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1 EINLEITUNG

Die Tumorgenese ist ein Prozess, der durch eine Akkumulation genetischer Veränderungen gekennzeichnet ist, von dieser verursacht und voran getrieben wird. Eine normale Zelle hat nur eine limitierte Befähigung, sich zu teilen und besitzt eine Reihe intrinsischer Mechanismen, die zwischen Proliferation, Differenzierung und Zelltod entscheiden können. Genetische Veränderungen haben oft zur Folge, dass diese Kontrollmechanismen gestört werden und die Zelle in eine Krise treiben, die von einer ausgeprägten Neigung zum Zelltod begleitet ist. Wird der Weg des Zelltodes allerdings blockiert, kann die Zelle undefiniert proliferieren, sie wird immortal. Zusätzliche Mutationen in Tumorsuppressorgenen und zellulären Onkogenen können die Zelle vollständig maligne transformieren. 

Die E1A-Proteine humanpathogener Adenoviren wurden in ihrer Rolle als virale Onkogene lange Zeit als Modellsysteme zur Aufklärung solcher Prozesse verwendet, die zur Transformation von Zellen führen (Übersicht u. a. bei Bayley und Mymryk, 1994). Seit mehreren Jahren wird aber zunehmend deutlich, dass neben den transformierenden Eigenschaften in primären Zellen E1A-Proteine in malignen Zellen tumorsupprimierende Eigenschaften haben. E1A-Proteine sind in der Lage, die Tumorigenität und das Metastasierungspotential von Tumorzellen zu supprimieren. Zudem können sie Apoptose induzieren und die Resistenz gegenüber DNA-schädigenden Substanzen revertieren (Übersicht bei Mymryk, 1996). Im Hinblick auf die immer noch unzulänglichen Therapiemethoden maligner Erkrankungen besteht ein zunehmendes Interesse am Einsatz von E1A als antineoplastisches Transgen. Dabei sollten jedoch der Nutzen, der sich aus der Tumorsuppressoraktivität von E1A ergeben könnte, und die potentiellen Gefahren, die E1A als virales Onkogen mit sich bringt, gegeneinander abgewogen werden. 

Adenoviren

Adenoviren zählen zur Familie der Adenoviridae, die sich in die Gattungen Aviadenovirus (Vogel-Adenoviren) und Mastadenovirus (Säuger-Adenoviren) gliedern (Norrby et al., 1976). Humanpathogene Adenoviren (Ad) wurden erstmalig durch Rowe (Rowe et al. 1953) aus chirurgisch entferntem Rachenmandelgewebe isoliert. Adenoviren verursachen beim Menschen zumeist mild verlaufende Infektionen des respiratorischen Traktes, des Gastrointestinaltraktes, der Harnwege oder des Auges (Übersicht bei Horwitz 1990). Ursprünglich wurden die humanen Adenovirus-Serotypen nach der Fähigkeit und des Ausmaßes der Tumorbildung in Nagetieren in sechs Gruppen (Subgenera A-F) eingeteilt (Horwitz, 1990). Mittlerweile untergliedert man die bisher etwa 50 identifizierten Virussubtypen hinsichtlich der Onkogenität in nicht onkogene, schwach onkogene und hoch onkogene Subtypen. Dabei liegt die Basenhomologie der Subtypen bei über 50% (Shenk, 1996).

Adenoviren besitzen keine Membranhülle, ihr Capsid ist von ikosaedrischer Form und hat einen Durchmesser von 70 - 90 nm. Das vom Capsid umschlossene Genom besteht aus einer doppelsträngigen, linearen DNA mit einer Länge von       36 - 38 Kilobasenpaaren und ist mit verschiedenen Proteinen assoziiert, die hauptsächlich für die Verpackung des Genoms verantwortlich sind (Shenk, 1996).

Die Infektion permissiver Zellen erfolgt durch die Interaktion des Fiberproteinanteils der zwölf Pentone mit Rezeptoren der Wirtszelle (Londberg-Holm und Philipson, 1969, Hennache und Boulanger, 1977). Ein bis heute beschriebener Rezeptor ist der CAR („Coxsackievirus-Adenovirus-Receptor“) (Roelvink et al., 1998). Die Penetration geschieht durch rezeptorvermittelte Endozytose. Danach erfolgt das „Uncoating“ im Zytoplasma und der Transport des viralen Genoms in den Zellkern (Philipson et al., 1968).

In der frühen Phase einer produktiven Adenovirusinfektion kommt es zur Bindung der viralen DNA an die nukleäre Matrix. Dieser Prozess ist für die Transkription verschiedener früher Gene der adenoviralen Transkriptionseinheiten notwendig und beginnt mit der Expression der sehr frühen Region 1A („immediate Early Region 1A“, E1A) (Schaak und Shenk, 1989). Danach folgt die Transkription der anderen frühen Transkriptionseinheiten (E2-E4), die jeweils unter der Kontrolle ihres eigenen Promotors stehen (Persson and Philipson, 1982).

