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1. Diskussion

Die E1A-Proteine der Adenoviren sind als Transkriptionsfaktoren für die Aktivierung der Expression der adenoviralen Transkriptionseinheiten (E1B, E2, E3, E4 und L1-L5) essentiell (Berk, 1986). Neben der Regulation der viralen Gene kann die Expression zellulärer Gene durch E1A-Proteine sowohl positiv als auch negativ moduliert werden (Brockmann und Esche, 1995). Die E1A-Proteine besitzen keine sequenzspezifische DNA-Bindeaktivität (Ferguson et al., 1985) und vermitteln ihre genregulatorischen Funktionen durch Protein-Protein-Interaktionen mit spezifischen zellulären Faktoren wie z. B. DNA-sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren, Repressoren zellulärer Transkriptionsfaktoren, Faktoren des basalen Transkriptionsapparates oder zellulären Koaktivatoren (s. Kap 1.4). Da die virale DNA, ähnlich wie die zelluläre DNA, im Zellkern in einer Chromatinstruktur organisiert vorliegt, ist die Interaktion der E1A-Proteine mit Chromatin-remodellierenden Faktoren, wie z. B. Histonacetyltransferasen oder ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexen, für die Aktivierung der Expression der adenoviralen und die Modulation der Expression zellulärer Gene, von besonderer Bedeutung.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage nach einer möglichen Interaktion von Komponenten ATP-abhängiger Chromatin-remodellierender hSWI/SNF-Komplexe mit E1A-Proteinen. Als Modellsystem für die Untersuchungen wurde der adenovirale E2Ad12-Promotor verwendet, dessen Aktivierung durch das E1A12S-Protein reguliert wird. 

Durch meine Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das E1A12S-Protein mit den ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen, welche BRG1 als ATPase-Untereinheit enthalten, interagiert (s. Kap. 5.1). Diese Interaktion trägt entscheidend zu der Aktivierung des adenoviralen E2Ad12-Promotors bei (s. Kap. 5.2). Zudem zeigen die Untersuchungen zum Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-Promotors, dass die Acetylierung von promotorassoziierten Histonen eine Voraussetzung für die E1A12S/hBRG1-induzierte Aktivierung des E2Ad12-Promotors ist (s. Kap. 5.3). Diese Daten lassen den Schluss zu, dass für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors eine Kooperation beider Gruppen der Chromatin-remodellierenden Komplexe, den Histonacetyltransferasen und den ATP-abhängigen hSWI/SNF-Komplexen, für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors notwendig ist.

1.1 Die ATPase-Untereinheit BRG1 der Chromatin-remodellierende hSWI/SNF-Komplexe interagiert mit dem E1A12S-Protein 

Änderungen in der Chromatinstruktur bei der Aktivierung oder Reprimierung der Expession von Genen erforderen die enzymatische Aktivität von Histonacetyltransferasen (HATs), Histondeacetylasen (HDACs) und Nukleosom-remodellierenden Faktoren, wie z. B. SWI/SNF-Komplexen (Cheung et al., 2000; Aalfs und Kingston, 2000). E1A-Onkoproteine können bei der Regulation der Transkription viraler sowie spezifischer zellulärer Gene die Aktivität der Chromatin-modifizierenden Faktoren, direkt oder indirekt beeinflussen 
(s. Kap 1.8). Es wurde mehrfach belegt, dass die E1A-Proteine an zelluläre Koaktivatoren mit HAT-Aktivität, wie z. B. CBP/p300 und PCAF, binden und dass diese Bindung für die Regulation der Genexpression durch die E1A-Proteine von essentieller Bedeutung ist 
(s. Kap 1.4). 

In humanen Zellen wurden, wie in Kap. 1.7 beschrieben, verschiedene hSWI/SNF-Komplexe identifiziert. Diese Komplexe unterscheiden sich voneinander durch das Vorkommen der BRM- oder der BRG1-ATPase-Untereinheit sowie einiger anderer BRG1/BRM-assoziierter Faktoren (BAFs). Die beiden hoch homologen ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe sind über die Bindung an zelluläre Faktoren 
(z. B. p105RB) an der Regulation der Zell-Proliferation und -Differenzierung beteiligt. Über die Interaktion mit nukleären Rezeptoren, wie z. B. dem Glucocorticoid- und dem Östrogen-Rezeptor, sind sie zudem in der Aktivierung der Transkription eine Reihe Hormon-abhängiger Gene involviert (Strober et al., 1996; Nie et al., 2000; Belandia et al., 2002). Trotz der funktionellen Gemeinsamkeiten scheint es, dass diese ATPase-Untereinheiten (hBRG1, hBRM) ihre biologischen Funktionen in den SWI/SNF-Komplexen an unterschiedlichen Genen der Zelle ausüben. So konnte beispielsweise bei einigen hSWI/SNF-abhängigen Promotoren gezeigt werden, dass nur eine dieser ATPase-Untereinheiten, hBRG1 oder hBRM, zur Regulation der Expression des jeweiligen Gens beteiligt ist (Cosma, 2002; Kadam und Emerson 2003). Die Chromatin-remodellierende Aktivität dieser ATPasen wird durch die Interaktion mit spezifischen Transkriptionsfaktoren an den Promotor rekrutiert. Die Funktionen der anderen Proteinuntereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe sind noch weitgehend unbekannt.

