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4 Ergebnisse

4.1 E1A-Mutanten

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden E1A-Mutanten generiert, die die Fähigkeit verloren haben sollten, primäre Nagerzellen zu immortalisieren und mit einem zweiten Onkogen vollständig zu transformieren. Ein weiterer Anspruch war, dass solche transformationsdefekten Mutanten möglichst alle für die E1A-Proteine beschriebenen tumorsupprimierenden Eigenschaften beibehalten oder sogar darüber hinausgehende Tumorsuppressorfunktionen haben sollten. Gleichzeitig sollten alle für die Tumorsuppression nicht benötigten Bereiche der E1A-Proteine deletiert werden, um zum einen ungewollte Regulationen zellulärer Gene zu vermeiden und zum anderen möglichst kleine Mutanten für eine eventuelle Herstellung bioaktiver Peptide zu erhalten, die zukünftig alternativ zu DNA-Konstrukten als Tumortherapeutika in Frage kommen könnten.

Dazu wurden ausgehend von der E1A-13S-cDNA die in Abb. 3 schematisch dargestellten Mutanten durch gerichtete Mutagenese im PCR-Verfahren unter Zuhilfenahme des „ExSiteTM PCR-Based Site-Directed Mutagenesis Kits“ (Stratagene, Heidelberg) hergestellt und ihre Identität durch Sequenzierung verifiziert. Für weitere Untersuchungen wurden die Konstrukte in den eukaryontischen Expressionsvektor pRc-RSV kloniert. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Ad5 E1A-289R-Proteins (E1AWT) und der resultierenden E1A-Mutanten. Die schwarzen Bereiche stellen die unter den verschiedenen Adenovirus Serotypen konservierten Regionen (CR1, CR2 und CR3) dar. Die Zahlen beziehen sich jeweils auf den ersten bzw. letzten Aminosäurerest der jeweiligen konservierten Region bzw. auf den ersten und letzten Aminosäurerest des Proteins.

4.1.1 Die Mutante E1AdelCR2
Bei dieser Mutante ist die konservierte Region 2 (CR2) von Aminosäure (AS) 120Ile bis AS 138Glu vollständig deletiert. Diese Region enthält unter anderem die Bindungsregionen für die Pocketproteine pRB, p107 und p130 und bewirkt die Freisetzung von E2F-Transkriptionsfaktoren aus den Pocketprotein/E2F-Komplexen (Übersicht bei Jansen-Dürr, 1996). Die E1AdelCR2-Mutante sollte nicht mehr in der Lage sein, diese Freisetzung zu bewirken. Daher sollte sie die Fähigkeit, primäre Nagerzellen zu immortalisieren und mit einem zweiten viralen oder zellulären Onkogen zu transformieren, verloren haben (Lilli et al., 1986; Whyte et al., 1989; Chen et al., 1997a). Allerdings sollte diese Mutante an den multifunktionellen transkriptionellen Koaktivator p300 binden können, da sowohl die CR1 als auch der komplette aminoterminale Bereich der Mutante intakt sind. Obwohl diese Bindung auch für die Transformation von Bedeutung ist, konnte gezeigt werden, dass gerade diese Funktion der E1A-Proteine essentiell für die Suppression der HER2/neu-Transkription ist (Chen et al., 1997a). Somit sollte diese Mutante die Tumorigenität HER2/neu-überexprimierender Tumoren reduzieren können. Ebenso sollte die Bindung der E1A-Proteine an p300/CBP zur Repression der Transkription verschiedener Matrix-Metalloproteinasen führen (Offringa et al., 1988, 1990; Frisch et al., 1990). Da bei der Mutante das Exon 2 ebenfalls intakt ist, sollten alle dieser Region zugeschriebenen antimetastatischen Funktionen beibehalten sein (Sundquist et al., 1998; Goppalakrishnan et al., 1995). Die Mutante E1AdelCR2 sollte zeigen, ob die für die Transformation relevante CR2 für die beschriebenen Tumorsuppressorfunktionen der E1A-Proteine entbehrlich ist.

4.1.2 Die Mutante E1ACR3Ex2
Bei dieser Mutante sind die Aminosäuren 2Arg bis 138Glu deletiert. Sie enthält somit lediglich die CR3 und das Exon 2. Auch diese Mutante sollte transformationsdefekt sein. Da die Immortalisierung primärer Rattenzellen (BRK) durch das E1A-243R-Protein viel effizienter verläuft als durch das E1A-289R-Protein (Kuppuswamy und Chinnadurai, 1988), das sich durch das Vorhandensein der CR3 unterscheidet, ist zu vermuten, dass diese Region einen direkten antiproliferativen Einfluss hat oder indirekt die Expression zellzyklusreprimierender Proteine aktiviert. Die Mutante E1ACR3Ex2 sollte vorwiegend darüber Aufschluss geben, welche Rolle die transaktivierende Funktion der CR3 bei der Tumorsuppression spielt.

4.1.3 Die Mutante E1AEx2
Diese Mutante, in der die Aminosäuren 2 bis 186 deletiert sind, enthält lediglich das Exon 2 des E1A-Proteins. Dieser Bereich ist allerdings für die Bindung an CtBP essentiell (Schaeper et al., 1998). Zumindest in primären Rattennierenzellen ist das Exon 2 auch für die Aufrechterhaltung der E-Cadherin-Expression und seine korrekte Lokalisierung innerhalb der Zelle mitverantwortlich (Goppalakrishnan und Quinlan, 1995). Mit Hilfe der Mutante E1AEx2 sollte analysiert werden, ob das Exon 2 alleine für eine effektive Tumorsuppression ausreichend ist.

4.2 Funktionalität der E1A-Konstrukte

Um die Funktionalität der hergestellten E1A-Konstrukte zu überprüfen, wurde in transienten Expressionsstudien der Einfluss der Expression der E1A-Proteine auf die Aktivität des humanen hsp70-Promotors untersucht. Diese Funktion von E1A-Proteinen wurde bereits von Ström et al. (1998) beschrieben. Die für das Transaktivierungspotential benötigten Regionen der E1A-Proteine sind die Transaktivierungsdomäne CR3 und die im Exon 2 befindliche Region AR1 (auxilliary region 1) (Ström et al., 1998). Die CR1 ist zusätzlich für die Rekrutierung der E1A-Proteine an den Promotor notwendig (Ström et al., 1998). So bot die Untersuchung der Aktivierbarkeit des hsp70-Promotors durch die generierten E1A-Proteine die Möglichkeit, auch die Funktionen der E1ACR3Ex2-Mutante zu überprüfen. 

Die E1A-Konstrukte und das hsp70-pGL2-Luciferase-Reporterplasmid wurden in BLM-Zellen kotransfiziert (Abb. 4). Das E1AWT289R- und das E1AdelCR2-Protein aktivierten den hsp70-Promotor 20fach. Die Mutante E1ACR3Ex2 bewirkte eine fünffache Aktivierung des Promotors. Zwar besitzt diese Mutante die Aktivierungsfunktion der CR3, da aber die für eine effektive Rekrutierung an den Promotor notwendige CR1 fehlt, war das Aktivierungspotential dieser Mutante vergleichsweise gering. Das als Kontrolle eingesetzte Ad2 E1AWT243R-Konstrukt konnte aufgrund der fehlenden CR3 den Promotor kaum aktivieren. Das Aktivierungspotential der Mutante E1AEx2 war vergleichbar mit dem des Ad2 E1AWT243R-Proteins. Western-Blot-Analysen zeigten, dass die unterschiedlichen Transaktivierungspotentiale der E1A-Konstrukte nicht auf Unterschiede in den Konzentrationen der entsprechenden E1A-Proteine in den Zellen zurückzuführen waren (Abb. 28). Somit war die Funktionalität der für die Aktivierung des hsp70-Promotors benötigten E1A-Regionen sichergestellt.
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Abb. 4: Aktivierung des humanen hsp70-Promotors durch die E1A-Konstrukte. Es wurden das hsp70-Luciferase-Reporterkonstrukt und die jeweiligen E1A-Konstrukte bzw. der pRc-RSV-Leervektor in BLM-Zellen kotransfiziert. Die Luciferase-Aktivität wurde 48 h nach Transfektionsbeginn gemessen. Die gezeigten Werte sind die Mittelwerte +S.E.M. eines repräsentativen Experimentes in Dreifachbestimmung. Die Aktivierung in Anwesenheit des pRc-RSV-Vektors wurde auf 1 normiert. 

4.3 Untersuchung des Transformationspotentials der E1A-Mutanten

Eine essentielle Voraussetzung für die Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit war die Eliminierung der transformierenden Eigenschaften der E1A-Mutanten. Zur Analyse des Transformationspotentials der E1A-Mutanten wurden primäre BMK-Zellen aus den Nieren vier bis sieben Tage alter immunkompetenter NMRI-Mäuse präpariert und mit den jeweiligen E1A-Konstrukten zusammen mit einem genomischen E1B-Fragment des Ad12 transfiziert. Die Kotransfektion der adenoviralen Region E1B ist für die Ausbildung eines vollständig transformierten Phänotyps notwendig (Yew und Berk, 1992). 

Zunächst wurde die Anzahl der immortalen Zellklone bestimmt. Die Ergebnisse der Experimente sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Bei der Transfektion des E1Awt–Konstrukts zusammen mit dem E1B-Konstrukt kam es zur Ausbildung zahlreicher Foci. Die Expression eines genomischen E1APst-Fragmentes, das die gesamte E1A-Region umfasst, zusammen mit den E1B-Genprodukten ergab eine ähnlich hohe Focianzahl. Dagegen führte die Expression der jeweiligen mutierten E1A-Konstrukte zusammen mit dem E1B-Konstrukt in den BMK-Zellen in beiden unabhängigen Experimenten zur Bildung nur weniger Foci, deren Anzahl nicht die der Negativkontrollen überschritt. Die Foci wurden daraufhin auf ihre Fähigkeit untersucht, als Zelllinien zu wachsen. Die Zellklone, die sich nach Transfektion der mutierten E1A-Proteine ausbildeten, konnten in keinem Versuch als Zelllinie etabliert werden, wohingegen die Zellen, die das E1Awt–Protein exprimierten, zumindest bis zur 20. Passage wuchsen und morphologisch einen transformierten Phänotyp aufwiesen. Dies bedeutet, dass die E1A-Mutanten nicht mehr in der Lage sind, BMK-Zellen in Kooperation mit den Ad12 E1B-Proteinen zu transformieren.

Transfizierte pRc-RSV-Konstrukte


Anzahl der Foci


Experiment 1
Experiment 2

Ad 5 E1APst/Ad12 E1B
43/54/48
38/32/41

Ad5 E1AWT/Ad12 E1B
56/51/42
37/45/42

Ad5 E1AdelCR2/Ad12 E1B
1/0/0
3/2/2

Ad5 E1ACR3Ex2/Ad12 E1B
1/1/0
3/1/1

Ad5 E1AEx2/Ad12 E1B
1/3/3
4/1/0

pRc-RSV/Ad12 E1B
2/0/0
3/1//2

Ad12 E1B
2/1/0
1/2/2

Tab. 1: Überprüfung des Transformationsaktivität der E1A-Konstrukte. Es wurden 2 x 105 BMK-Zellen mit einem Ad12 E1B-Konstrukt und den aufgeführten Ad5 E1A-Konstrukten jeweils im pRc-RSV-Vektor, kotransfiziert. Als Negativkontrolle wurde das Ad12 E1B-Konstrukt alleine oder zusammen mit dem pRc-RSV-Vektor transfiziert. Die Anzahl der Foci wurde vier Wochen nach Transfektion bestimmt. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse zweier unabhängiger Experimente, die in Dreifachbestimmungen durchgeführt wurden.