Die späte Phase der produktiven Infektion erfolgt mit dem Beginn der Replikation der viralen DNA (Thomas und Mathews, 1980). Die späten Transkripte, die vorwiegend für Strukturproteine kodieren, werden in fünf Gruppen unterteilt (L1-L5) und durch einen gemeinsamen Promotor, den „major late promoter“ (MLP) reguliert (Shenk, 1996).

1.1 Die frühe Region 1A (E1A) des Adenovirus-Serotyps 5 (Ad5)

Die im linken Abschnitt des Adenovirusgenoms („map units“ 1,3-4,5) lokalisierte Region E1A kodiert für Proteine, die sehr früh während der produktiven Infektion einer Wirtszelle transkribiert werden. Bereits eine Stunde nach der Infektion ist diese Transkription detektierbar (Nevins et al., 1979). Vom E1A-Gen des Adenovirus-Serotyps 5 werden nach dem Prozessieren einer heterogenen RNA fünf mRNAs durch differentielles Spleißen mit Sedimentationskoeffizienten von 13S, 12S, 11S, 10S und 9S generiert (Abb. 1; Stephens und Harlow, 1987). Die beiden vorwiegend auftretenden mRNAs sind die 13S- und die 12S-mRNA, die für Proteine mit 289 und 243 Aminosäureresten kodieren (E1A-289R- und E1A-243R-Protein), während die in geringerem Maße auftretenden Spleißprodukte zu Proteinen mit 217, 171 und 55 Aminosäureresten vorwiegend in einer späteren Phase der Infektion translatiert werden (Stephens und Harlow, 1987). Dabei wird mit Ausnahme des 55R-Proteins, das bisher nur in vitro nachgewiesen werden konnte, das Leseraster nicht verschoben (Abb. 1; Stephens und Harlow, 1987). Die großen E1A-Proteine, das E1A-289R- und E1A-243R-Protein, besitzen die zwischen den verschiedenen Adenovirus-Serotypen konservierten Regionen 1 (CR1) und 2 (CR2). In den Ad5 E1A-Proteinen liegt die CR1 zwischen Aminosäure 40 und 80, die CR2 zwischen Aminosäure 121 und 139. Die beiden großen E1A-Proteine unterscheiden sich durch das Fehlen der konservierten Region 3 (CR3) im E1A-243R-Protein, bei dem diese Region durch eine zusätzliche Spleißdeletion von 138 Nukleotiden zum größten Teil entfernt ist (van Ormondt, 1986). Im E1A-289R-Protein des Ad5 befindet sich die CR3 zwischen den Aminosäurenresten 140-188. Alle der E1A-Region zugeschriebenen Funktionen können von einem der beiden großen Proteine ausgeführt werden.
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Abb. 1: Schema der Strukturen der mRNAs der Region E1A des Ad5. Die Rechtecke kennzeichnen die Protein-kodierenden Bereiche. Die schwarzen Rechtecke stellen die konservierten Regionen (CR1-CR3) dar. Die Zahlen unter den schematischen Darstellungen geben die Nukleotidpositionen im adenoviralen Genom an. R gibt die Aminosäureanzahl an. S (Svedberg-Einheit) bezeichnet die Sedimentationskonstanten der mRNAs. Das schraffierte Rechteck weist auf eine Leserasterverschiebung hin (verändert nach Brockmann und Esche, 1995).

Die E1A-Proteine sind als saure prolinreiche Phosphoproteine im Kern lokalisiert. Die nukleäre Lokalisation wird durch die Peptidsequenz KRPKP am Carboxyterminus der Proteine gewährleistet (Lyons et al., 1987). Die Tatsache, dass sowohl große Deletionen als auch Insertionen außerhalb der konservierten Regionen und des Aminoterminus die biologische Aktivität der E1A-Proteine wenig beeinträchtigen, hat zu dem Schluss geführt, dass die für die E1A-Funktionen notwendigen Regionen als unabhängige Domänen fungieren können. Durch diesen modularen Aufbau ist es möglich, dass bestimmte E1A-Regionen die ihnen zugeordneten Funktionen alleine ausführen können (Lilli et al., 1987). 

E1A-Proteine werden durch posttranslationale Phosphorylierungen der Serinreste 89, 132, 219 und möglicherweise auch der Serinreste 96 und 231 modifiziert (Tremblay et al., 1989).

E1A-Proteine kontrollieren durch Kooperation mit zellulären Transkriptionsfaktoren die Expression der anderen frühen viralen Gene (Jones und Shenk, 1979). Zusätzlich sind sie dazu befähigt, die zelluläre Genexpression zu modulieren, um damit eine für die virale Replikation optimale Umgebung in der infizierten Zelle zu schaffen. E1A-Proteine können die Transkription viraler und zellulärer Gene sowohl aktivieren als auch reprimieren (Übersicht bei Bayley und Mymryk, 1994; s. a. Kap. 1.3 und 1.4 und Abb. 2). Dabei sind sie selbst nicht in der Lage, sequenzspezifisch an DNA zu binden (Ferguson et al., 1985). Ihre transregulierende Aktivität wird vielmehr durch die Interaktion mit anderen Proteinen vermittelt.
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Abb. 2.: Schematische Darstellung der großen E1A-Proteine und deren funktionelle Regionen. A. Schematische Darstellung des E1A-289R- und des E1A-243R-Proteins mit den konservierten Regionen (CR) 1 bis 3 (schraffierte Bereiche). B. Schwarze Rechtecke stellen die Bindungsregionen für die jeweiligen hier aufgeführten zellulären Proteine dar. C. Schwarze Rechtecke symbolisieren die Regionen, die für die jeweiligen hier angeführten Funktionen der E1A-Proteine notwendig sind (verändert nach Bayley und Mymryk, 1994).

