1.1 Abschluß-Diskussion
Die Vorstellung, daß das funktionell aktive p53-Wildtypprotein bei konstitutiver Expression nur sehr schwer nachgewiesen werden kann, ist sehr weit verbreitet und trifft unter bestimmten Versuchsbedingungen sicher auch zu. Grundsätzlich stellt sich jedoch der p53-Nachweis komplizierter dar, als es lange Zeit den Anschein hatte. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist die Annahme einer kurzen Halbwertzeit und damit einer in der Regel extrem niedrigen intrazellulären Konzentration von p53 nicht aufrechtzuerhalten.

Das konstitutive Wildtypprotein konnte in Lymphozyten und Tumorzellen ebenso wie das strahleninduzierte Wildtypprotein in einer Tumorzellinie nachgewiesen werden. Die Möglichkeit eines Nachweises mag nicht grundsätzlich für andere primäre Zellen und Tumorzellen gelten. Dabei sind die Besonderheiten der untersuchten Zellen und der gewählten Versuchsbedingungen zu berücksichtigen.

Folgende Ergebnisse und Schlußfolgerungen, die im Zusammenhang mit dem hier nachgewiesenen konstitutiven p53-Wildtypprotein und induzierten p53-Protein stehen, sind zunächst noch einmal fest zuhalten.

1. Der Nachweis des konstitutiven p53-Wildtypproteins ist möglich. Aufgrund verschiedener Antikörperreaktivitäten ist zudem eine Unterscheidung zwischen p53-Wildtypprotein und mutiertem p53-Protein realisierbar.

2. In mindestens einer p53-Wildtypzellinie (4197) ist das p53-Protein durch Röntgenstrahlung induzierbar.

3. Konstitutives und induziertes p53-Wildtypprotein sind in dieser Zellinie (4197) im Zytoplasma lokalisiert.

4. Dem p53-Wildtyprotein kann, basierend auf unterschiedlichen Antikörperreaktivitäten, entweder eine Suppressorfunktion oder eine Promotorfunktion zugeordnet werden.

5. Unterschiedliche Formen des Wildtypproteins sind an der Entstehung, sowie an der Aufrechterhaltung der Zellzyklusblockierung beteiligt.

6. Zellen mit dem hier nachgewiesenen p53-Wildtypprotein besitzen eine erhöhte Apoptose-Neigung. Diese erhöhte Apoptose-Neigung geht nicht in jedem Fall mit einer höheren Strahlenempfindlichkeit einher.

7. In SV40-transformierten Fibroblasten (Wi38 Va13) existiert neben der komplexierten p53-Form auch eine freie p53-Form und beide Formen sind funktionell aktiv. Die komplexierte Form beeinflußt die nicht-komplexierte p53-Form.

Die Annahme, daß das p53-Wildtypprotein bei konstitutiver Expression nicht nachweisbar ist, weil es ohne eine Induktion nur in extrem geringer intrazellulärer Konzentration vorliegt, gibt die tatsächlichen Gegebenheiten nur ungenügend wieder. Diese Arbeit zeigt nicht nur sehr deutlich, daß das konstitutive p53-Wildtypprotein mit verschiedenen Methoden nachweisbar ist, sondern erlaubt zudem aufgrund unterschiedlicher Antikörperreaktivitäten der untersuchten p53-Proteine die Unterscheidung zwischen Wildtypprotein und mutiertem p53-Protein.

Nochmals soll darauf hingewiesen werden, daß drei wichtige Aspekte den begründeten Nachweis des p53-Protein sicher gewährleistet haben:

1.  Anwendung eines unspezifischen Kontroll-Antikörpers parallel zum spezifischen p53-Antikörper bei der Bestimmung des normalen und mutierten p53-Proteins,

2.  Berechnung eines Fluoreszenzindexes aus der Fluoreszenz des Kontroll-Antikörpers und der Fluoreszenz des spezifischen p53-Antikörpers bei der Bestimmung des normalen und mutierten p53-Proteins,

3.  Subtraktion des Fluoreszenzindexes des Kontrollansatzes vom Fluoreszenzindex des bestrahlten Ansatzes bei der Bestimmung des induzierten p53-Proteins.

Die Frage nach der Halbwertzeit kann aller Voraussicht nach dahingehend beantwortet werden, daß sie nicht generell sehr niedrig ist und daß sie zudem entscheidend von der zellulären Situation beeinflußt wird. Die unterschiedlichen Angaben in der Literatur zur Halbwertzeit des p53-Protein - sie variieren von wenigen Minuten bis zu einigen Stunden - unterstützen diese Auffassung.

