1 Einleitung
1.1 Ionisierende Strahlung und das Tumorsuppressorprotein p53
Ionisierende Strahlen können Zellen schädigen, indem die Energie der Strahlung auf zelluläre Moleküle übertragen wird und es nach Anregungs- und Ionisationsprozessen zu molekularen Veränderungen an den verschiedenen zellulären Komponenten kommt. Diese Schädigungen, insbesondere genetische Veränderungen der Zelle, die im Verlauf der malignen Entartung auftreten, sind für die Entwicklung hin zur Tumorzelle verantwortlich. Im Vordergrund des Interesses steht daher die Analyse molekularer Mechanismen der Tumorentstehung. Für den vielstufigen Prozeß der Tumorentstehung und -entwicklung können zwei Prozesse, die Expression und Aktivierung von Onkogenen, sowie der Verlust oder die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, von entscheidender Bedeutung sein.

Das Gen beziehungsweise das Protein p53 spielen eine besondere Rolle bei der Entstehung und dem Voranschreiten von Krebs und vielleicht auch bei dessen Therapie und Diagnose. Viele wissenschaftliche Arbeiten der letzten Jahre weisen daraufhin, daß eine veränderte p53 Expression mit aggressiven Tumoren, mit Metastasenbildung und einer veränderten Überlebensrate korreliert. P53 ist das am häufigsten mutierte Gen in humanen Tumoren, wobei die Mehrheit der Mutationen Punktmutationen sind und zu Änderungen der Aminosäuresequenz führen. In ca. 50-60% aller menschlichen Tumoren sind genetische Veränderungen (Mutationen) im p53-Gen nachweisbar (
, 
, 
). Ein defektes p53-Protein kann keine tumorsupprimierende Funktion wahrnehmen und der Verlust dieser Tumorsuppressorfunktion kann zur Krebsentstehung führen. Transgene Mäuse, die über kein p53-Gen verfügen, entwickeln sich zunächst normal, bis eine Akkumulation von Mutationen dazu führt, daß in diesen Mäusen in hoher Frequenz Tumoren entstehen (
, 
). Neben der Beteiligung an vielen zellulären Funktionen ist das p53-Protein vorrangig für die Kontrolle des Zellwachstums von Bedeutung. Zellen, bei denen dieses Gen oder das resultierende Protein fehlt oder verändert ist, verlieren häufig die Kontrolle über ihr Wachstum. Das funktionsfähige Protein p53 verhindert die Entstehung (Tumorsuppressor) und das Wachstum (Wachstumssuppressor) von abnormen Zellen. Als Wächter des Genoms kann p53 die Zellen davor bewahren, sich mit geschädigtem Erbgut zu vermehren (
). Der Schutz der Erbsubstanz DNA erfolgt auf zweierlei Weise. Entweder verzögert p53 die Zellteilung so lange, bis der DNA-Schaden, der u.a. durch ionisierende Strahlung induziert sein kann, repariert ist, oder es induziert die Zerstörung der Zelle, indem es einen programmierten Zelltod, welcher als Apoptose bezeichnet wird, einleitet (
).

Das Apoptoseprogramm der Zelle wird dann gestartet, wenn der DNA-Schaden zu groß ist, um noch repariert zu werden, und nur eine Elimination der geschädigten Zelle eine Fixierung des Schadens verhindern kann. Das p53-Protein ist, neben der Beteiligung an der Kontrolle des Zellwachstums, an verschiedenen anderen zellulären Mechanismen und deren Signaltransduktionskaskaden beteiligt. Vor allem sind das neben dem Zelltod und der Zellzykluskontrolle die DNA-Reparatur und die Zelldifferenzierung (siehe Abb. 1). Diese vielfältigen Funktionen des als Tumorsuppressorgen bzw. -protein bezeichneten Moleküls spiegeln sich in der großen Beachtung, die das Protein in der Literatur erfahren hat und in der Prägung vieler Funktionsnamen für dieses Protein wieder. Da wären die Namen: „Wächter des Genoms“ („guardian of the genome“) (6) und „Hauptwachtmeister“ („master watchman“) (
) zu nennen. Im weiteren Verlauf dieser Einleitung wird zuerst auf die Geschichte, die Struktur und die Lokalisation des p53-Proteins eingegangen. Danach ist die normale physiologische Funktion des Protein unter besonderer Betrachtung der Vorgänge in der Zelle, die nach einer DNA-Schädigung ablaufen, dargestellt. Im Anschluß sind die Konsequenzen erläutert, die eine genetische Veränderung bzw. Mutation des p53-Gens auf die Funktion des Proteins und die genetische Stabilität der Zelle haben können.