4.4 Charakterisierung der BLM- und H1299-Zelllinien bezüglich des HER-2/neu-Status

In der vorliegenden Arbeit wurden die Melanomzelllinie BLM und die Bronchialkarzinomzelllinie H1299 als zwei unterschiedliche humane Tumormodellsysteme genutzt, um die Tumorsuppressoreigenschaften der E1A-Proteine zu analysieren.

Der Mechanismus der Tumorsuppression HER-2/neu-überexprimierender Tumorzelllinien durch die E1A-Proteine ist durch eine Reihe von Untersuchungen größtenteils aufgeklärt (Yu et al., 1991, 1993a, b). Um Voraussagen darüber treffen zu können, ob in den hier gewählten Zellsystemen die Repression des HER-2/neu-Promotors durch die Expression von E1A-Proteinen zu einer Reduktion der Tumorigenität führen könnte, wurde Expression des HER-2/neu-Proteins untersucht. Dazu wurden Gesamtzellextrakte der BLM- und H1299-Zelllinien in Western-Blots eingesetzt und das HER-2/neu-Protein mit einem spezifischen Antikörper detektiert. Zum Vergleich wurden die Tumorzelllinien MDA-MB-361, MDA-MB-231 und MDA-MB-435 hinzugezogen, in denen das HER-2/neu-Protein in unterschiedlichem Expressionsmustern vorliegt.

Im Falle der humanen Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-361 ist das HER-2/neu–Protein überexprimiert und zeigte ein dementsprechendes Signal (Abb. 5A). In den Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-435 ist das HER-2/neu-Protein nicht überexprimiert und seine Konzentration deutlich reduziert. Bei den BLM-Zellen war ein Signal in der Größe des HER-2/neu-Proteins zu detektieren, dessen Stärke vergleichbar mit der der Zelllinie MDA-MB-231 war. Aus dem Vergleich der detektierten Proteinmengen der Mammakarzinomzelllinien mit der der BLM-Zelllinie lässt sich daher schließen, dass das HER-2/neu-Protein in der BLM-Zelllinie nicht überexprimiert ist.

Der Vergleich der Mammakarzinomzelllinien, in denen das HER-2/neu-Protein in verschiedenen Konzentrationen vorliegt, mit der H1299-Zelllinie ergab, dass diese Zelllinie ebenfalls nicht aus einem HER-2/neu-überexprimierenden Tumor stammt (Abb. 5B).

Es ist daher davon auszugehen, dass eine mögliche Tumorsuppressoraktivität der E1A-Mutanten in den BLM- und H1299-Zellen durch einen von der Repression des HER-2/neu-Promotors unabhängigen Mechanismus zustande kommen muss.
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Abb. 5: Expression des HER-2/neu-Onkogens der parentalen BLM- und H1299-Zellinien. Die Abbildungen zeigen Fluorogramme von Western-Blots, in denen in A 80 µg und in B 25 µg Zellextrakt der gekennzeichneten Zelllinien eingesetzt und die HER-2/neu-Expression mit einem spezifischen Antikörper nachgewiesen wurde. Die Lage des 185 kD Proteins ist markiert. In A repräsentieren die Banden unterhalb der 185 kD Proteinbande Abbauprodukte des HER-2/neu-Proteins. In B kommt die Verschiebung der detektierten Proteinbanden durch eine Laufverzerrung des Gels zustande.

4.5 Koloniebildung E1A-transfizierter BLM- und H1299-Zelllinien

Um einen Hinweis auf die zytotoxischen Eigenschaften der E1A-Konstrukte zu erhalten, wurde die Toleranz der untersuchten Zelllinien gegenüber der stabilen Integration der E1A-Konstrukte untersucht.

Die parentalen Zelllinien BLM und H1299 wurden dazu mit den jeweiligen E1A-Konstrukten transfiziert und für die G418-Resistenz selektiert. Nach zwei Wochen wurde die Anzahl der lebenden Zellkolonien nach Anfärbung mit einer Giemsa-Lösung bestimmt. Im Falle der BLM-Zelllinie hatten die Mutanten E1ACR3Ex2 und E1AEx2 keinen Einfluss auf die Anzahl der G418-resistenten Kolonien im Vergleich zur Transfektion des pRc-RSV-Vektors. Dagegen führte die Expression des E1AWT-Konstruktes und der E1AdelCR2-Mutante zu einer ca. 60%igen Reduktion der resistenten Kolonien (Abb. 6).
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Abb. 6: Koloniebildung E1A-transfizierter BLM-Zellen. 1 x 105 Zellen wurden mit den jeweiligen E1A-Konstrukten transfiziert. Als Positivkontrolle diente die Transfektion des pRc-RSV-Vektors. Bei der Mock-Transfektion wurde kein Plasmid eingesetzt. Das Diagramm zeigt das Ergebnis eines von zwei Versuchen mit einer Dreifachbestimmung.

Die Abbildung 7 zeigt das für die H1299-Zellen erzielte Ergebnis, wobei in Abb. 7A die angefärbten Kolonien nach Transfektion der jeweiligen Konstrukte und Selektion mit G418 gezeigt sind. Im Falle der H1299-Zellen führte die Transfektion der E1A-Konstrukte E1AWT und E1AdelCR2 zu einer mehr als 60%igen Reduktion der Anzahl der Kolonien im Vergleich zur Positivkontrolle. Die Zahl der überlebenden Kolonien nach der Transfektion der E1ACR3Ex2- und E1AEx2-Mutanten war um ungefähr 45% verringert (Abb. 7B). 

Um auszuschließen, dass die Unterschiede in der Anzahl der entstandenen Kolonien nach der Transfektion der jeweiligen E1A-Konstrukte lediglich auf unterschiedliche Konzentrationen der E1A-Proteine zurückzuführen waren, wurde in einem anderen Versuch die E1A-Expression nach Transfektion der jeweiligen Konstrukte verglichen (s. Abb. 28). Die Ergebnisse der Koloniebildung E1A-transfizierter Zellen deuten darauf hin, dass die Expression der E1AWT- und E1AdelCR2-Konstrukte einen zytotoxischen Effekt sowohl in der BLM- als auch der H1299-Zelllinie hatte. Die Mutanten E1ACR3Ex2 und E1AEx2 hatten nur in der H1299-Zelllinie einen deutlichen zytotoxischen Einfluss.
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Abb. 7: Koloniebildung E1A-transfizierter H1299-Zellen. 1 x 105 Zellen wurden mit den jeweiligen E1A-Konstrukten oder dem pRc-RSV-Vektor als Positivkontrolle transfiziert. Bei der Mock-Transfektion wurde kein Plasmid eingesetzt. A: Dargestellt sind Zellkulturschalen mit G418-resistenten Kolonien nach Transfektion von H1299-Zellen mit I. Mock, II. pRc-RSV, III. E1AWT, IV. E1AdelCR2, V. E1ACR3Ex2, VI. E1AEx2 B: Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte +S.E.M. der für die jeweiligen Konstrukte erhaltenen Anzahl G418-resistenter Kolonien aus einem von drei Versuchen, die jeweils in Doppelbestimmung durchgeführt wurden.

4.6 Etablierung konstitutiv E1A-exprimierender Zelllinien

Um den Einfluss der E1A-Mutanten auf die Tumorigenität der Zelllinien BLM und H1299 untersuchen zu können, wurden die in den pRc-RSV-Vektor klonierten E1A-Konstrukte in die jeweilige Zelllinie transfiziert und mit dem Antibiotikum G418 für die auf dem Vektor befindliche Resistenz selektiert, um eine stabile Expression der transfizierten Konstrukte zu erreichen. 

Etablierung der E1A-exprimierenden BLM-Zelllinien

Im Zuge der Etablierung konstitutiv E1A-exprimierender BLM-Zelllinien wurden die E1A-Expression von insgesamt 248 Zellklonen im Western-Blot-Verfahren analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass ein Großteil der G418-resistenten Zellklone, die zuvor entweder mit dem E1AWT-oder dem E1AdelCR2-Konstrukt transfiziert wurden, keine Expression von E1A-Proteinen zeigten. So ließ sich bei nur fünf Zellklonen von insgesamt 96 resistenten E1AWT-transfizierten Kolonien eine E1A-Expression im Western-Blot nachweisen. Im Falle der E1AdelCR2-Mutante zeigten sogar nur zwei von 94 untersuchten resistenten Kolonien eine E1A-Expression. Bei der Transfektion mit den beiden Mutanten E1ACR3Ex2 und E1AEx2 war die relative Anzahl der G418-resistenten und gleichzeitig E1A-exprimierenden Zelllinien deutlich höher. Hier exprimierten jeweils über 90% der untersuchten G418-resistenten Klone die entsprechenden E1A-Proteine (s. a. Kap. 4.6.4). Die Problematik, G418-resistente Zelllinien zu etablieren, die gleichzeitig die E1AWT-und E1AdelCR2-Konstrukte exprimierten, deutet auf eine Selektion gegen die Expression dieser E1A-Proteine hin (s. Kap 5.1).

4.6.1 Kontrolle der Unabhängigkeit der E1A-exprimierenden BLM-Zelllinien

Um die Unabhängigkeit der E1A-exprimierenden Zelllinien zu überprüfen, wurde die genomische Integration der E1A-cDNAs der den verschiedenen Zelllinien im Southern-Blot-Verfahren verglichen (Abb. 8). 

In den Zelllinien E1AWT10, E1AWT15 und E1AWT28 war das E1AWT-Konstrukt nur jeweils einmal in das Genom der Zellen integriert. Die E1A-cDNA der E1AWT10-Zelllinie war nur schwach detektierbar. Die Unabhängigkeit der beiden Zelllinien E1AWT15 und E1AWT28 konnte nicht völlig sichergestellt werden, da in dem Bereich von 21266 bp keine deutlichere Auftrennung der DNA-Fragmente erreicht wurde und somit ein Größenunterschied nicht eindeutig festgestellt werden konnte. In den übrigen untersuchten E1A-exprimierenden Zelllinien waren zwei oder mehr E1A-cDNAs des jeweiligen E1A-Konstruktes integriert. Es zeigten sich bei diesen Zelllinien unterschiedliche Integrationsmuster. Die Unabhängigkeit der Zelllinien war damit mit Ausnahme der E1AWT15- und E1AWT28-Zelllinien gewährleistet. Für die weiteren Untersuchungen wurden immer mindestens zwei unabhängige Zelllinien mit dem gleichen E1A-Konstrukt verwendet.
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Abb. 8: Untersuchung der Unabhängigkeit der Integration der E1A-cDNAs in der Melanomzelllinie BLM. Die Abbildung zeigt beispielhaft ein Autoradiogramm eines Southern-Blots mit Bgl II-geschnittener genomischer DNA der hier gekennzeichneten E1A-exprimierenden Zelllinien. Als Sonde diente die E1AWT-cDNA.

