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4.  Ergebnisse

Als Transkriptionsfaktoren erfüllen adenovirale E1A-Proteine essentielle Funktionen im viralen Replikationszyklus, da sie einerseits die Expression aller anderen viralen Gene aktivieren und andererseits die zelluläre Genexpression so modulieren, dass eine effiziente Virusvermehrung möglich ist (Bayley und Mymryk, 1994; Flint und Shenk, 1997). Die E1A-Proteine besitzen keine sequenzspezifische DNA-Bindeaktivität (Ferguson et al., 1985). Ihre genregulatorischen Funktionen werden durch die Interaktion mit zellulären, an der Transkriptionsregulation beteiligten Faktoren, vermittelt (s. Kap. 1.4). Da sowohl virale DNA, nach dem Eintritt in den Zellkern, als auch zelluläre DNA als Chromatin organisiert vorliegen, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit Chromatin-remodellierenden Faktoren für die Aktivierung der Expression adenoviraler Gene und die Modulation der zellulären Genexpression von besonderer Bedeutung.

Zu Beginn meiner Untersuchungen waren bereits Interaktionen der E1A-Proteine mit Chromatin-modifizierenden Faktoren, wie z. B. CBP/p300, bekannt (Ait-Si-Ali et al., 1998; Chakravarti et al., 1999; Fax et al., 2000). Immer noch ungeklärt war jedoch die Frage, ob es bei der E1A-vermittelten Genregulation zu einer Interaktion mit Untereinheiten der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe kommt. Die Untersuchungen diesbezüglich wurden im Zuge meiner Arbeit mit Hilfe des adenoviralen E2-Promotors des onkogenen Adenovirus-Serotyps 12 (im Folgenden als E2Ad12-Promotor bezeichnet) durchgeführt. 

1.1 Der E2Ad12-Promotor als Modellsystem

Die adenovirale E2-Region kodiert für Proteine, einem Einzelstrang-DNA-Bindeprotein, dem Vorläufer des sog. Bellet-Proteins und der DNA-Polymerase, welche für die virale DNA-Replikation während des produktiven Entwicklungszyklus von Adenoviren essentiell sind. Die Expression der E2-Region wird im Verlauf der adenoviralen Infektion durch den sog. E2-Promotor gesteuert (Swaminathan und Thimmapaya, 1995).

Die E2-Promotorregion des onkogenen Serotyps 12 umfaßt einen 420 bp langen Bereich des Ad12-Genoms (nt 25921-2550; Sprengel et al., 1994). Mutationsanalysen haben gezeigt, dass für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors der Promotorbereich von nt -420 bis 
-140 nicht essentiell ist. Die für die Transkriptionsaktivierung verantwortlichen cis-regulatorischen Promotorelemente liegen in einem 140 bp-umfassenden Promotorbereich (nt 25641 bis nt 25501 im adenoviralen Genom; Abb. 6), welcher die Konsensussequenzen für ein cAMP-Response-Element (im Folgenden als E2-CRE bezeichnet, nt -99 bis -92; relativ zum +1 definierten Transkriptionsstart; Abb. 6), ein E2F-Element (nt -89 bis -82; Abb. 6) und eine TATA-Box (nt -29 bis -24; Abb. 6) beinhaltet. Diese Transkriptionsfaktorbindestellen sind zwischen den Ad12 und Ad2/Ad5 E2-Promotoren konserviert. Die nicht-onkogenen Adenovirus-Serotypen 2 und 5 besitzen eine weitere Konsensussequenz für ein E2F-Element. Die E2F-Bindestelle, die für die Aktivierung des Ad2/5 E2-Promotors essentiell ist, spielt bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors keine Rolle (Swaminathan und Thimmapaya, 1995; Fax et al., 2000). Im Gegensatz zu dem Ad2/5 E2-Promotor verläuft die Aktivierung des Ad12 E2-Promotors ausschließlich über die zellulären Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1. 
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Abb. 6
Schematische Darstellung der minimalen E2-Promotorregion von Ad12. Der nach Sprengel et al. (1994) definierte E2Ad12-Promotorbereich ist schematisch dargestellt. Dieser Bereich umfaßt ein 140 bp langes Fragment des E2Ad12-Promotors (nt 25641 bis nt 25501 im adenoviralen Genom). Das E2-CRE-Element, die E2-E2F-Erkennungssequenz und die TATA-Box sind dargestellt. Die Positionen und Sequenzen der Promotorelemente relativ zum Transkriptionsstartpunkt (+1) sind angegeben. 
Der E2Ad12-Promotor wird gleichermaßen von dem E1A12S- und dem E1A13S-Protein aktiviert. Mutationsanalysen haben gezeigt, dass der N-Terminus und die konservierte 
Region 1 (CR1) des E1A12S-Proteins für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors essentiell sind (Moran, 1994; Lipinski et al., 1999). Das entscheidende Promotorelement für die E1A12S-induzierte Transkription des E2Ad12-Promotors ist das E2-CRE, welches von den cAMP-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 gebunden wird. Diese DNA-sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren rekrutieren ihrerseits das E1A12S-Protein an den viralen Promotor (Fax et al., 2000). Die anschließende Interaktion mit den zellulären Koaktivatoren CBP/p300, welche für das transaktivierende Potential der Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 von entscheidender Bedeutung sind (Montminy, 1997), führt zur Bildung eines ternären Komplexes, bestehend aus CREB-1/ATF-1, dem E1A12S-Protein und den Koaktivatoren CBP/p300. Hierbei wurde u. a. in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass das Ad12 E1A12S-Protein mit der N-terminalen Domäne, der Kinase-Interaktions (KIX)-Domäne, der Cystein/Histidin-reichen (C/H3)-Domäne und der Glutamin-reichen C-terminalen (CAD) Aktivierungsdomäne von CBP/p300 interagieren kann (Kurokawa et al., 1998; Lipinski et al., 1999). Fax et al. (2000) haben gezeigt, dass das adenovirale E1A12S-Protein die HAT-Aktivität von CBP aktiviert und dass die Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität der Promotor-gebundenen Koaktivatoren CBP/p300 für die Aktivierung des viralen E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein entscheidend ist. 
1.2 ATP-abhängige Chromatin-remodellierende Faktoren sind an der Aktivierung des E2Ad12-Promotors beteiligt

Nach dem Eintritt in den Zellkern wird virale-, wie auch transient transfizierte DNA, durch die Wechselwirkung mit zellulären Histonen in Chromatin-ähnlichen Strukturen verpackt (Dery et al., 1985; Shenk, 1996; Luo et al., 1998). Dies ist ein notwendiger Prozess, der zum einen die DNA vor dem zellulären Abbau schützt und zum anderen die physiologische Struktur der Matrize für zelluläre RNA-Polymerase darstellt.

Verschiedene in vitro und in vivo Studien haben belegt, dass Chromatin eine Barriere für die Transkription darstellt. Durch die nukleosomale Struktur wird die Assoziierung von RNA-Polymerase-II-Holoenzym am Zielpromotor reprimiert und dadurch die Initiation der Transkription inhibiert (Kornberg und Lorch, 1999). Die Überwindung dieser Repression geschieht durch die spezifische Rekrutierung von Chromatin-remodellierenden Faktoren, deren Aktivität zu einer lokalen und transienten Destabilisierung der nukleosomalen Struktur führt. Hierdurch können regulatorische Proteine bzw. Proteine der basalen Transkriptionsmaschinerie an ihre Zielsequenzen auf der DNA binden (s. Kap. 1.5; Kingston und Narlikar, 1999).

