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Die Familie der E2F Transkriptionsfaktoren nimmt eine zentrale Rolle bei der Zellproliferationsregulation ein. E2Fs kontrollieren die Genexpression von Proteinen, die an der Zellzyklusprogression und DNA-Synthese beteiligt sind, aber auch von Genen, die bei der Apoptose relevant sind. E2Fs werden zellzyklusabhängig durch Interaktion mit 'pocket' Proteinen reguliert, die wiederum durch Cyclin-abhängige Kinasen und deren Inhibitoren streng in ihrer Aktivität kontrolliert werden, was die Bedeutung dieser Proteine für die zelluläre Integrität unterstreicht (Sherr, 1996; Dyson, 1998). 

Verschiedenen E2F-Proteinen konnten unterschiedliche Funktionen für den Zellzyklus oder den programmierten Zelltod zugeordnet werden. E2F1 aktiviert einerseits Zellen zum Eintritt in den Zellzyklus (Johnson et al., 1993), andererseits induziert es Apoptose (DeGregori et al., 1997). E2F1 steht im Vordergrund der meisten Analysen, da gerade sein dualer Einfluß auf die Regulation der gegensätzlichen Prozesse von Proliferation und Apoptose darlegt, wie eng das Zusammenspiel verschiedenster zellulärer Prozesse ist.

4.1 E2F1 reguliert eine Vielzahl von Genen
Die Rolle von E2F1 für die Zellzykluskontrolle und Apoptoseinduktion wird anhand der Fülle von Studien deutlich (Qin et al., 1994; Kowalik et al., 1995; DeGregori et al., 1997). Die molekularen Zusammenhänge der E2F1-induzierten Apoptose sind nur teilweise aufgeklärt, und insbesondere für die p53-unabhängige Apoptose werden immer wieder neue Faktoren beschrieben (Susin et al., 1999; Stiewe und Pützer, 2000; Müller et al., 2001; Nahle et al, 2002; Polager et al., 2002; Stanelle et al., 2002). Durch die vollständige Sequenzierung des humanen Genoms und der damit verbundenen Erkenntnis über die Anzahl und Lokalisation der meisten kodierenden Gensequenzen erlangen Untersuchungen, die auf der DNA-Mikroarraytechnologie beruhen, große Bedeutung. Solche Arrays mit einer großen Anzahl von Gensequenzen ermöglichen die gleichzeitige Untersuchung von sehr vielen Genen bzw. deren Expressionsmustern nach Abänderung des zellulären Gleichgewichts z.B. durch Aktivierung eines bestimmten Faktors. So sind in den letzten Jahren mehrere Studien zur Identifizierung neuer E2F-regulierter Gene/Faktoren erschienen, die alle das Expressionsmuster von Zielgenen nach E2F- Aktivierung untersucht haben (Ishida et al., 2001; Kel et al., 2001; Müller et al., 2001; Weinmann et al., 2001; Ma et al., 2002; Polager et al., 2002). 

Um p53-unabhängige Apoptosegene zu identifizieren, wurden in dieser Arbeit Zellsysteme verwendet, die ein chimeres E2F1-Fusionsprotein konstitutiv exprimieren. Dieses Fusionsprotein besteht aus einem durch 4-Hydroxy-Tamoxifen (4-OHT)- regulierbaren Teil des murinen Östrogenrezeptors (ER) (Littlewood et al., 1995) und dem Wildtyp E2F1-Protein. In solchen Zellsystemen sollte wie in Abbildung 3.1 postuliert das Fusionsprotein nach 4-OHT-Induktion in den Zellkern translozieren und E2F1-responsive Gene transaktivieren. Hierzu zählen Gene der DNA-Replikation z.B. die Dihydrofolatreduktase und der Zellzykluskontrolle z.B. Cyclin E (Ohtani et al., 1995; Slansky und Farnham, 1996), aber auch pro-apoptotische Zielgene wie p73 (Irwin et al., 2000; Stiewe und Pützer, 2000). Die korrekte Translokation des Fusionsproteins vom Cytoplasma in den Zellkern konnte in beiden verwendeten Zellinien gezeigt werden. Das ER-E2F1-Fusionsprotein wurde exklusiv in den modifizierten Saos-2 ER-E2F1- und H1299 ER-E2F1-Zellen detektiert und war in den parentalen Zellen erwartungsgemäß abwesend. Die Transaktivierung bekannter E2F1-Zielgene, p73 und Cyclin E, wurde gezeigt. GAPDH war als Standard zur Kontrolle der RT-PCR-Reaktion und als Ladekontrolle geeignet, weil keine Veränderung der mRNA-Level nach E2F1-Induktion beobachtet werden konnte (vgl. auch Stiewe und Pützer, 2000). Somit waren beide Zellinien für weitere Untersuchungen verwendbar.