Durch die Protein-Protein-Interaktionsanalysen konnte im Zuge meiner Arbeit eine direkte Interaktion des E1A12S-Proteins mit den ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen nachgewiesen werden. Hierbei wurde in dem von mir verwendeten experimentellen System allerdings eine Interaktion nur mit der ATPase-Untereinheit BRG1 der hSWI/SNF-Komplexe und nicht mit BRM beobachtet (s. Kap. 4.7). Meine Untersuchungen belegen weiterhin, dass das E1A12S-Protein mit hBRG1 sowohl 
in vitro als auch in vivo interagiert (s. Kap. 4.4 und 4.7). Als die für diese Interaktion verantwortlichen Proteindomänen wurden, durch Verwendung von Proteinmutanten, der 
N-Terminus und die CR1-Domäne des E1A12S-Proteins, sowie die HC- und die ATPase-Domäne von hBRG1 identifiziert (s. Kap. 4.4 und 4.5).

Eine Interaktion zwischen viralen transaktivierenden Proteinen und den ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen ist nicht auf das adenovirale E1A12S-Protein beschränkt. So konnte beispielsweise die Interaktion von HIV-1 Integrase (Kalpana et al., 1994), c-Myc (Cheng et al., 1999), ALL1 (Rozenblatt-Rosen et al., 1998), EBNA2 (Wu et al., 2000) und HPV-18 E1 (Lee et al., 1999) mit einer der Core-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe (Ini1) gezeigt werden. Diese Interaktionen tragen zu den genregulierenden Funktionen dieser Transkriptionsfaktoren bei. Zudem zeigen Daten der Arbeitsgruppe von Choe, dass das HPV E7-Protein mit hBRG1 interagiert und dass diese Interaktion für die transaktivierende Funktion des viralen Proteins von Bedeutung ist 
(Lee et al., 2002). Interessanterweise erfolgt diese Interaktion über die HC- und ATPase-Domäne des hBRG1-Proteins, welche auch für die Bindung des E1A12S-Proteins an hBRG1 verantwortlich sind (s. Kap. 4. 5).

Schon frühere Studien über die Funktionen von E1A-Proteinen in S. cerevisiae haben eine Interaktion der adenoviralen E1A-Onkoproteine mit ySWI/SNF-Komplexen vermuten lassen (Miller et al., 1996; Mymryk und Smith, 1997). So wurde z. B. beobachtet, dass die Überexpression von E1A-Wildtyp-Proteinen, in Abhängigkeit vom N-Terminus und der CR1-Domäne, in Hefezellen zu Phänotypen mit einem verringerten Wachstum führt. Hefestämme mit Mutationen in einer der Komponenten der ySWI/SNF-Komplexe zeigten jedoch keine Sensitivität gegenüber einer Überexpression von E1A-Proteinen. Diese Beobachtungen ließen die Autoren vermuten, dass ySWI/SNF-Komplexe für die Funktion der E1A-Proteine entscheidend sind und somit möglicherweise zelluläre Zielproteine der E1A-Onkoproteine darstellen. Diese Vermutungen wurden durch meine Daten, welche den Beweis für eine Interaktion des E1A12S-Proteins mit SWI/SNF-Komplexen in humanen Zellen erbracht haben, bestätigt. Zudem zeigen meine Ergebnisse, dass der N-Terminus und die CR1-Domäne des E1A12S-Proteins für die Bindung an hBRG1 in vitro und in vivo verantwortlich sind 
(s. Kap. 4.4, 4.5 und 4.7). 

Die hSWI/SNF-Komplexe sind an der Regulation der Expression Zellzyklus-regulierender Gene beteiligt (s. Kap. 1.7). Hinweise hierfür sind Beobachtungen, dass viele Tumorzelllinien Mutationen zumindest in einer der Untereinheiten dieser Komplexe aufweisen (DeCristofaro et al., 2001). Zudem wurde gezeigt, dass Komponenten der hSWI/SNF-Komplexe direkt mit einer Reihe von Zellzyklus-regulierenden Proteinen interagieren (s. Kap 1.7; Bochar et al., 2000; Muchardt und Yaniv, 2001; Lee et al., 2002 ). Eines der wichtigsten, solcher die Proliferation regulierenden Proteine ist das p105RB-Protein. Es spielt bei der Kontrolle der Expression von Genen, welche für den Übergang von G1- zur S-Phase des Zellzyklus benötigt werden, wie u. a. cyklin E, myb und E2F1, eine essentielle Rolle.

Studien mit hBRG1- und hBRM-defizienten humanen Zelllinien (z. B. C33A- oder SW13-Zellen) haben gezeigt, dass für eine Inaktivierung des Transkriptionsfaktors E2F durch p105RB die Anwesenheit einer der ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe entscheidend ist (Zhang et al., 2000; Strobeck et al., 2001). Umgekehrt wurde gezeigt, dass die hBRG1-induzierte Arretierung der Zellen in der G1-Phase von einem funktionellen p105RB-Protein abhängig ist. Hierbei wurde eine Interaktion der beiden ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe mit dem p105RB-Protein mehrfach nachgewiesen (Strober et al., 1996; Zhang et al., 2000; Strobeck et al., 2000). Dass nicht nur die ATPase-Untereinheiten durch ihre Interaktion mit p105RB an der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind, wurde durch die Überexpression von Ini1, einer der Core-Komponenten der hSWI/SNF-Komplexe, gezeigt (Versteege et al., 2002). Interessanterweise konnte in allen diesen Studien der p105RB-hSWI/SNF-induzierte Zellzyklus-Arrest durch die Expression der adenoviralen E1A-Proteine aufgehoben werden (Dunaief et al., 1994). Als möglichen Mechanismus für diese E1A-induzierte Aufhebung des Zellzyklus-Arrestes diskutierten die Autoren eine Kompetition der E1A-Proteine mit hBRG1 um die Bindung an p105RB. Dies wurde durch die Identifizierung des sog. LXCXE-Motivs in der Prolin-reichen Domäne von hBRG1, einem Aminosäuresequenzmotiv, welches für die Bindung an p105RB verantwortlich ist und auch in anderen p105RB-bindenden Proteinen wie z. B. HDAC1 und HDAC2, HPV E7 und SV40 T-Antigen sowie in den adenoviralen E1A-Proteinen vorkommt, unterstützt (Dunaief et al., 1994).

