinheit, außerhalb der ATPase-Domäne, werden die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe in drei Gruppen aufgeteilt: SWI/SNF-, ISWI- und die Mi-2-Gruppe (Muchardt und Yaniv, 1999). Im Gegensatz zur der ISWI- und Mi-2-Gruppe, deren Mitgliedern hauptsächlich in die Repression der Transkription involviert sind (Wade et al., 1999), spielen die Mitglieder der SWI/SNF-Gruppe bei der Aktivierung der Genexpression eine große Rolle. Ihre Funktion bei der Transkriptionsregulation trägt zur Kontrolle von zellulären Vorgängen, wie z. B. Proliferation, Differentierung und Entwicklung, bei (Klochendler-Yeivin und Yaniv, 2001). 

Der Prototyp dieser Komplexe ist der S. cerevisiae SWI/SNF-Komplex (ySWI/SNF). Durch Mutationen in den swi- und snf-Genen (switching/sucrose non-fermenter) wurde dieser Komplex zunächst als positiver Regulator, der für die Transkription zahlreicher unterschiedlich induzierbarer Gene verantwortlich ist, identifiziert. Der Zusammenhang zwischen der Funktion von ySWI/SNF-Komplexen und der chromosomalen Struktur wurde deutlich als gezeigt wurde, dass Mutationen in DNA-assoziierten Proteinen, wie z. B. Histonproteinen, die swiˉ/snf ˉ Phänotypen aufheben können (Kruger et al., 1995). Interessanterweise führten die Mutationen in swi/snf zu einer erhöhten Expression einiger anderer Gene, welches auf eine Beteiligung der SWI/SNF-Komplexen sowohl bei der Aktivierung als auch bei der Repression der Transkription hinweist (Holstege et al., 1998). 

In humanen Zellen sind bisher zwei ySWI2/SNF2-ähnliche Proteine, BRM (Brahma) und BRG1 (Brahma-related gene 1), identifiziert worden (Khavari et al., 1993). Diese ATPase-Untereinheiten kommen in unterschiedlichen Komplexen vor und sind in der Zelle mit einer Reihe anderer Proteine, BAFs (BRG1 oder BRM associated factors), assoziiert. Obwohl die verschiedenen hSWI/SNF-Komplexe die meisten dieser Untereinheiten teilen, ist die Komposition dieser Untereinheiten nach Komplex, Zelltyp oder Gewebe unterschiedlich. Je nach dem Vorkommen einiger Untereinheiten und der ATPase-Untereinheit kann bei den hSWI/SNF-Komplexen zwischen der BAF (hSWI/SNF-A; mit BAF250/270 und BRG1 oder BRM), der PBAF (hSWI/SNF-B; mit Polybromo/BAF180 und BRG1), hBRG1 (I)- und hBRM-Komplex (mit BAF60 und p220) oder hBRG1 (II)-Komplex unterschieden werden (Martens und Winston, 2003). Wie auch die ySWI/SNF-Komplexe sind die humanen Komplexe große Multimere von ca. 11 Untereinheiten und ~2MDa Masse (Wang et al., 1996). Der minimal-katalytische Core dieser Komplexe besteht aus einer der ATPase-Untereinheiten und drei anderen Proteinen: BAF47 (Ini1), BAF53b und BAF155/BAF170, welche auch für den Zusammenbau der Komplexe, der Interaktionen mit der DNA sowie für die Verbindung mit der Kernmatrix verantwortlich sind (Muchardt und Yaniv, 1999). Obwohl Komponenten des minimal-katalytischen Core-Komplexes die hohe Effizienz der Chromatin-remodellierenden Aktivität des Komplexes bewirken, sind BRG1 und hBRM allein in der Lage dieser Funktion auszuüben (Phelan et al., 2000). In vitro Studien zeigen, dass die übrigen hSWI/SNF Untereinheiten nicht zu der Chromatin-remodellierenden Aktivität des Komplexes beitragen. 

Die hSWI/SNF-Komplexe sind an der Regulation des Zellzyklus durch Interaktion mit einer Reihe regulatorischer Proteine u. a. p105RB, p53, cyclin E, BRCA1 und -Catenin beteiligt. Zahlreiche humane Tumorzelllinien weisen Mutationen in einer der Untereinheiten dieser Komplexe auf. Weiterhin zeigen Tierversuche, dass Mäuse, die heterozygot für mbrg1 oder mbaf47 sind, hohe Neigung zur Entwicklung verschiedener Tumorarten besitzen. Diese Prädisposition konnte bei den heterozygoten Mäusen für mbrm nicht beobachtet werden (DeCristofaro et al., 2001; Reisman et al., 2003).