Die Frage nach einer möglichen Beteiligung von ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden humanen SWI/SNF-Komplexen (hSWI/SNF) an der E1A12S-vermittelten Genregulation und die Fähigkeit in Gegenwart von E1A12S die Expression des E2Ad12-Promotors zu modulieren, wurde durch den Einsatz der ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe, BRG1 und BRM, welche als einzige Untereinheiten für die Chromatin-remodellierende Aktivität der Komplexe verantwortlich sind (Phelan et al., 2000), untersucht. Hierzu wurde in transienten Expressionsanalysen das Reporterkonstrukt E2Ad12(140bp)-CAT (im weiteren Verlauf als E2Ad12-CAT bezeichnet; Abb. 7A) mit Expressionsvektoren für hBRG1 oder hBRM und/oder das E1A12S-Protein in KB-Zellen kotransfiziert. Erwartungsgemäß führte die transiente Expression des E1A12S-Proteins zu einer 7,9-fachen Aktivierung der CAT-Genexpression (Abb. 7B; Fax et al., 2000). Wie in Abb. 7B ebenfalls dargestellt, war in Abwesenheit des E1A12S-Proteins keine der eingesetzten ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe in der Lage, die Transkription des Reportergens zu aktivieren. Die Koexpression von hBRM und das E1A12S-Protein bewirkte nur eine geringfügig erhöhte Aktivierung des Reporterkonstrukts (8,5-fach; Abb. 7B). Interessanterweise führte die Koexpression von hBRG1 und E1A12S zu einer 20-fach erhöhten Aktivierung des Reportergens (Abb. 7B). 
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Abb. 7
hBRG1 kooperiert mit dem E1A12S-Protein bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors. 
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 bis nt 25501 im adenoviralen Genom). Das E2-CRE-Element und die TATA-Box sind dargestellt. B. KB-Zellen wurden mit je 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und pRc/RSV-E1A12S-, pCG-hBRM- und pBJ5-hBRG1-Expressionsvektor wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor 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. C. Expression von hBRM in transfizierten Zellen. Gesamtzellextrakt aus KB-Zellen wurde mittels Western-Blot auf die Expression von hBRM überprüft. 

Dass die Unfähigkeit von hBRM zur Aktivierung des E2Ad12-Promotors nicht auf eine ineffektive Expression dieses Proteins in den transfizierten Zellen zurückzuführen war, wurde durch Western-Blot-Analysen bestätigt (Abb. 7C). Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass nur die hBRG1-Untereinheit an der E1A12S-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors beteiligt ist. 
Zur weiteren Bestätigung einer Kooperation zwischen dem adenoviralen E1A12S-Protein und hBRG1 wurde das Gal4-Expressionssystem eingesetzt. Das Reporterkonstrukt G5-E1B/TATA-CAT (enthält fünf Bindestellen für den Hefetranskriptionsfaktor Gal4) wurde hierzu mit einem pRc/RSV-Gal4-E1A12S- und/oder einem hBRG1-Expressionsvektor in KB-Zellen transfiziert. Der Expressionsvektor pRc/RSV-Gal4-E1A12S kodiert für ein Fusionsprotein, bestehend aus der Gal4-DNA-Bindungsdomäne und dem E1A12S-Protein, welches einen Aktivator der CAT-Genexpression des Reporterkonstrukts G5-E1B/TATA-CAT darstellt (Lipinski et al., 1997).

Wie aus Abb. 8A ersichtlich, führte die Expression des Gal4-E1A12S-Proteins zu einer 6,5-fachen Aktivierung des G5-E1BTATA-Promotorkonstrukts. Die Gal4-E1A12S-Protein-abhängige Aktivität des Reportergens konnte durch die Koexpression von hBRG1 auf das 14,5-fache erhöht werden (Abb.8A). 

Die Expression des Gal4-E1A12S-Fusionsproteins wird durch den gleichen RSV-Promotor reguliert wie in dem pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor. Um auszuschließen, dass die hBRG1-vermittelte Aktivierung nicht durch eine erhöhte Expression des E1A12S-Proteins vom kotransfizierten pRc/RSV-E1A12S-Expressionsvektor bewirkt wurde, wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt. Diese Untersuchungen haben bestätigt, dass die E1A12S-Proteinexpression in den transfizierten Zellen in An- bzw. Abwesenheit von ectopisch exprimierten hBRG1 vergleichbar ist (Abb. 8B, obere Darstellung). Durch Behandlung desselben Blots mit einem Antikörper, der gegen die katalytische Untereinheit der Proteinkinase A gerichtet ist (anti-PKA-cat, Abb. 8B, untere Darstellung), konnte ausgeschlossen werden, dass unterschiedliche Proteinmengen für die unterschiedlichen Signalstärken verantwortlich sind. Bei diesen Untersuchungen wurde auch die effektive Expression von hBRG1 in den transfizierten Zellen nachgewiesen (Abb. 8B, mittlere Darstellung). 
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Abb. 8
hBRG1 kooperiert mit dem E1A12S-Protein bei der Aktivierung der Reportergenexpression. 
A. KB-Zellen wurden mit 0,2 µg des Reporterkonstrukts G5-E1B/TATA-CAT und 1 µg des Gal4-E1A12S-Expressionsvektors oder entsprechendem Leervektor, und 1 µg pBJ5-hBRG1 Expressionsvektor wie angegeben kotransfiziert. Die CAT-Enzymaktivität wurde 24 h später bestimmt. Die Promotoraktivität des Reporterkonstrukts G5-E1BTATA-CAT in Anwesenheit des Leervektors wurde als 1 normiert. Das Reporterkonstrukt ist schematisch dargestellt. 5XGal4 bezeichnet fünf Bindestellen für den Hefetranskriptionsfaktor Gal4. B. Expressionsnachweis des E1A12S-Proteins in transfizierten KB-Zellen. Gesamtzellextrakte von Kontroll-transfizierten, pRc/RSV-E1A12S- und/oder pBJ5-hBRG1-transfizierten Zellen wurden mittels Western-Blot mit dem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Als Auftragungskontrolle wurde derselbe Blot mit einem Antikörper, der gegen PKA-cat gerichtet ist, analysiert. Die Gesamtzellextrakte wurden zur Analyse der Expression von hBRG1 in transfizierten Zellen, unter Verwendung eines anti-hBRG1 Antikörpers, eingesetzt.

Zusammenfassend kann aus den oben beschriebenen transienten Expressionsanalysen geschlossen werden, dass von den getesteten ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Faktoren nur hBRG1 bei der E1A12S-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors in 
KB-Zellen eine Rolle spielt. Dagegen scheint hBRM nicht an der E1A12S-vermittelten Regulation des E2Ad12-Promotors in diesen Zellen beteiligt zu sein. 

1.3 Die Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein und hBRG1 ist abhängig vom N-Terminus und der CR1-Domäne des adenoviralen Proteins

In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass das E1A12S-Protein von Ad12 neben der CR1-Domäne eine zweite, unabhängige Transaktivierungsdomäne im N-Terminus (As 1-29) enthält (Lipinski et al., 1997). Beide Transaktivierungsdomänen sind an der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein beteiligt (Moran, 1994; Fax et al., 2000). Um zu untersuchen, ob beide Domänen auch für die Kooperation mit hBRG1 zur Aktivierung des E2Ad12-Promotors notwendig sind, wurden transiente Expressionsanalysen durchgeführt. 
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Abb. 9
Das E1A12S-Protein kooperiert mit hBRG1 zur Aktivierung des  E2Ad12-Promotors in Abhängigkeit vom N-Terminus und der CR1-Domäne des E1A12S-Proteins. A. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und 1 µg pRc/RSV-E1A12S-Wildtyp und davon abgeleiteten Mutanten und 1 µg pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor 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. B. Kontrolle der Expression der E1A12S-Proteinmutanten in transfizierten Zellen. Gesamtzellextrakte aus KB-Zellen wurden mittels Western-Blot mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. 

Hierzu wurde das Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT mit den Expressionsvektoren für das E1A12S-Wildtyp-Protein und die davon abgeleiteten Proteinmutanten, bei denen der 
N-Terminus (As 1-29; (N/E1A12S) oder die CR1-Domäne (As 39-79; (CR1/E1A12S) deletiert wurde, und hBRG1 in KB-Zellen kotransfiziert. Wie in Abb. 9A dargestellt, war weder hBRG1 noch eine der eingesetzten E1A12S-Proteinmutanten allein in der Lage, die Transkription des Reportergens zu aktivieren. Die Koexpression von hBRG1 und den E1A12S-Proteinmutanten führte zu einer starken Reduktion ((N/E1A12S) oder einem vollständigen Verlust ((CR1/E1A12S) der CAT-Expression (Abb. 9A). 

Dass die Reduktion oder der Verlust der hBRG1-vermittelten E2Ad12-Promotoraktivierung nicht auf eine unterschiedliche Konzentration der E1A12S-Proteinmutanten in den transfizierten Zellen zurückzuführen war, wurde durch Western-Blot-Analysen bestätigt (Abb. 9B). Diese Daten beweisen, dass für die kooperative Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein und hBRG1 sowohl die N-terminale Domäne, als auch die CR1-Domäne des E1A12S-Proteins von entscheidender Bedeutung sind. 