Durch die Aktivierung des ER-E2F1-Fusionsproteins entsteht ein Zustand deregulierter E2F1-Aktivität. Die daraus resultierende Einleitung von Apoptose ist in der Literatur ausgiebig beschrieben (Wu und Levine, 1994; Kowalik et al., 1995). Durch Apoptoseinduktion wird die sog. Caspase-Todessignalkaskade aktiviert. Der Apoptose-Stimulus wird dabei durch sukzessive Aktivierung von proteolytischen Pro-Caspasen und deren Spaltung weitergeleitet (Rathmell und Thompson, 1999). Am Ende dieser Kaskade werden zelluläre Substrate wie DFF45 ('DNA fragmentation factor 45 kDa') oder die Poly-(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) durch Spaltung deaktiviert. Die Aktivierung dieses Enzyms als Folge der E2F1-Aktivierung konnte für beide ER-E2F1-Zellinien gezeigt werden. Der Nachweis der Funktionalität der verwendeten Zellinien war damit erbracht und die Zellinien konnten für weitere Analysen eingesetzt werden.  

Die E2F1-induzierte Apoptose wird über p53-abhängige Apoptose-Signalkaskaden (Qin et al., 1994; Wu und Levine, 1994; Pierce et al., 1998a) vermittelt, aber auch über Netzwerke, die unabhängig von p53 Apoptose auslösen (Philips et al., 1997; Holmberg et al., 1998). So konnte p73 kürzlich als direktes E2F1-Zielgen identifiziert werden, über das E2F1 unabhängig von p53 Apoptose induziert (Irwin et al., 2000; Stiewe und Pützer, 2000). Zur Identifizierung neuer E2F1-regulierter p53-unabhängiger pro-apoptotischer Faktoren wurde ein DNA-Mikroarray eingesetzt. Dieses Mikroarray wurde mit Hybridisierungssonden hybridisiert, die aus den p53-negativen Saos-2 ER-E2F1-Zellen hergestellt worden waren. Nach 8stündiger E2F1-Induktion wurde bereits die höchste Aktivierung von p73 mRNA beobachtet. Daher wurde dieser Zeitpunkt für die Generierung der Hybridisierungssonden gewählt. Das Kontrollarray wurde mit Hybridisierungssonden aus Zellen hybridisiert, die nicht durch 4-OHT induziert worden waren. Die Saos-2 ER-E2F1-Zellen wurden den H1299 ER-E2F1-Zellen vorgezogen, weil die induktiven Effekte auf  die Zielgene hier insgesamt ausgeprägter waren.

Durch die Induktion von E2F1 wurde die Expression einer Vielzahl von Genen auf dem Mikroarray verändert. Dennoch muß davon ausgegangen werden, daß E2F1 nicht alle veränderten Gene reguliert. Daher wurde, um falsch positive Kandidatengene auszuklammern, ein Schwellenwert von 2facher Aktivierung festgelegt. 470 (=5,5%) der 8400 Gensequenzen wurden oberhalb des Schwellenwertes als durch E2F1 aktiviert gefunden (siehe Anhang). Der Schwellenwert wurde durch unabhängige RT-PCR Verifizierung validiert. Hierzu wurde eine zufällige Stichprobe von 30 Zielgenen gewählt. 24 dieser 30 Gene (=80%) konnten als tatsächlich durch E2F1-induziert identifiziert werden. Kein Zielgen unterhalb des Schwellenwertes konnte in RT-PCR Experimenten bestätigt werden. Ein weiteres Qualitätsmerkmal für die Mikroarray-Daten ist die Tatsache, daß vier bisher als E2F1-reguliert beschriebene Gene (Cyclin D, Cyclin E1, Cyclin E2 und MAP3K5) ebenfalls durch E2F1-induziert und als oberhalb des Schwellenwertes identifiziert wurden. Weiterhin war positiv, daß das Ausmaß der Aktivierung einzelner Gene im Array mit der Intensität der RT-PCR Untersuchungen korrelierte. So zeigten Gene mit deutlicher Induktion wie MMP16 oder KIAA0767 auch deutlich ansteigende Banden in den RT-PCR Verifizierungsexperimenten. 