Die hBRG1 und hBRM Proteine weisen zu 75% identische Proteinsequenzen auf. Die Annahme, dass diese Proteine aufgrund der hohen strukturellen Homologie gleiche biologische Funktionen ausüben, konnte durch Untersuchungen an null-allelen (knock-out) Mäusen nicht bestätigt werden. Im Gegensatz zu mbrm-/- Mäusen, welche lebensfähig und fertil sind, wirkt sich die mbrg1-/--Mutationen in sehr frühen Entwicklungsphasen der Maus-Embryogenese (noch vor der Implantation) letal aus (Bultman et al., 2000). 

Studien zur Aufklärung der Rolle von den hSWI/SNF-Komplexen bei der Transkription haben gezeigt, dass die ATP-abängige Chromatin-remodellierende Aktivität dieser Komplexe entscheidend zur Initiation der Transkription spezifischer Gene beiträgt (Côté et al., 1994). Die Aktivität ihrer ATPase-Untereinheiten ist für die Funktion einer Reihe von Transkriptionsfaktoren wie z. B. nukleären Rezeptoren (GR, ER und RAR; DiRenzo et al., 2000), C/EBP (Kowenz-Leutz und Leutz, 1999), c-Myc (Cheng et al., 1999), Hsp70 
(de La Serna et al., 2000) und MyoD (de La Serna et al., 2001) erforderlich. Einige dieser Studien belegen, dass die ATPase-Untereinheit durch die Interaktion mit DNA-sequenzspezifisch-bindenden Aktivatoren an den Promotor rekrutiert wird. Es wird vermutet, dass bei Genaktivierungen die ATP-abhängigen Änderungen in der Chromatinstruktur eine erhöhte DNA-Zugänglichkeit bewirken, welche die Interaktion von Aktivatoren bzw. anderen an der Transkription beteiligten Proteinen mit der DNA erleichtert.

Die Mechanismen der ATP-abhängigen Chromatin-Remodellierung sind bisher nicht geklärt. Eine Reihe von in vitro Studien lassen jedoch vermuten, dass die SWI/SNF-Komplexe die Energie von ATP-Hydrolyse zur Destabilisierung von DNA/Histon Interaktionen verwenden. Hierbei wurde sowohl die Verschiebung von Histon-Octameren entlang der DNA (cis-movement; Whitehouse et al., 1999), als auch der Transport von Histonen von einer Donor- zur Akzeptor-DNA (trans-movement; Lorch et al., 1999) beobachtet. Die Komplexe sind außerdem in der Lage Änderungen in der DNA-Struktur (Liu et al., 2001), oder der Topologie der DNA (Havas et al., 2000) zu bewirken. Durch solche lokalen und transienten Änderungen werden regulatorisch wichtige DNA-Abschnitte für die Interaktion mit regulatorischen Proteinen zugänglich gemacht. Da die Funktion der ySWI/SNF-Komplexe auch bei der Aktivierung einer Vielzahl von Hefe-Genen in der späten Mitose (G2/M) von entscheidender Bedeutung ist, wird vermutet, dass die SWI/SNF-Komplexe in vivo auch an der Reorganisation von höheren Verpackungsordnungen des Chromatins beteiligt sind (Krebs et al., 2000). 

1.8 Interaktion der E1A-Proteine mit den Chromatin-remodellierenden Faktoren 

Die Chromatin-remodellierenden Faktoren stellen wichtige zelluläre Interaktionspartner der E1A-Proteine zur Modulation der Genexpression dar. Die Aktivität dieser Faktoren kann durch die E1A-Proteine sowohl direkt, als auch indirekt beeinflusst werden. Hierbei wurde gezeigt, dass die E1A-Proteine bei der Interaktion von p105RB mit Chromatin-remodellierenden Faktoren, wie z. B. Histon-Deacetylasen (HDACs) und hSWI/SNF-Komplexe, interferieren. Die E1A-Proteine sind dadurch in der Lage die Expression von den an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligten Genen zu modulieren und den p105RB-induzierten Zellzyklusarrest aufzuheben (Strober et al., 1996). 

Weiterhin sind die E1A-Proteine in der Lage die Histon-Deacetylasen, durch die Konkurrenz um die Bindung an CtBP (carboxy-terminal binding protein), zu inaktivieren und damit die Transkription der Zielgene zu aktivieren (Schaeper et al., 1995). Auch die Interaktion von E1A-Proteinen mit p400, einem Mitglied der SWI2/SNF2-Familie, ist für die E1A-vemittelte Transformation von entscheidender Bedeutung (Fuchs et al., 2001). 

Eine direkte Interaktion mit zellulären Histonacetyltransferasen (HATs), wie z. B. CBP/p300 ermöglicht zudem den E1A-Proteinen die Transkription einiger zellulärer bzw. viraler Promotoren zu aktivieren. Ein hervorragendes Beispiel hierfür ist der E2-Promotor des Adenovirus-Serotyp 12 (Fax et al., 2000). Für die Aktivierung des PKA/CREB-abhängigen E2-Promotors ist die HAT-Aktivität von CBP/p300 von entscheidender Bedeutung. CBP/p300 wird durch die Interaktion mit dem E1A12S-Protein und den zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1, welche mit dem E2-CRE (cAMP-response element) assoziiert vorliegen, an den E2-Promotor rekrutiert. Hierbei wird die HAT-Aktivität von CBP/p300 durch das E1A12S-Protein aktiviert. 