Abbildung 1: Flußdiagramm der p53-Funktionen

1.2 Geschichte, Struktur und Lokalisation des p53-Proteins
Erstmals beschrieben Lane und Levine unabhängig von einander 1979 das p53-Protein als ein Protein welches mit Krebs-verursachenden Viren assoziiert ist (
, 
). Eine versehentlich als Wildtyp-c-DNA benutzte, jedoch mutierte c-DNA des p53-Proteins führte dazu, daß p53 ursprünglich die Funktion eines Onkogens, welches das Tumorwachstum unterstützt, zugesprochen wurde. Dann wurde 1989 die Tumorsuppressorfunktion beschrieben und es zeigte sich, daß Wildtyp-p53 Tumoren supprimieren kann und daß mutiertes p53 unkontrolliertes Zellwachstum ermöglicht. 1982 wurde das p53-Gen kloniert. Das humane p53 Tumorsuppressorgen ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 17p13.1 lokalisiert und die genaue Position wurde bei 17p13.105-p12 ermittelt (
). Es besteht aus 11 Exons mit 10 Introns. Das p53-Gen codiert für ein 393 Aminosäuren langes Protein. Das Gen und das Protein haben fünf hochkonservierte Bereiche in ihrer Sequenz. Die Unterteilung des Proteins in vier Domänen ist in Abbildung 2 dargestellt. Zusätzlich zeigt Abbildung 2 welche Proteindomänen, die entsprechenden zellphysiologischen Mechanismen vermitteln.
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Abbildung 2: Funktionen und Bindungsaffinitäten des p53-Proteins

Nach der Synthese im Zytoplasma kann das Protein in den Zellkern transferiert werden. Das aktive p53-Wildtypprotein ist in hohem Maße im Kern lokalisiert und erfüllt dort vielfältige Funktionen. Eine p53-Induktion kann zur Akkumulation und Stabilisierung des Protein im Kern führen.

1.3 Die normale Funktion des p53-Proteins
Das Protein p53 supprimiert die Zellproliferation und agiert als eine Art Notbremse des Zellzyklus zum Schutz gegen die Krebsentstehung nach Zellschädigung, insbesondere nach Schädigung der DNA. Dabei ist p53 ein entscheidendes Element vieler Signaltransduktionskaskaden. Die wichtigsten Kaskaden haben ihren Ursprung in DNA-Schädigungen. Ausgehend von diesen sind im Anschluß an eine p53-Aktivierung eine Vielzahl von zellulären Proteinen an den zellulären Reaktionen beteiligt (siehe Abb. 4). Die Funktion der Genaktivierung verschiedener Effektorgene vermittelt p53, indem es zum einen als Transkriptionsfaktor die Expression verschiedener Gene steuert oder zum anderen durch die Interaktion mit verschiedenen zellulären Proteinen diese reguliert. Als Transkriptionsfaktor reprimiert p53 die Transkription von Genen, die an der Zellstimulation beteiligt sind, und aktiviert die Transkription von Genen, die in die Zellzykluskontrolle involviert sind.

Im weiteren Verlauf dieser Einleitung wird zuerst die Schädigung der DNA betrachtet, anschließend die darauffolgende p53-Induktion erläutert, bevor die p53-Funktion bei der Zellzyklusregulation, insbesondere bei der Zellzyklusblockierung dargestellt wird.