Die Induktion der Zielgene durch E2F1 wurde auch in primären Zellen untersucht und bestätigt. Die transaktivierenden Effekte auf die neuen E2F1-Zielgene wurden duch Aktivierung des Fusionsproteins ausgelöst. Daher wurde überprüft, ob endogenes E2F1 die gleichen Effekte auslösen kann. Endogenes E2F1 wurde in Zellen nach Serumentzug durch 15%ige FCS-Induktion aktiviert. Die FCS-Induktion führt zur Aufhebung der zellulären Arretierung durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie E2F1. Daher ist die beobachtete Aktivierung von Zielgenen nach FCS-Induktion ein Hinweis auf Transaktivierung durch endogenes E2F1. Dennoch bleibt zu bedenken, daß diese Analyse nur ein Hinweis und kein Beweis endogener E2F1-Transaktivierung ist, da die FCS-Induktion nicht nur selektiv endogenes E2F1, sondern auch eine Vielzahl anderer Transkriptionsfaktoren wie c-Myc aktiviert, die ebenfalls die detektierte Transaktivierung ausgelöst haben könnten. Zur genaueren Charakterisierung des Regulations-mechanismus wurden zuvor positiv getestete neue E2F1-regulierte Zielgene in Anwesenheit von Cycloheximid (CHX) induziert. Gene, die in Anwesenheit dieses Proteinsyntheseinhibitors aktiviert werden können, werden durch E2F1-Aktivität alleine transaktiviert und benötigen keine weiteren Proteine für deren Transaktivierung. Solche Gene jedoch, die keine Aktivierung in Gegenwart von CHX und 4-OHT (=E2F1-Aktivität) im Vergleich zu CHX oder unbehandelten Zellen alleine zeigen, werden indirekt durch E2F1 transaktiviert. In Tabelle 3.2 wurden die Ergebnisse aller Verifizierungsexperimente zusammengestellt und die E2F1-regulierten Gene nach ihrer Funktion klassifiziert. 

Wie zu erwarten hat E2F1 einen Einfluß auf viele verschiedene zelluläre Faktoren. Hierzu zählen Gene der Zellzykluskontrolle, Gene, die für die Apoptoseregulation relevant sind, aber auch Gene die in die Tumorigenese involviert sind. Da in dieser Arbeit neue pro-apoptotische Gene identifiziert werden sollten, erschienen solche Gene, die besonders stark durch E2F1 transaktiviert werden, besonders aussichtsreich. Davon ausgehend, daß apoptotische Proteine unter normalen Bedingungen nicht oder nur sehr schwach in Zellen exprimiert werden, sollten sie unter deregulierten E2F1-Bedingungen sprunghaft und sehr ausgeprägt ansteigen. Die Analyse der Gene mit bislang unbekannter Funktion war besonders attraktiv. KIAA0455 und KIAA0767 (Funktion unbekannt) zeigten eine signifikante 13fache Aktivierung durch E2F1. Müller et al. (2001) führten Array-Studien mit ER-E2F1 in p53-positiven Osteosarkom U2OS Zellen durch und fanden KIAA0717 nach Aktivierung von E2F1 14,7fach erhöht. Nach Verifizierung dieses Gens im Saos-2 ER-E2F1-System wurden KIAA0455, KIAA0717 und KIAA0767 auf deren apoptotische Funktion hin analysiert.              

4.2 Untersuchungen neuer E2F1-regulierter Gene auf pro-apoptotische Funktionen 
Die Vollängenklonierungen und in vitro Translationen der drei KIAA-Genprodukte resultierten in eindeutigen Banden von Proteinhauptprodukten. KIAA0455 zeigte zusätzlich zum Hauptprodukt noch zwei weitere Banden, die vermutlich durch unkorrekte Termination der Translation über den kodierenden Leserahmen hinaus entstanden sind.

Die Überexpression der Proteine nach adenoviralem Gentransfer hatte unterschiedlichen Einfluß auf die Zellvitalität von fünf untersuchten Zellinien. KIAA0767 reduzierte die Anzahl überlebender Zellen in allen Systemen am stärksten, während KIAA0455 den geringsten und KIAA0717 einen mittleren Einfluß auf die Zellvitalität hatten. Der Einfluß von KIAA0767 auf die Anzahl überlebender Zellen im MTT-Assay entsprach dem des Tumorsuppressors p53. In normalen Fibroblasten war KIAA0767 als einziges Protein in der Lage die Zellzahl nach 4tägiger Überexpression signifikant zu vermindern. Die Zellzahl der jeweils infizierten Zellen wurde im Verhältnis zu GFP-infizierten Zellen ermittelt. Eine Reduktion der Zellvitalität hätte daher durch verschiedene Ursachen hervorgerufen worden sein können. Zellen, die durch Toxizität, Nekrose oder Apoptose abgestorben waren, hätten eine verminderte Zellzahl gehabt. Allerdings wären auch Zellen, die durch langsameres Wachstum eine geringere Zellzahl aufwiesen, als scheinbar absterbende Zellen identifiziert worden. Um daher die Ursache verminderter Zellzahlen aufzuklären, wurden die Zellzykluspofile von infizierten Zellen analysiert. Da das Ziel der funktionellen Assays die Identifizierung eines neuen potenten pro-apoptotischen Gens war, wurde die Analyse des schwächsten Faktors KIAA0455 nicht weiter verfolgt.