Die im Zuge meiner Arbeit nachgewiesene Interaktion des E1A12S-Proteins mit hBRG1 bringt neue Einsichten in die E1A-induzierte Zellzyklus-Regulation. So könnte zusätzlich zur Bindung des E1A-Proteins an das p105RB-Protein die direkte Interaktion der E1A-Proteine mit dem hSWI/SNF-Komplex als möglicher Grund der E1A-bewirkten Aufhebung des Zellzyklus-Arrestes in Frage kommen. Hierfür sprechen auch Daten der Arbeitsgruppe von Dean, die gezeigt haben, dass Mutationen in der LXCXE-Bindedomäne von p105RB, welche die Interaktion von p105RB mit E1A-Proteinen stark reprimiert, keinen Einfluss auf die Bindung von hBRG1 an das p105RB-Protein haben (Dahiya et al., 2000; Zhang et al., 2000). So kann zumindest eine Kompetition der E1A-Proteine mit hBRG1 um die Bindung an das p105RB-Protein nicht als einziger Mechanismus für die Aufhebung des hSWI/SNF-p105RB-induzierten Zellzyklus-Arrestes in Betracht gezogen werden. Dies sollte durch weitere Analysen mit E1A- bzw. hBRG1-bindungsdefizienten Proteinmutanten zukünftig verifiziert werden.

1.2 Regulation der Genexpression durch das E1A12S-Proteine und hSWI/SNF-Komplexe 

Die SWI/SNF-Komplexe stellen unter den Energie-abhängigen Chromatin-remodellierenden Komplexen die am besten charakterisierten Komplexe dar. Außer Beteiligung an der Regulation zellulärer Prozesse, wie z. B. Genexpression, DNA-Replikation und 
DNA-Reparatur, spielen die hSWI/SNF-Komplexe auch bei viralen Replikationszyklen von DNA-Viren und Retroviren eine wichtige Rolle. Die Interaktion der Ini1-Untereinheit der hSWI/SNF-Komplexe mit dem HPV E1-Protein ist z. B. bei der Replikation des humanen Papilomavirus essentiell (Lee et al., 1999). Die hSWI/SNF-Komplexe, die BRM als ATPase-Untereinheit besitzen, sind auch bei der Expression retroviraler Gene von der in das Wirtsgenom integrierten Provirus-DNA von entscheidender Bedeutung (Mizutani 
et al., 2002). 

Es wurde mehrfach belegt, dass die ATPase-Untereinheiten der SWI/SNF-Komplexe die aus der ATP-Hydrolyse gewonnene Energie zur Änderung der nukleosomalen Struktur verwenden. In Abhängigkeit von den in vitro verwendeten Systemen konnten hierbei verschiedene Mechanismen, wie z. B. Änderungen in der Topologie der DNA (Havas et al., 2000) oder die Verschiebung von Histon-Octameren entlang der DNA (cis-movement; Whitehouse et al., 1999), beobachtet werden. Es wird vermutet, dass durch solchen Mechanismen in Promotorbereichen der entsprechenden Gene, Nukleosom-freie Regionen bzw. Regionen mit veränderten nukleosomalen Strukturen entstehen, und durch Bindung von transkriptionell aktiven Faktoren an diese strukturell veränderten Promotorregionen die Initiation der Transkription ermöglicht wird (Utley et al., 1997; Logie et al., 1999). Da die SWI/SNF-Komplexe selbst keine signifikante DNA-Bindeaktivität besitzen (Holstege et al., 1998), werden sie und ihre Chromatin-remodellierende Aktivität durch die Protein-Protein-Interaktion mit genspezifischen Aktivatoren an den Promotor rekrutiert (Neely et al., 1999; Kadam et al., 2000). SWI/SNF-Komplexe sind nicht nur an der Aktivierung sondern auch an der Repression der Transkription beteiligt. Dies zeigen Expressionsstudien SWI/SNF-abhängiger Gene in Hefen, in denen Mutationen in einer der Untereinheiten dieser Chromatin-remodellierenden Komplexe zu einer erhöhten Expression von ca. der Hälfte der ySWI/SNF-abhängigen Gene führt (Holstege et al., 1998; Sudarsanam et al., 2000). Ob die ySWI/SNF-bewirkte Repression direkt, durch die Erschaffung von transkriptionell inaktiven nukleosomalen Strukturen im Promotorbereich bzw. durch die Erleichterung der Bindung von Repressorproteinen an ihre Zielsequenzen auf der DNA oder indirekt, durch eine Beteiligung an der Expression der Transkription reprimierender Proteine bewirkt wird, ist noch ungeklärt.

Die von mir durchgeführten transienten Expressionsstudien zur Analyse des Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-Promotors zeigen erstmalig, dass die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe an der Aktivierung des adenoviralen E2Ad12-Promotors beteiligt sind (s. Kap. 4.2). Diese Aktivierung ist nicht auf eine hSWI/SNF-abhängige Überexpression von einigen der bekannten an der E2Ad12-Promotoraktivierung beteiligten Faktoren, wie z. B. CREB-1/ATF-1 oder CBP/p300 zurückzuführen (Daten nicht gezeigt). Meine Untersuchungen belegen zudem, dass nur hSWI/SNF-Komplexe, die BRG1 als ATPase-Untereinheit enthalten, bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors mitwirken. Die hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors ist spezifisch von den transaktivierenden Funktionen des E1A12S-Proteins abhängig, da keine Änderungen der Expression anderer, nicht durch E1A-Funktionen aktivierter Gene in Gegenwart der ATPase-Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe beobachtet wurde. 