1.2 Transaktivierung viraler und zellulärer Gene durch E1A-Proteine

E1A-Proteine transaktivieren eine Reihe von Genen durch die Bindung von Faktoren, die ihrerseits die Transkription regulieren (Übersicht bei Brockmann und Esche, 1995). Die Promotoren, deren Aktivität durch die E1A-Proteine moduliert wird, zeigen häufig geringe Sequenzhomologien. Dies lässt den Schluss zu, dass E1A-Proteine sowohl mit einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren interagieren und/oder eine Reihe transaktivierender Wege anschalten können (Bayley und Mymryk, 1994).

Die CR3 alleine ist in der Lage, die Transkription von Zielgenen zu aktivieren, was durch Mikroinjektionsversuche in HeLa-Zellen gezeigt werden konnte (Lilli et al., 1987). Die CR3 lässt sich in zwei funktionell unterschiedliche Domänen untergliedern. Der C-terminale Bereich mit den Aminosäureresten 183-188 kann mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren, wie z. B. ATF-2, CBF (CCAAT-binding factor) oder RAR-ß interagieren und diese an einen Promotor rekrutieren (Pei und Berk, 1989). Der N-terminale Bereich mit den Resten 141-178 enthält eine Cys2His2-Zink-Finger-Domäne, die mit humanen Sur-2 (hSur-2) als Bestandteil eines humanen Mediator-Komplexes interagiert (Boyer et al., 1999). Solche Mediatoren können generell die Transkription durch Bildung eines Multiprotein-Transkriptions-Initiationskomplexes mit der RNA-Polymerase II bewirken (Boyer et al., 1999).

Neben der CR3 spielen auch der N-Terminus, die CR1 und die CR2 eine Rolle bei Transkriptionsaktivierung. Eine der am besten untersuchten Funktion von E1A-Proteinen ist die Freisetzung von Mitgliedern der E2F-Familie aus dem Komplex mit den Pocketproteinen pRB, p107 und p130 (Wang et al., 1991). An diese Proteine können E1A-Proteine unter Beteiligung der CR2 binden und somit die Phosphorylierung der Pocketproteine durch Cyclin-abhängige Kinasen, wie z. B. CycD/cdc4/6 funktionell mimikrieren. Die daraus resultierende Freisetzung von E2F-Faktoren führt zur transkriptionellen Aktivierung ihrer an der Regulation des Zellzyklus beteiligten Zielgene, wie z. B. DHFR, DNA-Polymerase, PCNA oder Cyclin A (Übersicht bei Slansky und Farnham, 1996).

E1A-Proteine können die durch die AP-1-Familie der Transkriptionsfaktoren vermittelte Genexpression aktivieren. Diese Proteine, wie diejenigen der ATF- und CREB-Familie, besitzen eine bZIP-Domäne, über die sie Homo- oder Heterodimere mit spezifischen AP-1/ATF/CREB-Familienmitgliedern bilden. Beispielsweise aktivieren E1A-Proteine den c-jun-Promotor vermutlich über die Interaktion und daraus resultierender Induktion einer Konformationsänderung von ATF-2, woraufhin seine aminoterminale Transaktivierungsdomäne phosphoryliert werden kann (Sano et al., 1998). Diese Funktion ist zudem von der Interaktion des N-Terminus und der CR1 mit den zellulären Kofaktoren p300/CBP abhängig (Hagmeyer et al., 1993; Duyndam et al., 1999). Diese beiden homologen Kofaktoren vermitteln als Brückenmoleküle den Kontakt zwischen sequenzspezifischen DNA-bindenden Faktoren und Faktoren der basalen Transkriptionsmaschinerie (Jahnknecht und Hunter, 1996).

CtBP ist das einzige bisher identifizierte Protein, das mit einer Region des Exons 2 der E1A-Proteine, die unter verschiedenen Adenovirus-Serotypen mit den Aminosäureresten PLDLS konserviert ist, interagieren kann (Schaeper et al., 1995). Es wird vermutet, dass E1A-Proteine die Transkription durch die Bindung dieses transkriptionellen Repressors dereprimieren (Sundquist et al., 1998).