Die FACS-Analysen konnten die in den MTT-Assays beobachteten Effekte bestätigen. KIAA0717-infizierte Zellen zeigten einen deutlich Anstieg von Zellen in der G2/M-Phase, der vermutlich durch eine Arretierung im Zellzyklus hervorgerufen wurde. Anschließend erhöhte sich die Population an sub-G1 Phase Zellen als ein typisches Zeichen für apoptotische Zellen. Die KIAA0717-exprimierenden Zellen schienen sich in ihrer Anzahl zu vermindern, obwohl sie tatsächlich langsamer wuchsen und erst sekundär durch Apoptose abstarben. KIAA0767-infizierte Zellen zeigten eine sukzessive Abnahme von G1-Phase Zellen mit einem gleichzeitigen Anstieg von Zellen in der sub-G1 Phase als Hinweis für apoptotischen Zelltod. Die Zellzahlreduktion war daher wie bei p53-infizierten Zellen auf Apoptoseeinleitung zurückzuführen. KIAA0767-induzierte Apoptose verlief allerdings zeitlich langsamer als p53-vermittelte Apoptose.

Ein typisches Anzeichen von Apoptoseinduktion ist das Auftreten von biochemischen und morphologischen Veränderungen in Zellen. Hierzu zählt das Aufblähen von Membranen, das Zellschrumpfen, der nukleäre Kollaps, die zelluläre Fragmentierung in 'apoptotic bodies' und die nukleosomale Fragmentierung von genomischer DNA (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980; Wyllie, 1980). Durch Hoechst/PI-Färbungen wurden solche Veränderungen sichtbar gemacht. Die Ergebnisse der FACS-Daten wurden hier bestätigt. KIAA0717-infizierte Zellen wuchsen durch G2/M-Phase-Arrest langsamer als GFP-infizierte Zellen und zeigten dann apoptotische Zellen. KIAA0767-infizierte Zellen lösten sich wie p53-infizierte Zellen vom Untergrund ab, wobei aufgeblähte Membranen und Zellkerne mit apoptotischen Körpern detektierbar waren. Da nach KIAA0767-Überexpression die meisten klassischen Apoptosemerkmale nachweisbar waren, wurde nur dieses Protein weiteren funktionellen Tests unterzogen. Apoptose-Stimuli werden wie bereits beschrieben durch Caspase-Todessignalkaskaden weitergeleitet und führen zeitlich nach der PARP-Spaltung zur Degradation von chromosomaler DNA in nukleosomale DNA-Einheiten. Die Detektion dieser Fragmente ist der klassischste Nachweis apoptotischer Zellen. Die sog. DNA 'ladder' fragmentierter Nukleinsäuren und die PARP-Spaltung als typisches Substrat der Todessignaltransduktionskaskade konnte nach KIAA0767-Überexpression identifiziert werden. KIAA0767-Überexpression führte daher wie p53-Überexpression zur Apoptoseinduktion. Die Ergebnisse der Funktionstests der drei KIAA-Genprodukte sind in Tabelle 4.1 zusammengestellt.   

	
	KIAA0455
	KIAA0717
	KIAA0767

	MTT Assays
	Schwach reduzierender Effekt auf die  Zellvitalität
	Mittelstark reduzierender Effekt auf die  Zellvitalität
	Stark reduzierender Effekt auf die  Zellvitalität 

	FACS
	Nicht untersucht
	G2/M-Arretierung, dann sub-G1 Anstieg 
	Sub-G1 Populationen

	Zell-Morphologie
	Nicht untersucht
	Langsameres Wachstum, dann apoptotische Zellen
	Apoptotische Zellen

	DNA 'ladder'
	Nicht untersucht
	Nicht untersucht
	Nukleosomale DNA- Einheiten

	PARP-Spaltung
	Nicht untersucht
	Nicht untersucht
	PARP-Spaltung durch Apoptoseind.


Tabelle 4.1 Ergebnisse der Testassays. Übersicht der Ergebnisse der funktionellen Analysen.

KIAA0767 wurde abgeleitet aus seiner Funktion als Dip für 'death inducing protein' benannt.