Meine Experimente belegen weiterhin, dass die Spezifität der hSWI/SNF-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch eine direkte Interaktion des E1A12S-Protein mit hBRG1 bewirkt wird. So konnte ich zeigen, dass die hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors von Funktionen des N-Terminus und der CR1-Domäne des E1A12S-Proteins abhängig ist (s. Kap. 4.3). Beide Domänen sind sowohl für die Bindung an hBRG1 in vitro und in vivo, als auch für die E1A12S-vermittelte Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo verantwortlich (s. Kap. 4.5, 4.7 und 4.11). Zudem führt eine Überexpression der HC- oder der ATPase-Domäne der hBRG1-Untereinheit zur Reduktion der E2Ad12-Promotoraktivität (s. Kap. 4.6). Da beide hBRG1-Proteindomänen an das E1A12S-Protein binden können, verhindert deren Expression vermutlich die Interaktion des hBRG1-Wildtyp-Proteins mit dem E1A12S-Protein. Diese Daten bestätigen, dass für die Funktion von hBRG1 bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors eine Interaktion mit dem adenoviralen E1A12S-Protein entscheidend ist. 

In hBRG1- und hBRM-defizienten Zelllinien (C33A, SW13) führt die exogene Expression von hBRG1 nur zu einer geringfügigen Erhöhung der E1A12S-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors (s. Kap. 4.9). Allerdings konnte ich durch CHIP-Analysen eine verstärkte Rekrutierung von hBRG1 durch das E1A12S-Protein an den E2Ad12-Promotor in diesen Zelllinien in vivo beobachten (s. Kap. 4.10). 

Im Gegensatz zu hBRG1 konnte hBRM die E1A12S-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors nicht beeinflussen. Dies korreliert mit meinen Daten aus in vivo Protein-Protein-Interaktionsanalysen, in denen keine Interaktion des E1A12S-Proteins mit der hBRM-Untereinheit nachgewiesen werden konnte (s. Kap. 4.7). 

Da die meisten Untereinheiten der hBRG1- oder hBRM-enthaltenden SWI/SNF-Komplexe identisch sind, und es durch die ectopische Expression einer der Untereinheiten zur Assoziierung mit den anderen Komponenten und zur Bildung von funktionellen hSWI/SNF-Komplexen kommt (Wang et al., 1996; sif et al., 2001), könnte man annehmen, dass bei einer ectopischen Überexpression von hBRM das Gleichgewicht zugunsten der Bildung von hBRM-enthaltenden SWI/SNF-Komplexe verschoben wird. Dies sollte mit einer Reduktion der E1A12S/endogenen-hBRG1-vermittelten E2Ad12-Promotoraktivierung einhergehen. Dass dies von mir jedoch nicht beobachtet wurde (s. Kap. 4.2), spricht ebenfalls für eine direkte Bindung des E1A12S-Proteins an hBRG1 in vivo und nicht für eine indirekte Rekrutierung des hSWI/SNF-Komplexes, durch die Bindung des E1A12S-Proteins an eine andere Untereinheit des hSWI/SNF-Komplexes.

In Übereinstimmung mit meinen Ergebnissen sind auch Daten der Arbeitsgruppe von Walfish, die zeigen, dass für die E1A-induzierte Aktivierung Thyroid-Hormon-abhängiger Promotoren in Hefen die Funktion von ySWI/SNF-Komplexen entscheidend ist (Meng et al., 2003). Obwohl bei diesen Untersuchungen keine Analysen zur Interaktion der E1A-Proteine mit ySWI/SNF-Komplexen durchgeführt wurden, weisen die Autoren aufgrund von E1A-Proteinmutanten nach, dass das N-terminale Ende der E1A-Proteine für diese Aktivierung essentiell ist. 

Eigene Versuche der Generierung einer Zelllinie, zur Überprüfung der funktionellen Interaktion des E1A12S-Proteins mit der hBRG1-Untereinheit bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors auf chromosomaler Ebene, mit einem stabil integrierten adenoviralen E2Ad12-Promotor waren aufgrund der nicht-Induzierbarkeit des E2Ad12-Promotors (durch die E1A-Proteine oder der katalytischen PKA C-Untereinheit) bzw. der hohen Basalaktivität des E2Ad12-Promotors, nicht erfolgreich. Daher sollen weitere Zellklone, in denen der E2Ad12-Promotor an anderen Positionen im Zellgenom integriert vorliegt, in diese Untersuchungen mit einbezogen werden. Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe zeigen jedoch, dass die adenoviralen E1A-Proteine die Expression auch von in das Wirtsgenom integrierten hSWI/SNF-abhängigen Promotoren, wie z. B. dem MMTV-Promotor, aktivieren (Soeth
et al., 2002).

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen haben Miller et al. (1996) berichtet, dass die Überexpression von E1A-Proteinen in Hefen zu einer Inhibierung der Expression einer Reihe ySWI/SNF-abhängiger Gene führt. Für die Expression einer Vielzahl von ySWI/SNF-abhängigen Genen ist die funktionelle Interaktion dieser Komplexe mit yHAT-Komplexen 
(z. B. SAGA-Komplexe) von entscheidender Bedeutung (Krebs et al., 2000; 
Hassan et al., 2001). Da eine Interaktion der E1A-Proteine mit Komponenten der SAGA-Komplexe, wie u. a. Gcn5 und Tra1 gezeigt wurde (Kulesza et al., 2002; Shuen et al., 2002), könnte die E1A-bewirkte Repression der ySWI/SNF-abhängigen Hefegene indirekt, durch die Störung der Funktion der SAGA-Komplexe verursacht werden.