Im Anschluß soll aufgezeigt werden, welche Konsequenzen Mutationen im p53-Gen haben und daß der Funktionsverlust des p53-Proteins ein Schlüsselschritt in der neoplastischen Kaskade sein kann.

1.3.1 Schädigung der Zelle
Eine Schädigung der DNA nach Einwirkung von ionisierenden Strahlen kann für das Überleben der Zelle von Bedeutung sein. Die DNA kann auf verschiedene Weise geschädigt werden. Dabei kommt es nach Anregungsprozessen und Ionisationsprozessen zum einen zur direkten Schädigung der DNA durch Einwirkung energiereicher Quanten und Partikel (direkte Strahlenwirkung).

Zum anderen können hochreaktive Radikale, die nach Strahleneinwirkung in der Nähe der DNA entstanden sind, die DNA schädigen (indirekte Strahlenwirkung).

Man unterscheidet demzufolge auch zwischen primären und sekundären Strahlenschäden. Die DNA, insbesondere die Basen, können biochemisch modifiziert werden. Ebenso können intramolekulare Vernetzungen der DNA sowie intermolekulare Vernetzungen mit Proteinen aus einer DNA-Schädigung resultieren. Biologisch relevant sind vor allem Einzelstrangbrüche (ssb) und Doppelstrangbrüche (dsb) der DNA-Doppelhelix. Einer DNA-Schädigung folgt zunächst eine Erkennung innerhalb diverser Signaltransduktionskaskaden und dann eine Weiterleitung der Schadensinformation an verschiedene zelluläre Systeme. Erkenntnisse, über die an der Erkennung beteiligten Proteine, liegen bisher nur in Ansätzen vor.

Das humane Ku-Protein ist, indem es an freie DNA-Enden von Doppelstrangbrüchen bindet, an der Schadenserkennung beteiligt (
, 
). Die Interaktion des Ku-Proteins mit der DNA abhängigen Proteinkinase (DNA-PK) ermöglicht eine Weiterleitung der Schadensinformation an regulatorische Kaskaden (
, 
). Die Interaktion der DNA-PK mit p53 führt dann im weiteren Verlauf der Schadensweiterleitung letztendlich zur Aktivierung des p53-Proteins (
). Auch das Ataxia teleangiectatica mutierte (ATM XE "ATM" ) Protein kann an der Weiterleitung der Schadensinformation an p53 beteiligt sein (
). Das ATM Protein ist ein 350kD Protein, welches konstitutiv während des Zellzyklus exprimiert wird. Das mutierte ATM-Protein verursacht die autosomal rezessive Krankheit Ataxia teleangiectatica XE "Ataxia teleangiectatica"  (AT) (
, 
). Die AT- XE "AT" Krankheit ist häufig mit einer Krebserkrankung assoziiert, welche durch die erhöhte Empfindlichkeit der AT-Patienten auf ionisierende Strahlen bedingt sein kann (
). Die Mutation des ATM-Proteins führt dazu, daß die p53-Induktion und die Induktion der nachfolgenden Effektorproteine reduziert ist. Ebenso scheint auch das ATR (Ataxia telangiectasia and Rad 3 related) Protein, welches ebenfalls, wie das ATM-Protein zu der „Superfamilie“ der PIK („PI3-kinase related kinase“) gehört, an der zellulären Weiterleitung der Schadensmeldung beteiligt zu sein (
, 
). Die Tatsache, daß Zellinien von Patienten mit dem Bloom's Syndrom Defekte in der p53-Induktion zeigen, spricht dafür, daß auch Gene, die bei der Enstehung des Bloom's Syndroms verändert sind, an der Aktivierung des p53 teilhaben (
).

Das Bloom’s Syndrom ist eine Krankheit, deren Träger durch ein extrem niedriges Geburtsgewicht, eine Wachstumhemmung und eine hohe Strahlenempfindlichkeit gekennzeichnet sind (
).