4.6.2 Etablierung der konstitutiv E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien

Bei der Etablierung von E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien wurde bei insgesamt 218 Zellkolonien die Expression der verschiedenen E1A-Proteine im Western-Blot-Verfahren untersucht. Dabei konnte von 84 G418-resistenten Zellklonen, die mit einem E1AWT-Konstrukt transfiziert wurden, nur bei der E1AWT19-Zelllinie die Expression des E1A-Proteins detektiert werden. Von 89 untersuchten G418-resistenten und mit einem E1AdelCR2-Konstrukt transfizierten Zellklonen exprimierte lediglich die E1AdelCR239-Zelllinie das entsprechende Konstrukt. Bei der Etablierung stabiler E1ACR3Ex2-Zelllinien zeigten ca. 70% der untersuchten G418-resistenten Kolonien gleichzeitig eine E1A-Expression. Ca. 90% der mit dem E1AEx2-Konstrukt transfizierten Zellen, die G418-resistent waren, exprimierten auch das E1A-Protein. Auch in der H1299-Zelllinie fand offenbar während der Etablierung eine Selektion gegen die Expression der E1AWT- und E1AdelCR2-Proteine statt (s. Kap.5.1).

Die Unabhängigkeit der E1ACR3Ex2- und der E1AEx2-Zelllinien wurde dadurch sichergestellt, dass die jeweiligen Zellklone aus unterschiedlichen Transfektionsansätzen stammten. Bei den weiteren Untersuchungen wurden jeweils zwei unabhängige E1ACR3Ex2- und E1AEx2-Zelllinien verwendet.

4.6.3 Expression der E1A-Konstrukte in den etablierten Zelllinien

Um sicherzustellen, dass die generierten Zelllinien die jeweiligen E1A-Konstrukte auch weiterhin exprimierten, wurde die Expression der E1A-Proteine im Western-Blot analysiert (s. Kap. 4.6.1 und 4.6.3). Die Abbildung 9 zeigt die E1A-Expression unterschiedlicher BLM-Zelllinien. In den verschiedenen E1AWT-Zelllinien waren vergleichbare E1A-Proteinmengen zu detektieren. Unter den Zelllinien, die eine E1A-Mutante exprimierten, war die Expression der Proteine dagegen uneinheitlich. Es ergab sich aber keine Korrelation zwischen dem jeweiligen exprimierten E1A-Konstrukt und der Expressionsstärke der E1A-Proteine. In den E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien zeigten sich lediglich geringe Unterschiede in der Expressionsstärke der E1A-Proteine. Bei der Zelllinie E1AWT55 wurde die Expression eines verkürzten E1AWT-Konstruktes detektiert und in der Zelllinie E1AdelCR245 war keine E1A-Expression nachweisbar (Abb. 10). Die im Vergleich zu 293-Zellen sehr schwache E1A-Expression deutet darauf hin, dass bei der Etablierung der E1A-exprimierenden Zelllinien wahrscheinlich gegen eine hohe E1A-Expression selektiert wurde (s. Kap. 5.1). 
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Abb. 9: Nachweis der E1A-Expression in den etablierten BLM-Zelllinien. Es wurden jeweils 50 µg Protein der gekennzeichneten Zelllinien in den Western-Blot eingesetzt und die Expression mit einem E1A-spezifischen Antikörper analysiert. Als Positivkontrolle wurde 10 µg Protein aus 293-Zellen eingesetzt.
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Abb. 10: Nachweis der E1A-Expression in den etablierten H1299-Zelllinien. Es wurden jeweils 50 µg Protein der gekennzeichneten Zelllinien in den Western-Blot eingesetzt und die Expression mit einem E1A-spezifischen Antikörper analysiert. Als Positivkontrolle wurde 10 µg Protein aus 293-Zellen eingesetzt.

In den folgenden Untersuchungen kamen nur solche Zelllinien zum Einsatz, in denen ein E1A-Protein korrekter molarer Masse exprimiert wurde. Dabei wurden möglichst nur solche Zelllinien ausgewählt, bei denen die in den Western-Blot-Analysen detektierten E1A-Proteinmengen vergleichbar waren, um auszuschließen, dass E1A-Funktionen auf unterschiedliche E1A-Proteinkonzentrationen zurückzuführen sind.

4.7 Morphologie der E1A-exprimierenden Zelllinien

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von E1A-Proteinen in verschiedenen Tumorzelllinien von morphologischen Veränderungen dieser Zellen begleitet sein kann (Frisch et al., 1994; van Groningen et al., 1996). Der Vergleich der Morphologie der E1A-exprimierenden Zelllinien sollte Aufschluss darüber geben, ob sich der transformierte Phänotyp der BLM- und H1299-Zelllinien zugunsten eines wie von Frisch et al. (1994) beschriebenen epithelialen Phänotyps verändert hatte. Die Zellen wurden für diesbezügliche Analysen bis zu ca. 30-40%iger Konfluenz kultiviert und dann im Phasenkontrastmikroskop bei 400facher Vergrößerung fotografiert. Die parentalen BLM-Zellen und die pRc-RSV-Zelllinie besaßen eine fibroblastenähnliche Morphologie. Die Zelllinie E1AWT10 zeigte morphologische Veränderungen (Abb. 11C). Die Zellen breiteten sich flacher auf der Unterlage aus, während die übrigen Zelllinien mit einem E1AWT-Konstrukt morphologisch kaum von den parentalen BLM-Zellen zu unterscheiden waren (Abb. 11D, E und F). Einige der E1A-Mutanten exprimierenden Zelllinien zeigten ebensolche Unterschiede im morphologischen Erscheinungsbild. So hatten die Zellen der Zelllinien E1AdelCR217 (Abb. 11G), E1ACR3Ex230 (Abb. 11J) und auch Zellen der E1AEx211-Linie (Abb. 11L) eine mit der E1AWT10-Zelllinie vergleichbare Morphologie. Dagegen erschienen unabhängige Zelllinien, die die jeweiligen Konstrukte ebenfalls exprimierten (Abb. 11H, I und K) vergleichbar mit der parentalen Zelllinie eher fibroblastisch. In den E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien waren zwar ebenfalls zum Teil morphologische Unterschiede zu erkennen, die jedoch nicht die Ausbildungen des epithelialen Phänotyps erkennen ließen (Daten nicht gezeigt).

Die in diesen Analysen beobachteten morphologischen Veränderungen mancher E1A-exprimierender Zelllinien korrelierten nicht mit der Expression eines bestimmten E1A-Konstruktes. Die zu erkennenden Unterschiede sind möglicherweise auf die unterschiedliche genomische Integration der E1A-cDNAs der Zelllinien zurückzuführen. Trotz morphologischer Veränderungen kam es in keiner der hier untersuchten E1A-exprimierenden Zelllinie zur vollständigen Ausbildung eines wie von Frisch et al. (1994) beschriebenen epithelialen Phänotyps. Dies kann einerseits bedeuten, dass die Expression der E1A-Konstrukte nicht zur Ausbildung dieses Phänotyps führen kann. Andererseits ist es möglich, dass ein starker Selektionsdruck gegen das epitheliale Erscheinungsbild der Zellen vorherrscht (s. a. Kap. 5.1).
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Abb.11: Morphologie parentaler bzw. E1A-exprimierender BLM-Zelllinien. A. BLM-Zellen, B. pRc-RSV-exprimierende BLM-Zellen, C.-L. BLM-Zelllinien mit stabiler Expression der E1A-Konstrukte. C. E1AWT10, D. E1AWT15, E. E1AWT27, F. E1AWT28, G. E1AdelCR217, H. E1AdelCR223, I. E1ACR3Ex21, J. E1ACR3Ex230, K. E1AEx25, L. E1AEx211. Die Zellen wurden im Phasenkontrast bei 400facher Vergrößerung fotografiert.

4.8 Expression von Tumormarkern in E1A-exprimierenden BLM- und H1299-Zelllinien

In früheren Experimenten, in denen ein genomisches E1A-Konstrukt stabil in BLM-Zellen exprimiert wurde, zeigte sich eine Reduktion der Expression einer Reihe von Tumormarkern, wie z. B. Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), PAI-2, Calcyclin, Vimentin, Interleukin-6. Die Expression dieser Progressionsmarker ist für stark metastasierende, maligne Melanome charakteristisch (van Groningen et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der konstitutiven Expression des E1AWT-Konstruktes und der E1A-Mutanten in den BLM- und H1299-Zelllinien auf die Expression der Tumormarker PAI-1, Urokinase-Plasminogenaktivator (uPA) und Vimentin analysiert. Im Northern-Blot wurde die Expression von PAI-1 und uPA in den BLM-Zellen untersucht (Abb. 12). In den Zelllinien E1AWT10, E1AdelCR223 und E1AEx25 war die PAI-1-Expression im Vergleich zur parentalen BLM-Zelllinie und zur pRc-RSV-Zelllinie deutlich reduziert. In anderen Zelllinien, die die gleichen E1A-Konstrukte exprimierten, war dagegen keine Modulation der PAI-1-Expression zu erkennen. Hingegen war in beiden Zelllinien, die die E1ACR3Ex2-Mutante (Zelllinie 1 und 30) exprimierten, die Expression von PAI-1 reprimiert. Auch die Expression von uPA war in den untersuchten Zelllinien moduliert. Unerwarteterweise kam es aber bereits durch die Integration des pRc-RSV-Vektors zu einer starken Reduktion der uPA-Expression. In den Zelllinien E1AWT10, E1AWT15 und E1AEx211 war die uPA-Expression eher erhöht. In den Zelllinien E1AdelCR223, E1ACR3Ex21, E1ACR3Ex230 und E1AEx25 war die uPA-Expression wie bei der pRc-RSV-Kontrollzelllinie kaum noch detektierbar. In den E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien war die Expression von PAI-1 und uPA gegenüber der parentalen Zelllinie nicht moduliert (Daten nicht gezeigt).

Es ist davon auszugehen, dass in den BLM-Zellen zumindest die uPA-Expression nicht durch die Expression der E1A-Konstrukte moduliert wurde, da schon die Integration des pRc-RSV-Vektors die Expression im Vergleich zur parentalen Zelllinie reprimierte. 


[image: image16.wmf]E1A

delCR2

17

E1A

WT

27

E1A

Ex2

11

E1A

Ex2

5

E1A

WT

15

E1A

WT

10

BLM-Zellen

pRc

-RSV

E1A

CR3Ex2

30

E1A

CR3Ex2

1

E1A

delCR2

23

3,4 

kb

2,5 

kb

PAI-1

uPA

2,3 

kb


Abb. 12: Northern-Blot-Analysen der E1A-exprimierenden BLM-Zellen. Es wurden je gekennzeichnete Zelllinie 15 µg RNA eingesetzt. Als Kontrollen dienten die RNA der parentalen bzw. pRc-RSV-transfizierten Zelllinie. Für die Hybridisierung wurden eine homologe PAI-1- bzw. uPA-Sonde benutzt. 

