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Das Überleben einer Zelle ist das Ergebnis einer fein abgestimmten Homöostase zwischen Zellwachstum und Zelltod. Die Balance zwischen diesen beiden Prozessen ist im Laufe der Entwicklung eines Organismus von entscheidender Bedeutung. Die Verschiebung des Gleichgewichtes hin zu verstärktem Zellwachstum, der Proliferation,  ist ein fundamentaler Schritt bei der Tumorentstehung. 

Tumorzellen zeichnen sich dadurch aus, daß sie eine reduzierte Sensitivität auf anti-proliferative Signale wie anti-Wachstumsfaktoren aufweisen (Hanahan und Weinberg, 2000). Die Einleitung des progammierten Zelltodes, der Apoptose, stellt eine wichtige zelluläre Schutzfunktion zur Verminderung der Tumorentstehungen dar. Dieser Mechanismus ist häufig durch Mutationen von Tumorsuppressorgenen außer Kraft gesetzt (Hartwell und Kastan, 1994).

Die Identifizierung apoptoserelevanter Gene und die Untersuchung der zugrunde liegenden Netzwerke sind essentiell für das Verständnis der molekularen Zusammenhänge und daraus resultierende therapeutische Strategien. 

1.1 Der Zellzyklus

Der Zellzyklus in Säugerzellen ist in vier Phasen unterteilt, die G1-, S-, G2- und M-Phase. Die Zellteilungsphase oder Mitose (M-Phase) und die Replikations- und  DNA-Synthese Phase (S-Phase) werden durch die Wachstumsphasen G1 und G2 getrennt. Bevor Zellen in die S-Phase eintreten, passieren sie in der späten G1-Phase den sog. Restriktions-punkt. Nach Überschreiten des Restriktionspunktes treten Zellen ohne Umkehrmöglichkeit in die S-Phase ein und komplettieren den Zellzyklus unabhängig von der Anwesenheit von Wachstumsfaktoren (Sherr, 1996). Die Koordination für das Durchschreiten des Restriktionspunktes wird durch die aufeinanderfolgende Aktivierung von Cyclin-abhängigen Kinasen (Cdks) in der G1-Phase gesteuert. Die Aktivität der Cdks wird dabei durch die Bindung von Cyclinen an die regulatorische Cdk-Untereinheiten, durch Cdk- Inhibitoren (Cdis) und durch deren Phosphorylierungstatus gesteuert (Sherr, 1996). Mitogene Wachstumsfaktoren aktivieren D Cycline (Mittnacht, 1998), die Komplexe mit Cdk4 oder Cdk6 eingehen können und durch Phosphorylierung von Schlüsselproteinen des Zellzyklus wie dem Retinoblastoma (pRb) Tumorsuppressorprotein das Durchschreiten des Restriktionspunktes zur Folge haben. Die Hyperphosphorylierung von pRb (pRb-Inaktivierung) führt zur Freisetzung des E2A bindenden Faktors (E2F), was zur Aktivierung von Zielgenen inklusive Cyclin E (Ohtani et al., 1995; Botz et al., 1996) führt, die wiederum mit Cdk2 Komplexe bilden und innerhalb eines 'Feedback'-Mechanismus die weitere E2F-Freisetzung durch pRb Phosphorylierung induzieren (Lundberg und Weinberg, 1998). Der massive Anstieg von Cyclin E/Cdk2-Komplexen ist Voraussetzung für die Initiation der DNA-Replikation (Sherr, 1996). 

Zwei Arten von Cdi Familien (Sherr und Roberts, 1999) regulieren die Cdk-Aktivität. Hierbei inhibieren Ink4a-proteine, von denen bisher vier beschrieben wurden (p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c und p19INK4d) spezifisch Cdks4 und 6. Die zweite Cdi-Familie der Cip/Kip Inhibitoren greift sowohl die Cycline als auch die Cdk-Untereinheit von Cyclin A-, Cyclin D- und Cyclin E-abhängigen Kinasen an (Sherr und Roberts, 1999). Zu dieser Familie zählen p21Cip1, p27Kip1 und p57Kip2. Das regulatorische Potential dieser Inhibitoren ist enorm, da sie unter zellulären Streßbedingungen wie z.B. DNA-Schädigung das Fortschreiten des Zellzyklus verhindern und pRb in hypophosphoryliertem (aktivem) Zustand halten. Hier spielt das pRb Tumorsuppressorprotein bei der Regulation von Proliferation und dem Überleben einer Zelle eine entscheidende Rolle (Dyson, 1998). Die Wirksamkeit dieses Signalweges wird dabei durch die Aktivität des Effektors E2F vermittelt (Nevins, 1998) (Abb.1.1). 

1.2 pRb und ’pocket’ proteine

Das Rb Gen besitzt alle Eigenschaften eines klassischen Tummorsuppressorgens und ist in mindestens einem Drittel aller Tumoren mutiert oder komplett abwesend (Weinberg, 1995; Sherr, 1996). Mutationen in einzelnen Allelen im Rb Gen erzeugen eine Prädisposition für eine große Anzahl von Tumorarten (Weinberg, 1995); heriditäre inaktivierende Mutationen im Rb Gen dagegen sind mit dem selten auftretenden Retinoblastoma Tumor der Augen im Kindesalter assoziiert (Friend et al., 1986). 