1.4 Das E1A12S-Protein bindet in Abhängigkeit des N-Terminus und der CR1-Domäne an hBRG1 in vitro 

Die Daten aus den transienten Expressionsstudien zeigen, dass hBRG1 mit dem E1A12S-Protein bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors kooperiert (s. Kap. 4.2 und 4.3). Eine Möglichkeit, wie die transkriptionsaktivierende Funktion von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor rekrutiert werden könnte, besteht daher in einer direkten Interaktion von hBRG1 mit dem E1A12S-Protein. Um zu prüfen, ob das E1A12S-Protein mit der ATPase-Untereinheit des hSWI/SNF-Komplexes BRG1 in vitro interagiert, wurden GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen (s. Kap. 3.16) mit verschiedenen GST-E1A12S-Fusionsproteinen und [35S]-markiertem, in vitro transkribiertem/translatiertem hBRG1 durchgeführt. 

Wie aus Abb. 10A ersichtlich, bindet hBRG1 an das E1A12S-Wildtyp-Protein (Spur 3). Die Deletion der N-terminalen Domäne (GST-(N/E1A12S; Abb. 10A, Spur 4) oder der CR1-Domäne (GST-CR1/E1A12S; Abb. 10A, Spur 5) bewirkt eine starke Reduktion des Bindungspotentials des E1A12S-Proteins an hBRG1. Ein Vergleich der Ergebnisse dieser in vitro-Bindungsstudien mit den transienten Expressionsanalysen zeigt, dass die Interaktion von BRG1 mit dem E1A12S-Protein mit der Fähigkeit dieser Proteine, den E2Ad12-Promotor zu aktivieren, korreliert (vgl. Abb. 7B, Abb. 9A und Abb. 10A).
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Abb. 10
hBRG1 interagiert mit dem E1A12S-Protein in vitro. A. Für die GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen wurde in vitro translatiertes, [35S]-markiertes hBRG1 mit der GST-Proteindomäne (Spur 2) oder verschiedene GST-E1A12S-Fusionsproteine (Spuren 3 bis 5) wie angegeben inkubiert. Interagierende Proteine wurden eluiert, auf 6 %-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch 
Fluorographie detektiert. Spur 1 repräsentiert des Inputs von [35S]-hBRG1. B. Kontrolle der Mengen der unter A eingesetzten GST-Fusionsproteine in den GST-Fusionsprotein-Interaktionsexperimenten. Gleiche Aliquots der GST-Fusionsproteine wurden auf 12 %-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Coomassie-Färbung detektiert. C. Saos2-Gesamtzellextrakt wurde mit der GST-Proteindomäne (Spur 2), GST-E1A12S-oder GST-1-79/ E1A12S-Fusionsproteinen (Spuren 3 und 4) wie angegeben  inkubiert. Interagierende Proteine wurden eluiert, auf 6 %-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot mit einem anti-hBRG1-Antikörper analysiert. Als Western-Blot-Kontrolle wurde in der Spur 1 Gesamtzellextrakt aus Saos2-Zellen aufgetragen.

Interessanterweise haben die E1A12S-Proteinmutanten, welche kein oder nur ein schwaches Potential zur Kooperation mit hBRG1 bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors besitzen (Abb. 9A), nur eine geringe Affinität zu hBRG1 in vitro (Abb. 10A). Diese Daten verdeutlichen, dass eine physikalische Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und hBRG1 im Prozeß der Aktivierung des E2Ad12-Promotors von Bedeutung ist. 

Zur weiteren Bestätigung dieser Ergebnisse wurde das GST-E1A12S-Wildtyp-Fusionsprotein oder die GST-E1A12S-Proteinmutante, bei der die CR1-Domäne und der N-Terminus (As 1-79, (1-79/E1A12S) deletiert war, mit Gesamtzellextrakt aus Saos2-Zellen, die einen hohen Level an endogenem hBRG1 aufweisen, inkubiert (Abb. 10C). Wie aus den Abb. 10C ersichtlich, bindet zelluläres hBRG1 an das E1A12S-Protein (Spur 3). Die Deletion der Aminosäuren 1-79 des E1A12S-Proteins führte zu einem Verlust der Interaktion mit BRG1 (GST-1-79/E1A12S; Abb. 10C, Spur 4). 

Kontrollexperimente belegten, dass vergleichbare Mengen an GST-Fusionsproteinen in den in vitro Protein-Protein-Interaktionsanalysen eingesetzt wurden (Abb. 10B und Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend kann aus diesen Untersuchungen geschlossen werden, dass das E1A12S-Protein mit hBRG1 in vitro interagiert und die N-terminale und die CR1-Domäne des adenoviralen E1A12S-Proteins für eine effiziente Interaktion essentiell sind. 

1.5 Die Interaktion von hBRG1 mit dem E1A12S-Protein ist abhängig von der HC- und der ATPase-Domäne des hBRG1-Proteins 

Die ATPase-Untereinheiten der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe werden aufgrund ihrer Homologie, die nicht die ATPase-Domäne betreffen, in unterschiedlichen Gruppen zusammengefaßt (s. Kap. 1.7; Muchardt und Yaniv, 1999). Die 
S. cerevisiae SWI2/SNF2-ähnliche Gruppe der ATPase-Untereinheiten, zu der u. a. auch hBRG1 gezählt wird, enthalten außer der hoch-konservierten ATPase-Domäne, eine Bromodomäne (BD) am C-terminalen Ende und zwei weitere konservierte Domänen, die sog. Prolin-reiche (PR) und die Highly-Charged (HC) Domäne, welche am N-terminalen Ende lokalisiert sind (Abb. 11A; Khavari et al., 1993). 

Zur Identifizierung von hBRG1-Proteindomänen, die an der Bindung des E1A12S-Proteins beteiligt sind, wurden die einzelnen hBRG1-Proteindomänen (BRG1-PR: As 1-350; BRG1-HC: As 351-729; BRG1-ATPase: As 730-1480; BRG1-BD: As 1481-1647) kloniert und ihre Fähigkeit zur Interaktion mit dem E1A12S-Protein in GST-pull-down Experimenten (Fusionsprotein-Interaktionsanalysen) untersucht. Hierbei wurden jeweils die 35S-markierten, in vitro transkribierten/translatierten hBRG1-Proteindomänen mit dem GST-E1A12S-Wildtyp-Fusionsprotein (Abb. 11B) oder den GST-E1A12S-Fusionsproteinmutanten ((N/E1A12S, (CR1/E1A12S und 1-79/E1A12S; Abb. 11C) inkubiert. Wie aus den Abbildungen 11B und 11C ersichtlich, bindet sowohl die BRG1-HC- als auch die ATPase-Domäne an das E1A12S-Protein (GST-E1A12S; Spur 3). Die BRG1-PR- und Bromo-Domäne zeigen keine nachweisbare Affinität zu dem E1A12S-Protein in vitro (Abb. 11B, Spur 3).

[image: image7.wmf]E1A

12S

CR1

CR2

N

BRG1

PR

HC

ATPase

BD

A

Input

GST

GST-E1A

12S

1

2

3

BRG1-PR

BRG1-HC

BRG1-ATPase

BRG1-BD

B

Input 

GST-E1A

12S

GST

GST-

D

N/E1A

12S

GST-

D

CR1/E1A

12S

1

2

3

4

5

6

GST-

D1-79

/E1A

12S

BRG1-HC

BRG1-ATPase

C


Abb. 11
Die Interaktion von hBRG1 und E1A12S-Protein ist HC-, ATPase-Domäne sowie N-terminus und CR1 abhängig. A. Schematische Darstellung des E1A12S-Proteins und hBRG1. Die grauen Rechtecke im E1A12S-Protein stellen die konservierten Regionen 1 und 2 (CR1, CR2) dar. Die gelben Rechtecke im hBRG1 weisen auf die homologen Domänen [proline-rich (PR)-Domäne, highly charged (HC)-Domäne, ATPase-Domäne und bromodomain (BD)-Domäne] innerhalb der ATPase-Untereinheiten von SWI/SNF-Gruppe der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe auf. B-C. Für die GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen wurden verschiedene in vitro translatierte, [35S]-markierte hBRG1-Proteindomänen mit der GST-Proteindomäne (Spur 2 in B und C) oder verschiedene GST-E1A12S-Fusionsproteine wie angegeben (Spur 3 in B; Spuren 3 bis 6 in C) inkubiert. Interagierende Proteine wurden eluiert, auf SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert. Spur 1 (in B und C) repräsentiert jeweils den Input von [35S]-markierten hBRG1-Proteindomänen.

Die BRG1-HC- und die ATPase-Domäne binden interessanterweise an überlappenden, wenn nicht identischen Domänen, die N-terminale Domäne und die CR1-Domäne, des E1A12S-Proteins (GST-/E1A12S, GST-CR1/E1A12S; Abb. 11C, Spur 4 und 5). Die Deletion der Aminosäuren 1-79 des E1A12S-Proteins führte zu einem Verlust der Interaktion mit den hBRG1-Domänen (GST-1-79/E1A12S; Abb. 11C, Spur 6).