4.3 KIAA0767/Dip: ein effektiver Mediator E2F1-induzierter Apoptose 

Dip besitzt die klassischen Eigenschaften eines pro-apoptotischen Proteins. In asynchron wachsenden Tumor- und normalen Zellen konnten Dip-Proteine nicht detektiert werden. Die Existenz von unterschiedlich ausgeprägten mRNA-Leveln läßt nicht zwingend auf die Proteinmengen rückschließen. Dennoch bedeuten höhere mRNA-Level, daß die Protein-expression schneller und ausgeprägter ablaufen sollte als in Zellen in denen transkriptionell erst mRNA produziert werden muß. Allerdings führte die Aktivierung von ER-E2F1 in H1299 und Saos-2 Zellen bereits nach 24 Stunden zur Detektion von Dip-Proteinen, obwohl in beiden parentalen Zellinien keine Dip mRNA detektiert wurde. Bemerkenswert ist die Tatsache, daß Dip-Proteine sich mit zwei spezifischen Proteinbanden detektieren ließen, wenn sie endogen durch E2F1 als 'upstream'-Aktivator induziert wurden, aber vier spezifische Proteinbanden beobachtet wurden, wenn das Protein durch adenoviralen Gentransfer überexprimiert wurde. Proteindatenbank-recherchen haben deutlich gemacht, daß eine sehr große Anzahl von Modifikationsstellen im Dip-Protein existieren. So wurden neben mindestens zwei Transmembran-Domänen und einer GRAM-Domäne, typisch für membranasoziierte Proteine, auch mehrere Myristoylierungsstellen und sehr viele mögliche Phosphorylierungsstellen gefunden (vgl. Tabelle 3.4). Da die Datenbanken Modifikationsdomänen mit Hilfe von Algorithmen auffinden, die auf Informationen aus anderen Proteinen aufbauen, sind sicherlich nicht alle Domänen treffend vorausgesagt. Dennoch existieren mehrere Regionen für mögliche post-translationale Modifikationen im Protein. Glycosylierungen und Phosphorylierungen des Proteins führen zu mehreren unterschiedlichen Proteinformen mit unterschiedlichem Molekulargewicht. Diese Proteinisoformen wurden durch zwei bzw. vier Banden detektiert. Die vier beobachteten Proteinbanden zwischen 50 und 64 kDa nach adenoviraler Infektion können darauf beruhen, daß das exogene Dip durch die sehr starke Aktivität des CMV-Promotors in so großen Mengen produziert wird, daß die Kapazität der zellulären Mechanismen, die an der post-translationalen Modifikation des Proteins beteiligt sind, überlastet ist. Daher könnte es, anders als bei koordinierter post-translationaler Modifikation des endogenen Dip nach E2F1-Aktivität, neben den zwei Haupt-Proteinformen noch zur Existenz weiterer Proteinisoformen kommen. Diese zusätzlichen Proteinformen könnten Zwischenstufen darstellen oder aber durch mangelnde zelluläre Koordination auch unsinnig modifizierte Proteine sein. Es kann ausgeschlossen werden, daß die beobachteten Proteinbanden auf Effekte der Virusinfektion zurückzuführen sind, da das gleiche Bandenmuster (vier Banden) beobachtet wurde, wenn Zellen mit dem Dip-Vollängenkonstrukt unter CMV-Promotor-Kontrolle in einem Expressionsplasmid transfiziert wurden. Die Aufklärung der tatsächlich vorhandenen Proteinisoformen kann zukünftig vielleicht durch spezifische Antikörper gegen die Modifikationsstellen oder aber durch massenspektrometrische Analyse der Proteine untersucht werden. 