Trotz dieser Möglichkeit ist sowohl in Hefen, als auch in humanen Zellen, eine durch die E1A-bewirkte Inhibierung der Funktion der SWI/SNF-Komplexe, in Abhängigkeit des Promotors und der an dessen Regulation beteiligten Faktoren, durchaus vorstellbar. Wie es bei den Chromatin-modifizierenden Faktoren, z. B. CBP/p300 und PCAF gezeigt wurde, kann eine direkte Interaktion der E1A-Proteine mit diesen Faktoren deren Funktionen sowohl positiv, als auch negativ beeinflussen (Yang et al., 1996; Reid et al., 1998; Ait-Si-Ali et al., 1998; Hamamori et al., 1999). Dies ist vermutlich abhängig von weiteren, noch unbekannten Faktoren in Promotorkontext der entsprechenden Gene. 

Die Modulation der Funktion der Chromatin-remodellierenden Faktoren spielt im Verlauf der adenoviralen Infektion und des Transformationsprozesses, durch Repression von Genen, die an der Kontrolle des G1-Arrestes und der Differenzierung beteiligt sind 
(z. B. MyoD), sowie durch Aktivierung von Genen, die für die Progression des Zellzyklus erforderlich sind (z. B. E2F; Dyson, 1998) eine essentielle Rolle. Obwohl die hierfür verantwortlichen Mechanismen noch nicht geklärt sind, ist es naheliegend anzunehmen, dass auch eine direkte Interaktion der E1A-Proteine mit den hSWI/SNF-Komplexen und die mögliche Modulation deren Funktionen, für die E1A-regulierten zellulären Prozesse, von entscheidender Bedeutung ist (s. Abb. 21). 
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Abb. 21
Putative Mechanismen der E1A-bewirkten Modulation der Genexpression durch die Interaktion mit den hSWI/SNF-Komplexen. Durch die Interaktion der E1A-Proteine mit ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexen kann die Genexpression sowohl positiv als auch negativ beeinflusst werden. Solche Modulationen können im Verlauf der adenoviralen Infektion und des Transformationsprozesses, durch Repression der Gene, die an der Kontrolle des G1-Arrestes und der Differenzierung beteiligt sind, sowie durch Aktivierung der Gene, die für die Progression des Zellzyklus erforderlich sind, eine essentielle Rolle spielen.

1.3 Der hSWI/SNF-abhängige Aktivierungsmechanismus des E2Ad12-Promotors 

Anhand meiner Untersuchungen zur PKA-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors wurde der erste Beweis für die Beteiligung der hSWI/SNF-Komplexe an der Aktivierung CREB-abhängiger Gene durch den cAMP/PKA-abhängigen Signalweg erbracht (s. Kap. 4.8). Die Überexpression der katalytischen Untereinheit der PKA bewirkt eine verstärkte Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor (s. Kap. 4.10), welche mit einer stark erhöhten PKA/hBRG1-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors gut korreliert. Weiterhin verdeutlichen die Ergebnisse aus CHIP-Analysen mit der E2Ad12CRE-Promotormutante, dass die Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor durch den cAMP-abhängigen Signalweg induziert wird (s. Kap. 4.10). Obwohl in hBRG1- und hBRM-defizienten Zelllinien auch hBRM zur PKA-abhängigen Aktivierung des E2Ad12-Promotors in der Lage ist (s. Kap. 4.9), kann die Funktion von hBRG1 bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors in KB-Zellen durch hBRM nicht ersetzt werden (s. Kap. 4.8). Diese Daten belegen eindeutig, dass hSWI/SNF-Komplexe an der Aktivierung CREB-abhängiger Gene beteiligt sind. 

Aus meinen Untersuchungen geht ebenfalls hervor, dass für die Aktivierung des E2Ad12-Promotors sowohl die Chromatin-remodellierende Funktion der hSWI/SNF-Komplexe, als auch die Aktivität der Histonacetyltransferasen (CBP/p300) benötigt wird. Diese Beobachtung steht in Einklang mit Ergebnissen einer Reihe von Expressionsstudien mit SWI/SNF-abhängigen Genen, welche die Beteiligung von Chromatin-modifizierenden Faktoren an der Aktivierung dieser Gene zeigen. So wurde beispielsweise in Hefezellen gezeigt, dass obwohl die Inaktivierung beider Chromatin-remodellierenden Komplexe (SWI/SNF, HATs) für die Zellen letal ist, Mutationen in einem dieser Komplexe nur zu einer verminderten Expression dieser Gene führt (Pollard und Peterson, 1997; Roberts und Winston, 1997). Anscheinend können die Funktionen einer der Chromatin-remodellierenden Komplexe zum Teil durch Funktionen der anderen Komplexe ersetzt werden.