1.3.2 Stimulation der p53-Induktion
Neben der p53-Induktion durch das ATM-Protein nach Strahleneinwirkung, kann das p53 durch verschiedene exogene Stimuli, intrazelluläre Mechanismen und Proteine induziert werden. Die folgende Abbildung gibt einen Überblick über die beteiligten Mechanismen und Proteine.
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Abbildung 3: Schaubild der p53-Aktivatoren

Das Genprodukt des p53-Gens wird durch ionisierende Strahlen induziert. Ein Anstieg der p53-Proteinmenge nach einer Bestrahlung mit Röntgenstrahlen konnte von Kastan et al. gezeigt werden (
). Nach einer Bestrahlung mit (-Strahlen konnte ebenfalls ein p53-Ansteig gemessen werden (
). Die Induktion oder Aktivierung des p53-Wildtypproteins geschieht primär durch posttranslationale Modifikationen (
). Diese können sich in Form von Konformationsänderungen manifestieren und führen, bedingt durch eine verlängerte Halbwertzeit, zur Stabilisierung des p53. Die größte Bedeutung kommt bei den posttranslationalen Modifikationen den Phosphorylierungen des p53-Proteins zu. Die Hauptdomänen für die Phosphorylierungen liegen im aminoterminalen und carboxyterminalen Bereich des p53-Proteins (
). Phosphorylierungen bilden die Voraussetzung für die p53-Tetramerisierung, welche p53 ermöglicht, an die DNA zu binden, um die Funktion eines Transkriptionsfaktors wahrzunehmen (
, 
, 
). Die Induktion des p53, insbesondere die Aktivierung der Transkriptionsfunktion, führt zur Induktion von p53-Effektorgenen (siehe nächster Abschnitt). Posttranslationale Modifikationen können, ebenso wie Mutationen zur Inaktivierung der p53-Suppressorfunktion führen. Von einer p53-Überexpression spricht man, wenn die p53-Menge abnormal erhöht bzw. die Erhöhung nachweisbar ist. Eine Induktion des p53-Proteins kann ebenfalls in der Interaktion mit anderen zellulären Proteinen begründet sein. Die funktionellen Aktivitäten des p53, die durch Interaktionen mit anderen Proteinen gehemmt oder stimuliert werden können, sollen im kommenden Abschnitt behandelt werden.

1.3.2.1 Interaktion des p53-Proteins mit der DNA und zellulären Proteinen
Die Fähigkeit des p53, die Transkription vieler Proteine zu initiieren, ist eine weitere wichtige Eigenschaft des p53-Moleküls und ermöglicht diesem Protein in eine Vielzahl von biologischen Prozessen einzugreifen. Dabei sind das MDM-2 („Murine Double Minute 2“) Protein für die Autoregulation, das Bax („bcl-2 associated protein X“) Protein bei der Apoptoseinduktion, das GADD45 („growth arrest and DNA damage inducible“) Protein bei Stimulation der DNA-Reparatur und das p21 (WAF1) Protein bei der Zellzyklusregulation von entscheidender Bedeutung. Viele positive und negative „Rückkopplungsschlingen“ („feedback loops“) regulieren den Zellzyklus. Ein negativer „feedback loop“ wird durch die Interaktion mit dem MDM-2 Protein vermittelt. Die p53-Signaltransduktionskaskade kann durch die Interaktion mit dem zellulären MDM-2 Protein unterbrochen werden (
, 
).

Dabei kann MDM-2 einerseits durch Komplexbildung mit p53 dessen Funktionen inhibieren, aber andererseits induziert p53 als Transkriptionsfaktor die MDM-2 Transkription. Diese Wechselwirkung zwischen MDM-2 und p53 ist eine Autoregulation des p53-Proteins. Das MDM-2 Protein ist in vielen Tumoren amplifiziert und kann auch eigenständige wachstumsfördernde Funktionen, die im Detail noch nicht geklärt sind, wahrnehmen. Transfektionsexperimente haben das MDM-2 Protein als Onkogen charakterisiert. Das Bax-Protein wird durch p53 induziert und führt zur Induktion der Apoptose, welche eine Form des programmierten Zelltods verkörpert (
).