Des weiteren wurde die Expression des Tumormarkers Vimentin in den E1A-exprimierenden Zelllinien in Western-Blot-Analysen untersucht (Abb.13). In Northern-Blot-Analysen von van Groningen et al. (1996) konnte gezeigt werden, dass durch die konstitutive Expression eines genomischen E1A-Konstruktes die Expression von Vimentin reprimiert wurde. Bei den hier untersuchten E1A-exprimierenden BLM-Zellen zeigten nur die Zellklone E1AWT10 und E1AdelCR217 eine deutliche Repression der Vimentinexpression. In anderen Zelllinien, die die gleichen E1A-Konstrukte exprimierten, war sie im Vergleich zur parentalen Kontrolle nicht moduliert (Abb. 13A). Auch in den E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien wurde Vimentin unterschiedlich stark exprimiert (Abb. 13B). Bei der Zelllinie E1AdelCR236 war die Expression von Vimentin kaum noch detektierbar. In den Zelllinien E1ACR3Ex2316 und E1AEx2110 kam es ebenfalls zur starken Reduktion der Vimentinexpression, dabei zeigten die jeweiligen anderen Zelllinien, in denen die gleichen Konstrukte exprimiert wurden, keine Veränderungen hinsichtlich der Expression.


[image: image17.wmf]E1A

delCR2

36

E1A

Ex2

110

E1A

Ex2

39

E1A

WT

19

H1299-Zellen

E1A

CR3Ex2

316

pRc

-RSV144

E1A

CR3Ex2

123

E1A

delCR2

17

E1A

WT

27

E1A

Ex2

11

E1A

Ex2

5

E1A

WT

15

E1A

WT

10

BLM-Zellen

E1A

CR3Ex2

30

pRc

-RSV

E1A

CR3Ex2

1

E1A

delCR2

23

A

B

50kD

50kD


Abb. 13: Nachweis der Vimentinexpression in den E1A-exprimierenden A: BLM- und B: H1299-Zellen. Es wurden jeweils 50 µg Protein der gekennzeichneten Zelllinien in den Western-Blot eingesetzt und die Expression mit einem Vimentin-spezifischen Antikörper analysiert.

Die im Zuge der vorliegenden Arbeit hergestellten E1A-Konstrukte konnten die in früheren Experimenten gezeigte Reduktion der exprimierten Tumormarker in BLM-Zellen durch ein exprimiertes genomisches E1A-Fragment (van Groningen et al., 1996) nur in einigen Zelllinien bewirken. Die sich ergebenden Unterschiede in der Expressionsstärke der Tumormarker korrelierten weder in den generierten BLM- noch in den H1299-Zelllinien mit der Expression der verschiedenen E1A-Konstrukte. Es ist davon auszugehen, dass die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Unterschiede im Expressionsmuster im Zuge der Etablierung durch die unterschiedliche genomische Integration der E1A-cDNAs zustande kamen.

4.9 Proliferationsverhalten der E1A-exprimierenden Zelllinien

Tumorzellen besitzen im Gegensatz zu normalen Zellen die Fähigkeit, relativ unabhängig von Wachstumsfaktoren zu proliferieren (Shih und Herlyn, 1993). Die Expression eines genomischen E1A-Konstrukts führte unter Serumentzug zur Reduktion der Wachstumsraten in einer murinen Melanomzelllinie (Deng et al., 1998). Bei der Anwesenheit von Wachstumsfaktoren im Medium hatte die Expression von E1A aber keinen Einfluss auf die Proliferation (Deng et al., 1998; Frisch, 1991). Um die Auswirkungen der stabilen Expression des E1AWT-Konstrukts und der E1A-Mutanten auf die Proliferation der BLM- und H1299-Zelllinien zu analysieren, wurde die Wachstumsrate der E1A-exprimierenden Zelllinien unter subkonfluenten Bedingungen mit und ohne Serumreduktion untersucht. 

Die Bestimmung der Zellzahlen der verschiedenen Zelllinien zeigte, dass die Serumreduktion generell in allen Zelllinien zu geringeren Proliferationsraten führte. Gleichzeitig nahm die Anzahl der lebenden Zellen nach 5tägigem Serumreduktion ab, obwohl bis dahin keine Konfluenz erreicht war. Die untersuchten BLM-Zelllinien zeigten sowohl bei 10% FKS als auch bei 0,1% FKS unterschiedliche Proliferationsgeschwindigkeiten, die sich aber nicht signifikant unterschieden (Abb. 14A und B). Die Zelllinie E1AWT10 wies auch unter nicht-serumreduzierten Bedingungen mit 10% FKS ein deutlich verlangsamtes Wachstum auf. In den E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien waren die Unterschiede in der Wachstumsgeschwindigkeit nicht signifikant (Abb. 14C und D). Die Untersuchungen zeigten, dass die Expression der E1A-Konstrukte sich nicht wesentlich auf die Proliferationsraten der verschiedenen Zelllinien auswirkten. Es ergab sich zudem kein Zusammenhang zwischen der Expression eines bestimmten E1A-Konstruktes und der Proliferation der Zelllinien.
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Abb. 14: Proliferation der BLM- und H1299-Zelllinien in 10% und 0,1% FKS. A und B: Es wurden 1 x 104 parentale oder E1A-exprimierende BLM-Zellen oder in C und D 2 x 104 parentale oder E1A-exprimierende H1299-Zellen ausgesät und nach 24 h und dann täglich zur gleichen Zeit die Zellzahl bestimmt. Beim Wachstum unter Serumreduktion (in B und D) wurde nach 24 h das Vollmedium durch Medium mit 0,1% FKS ersetzt. Die Graphiken zeigen die Ergebnisse eines Versuchs, der in Doppelbestimmung durchgeführt wurde.

4.10 Wachstum der E1A-exprimierenden Zelllinien in Weichagar

Die Fähigkeit in halbfestem Medium, d. h. kontaktunabhängig zu wachsen, gibt oft einen Hinweis auf die Tumorigenität maligner Zellen in vivo (Freedmann und Shin, 1974). Dabei spielt auch die Modulation der Expression verschiedener Oberflächen- und Adhäsionsproteine eine wichtige Rolle (Sethi et al., 1999). Um Voraussagen über die Tumorigenität der E1A-exprimierenden Zelllinien in vivo machen zu können, wurde ihre Fähigkeit untersucht, in Weichagar zu wachsen.

Die Abbildung 15 zeigt die für die BLM-Zelllinie und ihre E1A-exprimierenden Derivate erzielten Ergebnisse. Die parentale BLM-Zelllinie und die pRc-RSV-Kontrollzelllinie bildeten in halbfestem Medium zahlreiche Foci aus. Die E1AEx2-exprimierenden Zelllinien (Zelllinie 5, 11 und 19) hatten die unverminderte Fähigkeit, in Weichagar zu wachsen. Vier von fünf untersuchten Zelllinien, die Zelllinien E1AWT15, E1AWT20, E1AWT27 und E1AWT28, wuchsen ebenfalls unbeeinflusst von der Expression des E1AWT-Konstruktes. Hingegen war die E1AWT10-Zelllinie nicht mehr in der Lage, in Weichagar zu wachsen. Die Zelllinien, in denen die jeweiligen Mutanten E1AdelCR2 (Zelllinie 17 und 23) bzw. E1ACR3Ex2 (Zelllinie 1, 21 und 30) exprimiert wurden, waren nur noch vermindert befähigt, Foci auszubilden. Dabei ergab sich eine Reduktion der Focianzahl bis zu 40% bei der E1AdelCR223 bis zu maximal 60% bei der E1ACR3Ex230 Zelllinie gegenüber der Parentalzelllinie BLM       (p < 0,01). 
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Abb. 15: Wachstum der E1A-exprimierenden BLM-Zelllinien in Weichagar. Es wurden 5 x 103 Zellen je Vertiefung einer 6er-Zellkulturplatte in der Testschicht des Weichagars ausgesät und die Anzahl der Foci nach einer Inkubationsdauer von drei Wochen bestimmt. Die Abbildung zeigt eines von drei durchgeführten Experimenten. Aufgeführt sind die Mittelwerte +S.E.M. der ausgezählten Foci/cm2 einer Dreifachbestimmung. Signifikante Veränderungen gegenüber der parentalen Zelllinie wurden mit dem U-Test nach Mann und Whitney für nicht normalverteilte unvariante Daten bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 bestimmt. Der * gibt signifikante Unterschiede an.

Die parentale H1299-Zelllinie war wie die BLM-Zelllinie in der Lage, in Weichagar Foci auszubilden (Abb. 16). Eine H1299-Zelllinie, in der der pRc-RSV-Vektor integriert war, bildete ähnlich viele Foci aus. Auch die Zelllinien, die die E1AEx2-Mutante (E1AEx239 und E1AEx2110) und das E1AWT-Konstrukt exprimierten, zeigten keine Veränderungen bezüglich ihrer Wachstumsfähigkeit in halbfestem Medium. Hingegen wies die Zelllinie E1AdelCR236 eine signifikante Reduktion der Focusbildung von über 80% gegenüber der pRc-RSV-Kontrollzelllinie auf. Bei den E1ACR3Ex2-Zelllinien war die jeweilige Anzahl der Foci um ca. 80% (E1ACR3Ex2123) bzw. 70% (E1ACR3Ex2316) ebenfalls signifikant vermindert. 
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Abb. 16: Wachstum der E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien in Weichagar. Es wurden 6 x 103 Zellen wie in Abb. 15 beschrieben ausgesät. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte der Anzahl der Foci/cm2 +S.E.M. eines von drei durchgeführten Experimenten in einer Dreifachbestimmung. Signifikante Veränderungen gegenüber der parentalen Zelllinie wurden mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 bestimmt. Der * gibt signifikante Unterschiede an.

Die Expression der Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 reduzierte die Fähigkeit der BLM- und H1299-Zelllinien signifikant, Foci in halbfestem Medium auszubilden. Dabei waren Unterschiede in der Proliferation unter den Kulturbedingungen ausgeschlossen (s. a. Kap. 4.9). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Expression dieser Mutanten die Tumorigenität der H1299- und BLM-Zellen reprimiert. 

4.11 Tumorigenität der E1A-exprimierenden Zelllinien in vivo
Um die in den Weichagarversuchen erzielten Ergebnisse in Bezug auf die Tumorigenität der etablierten Zelllinien in vivo zu untersuchen, wurden die Zelllinien in einer zuvor getesteten optimalen Zellzahl immundefizienten Mäusen subkutan injiziert und das Tumorwachstum analysiert. 

4.11.1 Tumorigenität der BLM-Zelllinien

In einer ersten Versuchsreihe wurden 3 x 106 Zellen weiblichen nu/nu Mäusen subkutan in die Vorderlaufbeuge injiziert und bei vorhandenem Tumor dreimal wöchentlich dessen Größe vermessen (Abb. 17).