Untersuchungen zu den Rekrutierungsmechanismen der SWI/SNF- und HAT-Komplexe in Hefen und humanen Zellen belegen, dass die Aktivität dieser Komplexe durch die Interaktion mit Aktivatoren an den jeweiligen Promotor rekrutiert wird (Utley et al., 1998; Natarajan et al., 1999; Yudkovky et al., 1999; Krebs et al., 2000). Hierbei kann jedoch kein allgemein gültiger Mechanismus für die Rekrutierungen dieser Chromatin-remodellierenden Komplexe beobachtet werden. Vielmehr lassen diese Untersuchungen vermuten, dass die Rekrutierung der Chromatin-remodellierenden Komplexe, abhängig vom jeweiligen Promotor spezifisch erfolgt. Die Aktivator-abhängige Rekrutierung der beiden Chromatin-remodellierenden Komplexe kann unabhängig voneinander (z. B. im Falle des Hefe HIS3-Promotors; Syntichaki et al., 2000), oder in Abhängigkeit von der Funktion des jeweils anderen Chromatin-remodellierenden Komplexes erfolgen. Bekannte Beispiele für den letzteren Fall sind der HO- (Cosma et al., 1999; Krebs et al., 1999) bzw. IFN--Promotor (Agalioti et al., 2000). Bei der Aktivierung beider Promotoren ist die Funktion einer dieser Chromatin-remodellierenden Komplexe für die anschließende Rekrutierung des anderen Komplexes notwendig. Während bei der HO-Promotoraktivierung die Funktion der ySWI/SNF-Komplexe für die Rekrutierung des SAGA HAT-Komplexes erforderlich ist, sind die Funktionen der HAT-Komplexe hGCN5 und CBP/p300 für die Rekrutierung der hSWI/SNF-Komplexe an den IFN--Promotor eine Voraussetzung. 

Meine Daten belegen, dass es bei der Aktivierung des CREB-abhängigen E2Ad12-Promotors zu einer E1A12S- und/oder PKA-abhängigen Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor kommt (s. Abb. 22 und Kap. 4.10). Die Untersuchungen haben weiterhin gezeigt, dass bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors eine Abhängigkeit zwischen den Funktionen der hSWI/SNF-Komplexe und den der zellulären CBP/p300-Histonacetyltransferasen besteht. Die Überexpression von Histondeacetylase-1 (HDAC1) in transienten Expressionsanalysen führte zu einer starken Repression der hBRG1-vermittelten E2Ad12-Promotoraktivierung (s. Kap. 4.11). Entscheidend hierbei war, dass die HDAC1-vermittelte Repression des E2Ad12-Promotors durch eine Überexpression von hBRG1 nicht beeinflusst werden konnte. Diese Daten sprechen dafür, dass die Acetylierung von Histonproteinen durch die Koaktivatoren CBP/p300 eine Voraussetzung für die hSWI/SNF-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors ist.

Für die Repression der hBRG1-vermittelten Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch Histonacetylase-1 gäbe es eine Reihe von möglichen Erklärungen: zum Beispiel könnte 
die Acetylierung von Histonen entweder (a) die Aktivität von hBRG1 stimulieren oder 
(b) eine Voraussetzung für die Rekrutierung des hBRG1-SWI/SNF-Komplexes an den Promotor sein. Es wäre auch denkbar, dass (c) die Acetylierung von hBRG1 selbst für die Aktivierung der ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden Funktion des Proteins von Bedeutung ist. 

Da bereits durch Huang und Mitarbeiter gezeigt wurde, dass die Chromatin-remodellierende Aktivität des hBRG1-Proteins durch acetylierte Histonproteine nicht induziert bzw. verändert wird (Huang et al., 2003), kann dieser Mechanismus zur Modulation der hBRG1-Funktion weitgehend ausgeschlossen werden.

Eine Reihe von eigenen Daten sprechen dafür, dass die Acetylierung von Histonproteinen für die Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor essentiell ist. Zum einen konnte die Überexpression der Bromodomäne des hBRG1-Proteins in „squelching-type“-Studien die E1A12S/hBRG1-vermittelte Aktivierung des E2Ad12-Promotors weitgehend inhibieren (s. Kap. 4.6). Die Bromodomäne, die mit hoher Affinität an acetylierte Histonproteine bindet, kommt in einer Vielzahl von an der Transkriptionsregulation beteiligten Proteinen vor (Owen et al., 2000; Denis, 2001). Da in Protein-Protein-Interaktionsanalysen keine Interaktion zwischen der Bromodomäne der hBRG1-Untereinheit und dem E1A12S-Protein beobachtet wurde (s. Kap. 4.5), wurde angenommen, dass die überexprimierte Bromodomäne von hBRG1 mit dem hBRG1-Wildtyp-Protein um die Bindung an acetylierte Histone kompetiert. Zum anderen wurde die Vermutung, dass die acetylierten Histonproteine als Bindestellen zur Assoziierung von hBRG1 an den 
E2Ad12-Promotor beitragen, durch die Ergebnisse der Chromatin-Immunpräzipitationen bestätigt (s. Kap. 4.12). In diesen Untersuchungen konnte ich zeigen, dass die Histondeacetylase-1 (HDAC1) und Roscovitine die Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor in vivo weitgehend inhibieren und dass zumindest die Acetylierung von mit dem E2Ad12-Promotor assoziierten Histon H4 für die Rekrutierung bzw. die Stabilisierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor entscheidend ist. Diese Ergebnisse werden auch von anderen Arbeitsgruppen bestätigt, welche die Bedeutung der Histonacetylierungen bei der Stabilisierung der Bindung von hSWI/SNF-Komplexen an den Promotor gezeigt haben (Agalioti et al., 2002; Hassan et al., 2002). In diesen Studien wurde die Lysinacetylierung von Histon H4 an der Aminosäureposition 8 als entscheidend für die Assoziierung von hBRG1 an den Promotor identifiziert. 