1.3 Transkriptionelle Repression viraler und zellulärer Gene durch E1A-Proteine

Bei der durch E1A-Proteine vermittelten transkriptionellen Repression von Genen spielen der N-Terminus und die CR1 eine entscheidende Rolle (Jelsma et al., 1989; Stein et al., 1990). Die Interaktion dieser E1A-Regionen mit p300/CBP führt zur Dissoziation dieser Kofaktoren von Promotor-assoziierten Komplexen und ist mittlerweile für eine ganze Reihe von Promotoren beschrieben worden, wie z. B. für den HER2/neu-Promotor (Chen et al., 1997). 

Darüber hinaus inhibieren E1A-Proteine die Histonacetyltransferase- (HAT) Aktivität von p300/CBP (Chakravarti et al., 1999; Hamamori et al., 1999). Die Acetylierung von Histonen spielt eine wichtige Rolle bei der Aufhebung transkriptionsreprimierender Chromatinstrukturen und ist essentiell für die Aktivierung RNA-Polymerase II-abhängiger Transkription (Struhl, 1998). Derzeit wird kontrovers diskutiert, ob E1A-Proteine auch die HAT-Aktivität von PCAF inhibieren können (Reid et al., 1998; Chakravarti et al., 1999; Hamamori et al., 1999). PCAF wurde ursprünglich als ein CBP-bindendes Protein identifiziert und ist selbst in der Lage, die Transkription zu aktivieren (Reid et al., 1998). Durch die Interaktion mit E1A-Proteinen wird diese Aktivität reprimiert (Reid et al., 1998). 

1.4 Immortalisierung und Transformation durch E1A-Proteine

Die Proteinprodukte der 13S- und 12S-mRNA der E1A-Region sind abhängig vom Zelltyp in der Lage, primäre Nagerzellen in vitro zu immortalisieren (Houweliing et al., 1980; Branton et al., 1985; Moran et al., 1986a). Die Kooperation mit einem zweiten viralen oder zellulären Onkogen, wie z. B. E1B oder Ha-Ras, kann zur Ausbildung eines vollständig transformierten Phänotyps führen (Ruley et al., 1983; van den Elsen et al., 1982). Für die Transformation in Kooperation mit E1B sind Bereiche der konservierten Regionen 1 und 2 notwendig (Jelsma et al., 1989; Kuppuswamy und Chinnadurai, 1987; Moran et al., 1986b; Whyte et al., 1988). Zusätzlich sind Bereiche des Exons 2 essentiell, wogegen für die Transformation mit Ha-Ras das Exon 2 nicht erforderlich ist (Schneider et al., 1987; Subramanian et al., 1989). Die benötigten Regionen sind gleichzeitig Bindungsregionen für den zellulären Kofaktor p300 (N-Terminus und CR1), bzw. für die Pocketproteine pRb, p107 und p130 (CR1 und CR2). Über die Auswirkungen der Interaktion der E1A-Proteine mit p300/CBP auf die Immortalisierung bzw. Transformation ist bisher wenig bekannt. Zumindest konnte gezeigt werden, dass die durch E1A-Proteine induzierte Repression der p53-abhängigen Zellzyklusarretierung in der G1-Phase mit der Interaktion von E1A-Proteinen mit p300/CBP korreliert (Lill et al., 1997; Gu et al., 1997). Zudem korreliert die Dissoziation des Komplexes aus p300/CBP und PCAF durch E1A-Proteine mit dem Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus (Yang et al., 1996). Die Bindung von E1A-Proteinen an die Pocketproteine bewirkt, wie ihre Phosphorylierung beim Übergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus, die Freisetzung aktiver E2F-Faktoren, die ihrerseits S-Phase-relevante Gene anschalten (Wang et al., 1991; s. a. Kap. 1.3). Die Interaktion von E1A mit p300/CBP und/oder mit den Pocketproteinen ist daher für den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus und somit für die Immortalisierung der Zelle essentiell.

1.5 Tumorsuppression durch E1A-Proteine

Neben der schon lange bekannten Fähigkeit, primäre Nagerzellen zu immortalisieren, zeigen neuere Ergebnisse, dass E1A-Proteine zudem antionkogene Eigenschaften besitzen. Sie sind in der Lage, die Transformation primärer Zellen, die Tumorigenität und das Metastasierungspotential humaner neoplastischer Zellen zu inhibieren. Darüber hinaus induzieren E1A-Proteine die Apoptose und sensibilisieren Zellen gegenüber der Behandlung mit DNA-schädigenden Substanzen (Übersichten bei Chinnadurai, 1992 und Mymryk, 1996). Diese und andere Funktionen, die im Folgenden näher beschrieben werden, haben dazu geführt, dass man sich E1A für die Therapie maligner Erkrankungen zunutze machen möchte. 