Auch das hier in dieser Arbeit, nach einer Bestrahlung mit Röntgenstrahlen, nachgewiesene p53-Wildtypprotein, welches im Zytoplasma lokalisiert war, zeichnet sich anscheinend durch eine stark erhöhte Halbwertzeit aus.

Das steht nicht unbedingt im Widerspruch zu der gängigen Auffassung, daß induzierte p53-Proteine im Zellkern lokalisiert sind. Falls nämlich unterschiedliche Antikörper p53-Proteine mit erhöhter Halbwertzeit nachweisen, wie zum Beispiel induzierte p53-Proteine die verschiedenartig modifiziert sind, dann ist auch eine anfängliche Lokalisation einer induzierten p53-Form im Zytoplasma verständlich.

Induziertes p53-Protein wurde zum einen mit dem Antikörper PAb240 (Durchflußzytometrie und Fluoreszenzmikroskopie) und zum anderen mit dem Antikörper Do-1 („Western blot“) identifiziert. Folglich scheint es, daß hier sowohl induzierte p53-Proteine mit einer Promotorfunktion (Antikörper PAb240) als auch induzierte p53-Proteine mit einer Suppressorfunktion (Antikörper Do-1) nachgewiesen wurden.

Als eine Erklärung bietet sich die Vorstellung an, daß p53 auch über seine zelluläre Lokalisation reguliert wird. Danach kann ein induziertes p53-Protein, welches noch im Zytoplasma lokalisiert ist, primär mit dem Antikörper PAb240 erkannt werden und nur die Funktion eines Promotors der Zellproliferation erfüllen.

Dieses p53-Protein ist aber möglicherweise, noch nicht als vollständig induziertes Protein zu bezeichnen, da ihm zum Beispiel eine bestimmte Modifizierung fehlt.

Entsprechend nimmt die andere induzierte p53-Form, die nach dem Transfer in den Zellkern, dort mit dem Antikörper Do-1 nachgewiesen wurde, die Funktion eines Suppressors der Zellproliferation ein.

Die Möglichkeit, daß der Nachweis des p53-Protein mit dem Antikörper PAb240 zugleich eine Promotorfunktion des p53-Proteins identifiziert, kann auch bei den Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen der p53-Menge und der Zellzyklusblockierung von Bedeutung sein.

Eine Zellzyklus abhängige Expression des normalen nicht-induzierten p53-Proteins konnte in dieser Arbeit zwar nicht gefunden werden, obwohl sie unter besonderen Bedingungen, wie zum Beispiel nach einer Bestrahlung oder nach einem Wiedereintritt von Zellen aus der G1/G0-Phase  in den Zellzyklus, beschrieben ist. Die vorliegende Arbeit konnte jedoch zeigen, daß nach einer Bestrahlung unterschiedliche Formen des induzierten p53-Proteins vorhanden sind und daß diese entweder vor, während oder nach einer Zellzyklusblockierung maximale intrazelluläre Konzentrationen erreichen.

So ist das induzierte p53-Protein, das mit dem Antikörper PAb240 nachgewiesen wird, vorrangig vor und nach der Zellzyklusblockierung vorhanden und nimmt offensichtlich eine Promotorfunktion wahr.

Im Gegensatz dazu besitzt das mit dem Antikörper Do-1 nachgewiesene induzierte p53-Protein, welches primär während der Zellzyklusblockierung aktiv ist, eine Suppressorfunktion im Hinblick auf die Zellproliferation.

Die hier untersuchte p53-Wildtypzellinie 4197 ist als Folge der p53-Induktion zum strahlenbedingten G1-Phaseblock befähigt. Ebenso weiß man aus Untersuchungen, die mit dieser Zellinie am Institut für Medizinische Strahlenbiologie gemacht worden sind, daß dieser Zellinie eine hohe Strahlenresistenz zu eigen ist.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein Teil der Frage, inwieweit Zellzyklusblockierung und Apoptose in Zellen mit unterschiedlichem p53-Status mit der zellulären Strahlenempfindlichkeit in Verbindung stehen, beantwortet werden. Zum einen wurde gezeigt, daß verschiedene Zellinien über die Fähigkeit verfügen, eine p53-abhängige Apoptose zu induzieren. Außerdem konnte festgestellt werden, daß die Apoptose-Neigung der hier untersuchten p53-Wildtypzellinien nicht mit einer höheren Strahlenempfndlichkeit einhergeht.