pRb ist zusammen mit p107 und p130 Mitglied der ’pocket’ Proteinfamilie (Wang, 1997; Dyson, 1998). Alle ’pocket’ Proteinfamilienmitglieder besitzen eine überlappende Sequenzhomologie, vor allem in der ’pocket’ Domäne der jeweiligen Proteine. Trotz der bestehenden Homologie ist Rb das einzige Gen, das in Tumorzellen häufig mutiert ist (Weinberg, 1995). Die physiologische Bedeutung jedes einzelnen Familienmitgliedes wurde durch ’knockout’ Mausmodelle aufgeklärt. Rb-/- Mäuse sind nicht lebensfähig und zeigen eine Lethalität zwischen den embryonalen Tagen E13 und E15 und weisen Differenzierungsanomalien in einer Vielzahl von Geweben auf, die wahrscheinlich durch unkoordinierten Zellzykluseintritt und Apoptoseinduktion hervorgerufen werden (Clarke et al, 1992). p107-/- und p130-/- Mäuse dagegen sind lebensfähig und zeigen keine Tumorbildung, was die unterschiedliche Bedeutung von p107 und p130 in bezug auf die Zellzykluskontrolle im Gegensatz zu pRb unterstreicht. Jedoch zeigen p107-/- und p130-/- Doppel-’knockout’-Mäuse embryonale Lethalität, was für eine funktionelle Überlappung zwischen p107 und p130 spricht (Cobrinik et al., 1996). Es konnte jedoch beobachtet werden, daß in Abwesenheit von p107 in Rb+/- Embryos die Entwicklung von Abnormalitäten beschleunigt wird, was ebenfalls für eine funktionelle Redundanz zwischen pRb und p107 spricht (Lee et al., 1996). Daher ist es eher unwahrscheinlich, daß p107 und p130 eine Tumorsuppressorfunktion innehaben, auch gerade deshalb, weil die Mutation dieser beiden Gene in Tumoren bislang nicht beschrieben wurde.

Die E2F-pRb-Bindung findet über das E2F-Peptidsequenzmotiv LXCXE mit der ’pocket’ Region statt (Wang, 1997). Virale Onkoproteine wie SV 40 ’large T antigen’, HPV E7 und Ad E1A besitzen ebenfalls das gleiche Sequenzmotiv und können so mit pRb interagieren (Mulligan und Jacks, 1998). Die Fähigkeit viraler Proteine, Zellen zu transformieren, beruht darauf, über die pRb-Bindung die normale Wachstumskontrolle auszuschalten. Die Rolle von E2F wurde deutlich, als beschrieben wurde, daß E2F für die Funktion von pRB bedeutsam ist (Bandara und La Thangue, 1991; Nevins, 1992). 

1.3 Die E2F Familie

E2F wurde als erstes zelluläres Protein identifiziert, das den Tumorsuppressor pRb binden kann (Bagchi et al., 1991; Bandara und La Thangue, 1991; chittenden et al., 1991; Helin, et al., 1992; Kaelin et al., 1992). pRb reguliert über E2F die Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose durch Inhibierung von E2F-regulierten Promotoren. Die zelluläre Aktivität von E2F beruht auf einem heterodimeren Komplex aus einem der bis vor kurzem sechs Mitglieder zählenden E2F-Familie (E2F1 bis E2F6) in Verbindung mit je einem der zwei DRFT1-Polypeptid-1 (DP) Familienmitglieder (Dyson, 1998). Das kürzlich identifizierte murine E2F7 besitzt keine DP-Dimerisierungsdomäne, so daß dessen Aktivität unabhängig von DP Partnern ist (DeBruin et al., 2003). Heterodimere Komplexe aus E2Fs und DPs können in vitro in allen denkbaren Kombinationen auftreten und werden durch alternative Spleißprodukte von DP2 und E2F3 in ihrer Anzahl noch komplexer (De la Luna et al., 1996; Adams et al., 2000). Die Komposition des Heterodimerkomplexes scheint über die DNA-Bindungsspezifizität zu entscheiden (Tao et al., 1997). Die E2F-Familienmitglieder wurden bisher abhängig von ihrer ’pocket’ Proteinbindungsaffinität und ihren funktionell überlappenden Eigenschaften in drei Gruppen unterteilt. E2F1 bis E2F3 bilden die erste Untergruppe und haben jeweils eine aminoterminale Cdk/Cyclin A-Bindungsdomäne und ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS). Dieser Bereich ist bei E2F4 und E2F5, den Mitgliedern der zweiten Gruppe, verkürzt. Statt dessen besitzen sie ein nukleäres Ausschleusungssignal (Gaubatz et al., 2001). E2F6, das die dritte Gruppe der E2F-Familienmitglieder darstellt, fehlen alle diese Domänen. E2F1, E2F2 und E2F3 binden exklusiv pRb und fungieren als Transaktivatoren. E2F4 und E2F5 hingegen zeigen vorzugsweise Affinität für p107 und p130 und fungieren transreprimierend auf E2F-regulierte Gene (Trimarchi und Lees, 2002). E2F6 interagiert mit keinem ’pocket’ Protein und übt Repressorfunktionen auf die E2f-abhängige Transkription mit ’chromatin modifiern’ aus (Trimarchi et al., 2001; Ogawa et al. 2002). E2F6 besitzt im Vergleich zu den vorherigen fünf E2F-Familienproteinen keine Transaktivierungsdomäne und unterscheidet sich deutlich von ihnen; es hat abgesehen von der DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomäne wenig homologe Bereiche und ist carboxy- und aminoterminal trunkiert. Da über das neue E2F7 erst eine Studie existiert, und obwohl es wahrscheinlich zusammen mit E2F6 aufgrund der fehlenden Transaktivierungs- und ’pocket’ Protein-Bindungsdomäne in die dritte Gruppe gehört, konnte es aufgrund der geringen Datenmenge noch nicht gesichert einer Untergruppe zugeordnet werden (Tabelle 1.1 und Abb. 1.2). 

	Protein
	Zeitpunkt der Expression
	’pocket’ Protein -bindung
	Phase des Zellzyklus im Komplex mit ’pocket’ Protein
	Nukleäres Lokalisationssignal
	Cyclin A/Cdk2-Bindungsdomäne

	E2F1
	G1/S-Phase
	pRb
	G0, S, G1
	+
	+

	E2F2
	G1/S-Phase
	pRb
	G0, S, G1
	+
	+

	E2F3
	G1/S-Phase
	pRb
	G0, S, G1
	+
	+

	E2F4
	konstitutiv
	p107 & p130
	S, G0
	-
	-

	E2F5
	konstitutiv
	p107 & p130
	S, G0
	-
	-

	E2F6
	konstitutiv
	-
	-
	+
	-

	E2F7
	konstitutiv *, 

in S-Phase  erhöht
	-
	-
	+
	-

	DP1
	konstitutiv
	pRb, p107 & p130
	G0, S, G1
	-
	-

	DP2
	konstitutiv
	pRb, p107 & p130
	G0, S, G1
	Abhängig vom Spleißprodukt
	-


Tabelle 1.1 Eigenschaften von E2F- und DP-Proteinen. Modifiziert nach Stevens und La Thangue, 2003. *, E2F7 wurde bisher nur auf mRNA Ebene und nicht als Protein analysiert.