1.6 Suppression der Transformation primärer Nagerzellen durch E1A-Proteine

Einen ersten Hinweis auf die antionkogenen Eigenschaften der E1A-Proteine ergab die Beobachtung, dass die Transformation primärer Nierenzellen aus neugeborenen Ratten bei einer Infektion mit Ad5, das das E1A-243R-Protein exprimierte um ein Vielfaches effizienter war, als die Infektion mit einem Virus, das nur das E1A-289R- oder beide großen E1A-Proteine exprimierte (Haley et al. 1984; Montell et al., 1984). Außerdem immortalisiert das E1A-243R-Protein nicht nur Fibroblasten, wie das E1A-289R-Protein, sondern auch Epithelzellen (Kuppuswamy und Chinnadurai, 1988). Dies deutet darauf hin, dass in der CR3 eine tumorsupprimierende Aktivität lokalisiert sein könnte. Die Bedeutung des Exons 2 der E1A-Proteine bei der Suppression der Transformationsfähigkeit konnte bereits demonstriert werden. So können E1A-Mutanten ohne das Exon 2 in Kooperation mit Ha-Ras viel effizienter transformieren als nicht mutierte E1A-Proteine (Subramanian et al., 1989; Douglas et al., 1991). Die dafür verantwortliche Region im Exon 2 mit dem konservierten Motiv PDLXL ist gleichzeitig die Bindungregion für das CtBP (Boyd et al., 1993; Schaeper et al., 1995). Humanes CtBP kann mit Histondeacetylasen (HDAC), die ihrerseits die Transkription durch ihre enzymatische Aktivität an Histonen reprimieren, assoziiert vorliegen. Eine Interaktion dieser beiden Proteine führt möglicherweise zur Bildung eines Repressorkomplexes auf Promotoren (Sundquist et al., 1998). Es wäre vorstellbar, dass die Bindung des Exons 2 der E1A-Proteine an CtBP diese Interaktion verhindert und somit die repressorische Aktivität dieses Komplexes aufhebt. Dies konnte bereits für den basalen PCNA-Promotor gezeigt werden (Sundquist et al., 1998). Zusätzlich interagiert CtBP mit einem weiteren Protein, dem CtBP-interacting-protein (CtIP), über das gleiche Bindungsmotiv wie mit E1A-Proteinen (Schaeper et al., 1998). Eine Funktion von CtIP ist bisher nicht beschrieben. Es ist nicht bekannt, inwieweit die Interaktion der E1A-Proteine mit CtBP und die damit verbundene Dissoziation von CtBP/CtIP-Komplexen für die Transformation primärer Nagerzellen relevant ist. 

Neben der Suppression der Transformation durch Ha-Ras, reprimieren E1A-Proteine zudem die durch das Onkoprotein HER-2/neu induzierte Transformation von Nagerzellen. Das HER-2/neu-Gen kodiert für ein 185 kDa großes Transmembranprotein, gehört zur Familie der Wachstumsfaktor-Rezeptor-Tyrosinkinase-Familie und weist eine starke Homologie zum epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) auf (Coussens et al., 1985; Schechter et al., 1985; Yamamoto et al., 1986). Eine Punktmutation führt zur Zellzyklus-unabhängigen Kinaseaktivität und stimuliert dadurch die Proliferation (Kiyokawa et al., 1995). E1A-Proteine reprimieren die Transformation durch die Interaktion mit dem transkriptionellen Kofaktor p300 und daraus resultierender transkriptioneller Suppression des HER-2/neu-Promotors (Chen et al., 1997; Yan et al., 1991; Yu et al., 1994).

Eine wichtige Rolle bei der Suppression der Transformation spielt die Regulation des Tumorsuppressorproteins p53. E1A-Proteine induzieren sowohl die Akkumulation des p53-Proteins (Braithwaite et al., 1990; Lowe und Ruley, 1993) als auch die Transkription des p53-Gens (Braithwaite et al., 1990; Hale und Braithwaite, 1999). In Zellen, die das p53-Wildtypprotein exprimieren, führt dieser Einfluss von E1A-Proteinen zur p53-induzierten Apoptose (Zambetti und Levine, 1993).

1.7 Suppression der Tumorigenität neoplastischer Zellen durch E1A-Proteine

Abgesehen von der Fähigkeit der E1A-Proteine, die Transformation primärer Zellen zu inhibieren, reduzieren sie die Tumorigenität einer Reihe von Tumorzelllinien. Untersuchungen dazu konzentrieren sich hauptsächlich auf die Suppression HER-2/neu-überexprimierender Tumorzellen. Es wurde hierzu gezeigt, dass die durch E1A-Proteine induzierte Suppression des HER-2/neu-Promotors ausreicht, um die Tumorbildung von HER-2/neu-überexprimierender Tumorzelllinien humaner Herkunft in immundefizienten Mäusen zu verhindern (Chang et al., 1997). Weitaus weniger untersucht sind Mechanismen der HER-2/neu-unabhängigen Tumorsuppression. In verschiedenen Tumorzelllinien führt die Expression von E1A-Proteinen zur Ausbildung eines epithelialen Phänotyps, die mit der Reversion der Malignität dieser Zellen einhergeht (Frisch, 1991; Frisch und Dolter, 1995). Dies setzt die Hypothese voraus, dass der transformierte Zelltyp durch die Aktivierung mesenchymaler Gene entsteht (Frisch, 1997). Gleichzeitig muss es zur Repression epithelialer Gene kommen, wobei hier bereits gezeigt ist, dass in verschiedenen Tumorzellen solche Proteine schwach exprimiert werden, die für Zell-Zell-Kontakte, z. B. E-Cadherin, und die Ausbildung desmosomaler Strukturen oder zytokeratinartige intermediäre Filamente verantwortlich sind (Frisch und Francis, 1994; Frisch, 1994). Die Fähigkeit von E1A-Proteinen, in neoplastischen Zellen die Expression verschiedener epithelialer Gene zu induzieren, gibt erste Evidenzen für diese Hypothese (Frisch, 1994).