Die Fähigkeit dieser p53-Wildtypzellinie zur G1-Phaseblockierung ist vereinbar mit dem „guardian of the genome“ Konzept von Lane. Es hat zum Inhalt, daß eine p53-Wildtypinduktion entweder durch den G1-Phaseblock und die dadurch bestehende Möglichkeit einer erfolgreich abgeschlossenen Reparatur von DNA-Schäden zur normalen Zellteilung führt oder die Apoptose aktiviert.

Nach diesem Konzept kann der G1-Phaseblock, welcher eine zusätzliche Reparatur ermöglicht, zu erhöhter Strahlenresistenz oder aber die Induktion der Apoptose zu erhöhter Strahlenempfindlichkeit führen.

Das Zusammenfallen der Apoptose-Neigung und der Strahlenresistenz bei dieser p53-Wildtypzellinie dokumentiert somit, daß auch strahlenresistente p53-Wildtypzellen zur Apoptose neigen können und die Apoptose-Neigung nicht unbedingt mit einer höheren Strahlenempfindlichkeit einhergehen muß.

Möglicherweise spielen in diesen Fällen Reparaturvorgänge während einer Zellzyklusblockierung, und damit eine verminderte Induktion anderer Formen des Zelltods, wie zum Beispiel der Nekrose, die entscheidende Rolle.

Diese Erkenntnis leistet einen Beitrag zur Aufklärung der Zusammenhänge zwischen p53-Status, Apoptose, Zellzyklusblockierung und Strahlenempfindlichkeit.

Grundsätzlich bleiben jedoch folgende Fragen zu klären.

1.  Warum sind einige p53-Wildtypzellen und Zellen mit mutiertem p53-Protein strahlenempfindlicher und andere wiederum strahlenresistenter ?

2.  Welche zellulären Bedingungen entscheiden letztendlich darüber, ob es in einer Zelle zur Apoptoseinduktion oder zur Zellzyklusblockierung mit der Möglichkeit der Schadensreparatur kommt, beziehungsweise welcher der beiden Vorgänge für das Überleben die entscheidende Rolle spielt ?

3.  Welchen Einfluß hat die p53-unabhängige Apoptose bei der zellulären Strahlenempfindlichkeit und übt sie diesen Einfluß unbeeinflußt von der p53-abhängigen Apoptose aus ?

Dabei sollte aber nicht unerwähnt bleiben, daß der hier bei einer bestimmten Wildtypzellinie gefundene Zusammenhang zwischen Apoptose-Neigung und Strahlenresistenz nicht unbedingt auf andere p53-Wildtypzellinien zu übertragen ist. Insbesondere kann die Entscheidung, auf welche Weise eine Zelle, die eine Apoptose-Neigung besitzt und strahlenresistent ist, auf eine Bestrahlung reagiert, von der Fähigkeit zur Zellzyklusblockierung, von der besonderen zellulären Situation und vom betrachteten Zelltyp abhängen.

Ein spezieller Zelltyp, nämlich die in dieser Arbeit untersuchten SV40-transformierten Wi38 VA13 Fibroblasten, wurde zusätzlich analysiert, um den Einfluß des komplexierten p53-Proteins auf dessen Nachweisbarkeit und Funktion zu untersuchen.

Auch bei diesen Untersuchungen konnte dem p53-Protein, nachgewiesen mit dem Antikörper PAb240, eine Promotorfunktion bezüglich der Zellproliferation zugeordnet werden. Neben der komplexierten p53-Form existiert außerdem in den SV40-transformierten Wi38 VA13 Zellen noch eine freie nicht-komplexierte p53-Form und diese ist mindestens teilweise ebenso funktionell aktiv wie die komplexierte p53-Form.

Im Zellstamm Wi38 VA13E liegt nur freies p53-Protein vor und diesem kann aufgrund der Erkennung durch den Antikörper PAb240 eine Promotorfunktion zu geordnet werden. Diese Promotorfunktion des p53-Proteins steht im Einklang mit dem intensiven Wachstum des Zellstamms Wi38 VA13E. Dagegen ist im Zellstamm Wi38 VA13F sowohl freies p53-Protein, nachgewiesen mit dem Antikörper PAb240, als auch ein komplexiertes p53-Protein, nachgewiesen mit dem Antikörper Do-1, vorhanden. In diesem Zellstamm liegt neben der Promotorfunktion des freien p53-Proteins auch eine Suppressorfunktion des p53-Proteins vor. Infolge des geringen Wachstums des Zellstamms Wi38 VA13F muß davon ausgegangen werden, daß hier die Suppressorfunktion der einen p53-Form die Promotorfunktion des anderen p53-Proteins überdeckt und es so zur Ausprägung eines eher geringen Wachstums kommt.