Die parentale Zelllinie bildete nach 10 - 14 Tagen große Tumoren mit einem exponentiellen Wachstumsverlauf aus. Die Zelllinien E1AWT15 und E1AWT27 (Abb. 17A und B) zeigten nach ihrer Inokulation eine geringfügig verzögerte Tumorentstehung im Vergleich zur parentalen BLM-Zelllinie. Dagegen begann nach Inokulation der Zelllinie E1AdelCR217 die Ausbildung von Tumoren mit einer deutlichen Verzögerung von sieben Tagen. Zu diesem Zeitpunkt hatten sich in den Kontrolltieren schon große Tumoren entwickelt (Abb. 17B). Die zur parentalen Zelllinie vergleichbaren Tumorgrößen waren erst nach dem doppelten Zeitraum ausgebildet. Nach der verlängerten Latenzzeit wuchsen die Tumoren ebenfalls mit exponentiellem Verlauf. Die Linie E1ACR3Ex21 zeigte eine ebensolche Verzögerung der Tumorbildung nach Beginn der Inokulation (Abb. 17A). Dabei verlängerte sich die Latenzzeit um vier Tage gegenüber der parentalen Zelllinie. Die Datenaufnahme musste hier aber bei einem Tier nach 15 Tagen abgebrochen werden. Bei den beiden anderen Tieren kam es trotz der Verzögerung ebenfalls zur Ausbildung mit der parentalen Zelllinie vergleichbarer Tumoren.
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Abb. 17: Repression der Tumorigenität der BLM-Zelllinien durch die stabile Expression der E1A-Mutanten A. E1ACR3Ex2 und B. E1AdelCR2.Es wurden jeweils   3 x 106 Zellen in die Vorderlaufbeuge von nu/nu Mäusen injiziert und die Größe der entstehenden Tumoren alle drei bis vier Tage gemessen. Das Volumen wurde wie in Kap. 3.18.2 beschrieben bestimmt. Die Messpunkte sind Mittelwerte von drei Tieren ±S.E.M.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde den Tieren die zu analysierenden Zelllinien subkutan in die hintere Flanke injiziert (Abb. 18). Dies erlaubte eine längere Beobachtung der Tumorenstehung als in der ersten Versuchsreihe. Generell konnten die Ergebnisse bezüglich der Tumorigenität der E1AdelCR2- und E1ACR3Ex2-exprimierenden Zelllinien der ersten Versuchsreihe bestätigt werden. Die E1AdelCR223- und E1ACR3Ex230-Zelllinie zeigten ebenfalls eine stark verzögerte Tumorausbildung nach der Inokulation. Das Tumorwachstum begann erst zu einem Zeitpunkt als die parentale Zelllinie in allen Tieren bereits große Tumoren entwickelt hatte. Nach Beginn des Auswachsens konnte auch in diesen Zelllinien ein mit der parentalen BLM-Zelllinie vergleichbares exponentielles Wachstum beobachtet werden. Eine ebenfalls deutlich geringere Tumorigenität im Nacktmausmodell wies eine mit einem E1AWT-Konstrukt stabil transfizierte Zelllinie (E1AWT10) auf. Im Gegensatz zu allen anderen analysierten E1AWT-Zelllinien war sie nach einer stark verlängerten Latenzzeit in der Lage, Tumoren auszubilden (Abb. 18A). Zwei unabhängige Zelllinien, die das E1AEx2-Konstrukt (E1AEx25 und E1AEx211) konstitutiv exprimierten, verhielten sich gegenüber der parentalen Zelllinie unverändert in Bezug auf ihre Tumorigenität in vivo. Es wurden zwei weitere Zelllinien untersucht, die das E1AWT-Konstrukt (E1AWT20 und E1AWT28) exprimierten (Abb. 18B). Wie in der ersten Versuchsreihe zeigten beide Zelllinien im Vergleich zur BLM-Zelllinie keine veränderte Tumorigenität. Zur Kontrolle wurde eine Zelllinie inokuliert, in der der pRc-RSV-Vektor stabil integriert war. Auch diese Zelllinie zeigte keine veränderte Tumorigenität in der Nacktmaus.
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Abb. 18: Repression der Tumorigenität der BLM-Zelllinien durch die stabile Expression der E1A-Konstrukte. A: Repression der Tumorigenität in den Zelllinien E1AdelCR223, E1ACR3Ex230 und E1AWT10. B: nicht reprimierte E1AWT-Zelllinien. Es wurden jeweils 3 x 106 Zellen in die Flanke von nu/nu Mäusen injiziert und die Größe der entstehenden Tumore alle drei bis vier Tage gemessen. Das Volumen wurde wie in Kap. 3.18.2 beschrieben bestimmt. Die Messpunkte sind Mittelwerte von drei bzw. vier Tieren ±S.E.M.

Die Expression der Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 führte in den BLM-Zellen zu einer deutlichen Reduktion der Tumorigenität. Dabei korrelierte die Tumorigenität nicht mit der Expression spezifischer Tumormarkern in den untersuchten Zelllinien (vergl. Kap. 4.8). Es konnte ausgeschlossen werden, dass die Verzögerung der Bildung von Tumoren durch veränderte Wachstumsraten der Zelllinien, die die E1AdelCR2-und E1ACR3Ex2-Mutanten exprimierten, zustande kamen (s. Kap. 4.9).

4.11.2 Tumorigenität der E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien

Um die Tumorigenität der E1A-exprimierenden H1299-Linien in vivo zu analysieren, wurden 1 x 107 Zellen der entsprechenden Zelllinien in Nacktmäuse inokuliert (Abb. 19). Nach ca. vier Wochen begannen die parentale und die pRc-RSV-transfizierte H1299-Zelllinien Tumoren auszubilden, die nach sechs bis sieben Wochen zu großen Tumoren ausgewachsen waren. Ihr Wachstum wies dabei einen exponentiellen Verlauf auf. Die durch die E1AEx2-Linien entstandenen Tumoren wuchsen nach der gleichen Latenzzeit aus und zeigten somit keine Veränderung im Vergleich zur parentalen H1299-Zelllinie. Die E1AWT-exprimierende Zelllinie bildete nach einer geringfügigen Verzögerung ebenfalls Tumoren aus. Die Zelllinie E1AdelCR239 hingegen hatte die Fähigkeit zur Tumorinduktion verloren. Bis zum Abbruch des Versuches nach elf Wochen, wuchs in keinem der drei Tiere, denen diese Zelllinie injiziert worden war, Tumoren aus. Die Mutante E1ACR3Ex2 war in der Lage, das Auswachsen der H1299-Zellen zu Tumoren in den Mäusen signifikant zu verzögern. Die Zelllinie E1ACR3Ex2316 bildete in zwei von fünf Tieren keine Tumoren aus, nach Injektion der Zelllinie E1ACR3Ex2123 kam es sogar in drei von fünf Tieren zum Ausbleiben der Tumorbildung. In den Versuchstieren, in denen es nach der Inokulation dieser Zelllinien nach einer Verzögerung gegenüber den Kontrollen dennoch zur Entstehung der Tumoren kam, folgte das Wachstum auch hier, wie bei den anderen Tumoren, einem exponentiellen Verlauf. 
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Abb. 19: Tumorigenität der E1A-exprimierenden H1299-Zellen. Es wurden           1 x 107 Zellen in die Flanke von nu/nu Mäusen inokuliert und die Größe der entstehenden Tumore wöchentlich bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte ±S.E.M. der errechneten Tumorvolumina von jeweils drei Tieren bei den Zelllinien E1AdelCR239, E1AEx239, E1AEx2110 und pRc-RSV, und jeweils fünf Tieren bei den Zelllinien H1299, E1ACR3Ex2123 und E1ACR3Ex2316.

Wie bei den BLM-Zellen (s. Kap. 4.11.1) führte die konstitutive Expression der E1AdelCR2- und E1ACR3Ex2-Mutanten zur Reduktion der Tumorigenität der H1299-Zelllinie. Das Ausbleiben bzw. die Verzögerung der Tumorbildung der Zelllinien, die diese Mutanten exprimierten, war dabei nicht auf eine veränderte Proliferationskinetik zurückzuführen (s. a. Kap. 4.9). Es ergab sich ebenfalls kein Zusammenhang zwischen der Expression von Tumormarkern und der Tumorigenität der Zelllinien (s. a. Kap. 4.8). Die Tumorigenitätsstudien zeigten, dass im Besonderen die E1AdelCR2- und die E1ACR3Ex2-Mutante in den Zelllinien BLM und H1299 antitumorigene Funktionen hatten.

4.12 Expressionsanalyse der E1A-Proteine in den Tumoren der BLM- und H1299-Zelllinien

Bei der Ausbildung der Tumoren durch die Zelllinien, die das E1AdelCR2- oder das E1ACR3Ex2-Konstrukt konstitutiv exprimierten, kam es zu deutlichen Verzögerungen im Vergleich zu den jeweiligen parentalen Zelllinien (Kap. 4.11). Um zu untersuchen, warum es trotz der deutlichen Verlängerung der Latenzzeiten zum Auswachsen von Tumoren kam, wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt.

Zunächst wurde die Expression der E1A-Proteine in den entnommenen Tumoren analysiert. Die Abbildung 20 zeigt, dass nur in den Tumoren, die aus E1AEx2-exprimierenden BLM-Zellen entstanden waren, E1A-Proteine exprimiert wurden. In den anderen untersuchten Tumoren war keine E1A-Expression detektierbar. Der Versuch konnte durch die Untersuchung einer weiteren Reihe von Proteinextrakten aus Tumoren, die sich in anderen Versuchstieren aus den gleichen Zelllinien entwickelt hatten, bestätigt werden.

In den Tumoren der H1299-Zelllinien zeigte sich das gleiche Ergebnis. Ausschließlich die Tumoren, die durch Inokulation der Zellklone E1AEx239 und E1AEx2110 entstanden waren, exprimierten das E1AEx2-Konstrukt (Daten nicht gezeigt).

Die Western-Blot-Analysen deuten darauf hin, dass die in den Tieren inokulierten Zellpopulationen Subklone bildeten, deren E1A-Expression verloren gegangen war. Diese waren dann möglicherweise nach einem Verzögerungszeitraum in der Lage, zu Tumoren auszuwachsen. Eine weitere Möglichkeit, die die Verzögerung der Tumorbildung hätte bedingen können, besteht darin, dass die Expression der E1A-Proteine durch die Repression des pRc-RSV-Promotors in den Mäusen reduziert war (s. a. Kap. 5.1). Um diese Möglichkeit in Betracht zu ziehen, wurde im Folgenden die Integration der E1A-cDNA in den entnommenen Tumoren analysiert.
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Abb. 20: Untersuchung der E1A-Expression in Proteinextrakten aus Tumorgewebe im Western-Blot. Es wurden 100 µg Zellextrakt der jeweiligen durch die Inokulation verschiedener E1A-exprimierender BLM-Zelllinien entstandenen Tumoren eingesetzt und die E1A-Expression mittels eines spezifischen Antikörpers analysiert. Die Spuren sind mit den jeweiligen den Tieren inokulierten Zelllinien gekennzeichnet. Als Negativkontrolle diente Extrakt aus Tumoren, die nach Inokulation parentaler BLM-Zellen entstanden (Spur 12), als Positivkontrolle 10 µg Zellextrakt aus 293-Zellen (Spur 10). Der * kennzeichnet durch den sekundären Antikörper detektierte unspezifische Banden. Die Positionen und Molekulargewichte der im Gel aufgetrennten Proteine sind am linken Bildrand gezeigt. Um sicherzustellen, dass gleiche Mengen an Proteinextrakt aufgetragen wurden, wurde derselbe Blot danach mit einem PKA/catAntikörper inkubiert. 