Kontrollexperimente belegten, dass vergleichbare Mengen an GST-Fusionsproteinen in den in vitro Protein-Protein-Interaktionsanalysen eingesetzt wurden (Daten nicht gezeigt). Diese Daten bestätigen, dass BRG1 mit dem E1A12S-Protein in vitro interagiert und dass für eine effiziente Interaktion die N-terminale Domäne und die CR1-Domäne des adenoviralen Proteins entscheidend sind. Zudem beweisen die hier durchgeführten Mutationsanalysen des hBRG1-Proteins, dass die BRG1-HC-Domäne und BRG1-ATPase-Domäne für die Interaktion mit dem E1A12S-Protein in vitro verantwortlich sind.

1.6 Die E1A12S/hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors wird durch die Expression von hBRG1-Proteinmutanten inhibiert

Durch die Ergebnisse der Protein-Protein-Interaktionsanalysen in vitro wurde der Nachweis erbracht, dass hBRG1 in Abhängigkeit von der HC- und der ATPase-Domäne an das E1A12S-Protein in vitro bindet (s Kap. 4.4 und 4.5). Um zu untersuchen, welche der hBRG1-Proteindomänen für die E1A12S/BRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors in vivo verantwortlich ist, wurden die klonierten hBRG1-Proteindomänen (s. Kap. 4.5) in sog. „squelching-type“-Studien eingesetzt. Hierzu wurde in KB-Zellen in Gegenwart des E2Ad12-Promotorkonstrukts, das E1A12S-Protein und das hBRG1-Wildtyp-Protein jeweils mit verschiedenen hBRG1-Proteindomänen (hier als Myc-Epitop-Fusionsproteine) koexprimiert (Abb. 12A). 

Wie in Abb. 12A dargestellt, führte die Koexpression der BRG1-PR-Domäne, die an das E1A12S-Protein in vitro nicht bindet (Abb. 11B), nur zu einer geringen Reduktion der E2Ad12-Promotoraktivität. Die hBRG1-PR-Domäne hat keine signifikante Ähnlichkeit zu den bisher bekannten Proteinsequenzen (Papoulas et al., 2001) und ihre Funktion ist bis heute nicht geklärt. Die Koexpression der BRG1-HC-Domäne oder der ATPase-Domäne bewirkte dagegen eine starke Reduktion (ATPase-Domäne) oder einen vollständigen Verlust (HC-Domäne) der hBRG1/E1A12S-induzierten Expression des Reportergens E2Ad12-CAT (Abb. 12A). Diese Ergebnisse korrelieren mit den Daten aus den in vitro Protein-Protein-Interaktionsanalysen, welche gezeigt haben, dass diese Domänen für die Bindung an das E1A12S-Protein verantwortlich sind (Abb. 11B und 11C). In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigen die Daten anderer Arbeitsgruppen, dass sowohl die BRG1-HC-Domäne als auch die ATPase-Domäne für die transkriptionell aktivierende Funktion der SWI2/SNF2-Gruppe der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Faktoren eine entscheidende Rolle spielen (Johnston et al., 1999).
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Abb. 12
Die HC-Domäne und die Bromodomäne des hBRG1-Proteins inhibieren die E1A12S/hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors. A. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT, 1 µg pRc/RSV-E1A12S-Wildtyp, 1 µg pBJ5-hBRG1, 2 µg pcDNA-BRG1-PR, 2 µg pcDNA-BRG1-HC, 2 µg pcDNA-BRG1-ATPase und 2 µg pcDNA-BRG1-BD Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem 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 des Leervektors pcDNA wurde als 1 normiert. B. Kontrolle der Expression der BRG1-Domänen, als Fusionsproteine mit einem C-terminalen Myc-Epitop, in transfizierten Zellen. Gesamtzellextrakte aus KB-Zellen wurden mittels Western-Blot mit einem anti-Myc-Antikörper analysiert. 

Interessanterweise verursachte die Koexpression der BRG1-Bromodomäne, die keine nachweisbare Affinität zu dem E1A12S-Protein in vitro aufweist (Abb. 11B), ebenfalls einen starken Verlust der hBRG1/E1A12S-induzierten Aktivität des E2Ad12-Promotors (Abb. 12A). Die Bromodomäne kommt in einer Vielzahl von in der Transkriptionsregulation beteiligten Proteinen, wie z. B. Histon-acetyltransferasen (HATs) und SWI2/SNF2-Gruppe der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Faktoren, vor (Denis, 2001). Es wurde gezeigt, dass die Bromodomäne mit hoher Affinität an acetylierten Histonproteinen bindet (Owen et al., 2000). 

In transienten Expressionsanalysen, in denen nur die hBRG1-Proteindomänen in Anwesenheit des E1A12S-Proteins nicht aber des hBRG1-Wildtyp-Proteins koexprimiert wurden, wurden die gleichen Auswirkungen auf die E1A12S/endogene-hBRG1-induzierte Aktivierung des E2Ad12-Promotors beobachtet (Daten nicht gezeigt). 

Western-Blot-Analysen der für die transienten Expressionsanalysen eingesetzten Gesamtzellextrakte bestätigten, dass die hBRG1-Proteindomänen in vergleichbaren Konzentrationen in den transfizierten KB-Zellen vorhanden waren (Abb. 12B), so dass ein Verlust oder eine Reduktion der E2Ad12-Promotoraktivität in vivo nicht auf unterschiedliche Mengen der hBRG1-Proteindomänen in den transfizierten Zellen zurückzuführen ist. Die hier durchgeführten „squelching-type“-Studien mit verschiedenen hBRG1-Proteindomänen deuten darauf hin, dass bei der E1A12S/hBRG1-induzierten Aktivierung des E2Ad12-Promotors der sog. „Highly-Charged“ Region und der Bromodomäne des hBRG1-Proteins eine entscheidende Rolle zukommt.

1.7 Die ATPase-Untereinheit BRG1 der hSWI/SNF-Komplexe interagiert mit dem E1A12S-Protein in vivo
Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass hBRG1 mit dem E1A12S-Protein interagiert und dass diese Interaktion zu der E1A12S/hBRG1-induzierten Aktivierung des E2Ad12-Promotors entscheidend beiträgt. Als nächstes sollte daher geklärt werden, ob die native hBRG1-Untereinheit und das E1A12S-Protein auch in vivo interagieren. 

Zu diesem Zweck wurden in KB-Zellen durch Transfektion der entsprechenden Vektoren, das E1A12S-Wildtyp-Protein oder die 1-79/E1A12S-Proteinmutante (als Myc-Epitop gekoppelte Fusionsproteine) transient exprimiert. Die Immunpräzipitationen wurden mit einem gegen das Myc-Epitop gerichteten Antikörper (Abb. 13A) oder einem anti-hBRG1 spezifischen Antiserum (Abb. 13B; Schnitzler et al., 1998) durchgeführt (s. Kap. 3.17). Gebildete Immunkomplexe wurden anschließend im Western-Blot mit spezifischen Antikörpern gegen hBRG1, hBRM und Ini1 (eine von den BRG1-assoziierten Faktoren; 
Abb. 13A) oder einem anti-Ad12 E1A-Antiserum (Abb. 13B) analysiert.

Wie in Abb. 13A dargestellt, wurde das hBRG1-Protein mit dem gegen das Myc-Epitop der E1A12S-Fusionsproteine gerichteten Antikörper kopräzipitiert (Abb. 13A, Spur 3, 
obere Darstellung). Im Gegensatz hierzu führte die Deletion der Aminosäuren 1-79 
((1-79/E1A12S/Myc) zu einem Verlust des Bindungspotentials des E1A12S-Mutantenproteins an die ATPase-Untereinheit des hSWI/SNF-Komplexes (Abb. 13A, Spur 4, 
obere Darstellung), so dass BRG1 nicht kopräzipitiert werden konnte.

Die Interaktion zwischen dem E1A12S-Protein und hBRG1 und die entscheidende Rolle der Aminosäuren 1-79 des E1A12S-Proteins bei dieser Interaktion in vivo wurde durch die Kopräzipitation des adenoviralen Wildtyp-Proteins, mit einem anti-hBRG1 spezifischen Antiserum aus Kernextrakten der transfizierten KB-Zellen, zusätzlich bestätigt (Abb. 13B, Spuren 3 und 4). Keine hBRG1- oder E1A12S-spezifischen Signale (Präzipitationen) waren in Immunkomplexen aus Kontroll-transfizierten Zellen nachzuweisen (Abb. 13A und 13B, 
Spur 2). 