Das GADD45 Protein ist nach der Induktion durch p53 an der Reparatur von DNA-Schäden beteiligt (
). Auch das p53-Effektorprotein p21 (WAF1) vermittelt innerhalb der p53-Stoffwechselkaskade die p53-Funktion (
). Das zuerst als WAF-1 und heute primär als p21 bezeichnete Molekül ist ein Protein, welches die Tumorsuppressorfunktion des p53 vermittelt. Die Hemmung der Cyclin abhängigen Kinasen (Cdk's, „cyclin dependent kinases“) durch das auch als Cip1 bezeichnete p21-Protein, führt zur Hemmung der Zellzyklusprogression. Ein mutiertes p53-Protein kann somit das p21 nicht aktivieren, folglich werden die Cdk's nicht inhibiert und es kommt zu unkontrollierten Zellteilungen. Unterstützend wirkt in diesem Zusammenhang die Hemmung der DNA-Synthese durch p53. Dabei wird das Protein PCNA („proliferating cell nuclear antigen“) durch p53 inhibiert und kann seine Kofaktorfunktion bei der Polymerase ( nicht mehr wahrnehmen (
).

Als eine besondere Form der p53-Interaktion gilt die p53-Kooperation mit dem Proto-Onkogen ras. Das ras-Protein kann, als aktiviertes Proto-Onkogen in der Kooperation mit mutiertem p53 Zellen transformieren (
).

1.3.2.2 Interaktion des p53-Proteins mit viralen Proteinen
Normalerweise können Zellen auf eine virale Infektion mit der Aktivierung einer apoptotischen Stoffwechselkaskade reagieren.

Virale Proteine können aber, indem sie das p53-Protein durch eine Bindung inaktivieren, die apoptotische Funktion inhibieren. Voraussetzung dafür ist eine virale Infektion, wie zum Beispiel durch das DNA-Tumorvirus „Simian Virus 40“ (SV40), welches in der Regel Säugerzellen nur abortiv infizieren kann. Dabei kommt es in seltenen Fällen dazu, daß das Virus während einer abortiven Infektion in das zelluläre Genom integriert wird und dies im weiteren Verlauf zu einer stabilen Transformation der Zelle zur Tumorzelle führt (
).

Hierbei kommt es durch die Expression viraler Onkogene, insbesondere der virus-kodierten Tumorantigene, zur Induktion und Aufrechterhalung des transformierten Zustandes. Eine Komplexbildung zwischen dem p53-Protein und dem großen T-Antigen des SV40 spielt eine wichtige Rolle bei dieser SV40-induzierten Zelltransformation. Das große T-Antigen ist auch, als ein frühes regulatorisches Protein, an der viralen Infektion beteiligt. Das p53-Protein wird durch die Komplexbildung inhibiert und kann seine zellulären Funktionen nicht mehr wahrnehmen. Diese intrazelluläre Interaktion ist ein gutes Modell, um die Wirkung eines Onkogens (großes T-Antigen als Onkogen) und eines Tumorsuppressorgens (p53) zu studieren. Einige spezielle Interaktionen und Funktionen des p53-Proteins werden in nachfolgender Tabelle dargestellt.
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Abbildung 4: p53-Interaktionen