1.8 Suppression des Metastasierungspotentials neoplastischer Zellen durch E1A-Proteine

Eine Problematik bei der Behandlung fortgeschrittener maligner Tumoren stellt deren Fähigkeit zur Bildung von Metastasen dar. Interessanterweise bilden Zellen, die durch E1A-Proteine transformiert wurden, in immundefizienten Nagern keine Metastasen. Dies geht mit der Beobachtung einher, dass die Expression von E1A-Proteinen in hoch metastasierenden Zellen das metastatische Potential supprimieren können (Pozzatti et al., 1986; Steeg et al., 1988a und b; Frisch et al., 1990; Yu et al., 1992). Es sind einige Mechanismen aufgeklärt, wie E1A-Proteine in den Prozess der Metastasierung eingreifen können. Ein erster wichtiger Schritt, der bei der Bildung von Metastasen vollzogen wird, ist die Lösung einzelner Zellen aus dem Verband des soliden Primärtumors. Dabei kommt es zur Aufhebung von Zell-Zell-Kontakten, was in vielen Tumorzellen mit dem Verlust der E-Cadherin-Expression korreliert (Takeichi, 1993). So konnte in einer Rhabdomyosarkomzelllinie gezeigt werden, dass das E1A-243R-Protein die Expression von E-Cadherin induziert und dabei die Metastasierung reduziert (Frisch et al., 1994). Eine weitere wichtige Voraussetzung für die Bildung von Metastasen ist die Degradierung der den Primärtumor umgebenen extrazellulären Matrix, wodurch die Auswanderung maligner Zellen ermöglicht wird. Von entscheidender Bedeutung sind hier eine Reihe von sekretierten Proteinasen, wie z. B. auch die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) (Mignatti und Rifkin, 1993). E1A-Proteine können die Expression einiger solcher MMPs (Offringa et al., 1988; Frisch et al., 1990) supprimieren, wobei die Mechanismen der transkriptionellen Repression teilweise aufgeklärt sind. So wird z. B. die MMP-2- (Collagenase IV) Expression durch die direkte Interaktion von E1A-Proteinen mit dem Transkriptionsfaktor AP-2 inhibiert (Bernhard et al., 1995; Somasundaram et al., 1996). Auf dem vom Transkriptionsfaktor AP-1 abhängigen MMP-3- (Stromelysin 1) Promotor binden E1A-Proteine den essentiellen transkriptionellen Koaktivator CBP und konkurrieren dabei mit der Bildung eines Transkriptionsfaktorkomplexes mit der c-Fos-Untereinheit von AP-1 (Offringa et al., 1990; Bannister und Kouzarides, 1995). Diese beiden beschriebenen Mechanismen wirken sich möglicherweise auch auf die Expression anderer metastasierungsrelevanter Proteinasen aus. Zusätzlich aktivieren E1A-Proteine die Expression der Inhibitoren der MMPs, die als „tissue inhibitors of matrix-metalloproteinasen“ (TIMPS) bezeichnet werden, wobei hier die Mechanismen weniger gut aufgeklärt sind, aber generell zur weiteren Reduktion der MMP-Aktivität führen können (Santoro et al., 1994).

Auch HER-2/neu-transformierte Zellen werden durch die Expression von E1A-Proteinen in ihrer Fähigkeit zu metastasieren weitgehend inhibiert (Yu et al., 1990, 1992). Da die Reexpression von HER-2/neu in E1A-exprimierenden Zellen nicht ausreicht, um die MMP-Expression zu reaktivieren (Yu et al., 1993b), ist davon auszugehen, dass die direkte transkriptionelle Repression der MMPs und nicht die des HER-2/neu-Promotors für die Reduktion des Metastasierungspotentials mitverantwortlich ist (Yu et al., 1993b).

Die Bindung der E1A-Proteine an CtBP spielt nicht nur bei der Suppression der Transformation eine Rolle, sondern ist auch bei der Inhibition der Metastasierung wichtig. So bilden BRK-Zellen, die zusammen mit Ha-Ras und E1A-Mutanten ohne Exon 2 transformiert sind, ein stärkeres metastatisches Potential in athymischen Mäusen aus als nicht mutierte E1A-Proteine (Subramanian et al., 1989; Boyd et al., 1993). Die für die CtBP determinierte E1A-Bindungsregion ist ebenfalls dafür verantwortlich, dass E-Cadherin in diesen Zellen weiterhin exprimiert wird und gleichzeitig membranverankert lokalisiert ist (Gopalakrishnan und Quinlan, 1995). Daher ist zu vermuten, dass CtBP auch eine Rolle in der Regulation der E-Cadherinfunktionen spielt.