Zahlreiche Fakten sprechen dafür, dass die Rekrutierung der SWI/SNF-Komplexen an den Promotor nicht allein von der Acetylierung der Histonproteine, sondern zusätzlich von einer Interaktion dieser Komplexe mit weiteren, Promotor spezifischen Transkriptionsfaktoren abhängig ist. Zum Beispiel sind in Hefezellen die SWI/SNF-Komplexe nur an der Regulation von ca. 7% der Genen beteiligt (Holstege et al., 1998). Die Regulation zahlreicher weiterer Hefe-Gene wird nur durch die Funktion von yHATs reguliert. Sollte die Histonacetylierung allein die Rekrutierung von ySWI/SNF-Komplexen an den Promotor bewirken, könnte auch die Beteiligung der ySWI/SNF-Komplexe an der Regulation dieser Gene erwartet werden. Zudem sind nur 100 bis 200 Kopien der SWI/SNF-Komplexe im Kern der Hefezellen vorhanden (Côté et al., 1994). Diese Fakten lassen zusätzlich die Existenz Promotor-spezifischer Faktoren zur Rekrutierung von ySWI/SNF-Komplexen vermuten. In Übereinstimmung hiermit berichten Huang und Mitarbeiter (2003), dass die Acetylierungen von Histonproteinen allein nicht für die Rekrutierung der hSWI/SNF-Komplexe an den Promotor ausreichend ist.

Meine Ergebnisse belegen, dass im Falle des adenoviralen E2Ad12-Promotors eine direkte Interaktion des E1A12S-Onkoproteins mit der BRG1-Untereinheit der hSWI/SNF-Komplexe für die spezifische Rekrutierung dieser Komplexe entscheidend ist. Das E1A12S-Protein wird durch Bindung an den zellulären Trankriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 an den E2Ad12-Promotor rekrutiert und ist für die Rekrutierung des BRG1-SWI/SNF-Komplexes an den Promotor und vermutlich für die Stabilisierung am Promotor verantwortlich. Hierfür sprechen die Daten, dass Proteinmutanten mit Deletions im N-Terminus bzw. der 
CR1-Domäne des E1A12S-Proteins das hBRG1-Protein nicht mehr binden und den BRG1-enthaltenden hSWI/SNF-Komplex effizient an den E2Ad12-Promotor rekrutieren können. 
(s. Kap. 4.4, 4.5, 4.7 und 4.10). Die entscheidende Rolle dieser Domänen des E1A12S-Protein bei der kooperativen Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch hBRG1 wurde in den transienten Expressionsstudien eindeutig demonstriert (s. Kap. 4.3). Auch Studien anderer Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Promotorsystemen zeigen, dass die Interaktion mit Promotor-spezifischen Transkriptionsfaktoren für eine Rekrutierung und stabile Bindung von SWI/SNF-Komplexen an den jeweiligen Promotor entscheidend ist (Natarajan et al., 1999; Yudkovky et al., 1999; Neely et al., 1999)

Obwohl in meinen Analysen eine Interaktion von hBRG1 mit zellulären Faktoren, wie 
z. B. CREB-1/ATF-1 oder CBP/p300 nicht nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt), ist bei der Aktivierung des E2Ad12-Promotors eine weitere Interaktion von hBRG1 bzw. anderen Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe mit den am E2Ad12-Promotor gebundenen zellulären Transkriptionsfaktoren durchaus vorstellbar. Hierfür spricht, dass hBRG1, wie ich zeigen konnte, auch in Abwesenheit von E1A-Proteinen über den cAMP/PKA-Signaltransduktionsweg entscheidend zu der Aktivierung des E2Ad12-Promotors beiträgt (s. Kap. 4.8). Hierbei wurde die PKA-induzierte Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor nachgewiesen (s. Kap. 4.10). Da bereits u. a. durch die Arbeiten unserer Arbeitsgruppe bekannt ist, dass die durch die katalytische Untereinheit der PKA vermittelte Serinphosphorylierung von CREB-1/ATF-1 die Rekrutierung der zellulären Koaktivatoren CBP/p300 an den E2Ad12-Promotor ermöglicht wird, wäre es auch denkbar, dass phosphoryliertes CREB-1/ATF-1 und/oder CBP/P300 an der Rekrutierung von hBRG1 an den Promotor beteiligt sein könnte.

Trotz dieser Möglichkeiten zeigen meine Experimente, dass das E1A12S-Protein als hochaffine Bindestelle zur Rekrutierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor beiträgt. Durch gleichzeitige Interaktionen von hBRG1 mit anderen an den E2Ad12-Promotor gebundenen Faktoren könnte die Assoziierung von hBRG1 an den E2Ad12-Promotor zusätzlich stabilisiert werden (s. Abb. 22). 
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Abb. 22
Hypothetisches Modell der Aktivierung des E2Ad12-Promotors durch das E1A12S-Protein. Die Aktivierung des E2Ad12-Promotors wird durch die cAMP-abhängigen Transkriptionsfaktoren CREB-1/ATF-1 (hier zusammenfassend als CREB dargestellt) vermittelt. Im Verlauf der Aktivierung des viralen Promotors kommt es durch das adenovirale E1A12S-Protein zur Bildung eines Multifaktorkomplexes bestehend aus CREB, E1A12S-Protein und den Chromatin-modifizierenden Faktoren CBP/p300 auf dem E2-CRE. Die durch CBP/p300-vermittelte Acetylierung von mit dem Promotor assoziierten Histonproteinen, sowie die Interaktion des E1A12S-Proteins mit hBRG1 ist für die anschließende Rekrutierung der hSWI/SNF-Komplexe esentiell. Die Chromatin-remodellierende Aktivität der hBRG1-Untereinheit trägt, möglicherweise durch die Erleichterung der Bindung des RNA-Polymerase-II-Holoenzyms an die TATA-Sequenz, entscheidend zur Aktivierung des E2Ad12-Promotors bei. 