1.3.3 Zellzykluskontrolle durch Zellzyklusblockierung
Der Zellzyklus dient dem Zellwachstum und der Zellvermehrung. Man unterscheidet Zellzyklus typische Phasen. Die sogenannte Interphase, die sich in die G0-, G1-, S- und G2-Phase gliedert, überbrückt die Zeit zwischen zwei Mitosen (Zellteilung). In der S-Phase (Synthese Phase) wird die DNA repliziert, in der G1-Phase (G = „gap“ engl. Lücke) wird die S-Phase vorbereitet und in der G2-Phase wird entsprechend die Mitose vorbereitet. G0-Zellen sind Zellen in einer Ruhephase, die nicht an der Zellteilung teilnehmen. Sie durchlaufen, im Gegensatz zu den Zellen in den restlichen Zellzykluskompartimenten, die auch als Wachstumsfraktion bezeichnet werden, nicht den Zellzyklus. Spezifische Cycline aktivieren verschiedene Cyclin abhängige Kinasen (cdk) und diese Komplexbildung zwischen cdk und Cyclin ermöglicht das Voranschreiten bzw. das „Durchlaufen“ des Zellzyklus (
). Die Cycline D1 und D2 sind Onkogene bzw. Onkoproteine, deren onkogene Funktion, ausgelöst beispielsweise durch eine Überexpression, zur Aktivierung der Cdk4 und der Cdk6 führt (
). Das Cyclin E aktiviert die Cdk2 und fördert den Übergang von der G1-Phase zur S-Phase. Folgende Abbildung stellt dar, welche Cyclin-Kinase Komplexe an der Progression durch die einzelnen Zellzyklusphasen beteiligt sind.


Abbildung 5: Cycline - Cdk’s - Zellzyklusphasen

Die Möglichkeit der Zellzyklusblockierung nach Bestrahlung wurde erstmals an Bohnen (Vicia faba) festgestellt (
). Im Jahre 1958 konnte an Gewebekulturen aus menschlichen Knochenmarkzellen gezeigt werden, daß die Zahl der Zellen, die pro Zeiteinheit in die S-Phase eintreten, nach Bestrahlung deutlich reduziert ist (
). Eine andere Arbeit beschreibt, daß menschliche Amnionzellen durch eine Bestrahlung für mehrere Tage in der G1-Phase arretiert werden können (
). Die Abhängigkeit der Zellzyklusprogression von der Integrität der genetischen Information wird durch zelluläre Kontrollpunkte gewährleistet (
). p53 vermittelt eine derartige Kontrollpunktfunktion und reagiert auf eine DNA-Schädigung. Die Reaktion des Zellzyklus in Form einer Zellzyklusblockierung in der G1-Phase (G1-Block) unter Berücksichtigung der p53-Funktion und der zellulären Strahlensensitivität, wird in den beiden folgenden Abschnitt behandelt. Der Zusammenhang zwischen der Blockierung in der G2-Phase (G2-Block), welche im Vergleich zum G1-Block häufiger zu beobachten ist, und dem p53-Protein soll, aufgrund der weniger bedeutenden Rolle des p53 für den G2-Block, anschließend kurz dargestellt werden.

1.3.3.1 Der strahleninduzierte G1-Block
Neben vielen chemischen Substanzen können ionisierende Strahlen die DNA schädigen und zur Induktion des G1-Blocks führen. In Zellen mit intaktem Kontrollpunkt (Wildtyp p53) beantwortet die Zelle eine strahleninduzierte Schädigung (oder auch eine unvollständige oder fehlerhafte DNA-Synthese) mit einem Anhalten des Zellzyklus, um auf diese Weise der Zelle Zeit für eine Reparatur zur Verfügung zu stellen. P53 als Vermittler einer Kontrollpunktfunktion soll dabei mehrere Aufgaben erfüllen. Der DNA-Schaden sollte vom Kontrollsystem erkannt und die Information zu weiteren Effektoren übermittelt werden. Ebenso sollte der Kontrollpunkt in der Lage sein, die Information über eine erfolgreiche Reparatur oder über das Scheitern der Reparatur an spezifische zelluläre Komponenten weiter zu leiten. Diese würden dann entweder nach erfolgreicher Reparatur die Zellzyklusprogression induzieren oder den alternativen Weg der Apoptose aktivieren. Somit soll eine Akkumulation von genetischen Veränderungen bzw. eine Fixierung des DNA-Schadens, welche dann als Mutation zu bezeichnen wäre, in der folgenden S-Phase verhindert werden. Das Anhalten oder die Blockierung des Zellzyklus in der G1-Phase kommt durch die oben schon erwähnte Transaktivierung des p21 durch p53 zustande und führt zur Inhibierung der Zellzyklusprogression.