Wenn E2Fs im Komplex mit hypophosphoryliertem pRb vorliegen, fungieren sie als transkriptionelle Repressoren. Freies E2F hingegen aktiviert die Transkription (Dyson, 1998; Müller und Helin, 2000) (Abb.1.1). Zu den durch E2F aktivierbaren Zielgenen gehören Zellzyklusregulatoren wie Cyclin E, Cyclin A, Cdc2, p107, pRB, c-Myc, N-Myc, B-Myb, E2F1 und E2F2, sowie enzyme der DNA-Synthese wie die Dihydrofolatreduktase, DNA-Polymerase alpha und Thymidinkinase, aber auch essentielle Proteine für die DNA-Replikation wie ORC1, Cdc6 und das ’minichromosome maintenance’ Protein MCM (Slansky und Farnham, 1996; Dyson, 1998). Pro-apoptotische E2F-Zielgene sind der ’apoptosis protease-activating factor 1’ (Apaf-1), p73 und p19ARF (Bates et al., 1998; Irwin et al., 2000; Stiewe und Pützer, 2000; Moroni et al., 2001).

Die Mitglieder der ersten E2F Untergruppe, E2F1 bis E2F3, aktivieren E2F-responsive Gene und treiben die Zellproliferation voran (DeGregori et al., 1997). Die Überexpression jedes dieser Transkriptionsfaktoren aktiviert ruhende Zellen zum Eintritt in den Zellzyklus 

(Johnson et al., 1993; Asano et al., 1996; Lukas et al., 1996; Wang et al., 1998). Dieser Wiedereintritt in die S-Phase kann sowohl durch spezifische dominant-negativ wirkende Proteinmutanten (Wu et al., 1996), wie auch durch die Entfernung von E2F1 bis E2F3 (Wu et al., 2001) verhindert werden. Neben dem Wiedereintritt in den Zellzyklus kann die Überexpression von E2F1, E2F2 und E2F3 wachstumsinhibitorische Effekte von p16 (Lukas et al., 1996) und TGFβ ('tumor growth factor (') (Schwarz et al., 1995) oder eine durch Bestrahlung (DeGregori et al., 1995) hervorgerufene Zellzyklusarretierung aufheben. Der S-Phasen-Eintritt wird durch die Dimerisierungs-, DNA-Bindungs- und Transaktivierungsdomänen der Transkriptionsfaktoren vermittelt (Johnson et al., 1993; Qin et al., 1994), was für die Beteiligung von E2F-regulierten Zielgenen an diesem Prozeß spricht. Die Aktivität von E2F wird wiederum durch die pRb-Bindung kontrolliert und zwar so, daß das ’pocket’ Protein die Transaktivierungsdomäne abschirmt und dadurch den Kontakt des E2F/DP-Heterodimers zu anderen für die Transkription benötigten Proteinen verhindert. In in vitro Transkriptions- und DNase ’footprinting’-Studien konnte gezeigt werden, daß pRb den Aufbau des Transkriptionsintiationskomplexes verhindert (Ross et al., 1999). 

[image: image1.wmf]TNFR

RIP

Caspase

-

8

FADD

TRAF

Apoptose 

NF

k

B

JNK/SAPK

Mitochondrien

Cytochrom c

SMAC/

Diabolo

SMAC/

Diabolo

Caspase

-

3

Caspase

-

9

IAPs

IAPs

E2F1

E2F1

Apaf

-

1

Einen Mechanismus für die Langzeit-Repression von zellzyklusregulierten Genen übt pRb durch Rekrutierung von chromatin-modifizierenden Proteinen wie der Histon-Deacetylase (HDAC), der Histon-Methyltransferase (MTase) SUV39H1 oder der humanen Analoga zu Hefe SWI2/SNF2-Proteinen aus (Brehm et al., 1998; Harbour und Dean, 2000; Zhang et al., 2000; Nielsen et al., 2001). 

Abb. 1.1 Regulation von E2F. Durch pRb inaktiviertes E2F/DP wird durch Cdks nach pRb Phosphorylierung aktiviert und transaktiviert mit anderen Cofaktoren wie p300/CBP Zielgene. pRb kann durch virale Onkoproteine inaktiviert werden und zur Freisetzung von E2F/DP-Heterodimeren führen. Mutiertes pRb in Tumoren kann E2F/DP-Komplexe nicht binden. Langzeit Repression tritt ein, wenn pRb weitere Proteine wie HDAC, MTasen und SWI2/SNF2 rekrutiert, die die Chromatin Umgebung so verändern, daß ein für die Transkriptionsinitiation inaktiver Zustand geschaffen wird.    

Damit wird ein für die Transkriptionsinitiation inaktiver Zustand geschaffen, und zellzyklusregulierte Gene können so über einen langen Zeitraum reprimiert werden (Abb. 1.1). 

Während die Expression von E2F1-, E2F2- und E2F3-Proteinen vor allem während des Überschreitens der G1/S-Zellzyklusphasengrenze auftritt, werden E2F4 und E2F5 durch alle Zellzyklusphasen und auch in der ruhenden G0-Phase permanent konstitutiv exprimiert (Dyson, 1998). Die Mitglieder der zweiten E2F Untergruppe heben sich nicht nur durch ihre Sequenzunterschiede, sondern auch durch ihre Repressorfunktion bezüglich E2F-responsiver Gene von E2F1 bis E2F3 ab. Diese reprimierende Wirkung hat in der unterschiedlichen zellulären Lokalisation ihren Ursprung. E2F4 und E2F5 sind cytoplasmatisch lokalisiert und sind hinsichtlich ihrer Translokation in den Zellkern von der Bindung an ’pocket’ Proteine (Allen et al., 1997; Verona et al., 1997) oder an DP2 (Magae et al., 1996) abhängig.