Nicht auszuschließen ist die Möglichkeit, dass die Interaktion des E1A12S-Proteins mit hBRG1 auch für die Aktivierung der ATPase-Aktivität der hBRG1-Untereinheit von Bedeutung ist. Wie in unserem Labor und durch andere Arbeitsgruppen bereits gezeigt wurde, wird die HAT-Funktion der zellulären Koaktivatoren CBP/p300 durch die Interaktion mit E1A-Proteinen aktiviert (Fax et al., 2000, Bannister und Kouzarides, 1996; Ait-Si-Ali et al., 1998). Ob eine direkte Interaktion des E1A12S-Proteins mit der hBRG1-Untereinheit die ATPase-Aktivität von hBRG1 stimuliert, ist zur Zeit noch nicht geklärt. Die Klärung dieser Frage ist Ziel meinen gegenwärtigen Untersuchungen.

Die Modulation des cAMP/PKA-abhängigen Signalweges ist für die E1A-vermittelte Regulation viraler, wie auch zellulärer Gene, von entscheidender Bedeutung (Jones et al., 1998). Fax et al. (2001) haben gezeigt, dass es durch die Bindung des E1A12S-Proteins an die regulatorische Untereinheit RII des PKA-Holoenzyms zu einer Translokation dieser Untereinheit in den Zellkern kommt. Die gleichzeitige Expression von dem E1A12S-Protein und der RII-Untereinheit führte zu einer starken Aktivierung des E2Ad12-Promotors. Hierbei gehen wir gegenwärtig von einer Rekrutierung der RII-Untereinheit durch das E1A12S-Protein an den E2Ad12-Promotor aus, welche dann als ein Adapter für die katalytische Untereinheit im Zellkern dient. Die durch die katalytische Untereinheit induzierte Phosphorylierung von CREB-1/ATF-1, sowie die Phosphorylierung der zellulären Kofaktoren CBP/p300, ist für die Aktivierung CREB-abhängiger Gene essentiell (Mayr und Montminy, 2001). Neben der Phosphorylierung dieser Faktoren besteht die Möglichkeit, dass hBRG1 bzw. Untereinheiten der hSWI/SNF-Komplexe im Aktivierungsprozess des E2Ad12-Promotors als potentielles Substrat der katalytische Untereinheit der PKA dienen. Eigene noch vorläufige Untersuchungen weisen auf eine Acetylierung der hBRG1-Untereinheit in vivo hin (Daten nicht gezeigt). Inwieweit bzw. ob solche post-translationalen Modifikationen für die Regulation der Chromatin-remodellierenden Aktivität der hSWI/SNF-Komplexe im Aktivierungsprozess des E2Ad12-Promotors von Bedeutung sind und welche Rolle hierbei dem adenoviralen E1A12S-Protein zukommt, muss noch geklärt werden. 

Für den Mechanismus der Aktivierung der Genexpression durch die Rekrutierung von ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden SWI/SNF-Komplexen sind bisher drei Modelle vorgeschlagen worden. Im sog. „Catalytic Model“ (Owen-Hughes et al., 1996; Logie und Peterson, 1997) wird von unspezifischen und zufälligen Änderungen der chromosomalen DNA durch diese Komplexe ausgegangen, welche dann durch die Anwesenheit von Aktivatoren stabilisiert werden. 

In einem weiteren Modell, dem sog. „Holoenzyme Model“, wird eine generelle Rekrutierung der SWI/SNF-Komplexe durch das RNA-Polymerase-II-Holoenzym vorgeschlagen (Cho et al., 1998; Neish et al., 1998). Wie in meinen Untersuchungen, konnte in zahlreichen weiteren Studien die Assoziierung von BRG1 mit dem RNA-Polymerase-II-Holoenzym jedoch nicht nachgewiesen werden (Myers et al., 1998; Natarajan et al., 1999; Yudkovky et al., 1999). 

Aktuell wird von einer promotorspezifischen Rekrutierung der SWI/SNF-Komplexe durch die direkte Interaktion mit transkriptionellen Aktivatoren ausgegangen (sog. „Activator Model“; Cosma et al., 1999; Neely et al., 1999). Dieses Modell wird auch durch die Ergebnisse meiner Experimente unterstützt. 

Die hier präsentierten Ergebnisse geben neue Einblicke in die molekularen Mechanismen, wie adenovirale E1A-Proteine in der Regulation der Genexpression eingreifen. Wie die HAT-Komplexe, stellen auch die ATP-abhängigen Chromatin-remodellierenden hSWI/SNF-Komplexe zelluläre Zielproteine der E1A-Proteine dar. Die Bindung an die hSWI/SNF-Komplexe ermöglicht den E1A-Proteinen die Expression viraler Gene im Replikationszyklus des Adenovirus zu aktivieren. Die ATP-abhängige Chromatin-remodellierende Funktion der BRG1-Untereinheit der hSWI/SNF-Komplexe würde die nukleosomale Struktur im Promotorbereich destabilisieren und dadurch eine verbesserte Zugänglichkeit des Promotors für den generellen Transkriptionsapparat, bzw. anderer regulatorischer Proteine, ermöglichen. Hierdurch wird eine effiziente Expression der adenoviralen Gene gewährleistet. Durch die Interaktion der E1A-Proteine mit hSWI/SNF-Komplexen stehen den adenoviralen Proteinen zudem möglicherweise bisher unbekannte Mechanismen, zur Modulation der zellulären Regulationsprozesse in infizierten und/oder transformierten Zellen, zur Verfügung. Es ist davon auszugehen, dass durch die Interaktion der E1A-Proteine mit hSWI/SNF-Komplexen die Expression einzelner Gene, in Abhängigkeit von an der Regulation des Promotors beteiligten Faktoren, sowohl positiv als auch negativ beeinflusst wird. 
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