4.13 Präsenz der E1A-cDNA in Tumoren

Da sich nur in den Tumoren, die durch die Inokulation der E1AEx2-Zelllinien entstanden waren, die Expression von E1A-Proteinen nachweisen ließ (s. Kap. 4.12), wurde untersucht, ob in den Tumoren, in denen die E1A-Expression nicht mehr nachweisbar war, die transfizierte E1A-cDNA noch präsent war. Dazu wurde eine PCR mit E1A-spezifischen Primern durchgeführt, bei der die aus den Tumoren extrahierte genomische DNA als Matrize diente. 

In der PCR ließ sich aus allen untersuchten Tumoren, die sich aus den ursprünglich E1A-exprimierenden BLM-Zelllinien gebildet hatten, ein E1A-spezifisches Produkt der richtigen Größe nachweisen (Abb. 21). Dies war auch der Fall bei solchen Tumoren, in denen die Expression nicht mehr nachzuweisen war. Dieses hier präsentierte Ergebnis der PCR aus Tumoren der BLM-Zelllinien konnte mit Tumoren der anderen E1A-exprimierenden Zelllinien aus anderen Tieren bestätigt werden.
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Abb. 21: Überprüfung der Präsenz der E1A-cDNA in genomischer DNA aus Tumoren. Die genomische DNA aus durch Inokulation E1A-exprimierender BLM-Zelllinien entstandenen Tumoren wurde als Matrize in eine PCR mit E1A-spezifischen Primern eingesetzt. Die Abbildung zeigt ein Agarosegel mit den erhaltenen PCR-Produkten aus jeweils einem Tumor. Die Spuren sind mit den jeweiligen den Tieren inokulierten Zelllinien gekennzeichnet. 

Die Tatsache, dass die E1A-cDNA in allen untersuchten Tumoren präsent war, gibt einen Hinweis darauf, dass entweder die Repression des RSV-Promotors, darin entstandene Mutationen oder eine posttranslationale Modulation für die fehlende E1A-Expression verantwortlich war.

4.14 Chemosensibilisierung der BLM- und H1299-Zelllinien durch die konstitutive Expression der E1A-Mutanten

Eine bei der Behandlung maligner Erkrankungen immer wieder auftauchende Problematik ist die Resistenzbildung von Tumoren gegenüber Zytostatika und die damit verbundene im Verlauf einer Tumortherapie einsetzende Unwirksamkeit dieser Behandlung. Viele dieser Substanzen bewirken eine Schädigung der DNA in behandelten Zellen und induzieren dabei die Apoptose (Fritsche et al., 1993). Neben der häufig beschriebenen Induktion von p53-abhängiger Apoptose durch Zytostatika werden auch p53-unabhängige Apoptosemechanismen diskutiert (Sánchez-Prieto et al., 1995; Frisch und Dolter, 1995). 

Eine bereits bekannte Funktion der E1A-Proteine ist ihre Fähigkeit, die Zytostatika-Resistenzbildung bei Tumorzellen zu revertieren (Lowe et al., 1993; Frisch und Dolter, 1995; Sánchez-Prieto et al., 1995). Es stellte sich daher die Frage, ob auch die im Zuge dieser Arbeit konstruierten transformationsdefekten E1A-Mutanten in der Lage sind, Tumorzellen für die Behandlung mit den in der Klinik häufig verwendeten Zytostatika Cisplatin und Doxorubicin zu sensibilisieren.

4.14.1 Sensibilisierung gegenüber der Cisplatinbehandlung

Es sollte untersucht werden, ob die konstitutive Expression der E1A-Mutanten in den Zelllinien BLM und H1299 eine Sensibilisierung gegenüber der Cisplatinbehandlung bewirkt. Dazu wurden die Zelllinien über einen Zeitraum von 28 Stunden mit 1 - 20 µg/ml Cisplatin im Medium behandelt und anschließend mittels eines MTT-Tests die relative Anzahl der überlebenden Zellen bestimmt.

Die Abbildungen 22A-D zeigen das Ergebnis für die BLM-Zelllinien. Bei der parentalen Zelllinie überlebten nahezu 100% der behandelten Zellen in einem Bereich der Cisplatinkonzentration zwischen 1 - 20 µg/ml. Auch der in die BLM-Zellen integrierte pRc-RSV-Vektor hatte keinen Einfluss auf die Resistenz gegenüber der Zytostatikabehandlung. Die in diese Analyse eingesetzten E1AWT-Zelllinien reagierten ebenfalls wenig auf die Gabe des Zytostatikums (Abb. 22A). Bei der sensitivsten der E1AWT-exprimierenden Zelllinien, E1AWT15, überlebten ca. 70% der Zellen die Behandlung mit 20 µg/ml Cisplatin. Die Abb. 22B zeigt, dass auch die beiden E1AEx2-exprimierenden Zelllinien kaum sensibel auf eine Behandlung reagierten und eine maximale Abnahme der überlebenden Zellen um 10% bei der höchsten eingesetzten Cisplatinkonzentration zeigten. Im Gegensatz dazu waren Zelllinien, die die Mutante E1AdelCR2 oder E1ACR3Ex2 exprimierten, im Vergleich zur parentalen bzw. pRc-RSV-Zelllinie stark sensibilisiert (Abb. 22C und D). Die Zelllinien, die die E1AdelCR2- und E1ACR3Ex2-Mutanten exprimierten, sprachen bereits bei der geringsten Cisplatindosierung von 1 µg/ml an. So überlebten bei allen vier untersuchten Zelllinien mit den Mutanten E1AdelCR2 (Zelllinie 17 und 23) (Abb. 22D) und E1ACR3Ex2 (Zelllinie 1 und 30) (Abb. 22C) bei dieser eingesetzten Konzentration nur ca. 60% der Zellen die 28stündige Behandlung. Bei einer Cisplatingabe von 5 µg/ml kam es bei den E1ACR3Ex2-transfizierten Zellen zu einer weiteren Abnahme der überlebenden Zellen um 20 – 30%. Bei den E1AdelCR2-transfizierten Zellen überlebten bei dieser Konzentration im Fall der Zelllinie E1AdelCR217 noch ca. 45% der Zellen, bei der Zelllinie E1AdelCR223 nur noch ca. 25%. Bei der höchsten verabreichten Dosis von 20 µg/ml überlebten bei der Zelllinie E1AdelCR217 ca. 30%, bei den drei anderen untersuchten sensitiven Zelllinien nur noch ca. 10 – 20% der behandelten Zellen.

Dies bedeutet, dass die Expression des E1AdelCR2- oder E1ACR3Ex2-Konstruktes die BLM-Zellen für die Behandlung mit schon geringen Cisplatinkonzentrationen sensibilisierte. 
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Abb. 22: Untersuchung der Resistenz der BLM-Zellen und ihrer E1A-exprimierenden Derivate gegenüber der Cisplatinbehandlung. Die Abbildungen zeigen die relative Anzahl der überlebenden Zellen in % der jeweiligen Zelllinien nach 28 h Behandlungsdauer mit verschiedenen Cisplatinkonzentrationen eines repräsentativen Versuchsansatzes. A. behandelte E1AWT-Zelllinien, B. E1AEx2-Zelllinien, C. sensitive E1ACR3Ex2-Zelllinien, D. sensitive E1AdelCR2-Zelllinien jeweils im Vergleich zu untransfizierter oder pRc-RSV-transfizierter Kontrolle.

Die parentale H1299-Zelllinie reagierte wie die BLM-Zellen über einen Bereich von 1 - 20 µg/ml Cisplatin unsensitiv, d. h. 100% der behandelten Zellen überlebten auch die höchste eingesetzte Cisplatinkonzentration (Abb. 23A). Bei der pRc-RSV-Kontrollzelllinie waren ca. 15% der Zellen bei der höchsten eingesetzten Konzentration von 20 µg/ml sensitiv. Die beiden H1299-Zelllinien, die ein E1AEx2-Konstrukt konstitutiv exprimierten (Zelllinie 39 und 110), waren wie die pRc-RSV-Kontrollzelllinie ebenfalls in hohen Cisplatindosierungen um 10 - 20% sensitiver als die parentale Zelllinie. Die Abbildung 23B zeigt das Ergebnis für Zelllinien, die sensitiviert gegenüber der Cisplatinbehandlung sind. Zum Vergleich sind die Überlebensraten der Kontrollzelllinien in der Abbildung dargestellt. Die Zelllinien, in denen die Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 exprimiert wurden, zeigten deutliche Unterschiede bezüglich der relativen Anzahl überlebender Zellen ab einer Cisplatinkonzentration von 2,5 µg/ml. Bei einer Steigerung der Cisplatinkonzentrationen im Medium nahm die Anzahl überlebender Zellen kontinuierlich ab. Je nach Zelllinie überlebten 20 – 50% der Zellen die Behandlung mit der höchsten Dosis. Die hier eingesetzte E1AWT19-Linie war in gleichem Maße sensitiv gegenüber Cisplatin wie die Zelllinien, die die Mutanten exprimierten, wobei hier die maximal eingesetzte Dosis zum Absterben von ca. 70% der Zellen führte.

In den H1299-Zellen führte die Expression des E1AWT-Konstruktes und der E1A-Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 zur Sensibilisierung gegenüber der Cisplatinbehandlung. Dabei nahm die relative Anzahl der überlebenden Zellen kontinuierlich mit steigenden Cisplatinkonzentrationen im getesteten Konzentrationsbereich ab. 
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Abb. 23: Untersuchung der Resistenz der H1299-Zellen und ihrer E1A-exprimierenden Derivate gegenüber der Cisplatinbehandlung. Die Abbildungen zeigen die relative Zahl der überlebenden Zellen in % der jeweiligen Zelllinie nach  28 h Behandlungsdauer mit verschiedenen Cisplatinkonzentrationen eines repräsentativen Versuchsansatzes. A. unsensitive Zelllinien, B. sensitive Zelllinien gegenüber parentaler bzw. pRc-RSV-transfizierter Kontrollen.

4.14.2  Sensibilisierung gegenüber der Doxorubicinbehandlung

Doxorubicin ist neben Cisplatin ein bei der Therapie maligner Erkrankungen häufig eingesetztes Zytostatikum. Um der Frage nachzugehen, ob die E1A-Mutanten auch hier einen sensibilisierenden Effekt haben, wurde der für Cisplatin beschriebene Versuch in gleicher Weise für Doxorubicin durchgeführt und die Prozentzahl der überlebenden Zellen der verschiedenen Zelllinien in Abhängigkeit von der Doxorubicinkonzentration (0,1 - 0,8 µg/ml) im Medium bestimmt. 