E2F4- und E2F5-Komplexe mit ’pocket’ Proteinen werden hauptsächlich während der G0/G1-Phase gefunden. Außerdem führen Mutationen der E2F-Bindungsstellen in den Promotorregionen von E2F-regulierten Genen wie B-Myb oder Cdc2 zu erhöhter Expression dieser Gene in der G0/G1-Phase, was für eine Repression durch E2F4 und E2F5 spricht (Dalton, 1992; Lam und Watson, 1993). E2F-Promotor-Bindungsstellen werden durch eine große Anzahl von E2F4/p130-Komplexen während der G0/G1-Phase in vivo besetzt, dagegen ist die Anzahl dieser Komplexe am Promotor in der G1-Phase nach der Expression von E2F1 bis E2F3 deutlich reduziert (Takahashi et al., 2000). Diese Reduktion geht einher mit dem Zerfall von E2F4/DP-’pocket’ Protein-Komplexen und der Relokalisation von E2F4/DP in das Cytoplasma (Takahashi et al., 2000). Die Entfernung von E2F4/p130 Komplexen an Cdc2-Promotor-Bindungsstellen findet synchron mit dem Cdc2 Expressionsstart statt (Tommasi und Pfeifer, 1995). 

E2F4 und E2F5 wurden ebenfalls als Mediatoren von TGFβ-vermittelter Wachstums-inhibition gefunden (Chen et al., 2002). Smad3/E2F4/E2F5/DP1/p107-Komplexe translozieren nach Behandlung mit TGFβ vom Cytoplasma in den Zellkern. Im Zellkern wird dieser Komplex um Smad4 erweitert und bindet eine Smad-E2F-Promotor-Bindungsstelle im c-Myc-Promotor. Dies führt zur Repression dieses wachstums-stimulierenden Gens (Chen et al., 2002).

E2F6 unterscheidet sich ausgenommen von seiner Dimerisierungs- und DNA-Bindungs-domäne deutlich von den ersten fünf E2F-Proteinen (Abb. 1.2). Das Protein besitzt keine carboxyterminale Transaktivierungs- und ’pocket’ Protein-Bindungsdomäne (Morkel et al., 1997), daher wurde angenommen, daß es als Repressor von E2F-regulierten Genen fungiert. Es konnte gezeigt werden, daß es multiple Faktoren für die transkriptionelle Repression wie RYBP (’ring1 and YY1-binding protein’) und ’polycomb’ Gruppen-Proteine (PcG) bindet und den Promotor effektiv reprimiert (Trimarchi et al., 2001). Interessanterweise rekrutiert E2F6 chromatin-modifizierende Proteine und kann nicht nur E2F- sondern auch Myc-regulierte Promotoren reprimieren (Ogawa et al., 2002). E2F6 unterdückt die transkriptionelle Aktivierung in ruhenden Zellen und wird durch die Expression von Transaktivatoren wie E2F1 nach Wiedereintritt in den Zellzyklus verdrängt.

Das murine E2F7 unterscheidet sich völlig von allen anderen Faktoren, weil es nur in seinen beiden DNA-Bindungsdomänen Sequenzhomologien aufweist. Außerdem besitzt es als einziges Mitglied eine zweite DNA-Bindungsdomäne während andere typische Domänen fehlen (DeBruin et al., 2003) (Abb. 1.2). E2F7 ist ebenfalls ein Repressor, wobei dieser Effekt nicht universell, sondern auf bestimmte Promotoren beschränkt ist. E2F7 unterdrückt die Transaktivierung von E2F1. Es wird spekuliert, daß E2F7 Tumorsuppressorfunktion haben könnte (DeBruin et al., 2003).      
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Abb. 1.2 Übersicht aller E2F- und DP-Familienmitglieder. Die erste E2F Untergruppe trägt ein nukleäres Lokalisationsignal und eine Cyclin A-Bindungsstelle. Die Mitglieder der zweiten Gruppe sind um diese beiden Domänen aminoterminal verkürzt, tragen dafür aber ein nukleäres Exportsignal. E2F6 (die dritte E2F Untergruppe) ist carboxyterminal um die Transaktivierungs- und 'pocket' Protein-Bindungsdomäne trunkiert. E2F7 hat zwei DNA-Bindungsdomänen. DP- und E2F-Proteine besitzen Homologien in ihren Dimerisierungs- und DNA-Bindungsdomänen. Die Lokalisation von DP-Proteinen ist abhängig von einem zweiten nukleären Lokalisationssignal. Es existieren vier DP2 Isoformen. DP2 α/δ sind nukleär und DP2 β/γ cytoplasmatisch lokalisiert.

1.4 E2F-Regulation

Die Aktivität des Transkriptionsfaktors E2F unterliegt während des gesamten Zellzyklus einer strengen Regulation. Die E2F-Aktivität wird nicht nur durch 'pocket' Protein Bindung und Cdk4/Cyclin D bzw. Cdk2/Cyclin E reguliert, sondern auch durch Cdk2/Cyclin A beim Eintritt in die S-Phase (Xu et al., 1994). Durch diese Bindung zwischen E2F1 und Cdk2/Cyclin A wird DP1 phosphoryliert (Krek et al., 1995), was zum Verlust der DNA-Bindung und der ubiquitin-abhängigen Proteolyse von E2F1 und schließlich zum Austritt aus der S-Phase führt (Elledge und Harper, 1998). Während Cdk4/Cyclin D und Cdk2/Cyclin E die Transkriptionsinitiation und den S-Phase-Eintritt koordinieren, führt die Cdk2/Cyclin A Interaktion zur Terminierung der Synthesephase. Weiterhin wurde kürzlich gezeigt, daß E2F ebenfalls durch das 'murine double minute 2' (Mdm2) Onkoprotein und p19ARF in seiner Aktivität reguliert wird (Loughran und La Thangue, 2000; Martelli et al., 2001; Mason et al., 2002). 