Nach bisherigen Erkenntnissen sind p73 und Apaf-1 in die E2F1-induzierte p53-unabhängige Apoptose involviert (Irwin et al., 2000; Stiewe und Pützer, 2000; Moroni et al., 2001). Aber auch die direkte Aktivierung von Caspasen 3, 7, 8 und 9 durch E2F1 konnte gezeigt werden (Nahle et al., 2002). In allen Studien wurde deutlich, daß weitere bisher noch nicht identifizierte Signalwege und Faktoren in die E2F1-induzierte Apoptose involviert sein müssen, da nach einem 'knockdown' der bisherigen Faktoren die Apoptoseinduktion nicht komplett unterbrochen wurde, sondern über alternative Signaltransduktionswege weiterlief. Dip wurde durch E2F1 transaktiviert und Dip-Überexpression führte in Zellen zum Absterben durch Apoptose. Ob Dip an der Weiterleitung E2F1-induzierter pro-apoptotischer Signale als zusätzlicher Faktor beteiligt ist, wurde durch 'knockdown' von Dip untersucht. Brummelkamp et al. (2002) entwickelten eine leistungsfähige Technologie zur spezifischen Unterdrückung der Protein-Expression. Mit dieser Technologie werden mRNAs eines bestimmten Proteins mit 'small interfering’ RNAs (siRNAs) gezielt durch Hybrdisierung gebunden und anschließend für die Degradation zugänglich gemacht. Durch Verwendung von siRNAs gegen Dip wurde die Transaktivierung von Dip spezifisch unterdrückt. In siGFP-infizierten Kontrollzellen dagegen wurde die 'normale' Transaktivierung von Dip nach Aktivierung von E2F1 nachgewiesen. Die Suppression von Dip führte zu einer verminderten E2F1-vermittelten Apoptoseinduktion. Damit einhergehend wurde in Langzeit Colony Assays und in FACS-Analysen eine signifikante Abnahme der Apoptoseinduktion im Vergleich zu siGFP-infizierten Zellen gezeigt. Damit konnte bestätigt werden, daß Dip an der p53-unabhängigen E2F1-induzierten Apoptose beteiligt ist. Die Dip-Unterdrückung führte erwartungsgemäß nicht zu vollständiger Blockade der Apoptose, da noch andere alternative Signalwege (wie z.B. p73) existieren, die E2F1-mediierten Zelltod vermitteln. Die beobachtete Apoptoseinduktion, die sich in siGFP-infizierten Kontrollzellen 48 Stunden nach E2F1-Aktivierung dadurch auszeichnet, daß 50% der Zellen in sub-G1 Phase sind, konnte auch in anderen Zelltypen bestätigt werden. Stiewe und Pützer (2000) haben 72 Stunden nach E2F1-Aktivierung in Saos-2 ER-E2F1-Zellen eine 48%ige sub-G1 Population beschrieben. Dieser Effekt entspricht weitestgehend den hier beobachteten sub-G1 Populationen und unterstützt die beobachtete Intensität der Apoptoseinduktion in den H1299 Kontrollzellen. Bei einem adenoviralen Gentransfer wird etwa fünf Tage nach Infektion eine Abnahme der Transgenexpression beobachtet. Dieser Effekt wird vermutlich durch Abschalten des CMV-Promotors hervorgerufen. Deshalb wurde beim Colony Assay Langzeitexperiment die H1299 ER-E2F1-Zellinie verwendet, weil hier keine Abnahme der Transgen-Expression beobachtet wird.

Die E2F1-Regulation von Dip wurde durch Dip-Promotorkonstruktanalysen genauer untersucht. Der Dip-Promotor wurde durch E2F1 nicht aktiviert, obwohl mehrere E2F-Bindungsstellen, die dem Konsensus-Sequenzmotiv entsprechen, identifiziert wurden. Dieser Effekt wurde in H1299 und in Saos-2 Zellen gezeigt. Der Promotor besitzt wie viele andere E2F-regulierte Promotoren keine TATA-Box, weist aber typische Bindungsstellen für den Sp1 Transkriptionsfaktor auf. Die Promotor-Aktivierung durch E2F1 über Sp1-Bindungsstellen ist in der Literatur beschrieben (Blais et al., 2002). Sp1 Promotor-Bindungsstellen können auch durch p53 gebunden werden. Promotoren anderer E2F1-regulierter Gene wie Apaf-1 oder p73 besitzen p53-Bindungsstellen. Der Dip-Promotor besitzt allerdings keine direkten p53-Bindungsstellen. Die Tatsache, daß der Promotor sich nicht durch E2F1-Expression aktivieren ließ, war sehr überraschend. In RT-PCR Untersuchungen wurde reproduzierbar eine direkte Aktivierung von Dip durch E2F1 gezeigt. Die Promotor-Reportergenanalysen wurden ebenfalls mit E2F1/DP1 Co-Transfektionen, mit E2F1-Überschuß und mit p73-Promotoren als Positivkontrolle durchgeführt. Daher ist davon auszugehen, daß Dip, anders als in den RT-PCR Analysen gezeigt, nicht direkt von E2F1 transaktiviert wird. Die vermeintlich direkte Aktivierung durch E2F1 in CHX-Anwesenheit ist vermutlich darauf zurückzuführen, daß die tatsächlich für die Transaktivierung benötigten zellulären Faktoren in ausreichender Menge in den Saos-2 ER-E2F1-Zellen bereits vorhanden waren, um einen transaktivierenden Effekt auszulösen. Da Saos-2 ER-E2F1-Zellen neben p53 auch kein funktionelles pRb exprimieren ist es sogar sehr wahrscheinlich, daß durch vermehrt freies E2F1 der oder die benötigten Mediatoren in erhöhter Konzentration vorlagen. Die Aktivierung von Dip als Resultat erhöhter E2F1-Aktivität steht außer Frage. In verschiedenen Zellsystemen konnte sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene die Induktion von Dip durch Aktivierung von E2F1 gezeigt werden. 