Die parentale BLM-Zelllinie und die Zelllinie, bei der der pRc-RSV-Vektor integriert war, zeigten im gemessenen Bereich eine deutliche Resistenz (Abb. 24A). Die fünf untersuchten Zelllinien, die das E1AWT-Konstrukt exprimierten, reagierten bei höheren Doxorubicinkonzentrationen sensitiv, so dass bei einer Doxorubicinkonzentration von 0,8 µg/ml zwischen 45 - 70% der Zellen überlebten. Die Expression der Mutante E1AEx2 erbrachte in den beiden untersuchten Zelllinien über den gesamten Bereich der eingesetzten Doxorubicinkonzentrationen keine Sensibilisierung (Abb. 24B). Ein deutlicher Effekt war wiederum bei den Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 zu erkennen, deren Expression in den Zelllinien eine Sensibilisierung bereits bei der sehr geringen Konzentration von 0,1 µg/ml Doxorubicin zur Folge hatte. Im Fall der E1AdelCR2-Mutante überlebten nur ca. 60% (Abb. 24C), bei der E1ACR3Ex2 Mutante nur ca. 50% (Abb. 24D) der behandelten Zellen. Der Einsatz höherer Konzentrationen bis zu 0,8 µg/ml bewirkte eine weitere Abnahme der vitalen Zellen um jeweils ca. 20%.
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Abb. 24: Untersuchung der Resistenz der BLM-Zellen und ihrer E1A-exprimierenden Derivate gegenüber der Doxorubicinbehandlung. Die Abbildungen zeigen die relative Zahl der überlebenden Zellen in % der jeweiligen Zelllinie nach 28 h Behandlungsdauer mit verschiedenen Doxorubicin-konzentrationen eines repräsentativen Versuchsansatzes. A. behandelte E1AWT-Zelllinien, B. E1AEx2-Zelllinien, C. sensitive E1AdelCR2-Zelllinien, D. sensitive E1ACR3Ex2-Zelllinien jeweils im Vergleich zu parentaler oder pRc-RSV-transfizierter Kontrolle.

Der Einsatz der maximalen Konzentration von 0,8 µg/ml Doxorubicin hatte keinen Einfluss auf die parentale H1299-Zelllinie und die pRc-RSV-Kontrollzelllinie. Bei den Zelllinien mit exprimierenden E1AEx2-Mutanten zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede zu unbehandelten Zellen (Abb. 25A). Die E1AWT19-Zelllinie war gegenüber der Behandlung mit Doxorubicin sensibilisiert. Bei der höchsten eingesetzten Doxorubicinkonzentration war die Anzahl der überlebenden Zellen gegenüber den Kontrollen um ca. 30% reduziert (Abb. 25B). Auch die Zelllinien, die die beiden Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 exprimierten, zeigten eine Sensibilisierung. Hier kam es zur Reduktion der überlebenden Zellen um ca. 30% bei der höchsten Doxorubicinkonzentration im Vergleich zu den Kontrollzelllinien (Abb. 25B).

Eine deutliche Sensibilisierung der H1299-Zellen gegenüber der Doxorubicinbehandlung war somit im Fall der Zelllinien, die ein E1AWT-, E1AdelCR2- oder E1ACR3Ex2-Konstrukt exprimierten, zu erkennen. 
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Abb. 25: Untersuchung der Resistenz der H1299-Zellen und ihrer E1A-exprimierenden Derivate gegenüber der Doxorubicinbehandlung. Die Abbildungen zeigen die relative Zahl der überlebenden Zellen in % der jeweiligen Zelllinie nach 28 h Behandlungsdauer mit verschiedenen Doxorubicin-konzentrationen eines repräsentativen Versuchsansatzes. A. unsensitive Zelllinien, B. sensitive Zelllinien gegenüber parentaler bzw. pRc-RSV-transfizierter Kontrollen.

Die Versuche zeigten, dass im Besonderen die Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 in der Lage waren, die beiden Zelllinien BLM und H1299 gegenüber der Behandlung mit den Zytostatika Cisplatin und Doxorubicin zu sensibilisieren (s. a. Kap. 4.13). Die E1AWT-Zelllinien waren nur gegenüber der Behandlung mit Doxorubicin sensibilisiert. Es stellte sich die Frage, ob die Sensibilisierung auf die Induktion von Apoptose zurückzuführen ist.

Im Prozess der Apoptose kommt es unter anderem zu einer charakteristischen Fragmentierung der genomischen DNA (Wyllie, 1980). In ersten Analysen zeigten die E1A-exprimierenden BLM-Zellen 24 h nach Behandlung mit den Zytostatika keine DNA-Fragmentierung. Bei den H1299-Zelllinien war zwar ein Abbau von DNA zu erkennen, dabei handelte es sich jedoch nicht um eine für die Apoptose typische Fragmentierung der DNA. Dies bedeutet, dass möglicherweise außer der Apoptose andere Mechanismen, z. B. Nekrose bei der Sensibilisierung der hier untersuchten Zelllinien durch die E1A-Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 eine Rolle spielen könnten (s. a. Kap. 5.2).

4.15 Metastasierungspotential der E1A-exprimierenden BLM- und H1299-Zelllinien 

Eine bereits für E1A-Proteine beschriebene Fähigkeit ist die Repression des Metastasierungspotentials von Tumorzelllinien (Tackeichi, 1993; Frisch, 1994; Offringa et al., 1988). Mit den hier vorliegenden Versuchen der Invasion, der Aktivität der MMP-2 und der Aktivierung von KAI1 wurde untersucht, ob auch die E1A-Mutanten die Metastasierung effektiv supprimieren können.

4.15.1 Überprüfung der Invasivität der E1A-exprimierenden BLM- und H1299-Zellen

Die Fähigkeit von Tumorzellen durch eine matrixbeschichtete Membran zu invadieren, korreliert häufig mit dem Metastasierungspotential dieser Zellen (de Both et al., 1999). Die in den Matrigel-Test eingesetzte, vornehmlich aus Kollagenen bestehende Matrix besitzt Ähnlichkeiten mit der ECM. Diese muss von den aus dem soliden Tumor auswandernden Zellen bei der Metastasierung überbrückt werden (Ahmad und Hart, 1997). Es wurde hier untersucht, ob die E1A-exprimierenden Zellen weiterhin die Fähigkeit besaßen, eine solche Matrix zu invadieren.

Dazu wurden die Zelllinien auf einer matrixbeschichteten Membran ausgesät und nach 24 Stunden die Anzahl der die Membran passierten Zellen abgeschätzt. In diesem Zeitraum waren ca. 90% der Zellen der parentalen BLM-Zelllinie und der pRc-RSV-Kontrollzelllinie durch die matrixbeschichtete Membran gewandert. Die in diesen Versuch eingesetzten E1A-exprimierenden Zelllinien zeigten Unterschiede in ihrem Invasionsverhalten. Im Fall der E1AWT10-Zelllinie hatten nach 24 Stunden sehr wenige Zellen die matrixbeschichtete Membran invadiert. Die anderen E1AWT-exprimierenden Zelllinien zeigten keine Unterschiede im Vergleich zur BLM-Zelllinie (Daten nicht gezeigt). Im Falle der E1AdelCR2-exprimierenden Zellen zeigte eine der beiden Zelllinien eine Verminderung der durch die Membran durchtretenen Zellen. Bei beiden untersuchten E1ACR3Ex2-Zelllinien kam zu einer über 50%igen Reduktion der Anzahl durchgewanderter Zellen gegenüber der parentalen Zelllinie. Die Zellen, die das E1AEx2-Konstrukt exprimierten, zeigten eine mit der parentalen BLM-Zelllinie vergleichbare Invasion durch die matrixbeschichtete Membran. Auch in den Derivaten der H1299-Zelllinie waren veränderte Eigenschaften in Bezug auf die Fähigkeit zur Invasion zu verzeichnen. Bei der E1AdelCR236-Zelllinie zeigte sich eine Reduktion der Anzahl invadierter Zellen. Bei den Zelllinien, die entweder ein E1ACR3Ex2- oder ein E1AEx2-Konstrukt exprimierten, war jeweils in einer Zelllinie die Anzahl durch die Membran gewanderter Zellen reduziert, aber in der jeweils anderen ergaben sich keine Unterschiede im Vergleich zur parentalen Zelllinie (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 26: Invasivität der E1A-exprimierenden BLM-Zelllinien. Die durch die Membran invadierten Zellen wurden 24 h nach Aussaat fixiert und gefärbt. Anschließend wurde die Membran bei 400facher Vergrößerung fotografiert.

Die reduzierte Fähigkeit durch eine matrixbeschichtete Membran zu invadieren, konnte zwar bei einigen Zelllinien beobachtet werden, allerdings konnten diese Veränderung nicht immer auf die Expression eines bestimmten E1A-Konstruktes zurückgeführt werden. Nur bei der E1ACR3Ex2-Mutante ergab sich ein Zusammenhang zwischen ihrer konstitutiven Expression in zwei unabhängigen BLM-Zelllinien und der Verminderung der Invasionsfähigkeit dieser Zellen.

4.15.2 Aktivität der Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2) in E1A-exprimierenden BLM-Zellen

Bei der Fähigkeit zur Metastasierung spielen die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) eine wichtige Rolle. Die Sezernierung aktiver Proteinasen, wie der MMP-2, befähigt unter anderem Tumorzellen dazu, durch die sie umgebende Matrix zu wandern, einem wichtigen Schritt bei der Bildung von Metastasen (Mignatti und Rifkin, 1993). In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Expression der E1A-Proteine zur Reduktion aktiver MMP-2 in der hoch metastasierenden Zelllinie BLM führt. Dazu wurden Zymogramme mit konditioniertem Zellkulturmedium der BLM-Zelllinien hergestellt, wobei die sezernierte aktive MMP-2 Gelatine spaltet. Die Abbildung 27 zeigt exemplarisch einen von drei unabhängigen Versuchen, in dem eine starke Aktivität von sezerniertem MMP-2 aus BLM-Zellen im Gegensatz zu nicht metastasierenden F9-Zellen nachzuweisen war. Die untersuchten E1AWT-exprimierenden BLM-Zellen zeigten gegenüber der parentalen Zelllinie keine Verminderung der sezernierten aktiven MMP-2. Im Gegensatz dazu befanden sich im Mediumüberstand der Zelllinien, die die Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 exprimierten, weniger aktive Proteasen. Die Aktivität der MMP-2 erreichte in diesen Zelllinien beinahe die Kontrollwerte der F9-Zellen.
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Abb. 27: Untersuchung der Aktivität der MMP-2 in der parentalen und den E1A-exprimierenden BLM-Zelllinien. Die Abbildung zeigt das repräsentative Ergebnis einer Zymographie, bei der der konditionierte serumfreie Mediumüberstand von 1 x 104 Zellen der gekennzeichneten Zelllinien eingesetzt wurde. Als Kontrolle für eine nicht metastasierende Zelllinie dienten F9-Zellen. Als Kontrolle für die residuale Aktivität von MMP-2 im Serum diente nicht konditioniertes Medium (siehe dazu Kap. 3.15.6.).