E2F benötigt zur Aktivierung der Transkription die Bindung von p300/CBP Co-Aktivator- Familienproteinen (Trouche et al., 1996; Morris et al, 2000). p300/CBP-Proteine formen nicht nur einen Multiproteinkomplex aus Komponenten, die für den Transkriptionsstart erforderlich sind wie TFIIB, das TATA-Box Bindeprotein (TBP) oder die RNA Polymerase II, sondern besitzen auch eine Histonacteyltransferase (HAT) Domäne, durch die sie die Chromatinstruktur lockern und die Zugänglichkeit für den Transkriptionsapparat erhöhen (Chan und La Thangue, 2001). Außerdem sorgen p300/CBP-Proteine für die Erhöhung der DNA-Bindungsaktivität und damit der transkriptionellen Aktivität und der Proteinstabiliät von E2F1 durch spezifische Acetylierung von E2F1 durch den p300/CBP-assoziierten Faktor (PCAF) (Martinez-Balbas et al., 2000).          

Die Komplexität dieser Regulation, die in ihrer Vollständigkeit noch nicht aufgeklärt ist, zeigt die enorme Bedeutung von E2F für die Transkriptionsinitiation. 

1.5 Die Rolle von E2Fs für Proliferation, Differenzierung und Karzinogenese 

E2Fs spielen eine maßgebliche Rolle in der Koordinierung vieler zellulärer Prozesse. Mausfibroblasten von E2F1 -/- Embryos zeigten einen verzögerten G0-Phase-Austritt, was für eine Regulation des zeitlich abgestimmten S-Phase-Eintritts durch E2F1 spricht (Wang et al., 1998). E2F3 -/- Mausembryofibroblasten dagegen zeigen eine reduzierte Expression von verschiedenen E2F-regulierten S-Phase Genen wie B-Myb, Cyclin A oder DHFR (Humbert et al., 2000a). Proliferierende primäre Zellen ließen sich durch E2F3-Antikörperinjektion in einen Zustand des Zellzyklusarrests versetzten, E2F1-Antikörperinjektion hingegen beeinflusste die Proliferation nicht (Leone et al., 1998). Synchronisierte Zellen zeigen eine DNA-Bindung von E2F3 an der G1/S-Phasengrenze, E2F1 jedoch konnte nur in der primären G1-Phase nach mitogenen Stimuli an der DNA gefunden werden (Leone et al., 1998). Daher reguliert E2F1 anscheinend das Verlassen der G0- und die initiale G1-Phase, E2F3 hingegen ist für den Ablauf der S-Phase durch Aktivierung spezifischer Gene verantwortlich. Zusätzlich ist E2F während der Mitose für die Akkumulation von Cyclin B und für den Schutz des 'anaphase-promoting complex'  vor Degradation verantwortlich (Lukas et al., 1999). 

E2F-Proteinen konnten auch Funktionen bei der Regulation der Differenzierung zugeordnet werden. E2F4 'knockout' Mäuse sind nicht lebensfähig und sterben durch fehlerhaft ablaufende Hämatopoese und durch Defekte bei der Darmepithel-gewebeentstehung (Humbert et al., 2000b; Rempel et al., 2000). E2F5 -/- Mäuse sind dagegen lebens-, aber nicht überlebensfähig, da sie an Hydroencephalitis durch verstärkte Sekretion von cerebralen Spinalflüssigkeiten in den 'choroid plexus' sterben (Lindeman et al., 1998). Bei Adipozyten und Granulozyten konnte gezeigt werden, daß eine Repression von E2F1/DP1 essentiell für deren Differenzierung und den Zellzyklusaustritt ist (Porse et al., 2001). Genauso ist die Repression von E2F1 bei der Keratinozytendifferenzierung essentiell (Dicker et al., 2000). Weiterhin scheint die Unterdrückung von E2F4 und E2F5 für die korrekte Differenzierung von Granulozyten zusätzlich zur E2F1-Repression von Bedeutung zu sein (Porse et al., 2001).         

Das onkogene Potential von E2F1 wurde zuerst in klassischen onkogenen Kooperations-studien in vitro beobachtet. E2F1 zeigte zusammen mit aktiviertem Ras in softagar Transformationsassays kooperierende Wirkung. Derart transformierte Zellen wuchsen in Nacktmausmodellen zu Tumoren aus (Johnson et al., 1994). Darüber hinaus trieb die E2F1-Überexpression in transgenen Mäusen die Tumorigenese an (Pierce et al., 1999). Die Expression von E2F1, E2F2 und E2F3 zeigte ebenfalls transformierende Wirkung auf NIH3T3 Zellen (Xu et al., 1995). Es wurde gefunden, daß Tumore in E2F1-negativer Umgebung langsamer als in E2F1-Wildtyp Umgebung auswuchsen (Yamasaki et al., 1998), was für eine onkogene Funktion von E2F1 spricht. E2F1-Überexpression allein konnte jedoch keine Tumorentwicklung einleiten. Der Verlust von funktionellem p53 oder aktiviertes Ras waren für die Einleitung der Karzinogenese notwendig, und in Enterozyten konnte auch nach gezielter E2F1-Expression keine Tumorbildung beobachtet werden (Chandrasekaran et al., 1996). Die Tatsache, daß die Überexpression von E2F1 allein zur Tumorentstehung nicht ausreicht, ist eine Folge von E2F1-induzierter Apoptose (Pierce et al., 1998a).     