Wie im Kap. 1.7 beschrieben, sind in humanen Zellen bisher zwei ySWI2/SNF2-ähnliche Proteine, BRM und BRG1, identifiziert worden. Diese ATPase-Untereinheiten kommen in unterschiedlichen hSWI/SNF-Komplexe vor (Nie et al., 2000). Um zu untersuchen, ob das E1A12S-Protein mit anderen hSWI/SNF-Komplexen, welche hBRM als ATPase-Untereinheit beinhalten, interagiert, wurden die gebildeten Immunkomplexe nach der Präzipitation mit einem gegen das myc-Epitop der E1A12S-Fusionsproteine gerichteten Antikörper im Western-Blot mit einem spezifischen Antikörper gegen hBRM analysiert. Wie in Abb. 13A (mittlere Darstellung) gezeigt, kam es weder in Anwesenheit des E1A12S-Wildtyp-Proteins noch des (1-79/E1A12S-Proteins zu einer nachweisbaren Anreicherung der hBRM-Untereinheit (Abb. 13A, Spuren 3 und 4). Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit den Daten aus den transienten Expressionsanalysen, in denen die Koexpression der hBRM-Untereinheit keine Änderung der E1A12S-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors bewirkte (Abb. 7B). 

Die hSWI/SNF-Komplexe sind große Multimere von ca. 11 Proteinuntereinheiten (Wang et al., 1996; Martens und Winston, 2003). Einige dieser Untereinheiten kommen in verschiedenen hSWI/SNF-Komplexen vor (Phelan et al., 2000; Katsani et al., 2003). Um zu untersuchen, ob andere BAFs (BRG1 associated factors) mit dem Transkriptionsfaktorkomplex, bestehend aus E1A12S und BRG1 in vivo assoziiert vorliegen, wurden die gebildeten Immunkomplexe nach der Präzipitation mit dem gegen das Myc-Epitop der E1A12S-Fusionsproteine gerichteten Antikörper, im Western-Blot mit einem anti-Ini1 spezifischen Antikörper analysiert. Interessanterweise zeigte die E1A12S-Proteinmutante (1-79/E1A12S), die zur Interaktion mit hBRG1 in vivo nicht mehr in der Lage war, auch keine nachweisbare Affinität zu Ini1 (Abb. 13A, Spur 4, untere Darstellung). Im Gegensatz dazu wurde die Ini1-Untereinheit mit dem gegen das Myc-Epitop des E1A12S-Wildtyp-Fusionsproteins gerichteten Antikörper kopräzipitiert (Abb. 13A, Spur 3, untere Darstellung). 
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Abb. 13 
hBRG1 interagiert mit dem E1A12S-Protein in vivo. KB-Zellen wurden mit Expressionsvektoren für das E1A12S-Wildtyp-Protein oder das 1-79/E1A12S-Proteinmutante (A, als Fusionsproteine mit einem C-terminalen Myc-Epitop) oder dem entsprechendem Leervektor wie angegeben transfiziert. Die Zellen wurden 48 h später lysiert und die Kernextrakte mit einem anti-Myc-Antikörper (A) oder einem anti-hBRG1-Antiserum (B) inkubiert. Gebildete Immunkomplexe wurden auf  SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot mit den links angegebenen Antikörpern analysiert. Als Western-Blot-Kontrolle wurde in der Spur 1 Gesamtzellextrakt aus Saos2-Zellen (A) oder einer Ad12 E1-transformierten Zelllinie (HEK12, Whittaker et al., 1984; B) aufgetragen.

Identische Ergebnisse wurden für die in vivo Interaktionen der BAF57 und BAF155 Untereinheiten mit dem E1A12S-Protein in Western-Blot Analysen ermittelt (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit Daten anderer Arbeitsgruppen und deuten darauf hin, dass die ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe in vivo mit einer Reihe von BAFs assoziiert vorliegen (Sif et al., 1998; Wang et al., 1998). 

Western-Blot-Analysen der für die Immunpräzipitationen eingesetzten Kernextrakte bestätigten, dass das E1A12S-Protein und die E1A12S-Proteinmutante in vergleichbaren Konzentrationen in den transfizierten KB-Zellen vorhanden waren (Daten nicht gezeigt), so dass ein Verlust der Interaktion zwischen hSWI/SNF-Untereinheiten und dem E1A12S-Protein in vivo nicht auf Unterschiede in der Proteinkonzentration der E1A12S-Proteine in den Zellen zurückzuführen ist. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse deutlich, dass das E1A12S-Protein nur dann mit ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen in vivo interagiert, wenn diese BRG1 als die ATPase-Untereinheit enthalten. Ein Vergleich der transienten Expressionsanalysen mit den Protein-Protein-Interaktionsanalysen in vitro und in vivo belegt, dass diese Interaktion entscheidend zu der E1A12S-vermittelten Aktivierung des adenoviralen E2Ad12-Promotors in vivo beiträgt.

1.8 hBRG1 ist an der PKA-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors beteiligt 

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 katalytische Untereinheit (C-Untereinheit) des PKA-Holoenzyms (Hagiwara et al., 1993). Die PKA-vermittelte Serinphosphorylierung von CREB-1/ATF-1 ermöglicht die Rekrutierung der zellulären Koaktivatoren CBP/p300, die für die Aktivierung cAMP/PKA-abhängiger Promotoren entscheidend sind (Mayr et al., 2001). 

Da der E2Ad12-Promotor über das E2-CRE reguliert wird, an welches die cAMP/PKA-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1 und ATF-1 binden (s. Kap. 1.8 und 4.1), kann die Expression des E2Ad12-Promotors durch die PKA-C-Untereinheit vermittelte Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 aktiviert werden. Um zu untersuchen, ob die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Faktoren zu der PKA-induzierten Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors beitragen, wurde in Anwesenheit des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT die katalytische Untereinheit C der PKA (PKA-C), hBRG1 oder hBRM in KB-Zellen transient koexprimiert. Wie in Abb. 14 dargestellt, war ohne die PKA-C-Untereinheit keine der eingesetzten ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe in der Lage, die Transkription des Reportergens zu aktivieren. Die Expression der katalytischen Untereinheit C der PKA ergab eine 6-fache Aktivierung des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT (Abb. 14). Die Koexpression von hBRG1 bewirkte eine 24,3-fach erhöhte Aktivierung der Expression des Reportergens (Abb. 14). Im Vergleich dazu führte die Koexpression von hBRM nur zu einer 10-fachen Aktivierung des [image: image10.wmf]0
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Abb. 14
hBRG1 ist bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch die katalytische Untereinheit der cAMP-abhängigen Proteinkinase A (PKA-C) beteiligt. KB-Zellen wurden mit je 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und RSV-CHO-PKA-C, pCG-hBRM und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor 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.

Diese Ergebnisse beweisen, dass die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe in einem PKA-abhängigen Signalweg zur Aktivierung der Expression CREB-abhängiger Gene beitragen. Obwohl die PKA-induzierte Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors durch die Koexpression der beiden ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe erhöht wird, kommt der hBRM-Untereinheit hierbei nur eine untergeordnete Rolle zu (Abb. 14). Zusammenfassend kann aus den hier durchgeführten transienten Expressionsanalysen geschlossen werden, dass vor allem die hBRG1 als ATPase-Untereinheit enthaltenden hSWI/SNF-Komplexe entscheidend zu der PKA-induzierten Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Pomotors in KB-Zellen beitragen. In diesen Zellen kann die Funktion von hBRG1 nicht durch hBRM ersetzt werden. Zudem wurde durch diese Daten der erste Beweis für eine Beteiligung der hSWI/SNF-Komplexe an der PKA-vermittelte Aktivierung von CREB-abhängigen Promotoren erbracht.

1.9 Die ATPase-Untereinheiten BRG1 und BRM der hSWI/SNF-Komplexe tragen zu der PKA-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors in hBRG1- und hBRM-defizienten Zelllinien bei 

Zur weiteren Analyse bezüglich der Rolle der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden SWI/SNF-Komplexen bei der Aktivierung des E2Ad12-Pomotors, wurden transiente Expressionsstudien in SW13- und C33A-Zellen, welche einen kaum nachweisbaren Level an endogenem BRG1 bzw. BRM aufweisen, vorgenommen. 