Immer noch ungeklärt ist jedoch die Frage ob die E1A-Proteine mit den ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Faktoren interagieren. 

1.9 Zielsetzung

Da die virale DNA nach dem Eintritt in den Zellkern in Chromatin-ähnlichen Strukturen verpackt wird, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit Chromatin-remodellierenden Faktoren für die Aktivierung der Expression der adenoviralen Gene von besonderer Bedeutung. 

Die vorliegende Arbeit befasst sich daher mit der Interaktion von ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen mit dem E1A12S-Onkoprotein des Adenovirus Serotyp 12. Es sollte geklärt werden, ob die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe an der E1A12S-vermittelten Regulation der Genexpression beteiligt sind. Da sich humane SWI/SNF-Komplexe in ihren ATPase-Untereinheiten unterscheiden, war es von besonderer Bedeutung zu analysieren, ob bei der E1A-regulierten Genexpression eine Spezifität bezüglich dieser Komplexe vorliegt. 

Im Falle einer Beteiligung der hSWI/SNF-Komplexe an der E1A-vermittelten Genregulation sollte insbesondere analysiert werden, ob die hSWI/SNF-Komplexe mit dem adenoviralen Protein direkt interagieren. Nachfolgend sollte untersucht werden an welcher Untereinheit das adenovirale Protein bindet. Zudem sollten die für die Bindung verantwortlichen Proteindomänen identifiziert werden. 

Weiterhin sollte untersucht werden, wie die transkriptionsregulierende Funktion dieser Komplexe durch das E1A12S-Protein an den Promotor rekrutiert wird. Als Modellsystem für die Untersuchungen wurde der E2-Promotor des Adenovirus Serotyp 12, der für Replikations-relevante Proteine kodiert und dessen Aktivierung durch das E1A12S-Protein reguliert wird, verwendet (s. Kap. 4.1). 

Der E2-Promotor wird über ein Konsensus-CRE-Promotorelement reguliert und kann durch die katalytische Untereinheit des PKA-Holoenzyms aktiviert werden (Fax et al., 2000). Es sollte daher anhand des E2-Modellpromotors, unabhängig von dem adenoviralen E1A12S-Protein, untersucht werden, ob die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe an der Regulation der Expression von Genen, die durch cAMP/PKA-Signalweg aktiviert werden, beteiligt sind.

� EMBED Designer.Drawing.8  ���








� EMBED Designer.Drawing.8  ���





� EMBED Designer.Drawing.8  ���





� EMBED Designer.Drawing.8  ���





� EMBED Designer.Drawing.8  ���











1
19

[image: image6.wmf][image: image7.wmf]B

C

Inh

A

D

TATA

TF

E1A

E1A

E1A

E1A

TATA

TF

TATA

TF

Inh

GTF

E1A

E1A

E1A

CoF

GTF

TATA

TF

CoF

CoF

CoF

[image: image8.wmf]502

1374

genomische Ad12 E1A-Region

1069

1144

1144

976

588

716

502

1374

502

1374

502

1069

1144

1374

502

588

716

976

1144

1374

1374

1144

976

502

588

852

502

588

1144

1374

mRNA

13S

12S

11S

10S

9,5S

9S

Protein

E1A

13S

E1A

12S

E1A

11S/10S

E1A

11S/10S

E1A

9.5S

E1A

9S

CR1

CR2

CR3

(266R)

(235R)

(106R)

(106R)

(52R)

(53R)

[image: image9.wmf]CR3

CR1

CR2

pRb, p107, p130

p300/CBP,

p400, PCAF

TBP, RAP30

SUR-2

ATFs,  c-Jun,

SP1, USF

TBP, TAFs

YY1

        Oct-4, BS69/BRAM1

CtBP

Dr1/DRAP1

CREB-1,

ATF-1, Oct-4

[image: image10.wmf]0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

L1-L5 =späte virale Proteine

            (Strukturproteine)

DNA (36 kbp)

E3

E4

L5

L4

L3

L2

Transformierende

         Region

Proteine gegen die 

zelluläre 

Immunantwort

Terminales

   Protein

      DNA-

Polymerase

DNA-bindendes

       Protein

Regulation der viralen und

 zellulären Genexpression

 Regulation der

Genexpression

"major late

 promoter"

L1

VA RNA

Regulation der viralen

und zellulären

Genexpression

Transformation

Inhibierung der

Apoptose

Proteine gegen die 

zelluläre

Immunantwort

L1-L5: späte virale Proteine

(Strukturproteine)

"major late

promoter"

E2

E1B

E1A

_1112714701.unknown

_1119014696.unknown

_1119103414.unknown

_1113767822.unknown

_1111924515.unknown