Andere p53-unabhängige E2F1-regulierte pro-apoptotische Proteine stehen mit anderen Tumorsuppressoren in Interaktion. Apaf-1 kann von p53 transaktiviert werden (Fortin et al., 2001) und ist daher fähig, p53-abhängig und -unabhängig Apoptose zu vermitteln. Neben der Transaktivierung durch E2F1 wird p73 ebenfalls durch p53 induziert (Chen et al., 2001) und steht daher mit einem parallelen Weg in Verbindung. Dip wurde nur von p73( induziert, während p73α keinen Effekt auf die Expression hatte und p53 sogar reprimierend wirkte. Dieses Resultat ist erstaunlich, weil beide p73 Isoformen etwa gleich stark Apoptose induzieren (Jost et al., 1997). Dennoch könnte die Tatsache, daß nur p73( in der Lage ist Dip zu induzieren, ebenfalls einen alternativen pro-apoptotischen Signalweg von Dip aufzeigen. Damit ergibt sich ein in Abbildung 4.1 dargestelltes Modell für die Dip-Regulation und die Dip-induzierte Apoptose.
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Abb. 4.1. Modell Dip-induzierter p53-unabhängiger Apoptose. Dip wird durch E2F1 induziert. Mindestens ein weiteres Protein ist an dieser Aktivierung beteiligt. Dip wird durch p73( induziert. Dip aktiviert die Apoptoseinduktion. Es existieren alternative p53-unabhängige Signalwege.   

Datenbankrecherchen haben die Lokalisation von Dip in den Mitochondrien suggeriert. Diese Lokalisation konnte nicht nur durch Immunfluoreszenzanalysen, sondern auch durch Analyse subzellulärer Fraktionen bestätigt werden. Allerdings wurde wegen ungeeigneter Antikörper nur überexprimiertes His-markiertes Dip in Immunfluoreszenz-analysen detektiert. Jedoch wurde endogenes Dip-Protein bei der subzellulären Fraktionierung nur in der mitochondrialen Fraktion nachgewiesen. Nach E2F1-Induktion nimmt die Dip-Proteinbande in den Mitochondrien signifikant ab, ist aber im Cytoplasma nicht zu finden. Die Abnahme der Proteinmenge könnte durch Ausschleusung des Proteins aus den Mitochondrien hervorgerufen worden sein. Wegen der nukleären Lokalisationsdomäne von Dip ist diese Postulation sehr wahrscheinlich. Es kann spekuliert werden, daß Dip direkt aus den Mitochondrien in den Zellkern transloziert und auf seinem Weg nur sehr kurzfristig im Cytoplasma zu finden ist. Diese Translokation des Proteins ließ sich ebenfalls wegen ungeeigneter Antikörper nicht verfolgen. Durch Aufreinigung von Zellkernextrakten nach E2F1-Aktivierung und Immunfluoresz-enzanalysen mit einem geeigneten Antikörper ließe sich diese Hypothese weiter untersuchen. Für diese Translokationstheorie spricht außerdem, daß weitere apoptotische Mechanismen wie die Fragmentierung genomischer DNA im Zellkern ausgelöst werden müssen. Ob diese Mechanismen jedoch von Dip selbst oder durch andere Mediatoren ausgelöst werden bleibt zu klären. Die Vermutung, daß eine Degradation von Dip nach E2F1-Induktion die Ursache für die Abnahme der Proteinmenge in den Mitochondrien ist, würde gegen alle bisherigen Daten argumentieren. 