Diese Arbeit unterstützt die Vorstellung, daß das Wildtypprotein womöglich ein „Proliferationspromotorprotein“ ist, welches unter normalen Bedingungen in sehr geringen Mengen und mit kleiner Halbwertzeit vorkommt und nur mittels sensitiver Nachweismethoden nachgewiesen werden kann. Ein solches p53-Protein kann weder eine Zellzyklusblockierung noch die Apoptose induzieren, sondern kann nur mit Hilfe seiner Promotorfunktion die „normale Zellproliferation“ ermöglichen, beziehungsweise aktiv das Voranschreiten im Zellzyklus begünstigen oder fördern.

Das induzierte p53-Protein dagegen kommt in der Zelle in größeren Mengen vor und hat eine höhere Halbwertzeit. Es ist leichter mit weniger sensitiven Methoden nachzuweisen und ist in der Lage, die Zellzyklusblockierung oder die Apoptose zu induzieren, kann also als Suppressorprotein bezeichnet werden.

Im Allgemeinen wird dem p53-Protein nachgesagt, daß es ein Kernprotein ist, an die DNA bindet und als Transkriptionsfaktor fungiert.

Dieses gilt vor allem für eine Situation, in der es schon induziert ist und aktiv, als Konsequenz zum Beispiel einer strahlenbedingten DNA-Schädigung, die Expression vieler Effektorproteine reguliert.

Es sollte dabei aber nicht außer Acht gelassen werden, daß das p53-Protein sich nicht ausschließlich im Zellkern befindet. Dort erfüllt es zwar nach seiner vollständigen Induktion vielfältige Funktion. Doch nach seiner Bildung im Zytoplasma ist es erst einmal außerhalb des Zellkerns lokalisiert.

Während seiner zytoplasmatischen Lokalisation kann es einerseits, als normales p53-Protein mit anderen Proteinen interagieren und zellulären Funktionen nachkommen. Andererseits deuten die vorgelegten Ergebnisse darauf hin, daß auch das induzierte p53-Protein noch im Zytoplasma existieren kann. Diese p53-Form wäre dann schon in erhöhter Menge vorhanden, könnte aber noch nicht die Suppressorfunktion wahrnehmen, weil es noch nicht, posttranslational modifiziert und/oder noch nicht in den Zellkern transferiert wurde.

Die p53-Regulation ist ein sehr komplexes Geschehen und verschiedene Mechanismen entscheiden letztendlich über die p53-Funktion. Die p53-Funktion kann im einzelnen über verschiedene Mechanismen gesteuert werden:

1. p53-Proteinmengen,

2. p53-Formen - vor allem posttranslationale Modifikationen,

3. p53-Lokalisationen.

Wahrscheinlich entscheiden aber Kombinationen dieser Mechanismen in Abhängigkeit vom Zelltyp und der speziellen zellulären Situation über eine spezifische p53-Regulation.

2 Zusammenfassung
Das Tumorsuppressorprotein p53 ist offensichtlich an der Entstehung und der Entwicklung vieler maligner Erkrankungen beteiligt. Mutationen im p53-Gen sind in 40-60% aller humanen Tumoren nachgewiesen worden. Das p53-Protein scheint eine wesentliche Rolle bei der zellulären Reaktion auf eine Schädigung, zum Beispiel im Falle einer Bestrahlung, zu spielen. In seiner Wildtypform kann es an der Regulation des G1-Blocks (Arretieren des Zellzyklus in der G1-Phase) beteiligt sein oder auch alternativ eine Form des programmierten Zelltods (Apoptose) in geschädigten Zellen aktivieren.

Trotz einer Fülle von Literaturdaten fehlen nach wie vor detailliertere Untersuchungen über den Zusammenhang zwischen p53-Regulation und der Entstehung und Aufrechterhaltung des G1-Blocks. Infolgedessen war es zum einen die Aufgabe dieser Arbeit, mit unterschiedlichen Materialien (Zellen mit unterschiedlichem p53-Status, diverse p53-Antikörper) und Methoden (Durchflußzytometrie, Fluoreszenzmikroskopie, „Western blot“) das p53-Protein nachzuweisen. Zum anderen galt es, die Funktion des p53-Proteins im Zusammenhang mit der G1-Phase-Blockierung und dabei insbesondere das strahleninduzierte p53-Protein zu untersuchen. Außerdem ergab sich die Möglichkeit, das p53-Protein in zwei SV40-transformierten Zellstämmen näher zu charakterisieren, wobei die funktionellen Auswirkungen einer Komplexbildung mit dem großen T-Antigen des SV40-Virus von besonderem Interesse waren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen und interpretieren:

( In der Literatur ist die Annahme verbreitet, daß mit immunohistochemischen Methoden nur das mutierte p53-Protein oder das Wildtypprotein nach Induktion nachgewiesen werden kann. Dem gegenüber zeigt diese Arbeit, daß die Wildtypform des p53-Proteins mit unterschiedlichen Methoden und p53-Antikörpern nachgewiesen werden kann. Dieses wurde vor allem durch den Einsatz unspezifischer Kontroll-Antikörper und die Darstellung analysierter p53-Mengen, mittels eines Fluoreszenzindexes, gewährleistet.

( Der Nachweis des mutierten p53-Proteins und der p53-Wildtypform unterliegt einem bestimmten Muster unterschiedlicher Antikörperreaktivitäten. Zum einen hat sich gezeigt, daß das p53-Wildtypprotein besser mit dem Antikörper PAb240 als mit dem Antikörper Do-1 nachgewiesen werden kann. Zum anderen beschreibt diese Arbeit, daß der Antikörper Do-1 besser mit mutiertem p53-Protein reagieren kann als mit p53-Wildtypprotein.

( Das induzierte p53-Protein ist laut Angaben in der Literatur meist im Zellkern lokalisiert. Im Gegensatz dazu konnte mit Hilfe dieser Arbeit dargestellt werden, daß sowohl das konstitutive als auch das strahleninduzierte p53-Wildtypprotein in der hier untersuchten Plattenepithelkarzinom-Zellinie im Zytoplasma lokalisiert sind.

( Diese Arbeit konnte ebenso demonstrieren, daß p53-Proteine an der Entstehung sowie an der Aufrechterhaltung der Zellzyklusblockierung beteiligt sind. Ferner konnte dargestellt werden, daß die mit dem Antikörper PAb240 nachgewiesene p53-Form an der Entstehung und die mit dem Antikörper Do-1 nachgewiesene p53-Form an der Aufrechterhaltung der Zellzyklusblockierung beteiligt ist. Außerdem kann dem p53-Protein, nachgewiesen mit dem Antikörper PAb240, eine Promotorfunktion und den p53-Protein nachgewiesen mit dem Antikörper Do-1, eine Suppressorfunktion zuordnet werden.

( In dem Teil der vorliegenden Arbeit, welcher sich mit dem Nachweis der konstitutiven und strahleninduzierten Apoptose beschäftigte, wurde gezeigt, daß die relativ neue Methode der Annexin-5 Messung sehr sensitiv bei Normalspender-Lymphozyten und Tumorzellinien Apoptose nachweisen kann. Insbesondere konnte gezeigt werden, daß Normalspender-Lymphozyten und Tumorzellinien sowohl zur konstitutiven Apoptose als auch zur strahleninduzierten Apoptose nach Röntgenstrahlung fähig sind. Im Vergleich zu Normalspender-Lymphozyten ist der Anteil an apoptotischen Zellen bei den hier untersuchten Tumorzellinien deutlich geringer. Weiterhin konnte der Nachweis erbracht werden, daß die Tumorzellinien mit p53-Wildtypprotein, die sich durch eine höhere Strahlenresistenz als die Zellinien mit mutiertem p53-Protein auszeichnen, vermehrt zur Induktion der strahleninduzierten Apoptose neigen. Folglich muß eine erhöhte Apoptose-Neigung nicht in jedem Fall mit einer höheren Strahlenempfindlichkeit einhergehen.

( Die beiden hier untersuchten Zellstämme der SV40-transformierten Zellinie Wi38 VA13 unterscheiden sich in ihrer Strahlensensitivität, Zellzyklusverhalten und p53-Nachweisbarkeit. Der Zellstamm mit dominierendem p53-Nachweis, bedingt durch eine vielfach höhere Konzentration des großen T-Antigens bzw. seine Komplexbildung mit p53, zeichnet sich durch das Fehlen einer strahleninduzierten G1-Phase-Arretierung und eine größere Strahlensensitivität aus.

( Ein weiteres Resultat dieser Arbeit ist, daß in den beiden SV40-transformierten Wi38 VA13 Zellstämmen neben der komplexierten p53-Form noch eine freie nicht-komplexierte p53-Form existiert und das neben der aktiven freien p53-Form auch die komplexierte p53-Form möglicherweise p53-Funktionen vermitteln kann.