Die Kotransfektion des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT mit einem Expressionsvektor, der die katalytische PKA Untereinheit C( exprimiert, führte in SW13-Zellen zu einer 
2,5-fachen Aktivierung der Expression des Reportergens (Abb. 15). Die Koexpression von hBRG1 führte zu einer 10,5-fach erhöhten Aktivierung der Expression des Reportergens (Abb. 15). Interessanterweise führte auch die Koexpression von hBRM in diesen Zellen zu einer stark erhöhten Aktivierung des E2Ad12-Promotors (13,5-fach; Abb. 15). Diese Ergebnisse unterstützen die Daten der Arbeitsgruppe von Knudsen, die gezeigt haben, dass die Funktion von hBRG1 in SW13-Zellen durch hBRM kompensiert werden kann 
(Strobeck et al., 2002). 

Überraschenderweise bewirkte die Koexpression des E1A12S-Proteins mit den ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexen in SW13-Zellen sowie in C33A-Zellen nur eine geringfügig erhöhte Aktivierung des E2Ad12-Promotors (Daten nicht gezeigt). Western-Blot-Analysen der für die transienten Expressionsanalysen eingesetzten Gesamtzellextrakte bestätigten, dass eine Reduktion der hBRG1-bewirkten E2Ad12-Promotoraktivierung nicht auf eine ineffektive Expression des E1A12S-Proteins in den transfizierten Zellen zurückzuführen ist (Daten nicht gezeigt). Zudem zeigen die Chromatin-Immunpräzipitation-Analysen, dass es in C33A-Zellen zu einer E1A12S-induzierten Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt (s. Kap. 4.10, Abb. 16B). Hierdurch kann die Unfähigkeit von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor zu assoziieren, als einen möglichen Grund für die geringe E1A12S/BRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors, ausgeschlossen werden. 

Die Unfähigkeit des E1A12S-Proteins in Abhängigkeit von ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe den E2Ad12-Promotor in BRG1- bzw. BRM-defizienten Zelllinien zu aktivieren, kann möglicherweise in diesen Zellen auf das Fehlen oder einen Funktionsverlust von Faktoren, die in die E1A12S-SWI/SNF-induzierte Aktivierung des adenoviralen Promotors involviert sind, zurückzuführen sein. Hierfür sprechen auch die Daten anderer Arbeitsgruppen, die zeigen, dass in diesen Zellen die stark verminderte oder fehlende Expression einer Vielzahl von hSWI/SNF-abhängigen Genen durch eine ectopische Expression von BRG1 nur zum Teil wiederhergestellt werden kann (Liu et al., 2001; 
Reisman et al., 2002). 
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Abb. 15
In hBRG1- und hBRM-defizienten Zelllinien tragen beide ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe zur PKA-C-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors bei. SW13-Zellen wurden mit je 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und RSV-CHO-PKA-C, pCG-hBRM und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor 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.

Eine weitere Möglichkeit für die Unfähigkeit des E1A12S-Proteins in Abhängigkeit von ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe in diesen Zelllinien den E2Ad12-Promotor zu aktivieren, könnte im Fehlen oder einer verringerten Expression von anderen Untereinheiten der SWI/SNF-Komplexe, die in der E1A12S/BRG1-vermittelten Aktivierung des Promotors eine Rolle spielen, liegen. Obwohl in diesen Zelllinien außer BRG1 und BRM alle andere hSWI/SNF-Untereinheiten vorhanden sind, wurde eine verminderte Expression einiger dieser Untereinheiten nachgewiesen (DeCristofaro et al., 2001). Es konnte weiterhin in den SW13-Zellen gezeigt werden, dass es zwar zur Assoziierung der Untereinheiten und zur Bildung von SWI/SNF-Komplexen kommt, diese Komplexe jedoch durch das Fehlen einiger Untereinheiten nicht vollständig sind (Rando et al., 2002). 

Da die Koexpression der katalytische PKA-Untereinheit C( mit den ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe, BRG1 und BRM, in SW13-Zellen eine stark erhöhte Aktivierung des E2Ad12-Promotors bewirkt (Abb. 15), kann davon ausgegangen werden, dass für die PKA-SWI/SNF-vermittelte Aktivierung die Anwesenheit von Faktoren, die für die E1A12S-SWI/SNF-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors in diesen Zellen notwendig sind, nicht erforderlich ist, oder dass durch den PKA-vermittelten Aktivierungsmechanismus die Funktion dieser Faktoren ersetzt bzw. wieder hergestellt werden kann. 

1.10 hBRG1 assoziiert an den E2Ad12-Promotor in vivo 

Die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe sind durch die Funktion ihrer ATPase-Untereinheiten in der Lage die Energie von ATP-Hydrolyse zur Destabilisierung von DNA/Histon Interaktionen zu verwenden. Diese ATP-abhängigen Änderungen in der Chromatinstruktur bewirken eine erhöhte DNA-Zugänglichkeit und erleichtern die Interaktion anderer an dem Transkriptionsprozess beteiligter Proteine mit der DNA. (Kingston und Narlikar, 1999; Becker und Hörz, 2002).

Da die Ergebnisse der transienten Expressionsanalysen in KB-Zellen den Nachweis erbracht haben, dass hBRG1 an der Aktivierung der Transkription des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors beteiligt ist (s. Kap.4.2 und 4.8), wurde untersucht, ob es im Verlauf der Aktivierung des adenoviralen E2Ad12-Promotors in vivo zu einer Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt und welche Rolle dem adenoviralen E1A12S-Protein hierbei zukommt. Diese Fragestellungen wurden durch Chromatin-Immunpräzipitationen (CHIP) analysiert. Weiterhin sollte in diesen Studien geklärt werden, ob es in BRG1- bzw. BRM-defizienten Zelllinien, in denen die Koexpression des E1A12S- und des BRG1-Proteins nur zu einer geringfügig erhöhten Aktivierung des E2Ad12-Promotors geführt hat (s. Kap. 4.9), zu einer Assoziierung von BRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt. 

Hierzu wurde das E2Ad12-Reporterkonstrukt mit Expressionsvektoren für das E1A12S-Protein und/oder hBRG1 in KB-Zellen bzw. C33A-Zellen kotransfiziert und mit einem gegen hBRG1 gerichteten Antiserum immunpräzipitiert (s. Kap. 3.18.1). Die präzipitierte E2Ad12-Promotor-DNA wurde anschließend mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor über PCR detektiert. 
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Abb. 16
Der E2Ad12-Promotor ist mit hBRG1 in vivo assoziiert. KB-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT und pRc/RSV-E1A12S und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor konstant gehalten. 40 h nach Transfektionsbeginn wurde die DNA präpariert, ultraschallbehandelt, mit einem anti-hBRG1-Antiserum (Spuren 6 bis 9) oder Kontroll-Antiserum (normales Kaninchen IgG, Spur 5) immunpräzipitiert und durch PCR mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor analysiert. Aliquots der ultraschallbehandelten DNA wurden vor der Immunpräzipitation analysiert (Total; Spuren 1 bis 4). Die Position der E2Ad12-Promotorfragmente ist links, der Molekulargewichtstandard rechts angegeben. Die Spuren 10 und 11 zeigen die PCR-Kontrollen.

Wie aus Abb. 16 ersichtlich, bindet ectopisch exprimiertes BRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo (Abb. 16A und 16B, Spur 9). Die Koexpression des E1A12S-Proteins führte allerdings zu einem starken Anstieg der Anzahl an präzipitierten E2Ad12-Promotorfragmenten (Abb. 16A und 16B, Spur 8). Auch die Expression des E1A12S-Proteins allein bewirkte in beiden Zelllinien die Assoziierung des endogenen BRG1-Proteins an den E2Ad12-Promotor (Abb. 16A und 16B, Spur 7). Da ein Kontroll-Antikörper nicht zu einer Präzipitation des E2Ad12-Promotors führte (Abb. 16A und 16B, Spuren 5 und 6), wurde aus diesen Ergebnissen geschlossen, dass hBRG1 mit dem adenoviralen E2Ad12-Promotor in vivo assoziiert ist, und dass das E1A12S-Protein, zumindest teilweise, für die Rekrutierung der ATPase-Untereinheit des hSWI/SNF-Komplexes BRG1 an den E2Ad12-Promotor verantwortlich ist. Weiterhin verdeutlichen die Ergebnisse der Abb. 16B, dass es auch in den C33A-Zellen zu einer Assoziierung der BRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt. Hierdurch kann ausgeschlossen werden, dass die geringe E1A12S/BRG1-vermittelte E2Ad12-Promotoraktivierung in BRG1-defizienten Zellen auf die nicht vorhandene BRG1-Bindung an den Promotor 
zurückzuführen ist. 