Bisher wurde ein anderes mitochondriales Protein der 'apoptosis inducing factor' (AIF) gefunden, der in den Mitochondrien lokalisiert ist und bei  Apoptoseinduktion in den Zellkern transloziert (Susin et al., 1999). Dieses Flavoprotein löst im Zellkern eine Caspase-unabhängige Kondensation von Chromatin und die Fragmentierung von DNA aus (Lorenzo et al., 1999). Kürzlich konnte gezeigt werden, daß AIF auch an E2F1-induzierter Apoptose in Colonkarzinomzellen beteiligt ist (Vorburger et al., 2003). Ob nun Dip ähnlich wie AIF auch Caspase-unabhängig Apoptose auslösen kann muß erst geklärt werden. Untersuchungen der Caspase-Kaskade mit spezifischen Inhibitoren haben gezeigt, daß Apoptose über Caspase-abhängige Mechanismen aber auch Caspase-unabhängig verlaufen kann (Rathmell und Thompson, 1999). Auf dem Caspase-abhängigen Signalweg wird die Effektor-Caspase-3 durch Prozessierung verschiedener Pro-Caspasen aktiviert. Hierzu zählen die Aktivierung von pro-Caspase-9 über die Mitochondrien (Reed und Paternostro, 1999), die Aktivierung von Pro-Caspase-8 über den rezeptorvermittelten Signalweg (Martin et al., 1998; Srinivasan et al., 1998) und die Aktivierung von Pro-Caspase-12 durch Streßsignale des endoplasmatischen Retikulums (Nakagawa et al., 2000). Die aktivierte Caspase-3 deaktiviert mehrere Substrate wie PARP oder 'inhibitors of caspase-activated DNases' (ICAD) durch Spaltung. Die Konsequenz dieser Spaltungen sind der Verlust zellulärer Reparaturmechanismen (PARP) (Kaufmann et al., 1993) und die Aktivierung von Caspase-abhängigen DNasen (CAD), die zur Fragmentierung von chromosomaler DNA führen (Enari et al., 1998). Die Caspase-unabhängige Apoptose läuft vor allem über sog. nicht-Caspase Proteasen ab (Johnson 2000; Stenson-Cox et al., 2003), die ebenfalls klassische Caspase-Substrate spalten können (Leist und Jäättelä; 2001). Eines dieser Caspase-unabhängigen Serin-Proteasen ist das apoptotische Protein AP24, das DNA-Degradation induzieren kann (Wright et al., 1996; Torriglia et al., 1998). Die Konvergenz der Caspase-abhängigen und -unabhängigen Mechanismen wurde dadurch gezeigt, daß PARP nach streßbedingter Spaltung auf dem Caspase-unabhängigen Signalweg auch AIF-Freisetzung aus den Mitochondrien und Apoptose induzieren kann (Yu et al., 2002). Daher bleibt zu klären, ob Dip die PARP-Spaltung über Caspase-3 induziert oder aber Caspase-unabhängige Mechanismen für diesen Prozeß verantwortlich sind. Da ein weiterer mitochondrialer Faktor (AIF) ebenfalls Caspase-unabhängig Apoptose auslöst ist, dies ein möglicher Mechanismus für Dip. Weiterhin kann spekuliert werden, daß Dip wegen seiner Involvierung in den Mitochondrien auch die mitochondrial assoziierte Caspase-9 aktivieren kann.

Die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Cytosol ist ein häufig beschriebenes Ereignis bei der Induktion von Apoptose (Hengartner, 2000). Bei E2F1-induzierter Apoptose wurde die Freisetzung von Cytochrom c bisher jedoch nur in p53-positiven Zellen beobachtet (Moroni et al., 2001; Furukawa et al., 2002). Außerdem ist der zugrundeliegende Mechanismus dieser Freisetzung duch E2F1-Aktivität bislang nicht aufgeklärt. Daher ist es erwähnenswert, daß hier zum ersten Mal die Freisetzung von Cytochrom c in p53-negativen Zellen gezeigt werden konnte. Der Anstieg von Cytochrom c ist auf eine tatsächliche Freisetzung und nicht etwa auf eine Verunreinigung der cytosolischen Fraktion durch mitochondriale Proteine zurückzuführen, denn das mitochondriale Markerprotein Cox 4 ist in diesen Fraktionen abwesend. Durch diese neuen Erkenntnisse ergibt sich ein neues Bild E2F1-induzierter Apoptose.  
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Abb. 4.2 Modell E2F1-induzierter mitochondrialer Apoptose. E2F1 induziert Cytochrom c, AIF- und Dip-Freisetzung aus den Mitochondrien. Cytochrom c aktiviert mit Apaf-1 über die Apoptosombildung Caspase‑9. AIF transloziert in den Kern und induziert DNA-Fragmentierung. Dip induziert PARP-Spaltung. Dip aktiviert die PARP-Spaltung durch Caspase-3 Aktivierung oder unabhängig von dieser Protease. Dip aktiviert möglicherweise Caspse-9 und transloziert vermutlich in den Zellkern.

4.4 Ausblick
Obwohl aus den Daten bereits wichtige Erkenntnisse für die molekularen Zusammenhänge E2F1-induzierter und Dip-involvierter Apoptose resultieren, bleiben einige Fragen offen:

1. Welche Modifikationen führen zu den beiden endogenen Proteinformen, die nach E2F1-Induktion beobachtet werden können? Weiterhin ist nicht klar, warum vier Banden nach adenoviraler Transduktion detektiert werden und wie die zusätzlichen Proteinisoformen aufgebaut sind.

2. Welche Mediatoren sind in die E2F1-induzierte Dip-Aktivierung involviert? Wie läuft die E2F1-induzierte Apoptose unter Dip-Involvierung ab?

3. Transloziert Dip tatsächlich in den Zellkern und sind andere Proteine an diesem Prozeß beteiligt? Löst Dip Caspase-unabhängig Apoptose aus oder werden Caspase-3 bzw. Caspase-9 durch Dip aktiviert?

Neben der genaueren Analyse des Dip-assoziierten Apoptosemechanismus wird zukünftig die Anwendung von Dip für gentherapeutische Ansätze interessant sein. Dabei stellt sich die Frage, ob Dip-Überexpression auch in ex vivo und in vivo Tumorwachstumsstudien durch pro-apoptotische Mechanismen zu Tumorregressionen führen kann.
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