1.9 Apoptoseinduktion durch E1A-Proteine

Die Induktion von Apoptose ist von entscheidender Bedeutung für die Suppression der Onkogenese. Die beiden großen E1A-Proteine sind dazu befähigt, in einer Reihe von Zelllinien die p53-abhängige Apoptose zu induzieren. In Anwesenheit viraler E1B-Produkte, der 19 kD- und 55 kD-Proteine, wird die Apoptose inhibiert (White, 1993; Bayley und Mymryk, 1994).

Die Induktion der Apoptose durch das E1A-243R-Protein in NRK-Zelllinien benötigt die E1A-Regionen, die auch für den Eintritt in den Zellzyklus verantwortlich sind (Mymryk et al., 1994). Gleichzeitig kann das E1A-243R-Protein lediglich proliferationsinhibierte Zellen in die Apoptose treiben. Möglicherweise beruht die Apoptoseinduktion mehr auf dem Konflikt zwischen der Induktion der Zellteilung und dem Proliferationsblock als auf der spezifischen Funktion des E1A-243R-Proteins (Mymryk et al., 1994; s. a. Kap. 1.3).

Generell führt die Expression von E1A-Proteinen über die Suppression des Proteasomen/Ubiquitin-Abbauweges zur Stabilisierung des p53-Genprodukts (Nakajima et al., 1998). In den letzten Jahren sind weitere Mechanismen aufgedeckt worden, die diesen E1A-Effekt erklären. Unter anderem ist das Tumorsuppressorprotein p19ARF des INK4a-ARF-Locus in der Lage, p53 zu stabilisieren, indem es die Mdm-2-vermittelte Degradation von p53 verhindert. Der nukleäre Export von Mdm-2 reguliert die Halbwertszeit des p53-Proteins. p19ARF kann durch die Inhibition des Mdm-2-Transfers somit indirekt zur Stabilisierung von p53 beitragen (Tao und Levine, 1999). Es konnte gezeigt werden, dass die p53-Stabilisierung durch E1A-Proteine über p19ARF vermittelt ist, da in ARF-null-Zellen diese Stabilisierung durch E1A-Proteine nicht induziert werden kann (de Stanchina et al., 1998).

Neben der Fähigkeit p53 zu stabilisieren, konnte in einer neueren Arbeit gezeigt werden, dass E1A-Proteine auch für die Aktivierung des murinen p53-Promotors durch die Bindung des Transkriptionsfaktors ETF verantwortlich sind. Dazu sind beide großen E1A-Proteine notwendig (Hale und Braithwaite, 1999). Allerdings ist nicht geklärt, ob diese Ergebnisse auch auf den humanen p53-Promotor übertragbar sind.

Das E1A-289R-Protein kann auch unabhängig von p53 Apoptose induzieren. So scheint es sowohl an der Prozessierung und Aktivierung der Caspase-3 beteiligt zu sein, die als aktive Protease die Poly(ADP-ribose) Polymerase (PARP) spaltet und somit inaktiviert. Die PARP-Spaltung ist ein frühes Ereignis in der Apoptose (Boulakia et al., 1996).

E1A-Proteine aktivieren neben der Caspase-3 auch andere Mitglieder der Caspasefamilie. Bisher sind zwei grundlegende Mechanismen beschrieben worden, in denen Caspasen die Signaltransduktion des apoptotischen Zelltodes iniziieren (Übersicht bei Guo und Hay, 1999). Die Bindung eines Liganden an den Zelloberflächenrezeptor Fas führt zu dessen Oligomerisierung (Kischkel et al., 1995). Die Procaspase-8 oder –10 wird über das Adaptormolekül FADD an den Rezeptor rekrutiert und durch autokatalytische Prozessierung aktiviert (Kischkel et al., 1995; Muzio et al., 1998). Das E1A-243R-Protein induziert die Prozessierung der Caspase-8, wobei die Aktivierung aber unabhängig von der Bindung an FADD ist (Nguyen et al., 1998). In einem anderen Signaltransduktionsweg wird Cytochrom-c aus den Mitochondrien freigesetzt und aktiviert zusammen mit dem Kofaktor Apaf-1 die Caspase-9 (Fearnhead et al., 1998). E1A-Proteine sind sowohl an der Freisetzung von Cytochrom-c als auch unabhängig von dieser Freisetzung an der Aktivierung von Apaf-1 und Caspase-9 beteiligt (Fearnhead et al., 1998).

1.10 Sensibilisierung neoplastischer Zellen gegenüber DNA-schädigenden Substanzen durch E1A-Proteine

Die Fähigkeit von E1A-Proteinen, Tumorzellen gegenüber der Behandlung mit DNA-schädigenden Substanzen zu sensibilisieren, ist von wichtiger Bedeutung für die Therapie humaner Tumoren und den möglichen Einsatz von E1A als therapeutisches Transgen.