Um zu untersuchen, ob es in einem PKA-abhängigen Signalweg auch zur Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt, wurden ebenfalls CHIP-Analysen in KB-Zellen mit dem E2Ad12-Reporterkonstrukt und Expressionsvektoren für die katalytische Untereinheit C der PKA und/oder hBRG1 durchgeführt. Wie in Abb. 17 gezeigt, führte der Einsatz eines Kontroll-Antikörpers nicht zu einer Präzipitation des E2Ad12-Promotors (Spur 5). Die Expression der PKA C-Untereinheit bewirkte eine effiziente Bindung von endogenen BRG1 an den E2Ad12-Promotor (Abb. 17, Spur 7). Während die Überexpression von BRG1 allein zu einer, wenn auch schwachen, Präzipitation der E2Ad12-Promotorfragmente führte (Abb. 17, Spur 8), wurde nach der Koexpression der PKA C-Untereinheit und hBRG1 ein starker Anstieg der Menge an präzipierten E2Ad12-Promotorfragmenten detektiert (Abb. 17, Spur 9). Diese Ergebnisse bestätigen die Daten aus den transienten Expressionsanalysen (s. Kap. 4.8), welche die Beteiligung ATP-abhängiger Chromatin-remodellierender hSWI/SNF-Komplexe an der PKA-vermittelten Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors gezeigt haben. Die Daten der CHIP-Analysen zeigen weiterhin, dass es in einem PKA-abhängigen Signalweg zu einer Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt.

Um erste Hinweise auf einen Rekrutierungsmechanismus der hBRG1-Untereinheit an den E2Ad12-Promotor zu erhalten, wurden CHIP-Analysen in KB-Zellen mit dem E2Ad12-CAT Reporterkonstrukt oder der Promotormutante E2Ad12(CRE-CAT, bei der das E2-CRE-Promotorelement deletiert wurde, und Expressionsvektoren für hBRG1, das E1A12S-Protein bzw. die (1-79/E1A12S-Proteinmutante durchgeführt. Hierbei sollte geklärt werden, ob der N-Terminus und die CR1-Domäne des E1A12S-Proteins, welche für die Bindung des E1A12S-Proteins an hBRG1 in vitro und in vivo verantwortlich sind (s. Kap. 4.4 und 4.7), bei der Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo eine Rolle spielen. Zudem sollte in diesen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass die Assoziierung von hBRG1 an den [image: image13.wmf]0
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Abb. 17
Die katalytische Untereinheit Cder PKA bewirkt die Bindung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo. KB-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT und pRc/RSV-E1A12S (A), RSV-CHO-PKA-C (B) und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor konstant gehalten. 40 h nach Transfektionsbeginn wurde die DNA präpariert, ultraschallbehandelt, mit einem anti-hBRG1-Antiserum (Spuren 6 bis 9) oder Kontroll-Antiserum (normales Kaninchen IgG, Spur 5) immunpräzipitiert und durch PCR mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor analysiert. Aliquots der ultraschallbehandelten DNA wurden vor der Immunpräzipitation analysiert (Total; Spuren 1 bis 4). Die Position der E2Ad12-Promotorfragmente ist links, der Molekulargewichtstandard rechts angegeben. Die Spuren 10 und 11 zeigen die PCR-Kontrollen.

Wie in Abb. 18 dargestellt, führte die Koexpression des E1A12S-Wildtyp-Proteins und BRG1 erwartungsgemäß zu der Präzipitation des E2Ad12-Promotors (Abb. 18, Spur 5 und s. Abb. 16A). Bei der Koexpression der (1-79/E1A12S-Proteinmutante und hBRG1 wurde nur ein sehr schwaches E2Ad12-Promotorsignal detektiert (Abb. 18, vgl. Spuren 5 und 7). Die Promotormutante E2Ad12CRE-CAT konnte in Anwesenheit des E1A12S-Proteins und hBRG1 mit dem anti-hBRG1 gerichteten Antiserum nicht präzipitiert werden (Abb. 18, Spur 6). 
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Abb. 18
Die Assoziierung von hBRG1 mit dem E2Ad12-Promotor in vivo ist von E2-CRE sowie vom N-Terminus und der CR1-Domäne des E1A12S-Proteins abhängig. KB-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT (Spuren 1, 3, 4, 5 und 7) oder mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12CRE-CAT (Spuren 2 und 6) und pRc/RSV-E1A12S oder pRc/RSV-1-79/E1A12S und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben kotransfiziert. 40 h nach Transfektionsbeginn wurde die DNA präpariert, ultraschallbehandelt, mit einem anti-hBRG1-Antiserum (Spuren 5 bis 7) 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 Position der E2Ad12-Promotorfragmente ist links, der Molekulargewichtstandard rechts angegeben. Die Spuren 8 und 9 zeigen die PCR-Kontrollen.

Diese Experimente zeigen, dass der transkriptionsinaktive Promotor nicht mit hBRG1 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. Weiterhin beweisen diese Daten, dass der N-Terminus und die CR1-Domäne des E1A12S-Proteins, welche für die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors essentiell sind (Moran, 1994; Lipinski et al., 1999), auch bei der Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo von entscheidender Bedeutung sind (Abb. 18, vgl. Spuren 5 und 7). 

1.11 Die Histondeacetylase-1 inhibiert die hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors 

Die intrinsische Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität der Koaktivatoren CBP/p300 ist für die Aktivierung der Transkription CRE-regulierter Promotoren von entscheidender Bedeutung (Korzus et al., 1998). Zahlreiche Studien haben demonstriert, dass das E1A12S-Protein mit den zellulären Koaktivatoren CBP/p300 interagiert und dass diese Interaktion zur Aktivierung der Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität von CBP/p300 führt (Bannister und Kouzarides 1996; Ait-Si-Ali et al., 1998). Daten aus unserer Arbeitsgruppe belegen, dass dem CBP/p300-vermittelten Acetylierungsprozess von Histonproteinen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des adenoviralen E2Ad12-Promotors zukommt und dass die Histondeacetylase-1 (HDAC1) die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors weitgehend reprimiert (Fax et al., 2000).

Sowohl die Histonacetyltransferasen, als auch die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexe, tragen durch die Destabilisierung der repressiv wirkenden nukleosomalen Struktur zur Aktivierung der Transkription bei (Fyodorov und Kadonaga, 2001; Peterson, 2002). Da meine Daten beweisen, dass die Funktion von hBRG1 für die Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors entscheidend ist, sollte untersucht werden, ob die Überexpression von hBRG1 den Effekt von Histondeacetylase-1 zu kompensieren vermag und ob zwischen der E1A12S/hBRG1-induzierten Aktivierung des E2Ad12-Promotors und dem CBP/p300-vermittelten Acetylierungsprozess der Histonproteine eine Verbindung besteht. 

Hierzu wurde in transienten Expressionsanalysen in KB-Zellen, die das Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT enthielten, in Ab- oder Anwesenheit von Histondeacetylase-1 das E1A12S-Protein und/oder hBRG1 exprimiert. Wie in Abb. 19A dargestellt, führte erwartungsgemäß die Koexpression des E1A12S-Proteins und HDAC1 zu einer Reduzierung der Aktivität des Reportergens (Fax et al., 2000). Interessanterweise wurde auch die E1A12S/hBRG1-induzierte Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch Kotransfektion von HDAC1 stark reprimiert (Abb. 19A). Hierbei konnte durch die Überexpression von hBRG1 keine erhöhte Aktivierung des E2Ad12-Promotors beobachtet werden (Abb. 19A ; vgl. E1A12S/HDAC1 und E1A12S/BRG1/HDAC1). Dass die Reduktion der E2Ad12-Promotoraktivität durch die HDAC1 nicht auf eine verminderte Expression des E1A12S-Proteins oder hBRG1 in den transfizierten Zellen zurückzuführen war, wurde durch Western-Blot-Analysen der für die transienten Expressionsanalysen eingesetzten Gesamtzellextrakte bestätigt (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Daten kann angenommen werden, dass ein Zusammenhang zwischen der Histonacetylierung durch CBP/p300 und der hBRG1-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors besteht. 