Eine Vielzahl von Experimenten machen die Funktionen einzelner E2F-Proteine bei der Regulation von zellulärer Proliferation und Differenzierung deutlich (Dyson, 1998; Nevins, 1998). Wie bereits beschrieben reguliert E2F3 DNA-replikationsrelevante gene bei der Proliferation (Leone et al., 1998; Humbert et al., 2000a). E2F4 ist an der Differenzierung verschiedener Zelltypen beteiligt und für den koordinierten Zellzyklusaustritt verantwortlich (Humbert et al., 2000b; Rempel et al., 2000). E2F1 besitzt duale Funktion: so treibt die Überexpression von E2F1 ruhende Zellen in die S-Phase (Johnson et al., 1993), während Zellen, denen E2F1 fehlt, diesen Faktor für ihre Proliferation benötigen (Wu et al., 2001). Zusätzlich induziert E2F1 in Abwesenheit von proliferativen Signalen Apoptose (Qin et al., 1994; Wu und Levine, 1994; Kowalik et al., 1995; DeGregori et al., 1997; Kowalik et al., 1998). So zeigen E2F1 -/- Mäuse durch Defekte bei der Apoptose von Thymozyten Hyperplasien (Field et al., 1996) und Mäuse ohne funktionelles pRb weisen durch dereguliertes E2F1 sehr starke Apoptose in sich entwickelnden Neuronen, Augen und Myozyten auf (Jacks et al., 1992; Lee et al., 1992).

1.6 E2F1-vermittelte Apoptose

Anhand der Vielzahl der Studien wird die Bedeutung von E2F1 mit herausragender Stellung in der E2F-Transkriptionsfaktorfamilie deutlich. Die Apoptoseinduktion durch E2F1-Überexpression konnte sowohl in vitro (Qin et al., 1994; Wu und Levine, 1994; Kowalik et al., 1995) als auch in vivo (Guy et al., 1996; Holmberg et al., 1998; Pierce et al., 1998b) beobachtet werden. Die Apoptosefunktion von E2F1 scheint physiologisch bedeutsam, da 'knockout' Mäuse eine drastisch erhöhte Anzahl von reifen T-Zellen besitzen, die auf fehlende Apoptoseeinleitung zurückzuführen ist (Field et al., 1996). Außerdem zeigen Mäuse ohne funktionelles pRb und E2F1 einen signifikant verminderten S-Phasen-Eintritt und Apoptose (Tsai et al., 1998). E2F1 stellt das Bindeglied in pRb-vermittelter Apoptose dar, weil die durch pRb-Inaktivierung hervorgerufene Induktion von unregulierter Apoptose und Proliferation in murinem Hirnepithelgewebe durch E2F1-Inaktivierung inhibiert werden kann (Pan et al., 1998b).

Obwohl in Rb-defizienten Mäusen nach E2F3 Verlust ebenfalls die Unterdrückung von Apoptoseinduktion beobachtet werden konnte (Ziebold et al., 2001; Saavedra et al., 2002), und auch in manchen Untersuchungen (Vigo et al., 1999) durch E2F2- und E2F3- Überexpression Apoptose eingeleitet werden konnte, wurde dieser Effekt in anderen Systemen nicht gefunden (Kowalik et al., 1998). 

Durch ektope Expression von E2F1, E2F2 und E2F3 konnte gezeigt werden, daß diese Faktoren zwar vergleichbar die Genexpression beeinflussen und die DNA-Synthese induzieren, jedoch nur E2F1 in der Lage ist, in ausreichendem Maße Apoptose zu induzieren (DeGregori et al., 1997). Ob daher die durch E2F2 und E2F3 induzierte Apoptose E2F1-abhängig ist, müssen zukünftige Studien zeigen.

Kürzlich konnte gezeigt werden, daß die E2F1 'marked box' die essentielle Domäne für die Apoptoseinduktion darstellt und so die E2F1-Funktionsweise von allen anderen E2F Mitgliedern unterscheidet (Hallstrom und Nevins, 2003). 

In Zellkultur und transgenen Mausmodellen wurde gezeigt, daß E2F1-induzierte Apoptose sowohl p53-abhängig (Qin et al., 1994; Wu und Levine, 1994; Pierce et al., 1998a), als auch unabhängig von diesem Tumorsuppressor (Philips et al., 1997; Holmberg et al., 1998) ablaufen kann. Und obwohl mehrere apoptoserelevante Gene transkriptionell von E2F1 reguliert werden, ist die Apotoseinduktion von E2F1 unabhängig von dessen Transaktivierungsdomäne (Hsieh et al., 1997; Phillips et al., 1999; Stanelle et al., 2003).

E2F1 induziert die p53 Akkumulation (Hiebert et al., 1995; Kowalik et al., 1995) durch direkte Transaktivierung (Bates et al., 1998; Robertson und Jones, 1998) von p14ARF (murines Homolog p19ARF). p14ARF inhibiert durch Interaktion die E3 Ubiquitin Ligaseaktivität des 'murine double minute 2' (Mdm2) Protein und verhindert so die Ubiquitinylierung und anschließende Degradation von p53 (Weber et al., 1999). Durch diesen Mechanismus wird p53 stabilisiert und in seiner Aktivität unterstützt. p14ARF stellt die Verbindung zwischen E2F1 und p53 dar, ist aber nicht essentiell für die onkogen induzierte p53-abhängige Apoptose (Russel et al., 2002; Tolbert et al., 2002; Tsai et al., 2002) (Abb. 1.3). Teilweise konnte sogar verstärkte E2F1 Apoptoseinduktion gefunden werden, wenn kein funktionelles p14ARF anwesend war (Russel et al., 2002; Tsai et al., 2002). Überexpressionsstudien mit p14ARF zeigten, daß E2F1 durch diesen Faktor für die Degradation zugänglich gemacht wird (Martelli et al., 2001). In p14ARF-negativer Umgebung wurde eine p53 Phosphorylierung gezeigt, die auch bei DNA-Schädigung an den gleichen Aminosäureresten von p53 beobachtet wird (Rogoff et al., 2002; Russel et al., 2002). Diese Phosphorylierung konnte durch Gabe von Koffein verhindert werden, was auf eine Beteiligung der 'ataxia telangiectasia mutated' (ATM) und 'ataxia telangiectasia and Rad3-related' (ATR) Kinasen, die am Signalweg der DNA-Schädigungen beteiligt sind, schließen lässt, da diese Kinasen von Koffein inhibiert werden (Rogoff et al., 2002). Auf dem gleichen Signalweg wurde 'upstream' die E2F1- Aktivität durch Faktoren des DNA-Schädigungssignalweges aktiviert und führte zu erhöhten E2F1-Proteinmengen (Blattner et al., 1999). E2F1 wird sehr wahrscheinlich in gleicher Weise wie p53 durch ATM und ATR Kinasen phosphoryliert (Lin et al., 2001).  Weiterhin konnte gezeigt werden, daß E2F1 durch eine weitere sog. 'checkpoint' Kinase (Chk2 = 'checkpoint kinase 2') des DNA-Schädigungsapparates phosphoryliert wird, was zur E2F1-Expression und Apoptoseinduktion führt (Stevens et al., 2002). Obwohl die  Mechanismen dieser Kinasen-Beteiligung noch nicht aufgeklärt sind, ist deren Beteiligung an der Apoptoseinduktion weitestgehend gesichert. 