Die Mutanten E1AdelCR2 und E1ACR3Ex2 waren in der Lage, die Aktivität der MMP-2 als ein Beispiel für eine metastasierungsrelevante Protease zu inhibieren. Für die Repression der MMP-2-Aktivität war die Expression der E1ACR3Ex2-Mutante bereits hinreichend (s. Kap. 5.3). 

Expression des Metastasierungssuppressors KAI1

KAI1 ist ein Transmembranprotein, das mit der Fähigkeit zur Metastasierung in Zusammenhang gebracht wird (Sun et al., 1998; Yu et al., 1997), dessen Funktion aber bisher unbekannt ist. Die transiente Expression dieses Proteins führte zu einer Reduktion des Metastasierungspotentials von Kolonkarzinomzelllinien (Takaoka et al., 1998). 

Es wurde untersucht, ob die Expression der E1A-Konstrukte in den hier untersuchten Zelllinien möglicherweise einen Einfluss auf die Expression von KAI1 hat. Dazu wurde KAI1 mit einem spezifischen Antikörper im Western-Blot entweder in Extrakten der konstitutiv E1A-exprimierenden Zelllinien oder der mittels Elektroporation transient E1A-transfizierten Zellen nachgewiesen.

In den BLM-Zellen ließ sich ein Protein der richtigen Größe nachweisen, allerdings hatte die Expression der E1A-Proteine, weder bei der transienten Expression noch bei der konstitutiven Expression der E1A-Mutanten der hier untersuchten Zelllinien einen Einfluss auf die Expression von KAI1 (Daten nicht gezeigt).

In den konstitutiv E1A-exprimierenden H1299-Zelllinien war ebenfalls keine Veränderung der Expression von KAI1 zu verzeichnen (Daten nicht gezeigt). Die transiente Expression der E1A-Konstrukte in H1299-Zellen führte dagegen zu einer Regulation der KAI1-Expression (Abb. 28). So waren die beiden Konstrukte E1AWT und E1AdelCR2 in der Lage, eine deutliche Steigerung der KAI1-Proteinmenge im Vergleich zu pRc-RSV und untransfizierten Zellen zu induzieren. Die Expression des E1ACR3Ex2- und des E1AEx2-Konstrukts führte jeweils zu einer Aktivierung der KAI1-Expression, die jedoch geringer war als bei den anderen E1A-Konstrukten. Die E1A-Expression wurde anhand des selben Blots analysiert, um auszuschließen, dass eine unterschiedliche Expression der E1A-Konstrukte die Veränderung der KAI1-Expression zur Folge hatte.
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Abb. 28: Expression von KAI1 in mit den E1A-Konstrukten transient transfizierten H1299-Zellen. Die gekennzeichneten E1A-Konstrukte wurden mittels Elektroporation in H1299-Zellen transfiziert und die Zellen 48 h nach Transfektion geerntet. Es wurden 30 µg Protein der transfizierten Zellen in einen Western-Blot eingesetzt und die KAI1- und die E1A-Expression mit jeweils spezifischen Antikörpern analysiert. Es wurden Proteinextrakte aus E1A-transfizierten (Spur 1-4), pRc-RSV-transfizierten (Spur 5) und Mock-transfizierten (Spur 6) H1299-Zellen eingesetzt.

Mit den transienten Expressionsanalysen konnte gezeigt werden, dass die Expression der Konstrukte E1AWT und E1AdelCR2 in den H1299-Zellen einen Anstieg der KAI1-Expression zur Folge hatte. Gleichzeitig war aber die Expression der Mutante E1AEx2 für die Induktion der KAI1-Expression hinreichend. Die Tatsache, dass zwar nach der transienten Transfektion der E1A-Konstrukte, die Expression von KAI1 induziert werden konnte, aber in den stabil E1A-exprimierenden Zelllinien keine Modulation der KAI1-Expression zu verzeichnen war, deutet darauf hin, dass in den konstitutiv E1A-exprimierenden Zelllinien eine Selektion gegen diese E1A-Funktion stattgefunden hatte (s. Kap. 5.1).

4.16 Einfluss der Expression E1A-Konstrukte auf die transkriptionelle Regulation des p53-Gens

E1A-Proteine sind in der Lage, die p53-abhängige Apoptose zu induzieren (White, 1993; Bayley und Mymryk, 1994). Dabei ist vor allen Dingen die Stabilisierung von p53 durch E1A-Proteine von Bedeutung (Nakajima et al., 1998). In Tumoren, in denen p53 intakt ist, können E1A-Proteine über diesen Mechanismus eine wichtige Tumorsuppressorfunktion ausüben. Aufgrund der Fähigkeit der E1A-Proteine zur Transkriptionsregulation, wäre es aber auch denkbar, dass die de-novo-Synthese von p53 durch E1A-Proteine bei der Suppression p53-intakter Tumore eine Rolle spielen könnte. Daher wurde in transienten Expressionsstudien die Rolle der E1A-Konstrukte auf die transkriptionelle Kontrolle des p53-Gens untersucht. Es wurde der humane p53-Promotor, der vor ein Luciferase-Reportergen kloniert war, mit den entsprechenden E1A-Konstrukten in A549-Zellen kotransfiziert und die Aktivität des Promotors im Luciferase-Assay bestimmt (Abb. 29). 

Kotransfektion des E1AWT-Konstruktes und des p53-pGL2-Luciferase-Reportergens führte zu dessen 2,5fachen Aktivierung. Die Deletion der CR2 im E1AdelCR2 Konstrukt hatte keinen Einfluss auf die Aktivierungsfähigkeit des p53-Promotors gegenüber dem E1AWT-Konstrukt. Die Mutante E1ACR3Ex2 besaß dagegen keine Aktivierungsfunktion im Vergleich zum pRc-RSV-Vektor. Auch die Mutante E1AEx2 war nicht mehr in der Lage, den p53-Promotor zu aktivieren.

Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass für die Transaktivierung des p53-Promotors der N-Terminus und die CR1 notwendig ist. Dies wiederum lässt vermuten, dass die Rekrutierung der zellulären Kofaktoren p300/CBP für die E1A-vermittelte Transaktivierung von Wichtigkeit ist (s. Kap. 5.4).
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Abb. 29: Aktivierung des p53-Promotors durch die E1A-Konstrukte in A549 Zellen. Die E1A-Konstrukte im pRc-RSV-Vektor oder der pRc-RSV-Leervektor wurden mit dem p53-Luciferase-Reporterkonstrukt in A549-Zellen kotransfiziert und 48 h nach Beginn der Transfektion die Aktivität des Promotors bestimmt. Die Werte sind Mittelwerte +S.E.M. relativer Luciferaseeinheiten aus einer Doppelbestimmung, wobei die mittlere RLU des pRc-RSV-Vektors auf 1 normiert wurde. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines repräsentativen Versuches. Der * zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zur pRc-RSV-Kontrolle bei einem Signifikanzniveau von   p < 0,05 an.

4.17 Einfluss der Expression der E1A-Konstrukte auf die transkriptionelle Kontrolle des hTERT-Gens in BLM- und H1299-Zellen

Die Funktion der katalytischen Untereinheit der Telomerase (hTERT) garantiert durch die Addition von Nukleotidwiederholungen an Telomere karyotypische Stabilität und kompensiert somit den Verlust von DNA bei der Replikation. Die Abwesenheit der Telomerase geht mit einer Verkürzung der Telomere einher und hat das Einsetzen der Seneszenz der Zelle zur Folge (Harley et al., 1990). Dies kann daher auch als Tumorsuppressor-Mechanismus angesehen werden. Eine stark erhöhte Telomeraseaktivität ist in verschiedenen Tumorzellen nachgewiesen worden. Sie verhindert somit die allmähliche Verkürzung der Telomere und die damit verbundene Einschränkung für die Lebensdauer einer Zelle (Meyerson et al., 1997). Es wäre für die Therapie maligner Erkrankungen somit eine Möglichkeit, einen geeigneten Telomeraseinhibitor anzuwenden. Es war daher von Interesse, den Einfluss der E1A-Proteine auf die Aktivität der Telomerase zu untersuchen.

Da die Aktivität der Telomerase in Zellen hauptsächlich auf transkriptioneller Ebene reguliert wird (Nakayama et al., 1998), wurde der hTERT-Promotor, der vor ein Luciferase-Reportergen kloniert war, mit den entsprechenden E1A-Konstrukten in H1299- und BLM-Zellen kotransfiziert und die Aktivität des Promotors mit dem Luciferasereportergen bestimmt.

In der BLM-Zelllinie kam es durch das E1Awt-Protein zu einer mehr als 2,5fachen Aktivierung des hTERT-Promotors (Abb. 30). Auch die Mutante E1AdelCR2 konnte den Promotor aktivieren. Die beiden Mutanten E1ACR3Ex2 und E1AEx2 waren nicht in der Lage, die Promotoraktivität zu beeinflussen.
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Abb. 30: Aktivierung des hTERT-Promotors durch die E1A-Konstrukte in BLM-Zellen. Die E1A-Konstrukte oder der pRc-RSV-Leervektor wurden mit dem hTERT-Luciferase-Reporterkonstrukt in BLM-Zellen kotransfiziert und 48 h nach Beginn der Transfektion die Aktivität des Promotors gemessen. Die Werte sind Mittelwerte +S.E.M. relativer Luciferaseeinheiten aus einer Doppelbestimmung, wobei die mittlere RLU des pRc-RSV-Vektors auf 1 normiert wurde. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines repräsentativen Versuches. Der * zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zur pRc-RSV-Kontrolle bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 an.

Die Expression der E1A-Konstrukte führte in den H1299-Zellen zu einer anderen Modulation der hTERT-Promotoraktivität als in den BLM-Zellen (Abb. 31). Das E1AWT-Konstrukt, wie auch die E1AdelCR2-Mutante, konnten den hTERT-Promotor nicht mehr aktivieren, sondern zeigten eher eine schwache Repression. Die Mutante E1ACR3Ex2 verhielt sich wie die pRc-RSV-Kontrolle, während das E1AEx2-Konstrukt sogar eine geringfügige Aktivierung bewirkte.
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Abb. 31: Aktivierung des hTERT-Promotors durch die E1A-Konstrukte in H1299-Zellen. Die E1A-Konstrukte oder der pRc-RSV-Vektor wurden mit dem hTERT-Luciferase-Reporterkonstrukt in H1299-Zellen kotransfiziert und 48 h nach Beginn der Transfektion die Aktivität des Promotors gemessen. Die Auswertung wurde wie in Abb. 30 beschrieben vorgenommen. Der * zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zur pRc-RSV-Kontrolle bei einem Signifikanzniveau von   p < 0,05 an.

Die E1AWT-und E1AdelCR2-Proteine waren in der Lage, die Aktivität des hTERT-Promotors in den Zelllinien BLM und H1299 auf unterschiedliche Weise zu regulieren. Während sie in den BLM-Zellen den Promotor aktivieren konnten, wurde er in den H1299-Zellen durch die Konstrukte in seiner Aktivität wenig beeinflusst und lag dabei eher unter der Basalaktivität der Kontrolle. Diese Unterschiede in der Regulation des hTERT-Promotors können möglicherweise mit der Expression des endogenen hTERT-Proteins in Zusammenhang gebracht werden (s. Kap. 5.5).
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