In weiteren Experimenten gleicher Art wurde der Einfluß von HDAC1 auf die PKA/BRG1-induzierte E2Ad12-Promotoraktivierung untersucht. Wie in Abb. 19B dargestellt, führte die Koexpression der HDAC1 zu der Reduktion der PKA-induzierten Expression des Reportergens. Auch die PKA/hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors wurde in Anwesenheit von HDAC1 stark reprimiert (Abb. 19B).
In diesen Experimenten, sowohl in Anwesenheit der katalytische Untereinheit C der PKA als auch des E1A12S-Proteins, konnte der HDAC1-bewirkten Repression des E2Ad12-Promotors durch eine Erhöhung der Konzentration von ectopisch-exprimierten hBRG1 nicht entgegengewirkt werden (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse beweisen, dass ein Zusammenhang zwischen der Histonacetylierung und der Funktion von hSWI/SNF-Komplexen bei der Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors besteht. Diesen Daten zur Folge ist die Fähigkeit der hBRG1-Untereinheit zur Aktivierung des E2Ad12-Promotors von der Acetylierung der Histonproteinen durch den zellulären Koaktivatoren CBP/p300 abhängig. 
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Abb. 19
Die Histondeacetylase HDAC1 reprimiert die hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors. KB-Zellen wurden mit 1 µg des Reporterkonstrukts E2Ad12-CAT und je 1 µg pRc/RSV-E1A12S (A), RSV-CHO-PKA-C (B), pCMV-HA-HDAC1 und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren wie angegeben transfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor 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.

1.12 Die Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor wird durch die Aktivität des CBP-Inhibitors Roscovitine und die Histondeacetylase-1 inhibiert 

In transienten Expressionsanalysen wurde der Nachweis erbracht, dass die hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors von der Acetylierung der Histonproteine abhängig ist und durch die Koexpression von Histondeacetylase-1 stark reprimiert werden kann (s. Kap. 4.11). Nun stellte sich die Frage, ob die Acetylierung von Histonproteinen für die Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo von Bedeutung ist. Diese Fragestellung wurde durch Chromatin-Immunpräzipitationen (CHIP) analysiert. Hierzu wurde das E2Ad12-Reporterkonstrukt mit Expressionsvektoren für das E1A12S-Protein, hBRG1 und/oder HDAC1 in KB-Zellen kotransfiziert. Anschließend wurden die Promotor-DNA-Proteinkomplexe mit einem gegen hBRG1 gerichteten Antiserum oder mit einem anti-Acetyl Histon H4-Antiserum immunpräzipitiert und die präzipitierten E2Ad12-Promotor-Sequenzen mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor über PCR detektiert.

Wie in Abb. 20 dargestellt, führte die Expression des E1A12S-Proteins (Spur 3) und die Koexpression mit hBRG1 (Spur 6) zu einer effektiven Präzipitation des E2Ad12-Promotors mit dem anti-hBRG1 Antiserum. Die Präzipitation mit einem anti-H4-Antiserum zeigte, dass es in Anwesenheit des E1A12S-Proteins zu einer erhöhten Acetylierung von Histon H4 kommt (Abb. 20, vgl. Spuren 2 und 3). Diese Ergebnisse bestätigten die Daten von Fax et al. (2000), in denen eine Aktivierung der HAT-Aktivität von CBP durch das E1A12S-Protein nachgewiesen wurde. Erstaunlicherweise führte eine Überexpression von hBRG1 sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit des E1A12S-Proteins zu einer erhöhten Acetylierung des Promotor-assoziierten Histons H4 (Abb. 20, Spuren 4 und 6). Dies lässt vermuten, dass durch die Funktion von hBRG1, dem Remodellieren der Chromatinstruktur, die CBP/p300-vermittelte Acetylierung der Histone H4 erleichtert wird und dass möglicherweise beide Komplexe in gegenseitiger Abhängigkeit zur Aktivierung der Transkription des E2Ad12-Promotors beitragen. 

Die Überexpression von HDAC1 wirkte in allen Ansätzen der Acetylierung von Promotor-assoziiertem Histon H4 entgegen (Abb. 20, Spuren 5, 7-8, und 10). Bei der Überexpression von HDAC1 wurde interessanterweise eine starke Abnahme der mit dem 
anti-hBRG1 Antiserum präzipierten E2Ad12-Promotor-DNA beobachtet (Abb. 20, Spuren 7 und 8). Dies deutet darauf hin, dass zumindest die Acetylierung der Promotor-assoziierten Histone H4 für die Bindung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor von Bedeutung ist. 
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Abb. 20
Die Histondeacetylase HDAC1 und der CBP-Inhibitor Roscovitine inhibieren die Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo. KB-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt E2Ad12-CAT und pRc/RSV-E1A12S und pBJ5-hBRG1 Expressionsvektoren, in Ab- oder Anwesenheit des pCMV-HA-HDAC1-Expressionsvektors (Spuren 5, 7, 8 und 10) oder in Anwesenheit von Roscovitine (Spur 9), wie angegeben kotransfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffüllen mit dem Leervektor konstant gehalten. Roscovitine wurde 30 h nach Transfektion in einer Konzentration von 25 µM in das Zellkulturmedium gegeben. 
40 h nach Transfektionsbeginn wurde die DNA präpariert, ultraschallbehandelt, mit einem anti-hBRG1-Antiserum (mittlere Darstellung) oder einem anti-Acetyl-H4-Antiserum (untere Darstellung) oder Kontroll-Antiserum (normales Kaninchen IgG, mittlere und untere Darstellung, Spur 1) immunpräzipitiert und durch PCR mit spezifischen Oligonukleotiden für den E2Ad12-Promotor analysiert. Aliquots der ultraschallbehandelten DNA wurden vor der Immunpräzipitation analysiert (Total; obere Darstellung). Die Position der E2Ad12-Promotorfragmente ist unten links, der Molekulargewichtstandard rechts angegeben. Die Spuren 11 und 12 zeigen die PCR-Kontrollen.

Zur Bestätigung dieser Daten wurde Roscovitine, ein Reagenz, das durch die Inhibierung der CyclinE/cdk2-vermittelten Phosphorylierung von CBP/p300 die Aktivierung der HAT-Funktion dieser Koaktivatoren verhindert (Ait-Si-Ali et al., 1998), eingesetzt. Wie in Abb. 20 dargestellt, wurde in Gegenwart von Roscovitine die E1A12S-induzierte HAT-Aktivität von CBP/p300 weitgehend gehemmt (mittlere Darstellung; Spur 9). Auch die Bindung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor wurde in Anwesenheit von Roscovitine effizient inhibiert (Abb. 20, untere Darstellung; Spur 9). 

Transiente Expressionsstudien mit dem Acetylase-Inhibitor Roscovitine zeigen, dass die E1A12S/hBRG1-abhängige Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch Roscovitine, in der für die CHIP-Analysen eingesetzten Konzentration (25 µM), stark reprimiert wird (Daten nicht gezeigt). Western-Blot-Analysen der für die transienten Expressionsanalysen eingesetzten Gesamtzellextrakte bestätigten, dass die E1A12S- und hBRG1-Proteinexpression in den transfizierten Zellen in Ab- bzw. Anwesenheit von Roscovitine vergleichbar war (Daten nicht gezeigt). Die verminderte Bindung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo sowie die Reduktion der E2Ad12-Promotoraktivität in Anwesenheit von Roscovitine sind somit nicht auf unterschiedliche Konzentrationen dieser Proteine in den Zellen zurückzuführen.

Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass der Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivität der zellulären Koaktivatoren CBP/p300 eine wichtige Funktion bei der Assoziierung der ATPase-Untereinheit der hSWI/SNF-Komplexe BRG1 an den adenoviralen E2Ad12-Promotor zukommt. Hierbei könnte durch die Acetylierung der Histonproteine in der E2Ad12-Promotorregion die Nukleosomenstruktur so geändert werden, dass hBRG1 oder möglicherweise auch weitere Komponenten der Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe an den Promotor binden können. Weiterhin könnten durch die Acetylierung der Histonproteine in der E2Ad12-Promotorregion Bindestellen für die Assoziierung von hBRG1 geschaffen werden bzw. die Bindung von hBRG1 an den Promotor stabilisiert werden. Hierfür sprechen die Ergebnisse der „squelching-type“-Studien, in denen die Bromodomäne der hBRG1-Untereinheit, welche mit hoher Affinität an acetylierten Histonproteinen bindet (Owen et al., 2000; Denis, 2001), eine starke Repression der E1A12S/hBRG1-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors bewirkte (s. Kap. 4.6).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors eine Kooperation zwischen den beiden Gruppen der Chromatin-remodellierenden Komplexe, den Histonacetylasen und den ATP-abhängigen hSWI/SNF-Komplexen, notwendig ist und dass die Rekrutierung von diesen Chromatin-modifizierenden und Chromatin-remodellierenden Faktoren durch das virale Protein effizient koordiniert wird.
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