Hsieh et al. (2002) konnten zeigen, daß E2F1 eine Protein-Protein-Interaktion mit p53 über die Cyclin A-Bindungsdomäne eingeht, die keine Transaktivierungs- oder DNA-Bindungsdomäne erfordert und so die p53-vermittelte Apoptoseaktivität entscheidend anregt.

Auf dem p53-unabhängigen Apoptoseweg induziert E2F1 Apoptose vor allem über die direkte Transaktivierung des p53-homologen Faktors p73 (Irwin et al., 2000; Stiewe und Pützer, 2000), des 'apoptosis protease-activating factor 1' (Apaf-1) (Moroni et al., 2001) und durch Aktivierung der Caspasen 3, 7, 8 und 9 (Nahle et al., 2002).

p73 sorgt für die Transaktivierung von p53-responsiven Zielgenen, die schließlich zur Apoptose führen (Stiewe und Pützer, 2000). Apaf-1 hingegen lagert sich mit aus den Mitochondrien freigesetztem Cytochrom c zusammen und aktiviert Pro-Caspase 9, was wiederum zur Aktivierung von ’downstream’ Effektor-Caspasen und am Ende zur Einleitung von Apoptose führt (Zou et al., 1999) (Abb. 1.3).
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Abb. 1.3 E2F1-Apoptose Sinalwege. E2F1 induziert p53 abhängig von p14ARF und unabhängig von diesem Protein. Apoptose wird p53-unabhängig durch p73, Apaf-1, Caspasen-Aktivierung und durch bisher unbekannte Faktoren induziert. DNA-Schädigung führt zur Phosphorylierung von E2F1 und p53 durch ATM/ATR und Chk2 Kinasen. 

Die Caspase-Aktivierung sorgt im Fall der Initiator-Caspasen 8 und 9 für den Beginn der Caspase-Kaskade und trägt entscheidend dazu bei, endogene apoptoseinhibierende Signale zu überkommen. Die Effektor-Caspasen 3 und 7 dagegen sorgen für eine effizient koordinierte Ausführung des programmierten Zelltodes (Nahle et al., 2002).

1.7 Signalwege E2F1-induzierter Apoptose 

Es existieren mindestens drei Signalwege, die durch die Expression von E2F1 zur Einleitung der Apoptose führen. Diese kooperieren untereinander und sind miteinander vernetzt: zum einen werden anti-apoptotische Signalwege unterdrückt, andererseits stellt die stabilisierung von p53 einen weiteren Weg bei der Einleitung von Apoptose dar. Die dritte Komponente ist die direkte Aktivierung von p53-unabhängigen Faktoren wie p73, Apaf-1 oder die Caspase-Aktivierung, wobei Apaf-1 und die Caspasen mit dem Signalweg der Inhibition anti-apoptotischer Signale verbunden sind.

Es existieren zwei Hauptsignaltransduktionswege bei der Apoptoseinduktion. Einerseits werden Signale von externen Liganden über einen extrinsischen rezeptorvermittelten (sog. ’death receptor’) Weg weitergeleitet, was nach Rezeptoraktivierung in der sukzessiven Aktivierung einer Caspase-Kaskade unter Einbeziehung von Caspase-8 resultiert (Ashkenazi und Dixit, 1998). 

Ein alternativer Weg verläuft intrinsisch über die Mitochondrien. Die Mitochondrien werden durch apoptotische Signale zur Cytochrom c Freisetzung in das Cytoplasma angeregt (Green und Reed, 1998), was in der Aktivierung von Apaf-1 und Pro-Caspase-9 resultiert (Zou et al., 1999). Die Freisetzung von Cyctochrom c wird dabei von Mitgliedern der Bcl-2 Familie reguliert (Green und Reed, 1998). In mehreren DNA-Mikroarray-Studien wurde nach Einleitung des programmierten Zelltodes die Transaktivierung von pro-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie wie Bok, Bad, Bak und Bid1 gefunden (Ma et al., 2002; Polager et al., 2002; Stanelle et al., 2002). Es läßt sich daher spekulieren, daß diese Proteine am genannten Signalweg beteiligt sind. Die Translokation von Cytochrom c aus den Mitochondrien nach apoptotischen Stimuli konnte bisher nur in Zellen mit funktionellem p53 Wildtyp beobachtet werden (Moroni et al., 2001; Furukawa et al., 2002). Zusätzlich zu Cytochrom c treten SMAC/Diabolo-Proteine aus den Mitochondrien in das Cytosol über und greifen 'inhibitors of apoptosis proteins' (IAPs) an den Caspasen an, was zur leichteren Aktivierbarkeit der Caspasen führt (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000). Beide Signalwege laufen in der Aktivierung der Effektor-Caspase-3 zusammen und führen nach sukzessiver Aktivierung weiterer Proteine wie der ’caspase activated DNase’ (CAD) zur Apoptoseeinleitung (Rathmell und Thompson, 1999).

Ein rezeptorvermittelter Signalweg, der des TNF-Rezeptors ('tumor necrosis factor'), ist gut aufgeklärt und ist nicht nur fähig Apoptoseinduktion durch Aktivierung von Caspase-8 einzuleiten, sondern auch durch Induktion von NF(B und JNK anti-apoptotische Prozesse anzusteuern (Hsu et al., 1995; Liu et al., 1996) (Abb 1.4). Es konnte gezeigt werden, daß E2F1 den anti-apoptotischen NF(B Weg stört (Phillips et al., 1999; Tanaka et al., 2002). Phillips et al. (1999) beobachteten eine Herunterregulation des TNF-Rezeptor-Proteins TRAF2 durch TNFα und damit eine verminderte Apoptoseinhibition durch NF(B und JNK. Diese Apoptose fördernde Inhibition war unabhängig von der E2F1-Transaktivierungs-domäne. 