Ein großes Problem bei der konventionellen Chemotherapie mit z. B. Cisplatin und Doxorubicin ist die Entstehung resistenter Tumorzellen bei der wiederholten Applikation dieser Substanzen. Der Mechanismus der Resistenzbildung ist bis heute nicht vollständig aufgeklärt. Für einige kleinzellige Lungenkarzinomzelllinien (SCLC) konnte jedoch gezeigt werden, dass parakrine und autokrine Mechanismen zur ausgeprägten Bildung von Komponenten der extrazellulären Matrix (ECM) führen. Die Bindung von verschiedenen Integrinen an diese ECM-Bestandteile, wie z. B. Fibronektin und Laminin, aktiviert die Protein-Tyrosinkinase (PTK). Durch einen bisher unbekannten Mechanismus wird somit die durch Zytostatika-induzierte Apoptose verhindert (Sethi et al., 1999). 

E1A sensibilisiert verschiedene Tumorzelllinien gegenüber der Behandlung mit 5-Fluoruracil, Etoposid, Adriamycin, Cisplatin und Doxorubicin (Lowe et al., 1993; Frisch und Dolter, 1995; Sanchez-Prieto et al., 1995). Bei der Sensibilisierung ist die Induktion der Apoptose durch E1A-Proteine von entscheidender Bedeutung. Dabei kann einerseits p53 aktiviert werden, aber andererseits sensibilisieren E1A-Proteine auch p53-negative Zellen für die Behandlung mit Zytostatika (Lowe et al., 1993; Frisch und Dolter, 1995). Ob die Aktivierung von Caspasen dabei eine Rolle spielt (s. a. Kap. 1.10), ist bisher ungeklärt. Die Regionen der E1A-Proteine, die für die Sensibilisierung benötigt werden, sind überdies von dem Einsatz des jeweiligen Zytostatikums abhängig. So ist für die Sensibilisierung gegenüber der Cisplatinbehandlung sowohl die CR1 und CR2 essentiell, während die Sensibilisierung gegenüber der Doxorubicinbehandlung nur die CR1 benötigt (Sanchez-Prieto et al., 1995). 

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

E1A-Proteine besitzen neben ihren proliferationsaktivierenden Funktionen eine Reihe von tumorsupprimierenden Eigenschaften und sind somit in der Lage, die Transformation primärer Zellen, die Tumorigenität und das metastatische Potential von Tumorzelllinien zu reprimieren. Darüber hinaus induzieren E1A-Proteine p53-abhängig und –unabhängig Apoptose und sensibilisieren maligne Zellen gegenüber der Wirksamkeit von Zytostatika. Diese für einen möglichen Einsatz von E1A-Proteinen in der Therapie humaner Tumoren interessanten Fähigkeiten werden jedoch durch ihre zelltransformierenden Eigenschaften in unerwünschter Weise eingeschränkt, da es neben der Transformation primärer Nagerzellen auch Beispiele für die Transformation humaner Zellen gibt (Graham et al., 1977). 

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage geklärt werden, ob Adenovirus-Serotyp 5 E1A-Mutanten, die nicht mehr in der Lage sind, primäre Nagerzellen zu transformieren, ihre tumorsupprimierenden Eigenschaften beibehalten. Darüber hinaus war besonders die Konstruktion solcher Mutanten interessant, in denen alle für die Tumorsuppression nicht notwendigen Bereiche entfernt sind. Dabei sollte der modulare Aufbau der E1A-Proteine die Generation solcher Konstrukte erleichtern. Hintergrund einer solchen Minimierung der E1A-Proteine war zum einen die Ausschaltung solcher für die Tumorsuppression nicht essentiellen E1A-Funktionen und zum anderen der mögliche zukünftige Einsatz entsprechender Peptide in der Tumortherapie.

Entsprechende E1A-Mutanten sollten zunächst auf ihre Fähigkeit hin untersucht werden, primäre Nagerzellen in Kooperation mit einem zweiten Onkogen zu transformieren.

Des weiteren sollte die stabile Expression transformationsdefekter E1A-Mutanten in einer Tumorzelllinie Aufschluss über ihre antitumorigenen und antimetastatischen Eigenschaften geben. Um die Funktionalität der E1A-Mutanten bezüglich ihrer Tumorsuppressoreigenschaften zu untersuchen, wurde u. a. ein Modell einer hoch metastasierenden Melanomzelllinie benutzt, bei der die Expression des gesamten E1A-Gens den malignen Phänotyp revertierte und ihre Tumorigenität im Nacktmausmodell reprimierte (van Groningen et al., 1996). 

Zusätzlich sollte die durch die Expression der E1A-Konstrukte vermittelte Regulation der Transkription/Expression anderer Faktoren, wie z. B. p53, hTERT oder MMP, die für den Prozess der Tumorgenese von Bedeutung sind, untersucht werden.

Zudem sollte untersucht werden, ob die E1A-Mutanten in Hinblick auf mögliche Kombinationstherapien mit Zytostatika in der Lage sind, bestehende Zytostatikaresistenzen der untersuchten Zelllinien aufzuheben.
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