Obwohl bisher verschiedene p53-unabhängige Signalwege identifiziert wurden, ist die p53-vermittelte Apoptose dennoch ein entscheidender zellulärer Mechanismus. E2F1 induziert p14Arf-abhängig (Bates et al., 1998) und unabhängig von diesem Faktor die p53-Stabilisierung (Russel et al., 2002) (Abb 1.3). Außerdem wurde eine E2F1-p53-Interaktion von Hsieh et al. (2002) beschrieben, die ebenfalls zur Apoptoseeinleitung führt. Eine zusätzliche p53-Stabilisierung könnte darauf zurückzuführen sein, daß p73 von Mdm2 gebunden, allerdings nicht degradiert wird (Balint und Vousden, 1999; Dobbelstein et al., 1999; Zeng et al., 1999). Deshalb wird spekuliert, daß diese Bindung die Aktivität von Mdm2 abfängt und so die p53-Degradation verhindert wird (Phillips und Vousden, 2001). 

Die dritte Komponente E2F1-induzierter Apoptose bildet die Transaktivierung von p53-unabhängigen Faktoren. Hierzu zählen die Aktivierung von p73, was zur Induktion von klassischen p53-responsiven pro-apoptotischen Zielgenen wie p21 und schließlich zur Apoptose führt (Stiewe und Pützer, 2000). Als weiterer Bestandteil p53-unabhängiger Apoptose wird Apaf-1 von E2F1 direkt transaktiviert (Moroni et al., 2001); nach Freisetzung von Cytochrom c oligomerisiert ein Komplex das sog. 'Apoptosom' aus Cytochrom c und Apaf-1 (Li et al., 1997; Hu et al., 1999); dieser Komplex rekrutiert Pro-Caspase-9 und aktiviert diese (Zou et al., 1999), was nach Freisetzung von aktivierter Caspase-9 zu sukzessiver Aktivierung der Caspase-Kaskade führt (Pan et al., 1998a; Srinivasula et al., 1998). Die Tatsache, daß Apaf-1 ebenfalls durch p53 aktiviert wird, zeigt, daß eine Vernetzung der Signalwege besteht, bei der im Falle des Verlustes einer Komponente andere Faktoren die Funktionen zumindest teilweise übernehmen können. E2F1 kann neben den beschriebenen Netzwerken ebenfalls direkt die Caspasen 3, 7, 8 und 9 aktivieren (Nahle et al., 2002) und so für die Apoptose relevante Mechanismen direkt ansteuern.
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Abb. 1.4 Mitochondriale und rezeptorvermittelte pro-apoptotische Signalwege. Apoptotische Signale führen über den TNF-Rezeptor unter Caspase-8 Aktivierung und NF(B bzw. JNK/SAPK Inhibierung zur Apoptose. Aktivierte Mitochondrien setzen Cytochrom c und SMAC/Diabolo frei und induzieren so die Caspase-Kaskade. E2F1 kann auf beide Signalwege einwirken.

Zusammenfassend wird deutlich, daß dereguliertes E2F1 eine Reihe von Signalwegen ansteuern kann, um seine pro-apoptotische Aktivität auszuüben. Dennoch sind nicht alle Mechanismen völlig aufgeklärt und einige Fragen bleiben offen. In DNA-Mikroarray-Studien sind eine Vielzahl von interessanten potentiellen E2F1-regulierten Zielgenen gefunden worden (Müller et al., 2001). Die Evaluierung dieser Faktoren für die Apoptose wird maßgeblich zum besseren Verständnis der Netzwerke und des Potentials E2F1-induzierter Apoptose beitragen. Außerdem ist es bisher nur unzureichend verstanden, unter welchen Umständen E2F-Aktivität zur Proliferation oder zum Zelltod führt.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die Einleitung von Apoptose ist ein entscheidender Schutzmechanismus bei der Tumorentstehung. Diese Schutzfunktion wird wesentlich durch das Tumorsuppressor-protein p53 vermittelt, ist aber durch Mutationen des p53-Gens oder dessen funktionelle Inaktivierung in nahezu allen Tumoren außer Kraft gesetzt. Tumoren mit p53 Mutationen zeigen eine erhöhte Resistenz gegenüber Chemotherapie und Bestrahlung (Lowe et al., 1994). In gentherapeutischen ansätzen konnte die Funktion des p53 Tumorsuppressors durch Transfer des p53-Wildtyp Gens wieder hergestellt werden (Pützer et al., 1998). Da über den p53-unabhängigen Apoptose-Weg und die dabei beteiligten Gene/Faktoren nur wenig bekannt ist, erlangt die Untersuchung der hierbei entscheidenden Proteine eine wichtige Bedeutung für unser Verständnis der ablaufenden Prozesse. 

Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, E2F1-regulierte Apoptosegene zu identifizieren, die unabhängig vom p53-Status der Zelle aktiviert werden. Der Nachweis dieser Gene als potentielle Tumorsuppressorgene kann neben der Aufklärung der molekularen Mechanismen der Apoptoseinduktion die Grundlage für neue p53-unabhängig wirksame Therapeutika bei der Gentherapie humaner Malignome bilden. 

Im Verlauf dieser Arbeit standen folgende Schwerpunkte im Vordergrund:

1. Durch DNA-Mikroarray-Analysen sollten positiv regulierte E2F1-Zielgene identifiziert werden. 

2. Nach Verifizierung der Array-Daten durch unabhängige Untersuchungen sollten aussichtsreiche Kandidaten in Vollänge kloniert und funktionell charakterisiert werden.

3. Die Bedeutung der identifizierten E2F1-regulierten Gene für die E2F1-vermittelte Apoptose sollte in bezug auf bisher bekannte Apoptose-Signalwege eingeordnet werden.
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