Das p21-Protein bewirkt in der Folge die Zellzyklusblockierung in der G1-Phase, indem es als ein spezifischer Inhibitor der Cdk2 und der Cdk4 den Zellzyklus arretiert (
).

1.3.3.1.1 p53, der G1-Block und die Strahlenempfindlichkeit
Erstmals konnte in den Jahren 1991 und 1992 von der Arbeitsgruppe von Kastan gezeigt werden, daß das Tumorsuppressorgen p53 an der Induzierung des G1-Blocks beteiligt ist und eine Kontrollpunktfunktion („checkpoint“-Funktion) besitzt (40). Vergleicht man die Zellzyklusphasen hinsichtlich ihrer Strahlenempfindlichkeit, so ist die Mitose, gefolgt von der späten G1-Phase und G2-Phase am strahlenempfindlichsten. Dagegen sind die G0-Phase und die S-Phase eher strahlenresistent. In früheren p53-Publikationen wurde angenommen, daß Mutationen im p53-Gen in der Regel zu einem Verlust der zellulären Kontrollen führen können, welches sich u.a. in einer erhöhten Sensitivität der Zellen gegenüber Bestrahlung oder in einem Verlust der Zellzykluskontrolle äußern kann (58, 
). Heute stellt sich der Zusammenhang zwischen p53, G1-Block und Strahlensensitivität weniger deutlich dar und kann als nicht vollständig geklärt angesehen werden. Eine Veränderung der p53-Expression, insbesondere durch eine Mutation, kann die zelluläre Strahlenempfindlichkeit verändern. Von der großen Anzahl der p53-Publikationen beschäftigen sich nur sehr wenige mit der Auswirkung des p53-Status auf die zelluläre Strahlenempfindlichkeit. Eine erhöhte Strahlenresistenz kann bei gestörter p53-Wildtypfunktion durch die Unfähigkeit zur Induktion der strahleninduzierten Apoptose bedingt sein (
). Andererseits zeigen Arbeiten, daß bei Zellinien mit p53-Wildtypprotein und induzierbarem G1-Block die Strahlenempfindlichkeit im Vergleich zu Zellinien mit mutiertem p53-Protein abnimmt (
). Dieses gesteigerte Überleben läßt sich mit der Fähigkeit zum G1-Block erklären, welche dazu führt, daß Zellen DNA-Schäden reparieren können und somit besser überleben. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, daß strahlenresistente humane Tumoren unter der Voraussetzung, daß die Strahlenresistenz auf einen Verlust des p53 vermittelten G1-Block zurückzuführen ist, durch eine Koffein bedingte Aufhebung des G2-Block strahlensensitiver werden (
). Bristow et al. haben in einer Publikation eigene Ergebnisse bezüglich des Zusammenhangs zwischen p53 und Strahlensensitivität mit Ergebnissen anderer Publikationen verglichen (
). Betrachtet und analysiert man diese Arbeiten, so zeigt sich, daß die meisten Publikationen einen Zusammenhang zwischen Strahlenempfindlichkeit und einem Verlust der p53-Funktion finden.

Die Analyse ergibt, daß 63% der Arbeiten eine verringerte Strahlenempfindlichkeit, 15% eine erhöhte und 22% keine Veränderung der Strahlenempfindlichkeit bei verändertem p53-Protein feststellen. Eine Differenzierung zwischen normalem endogenen, modifiziertem oder komplexiertem Protein kommt zur selben Schlußfolgerung.

1.3.3.2 Der strahleninduzierte G2-Block
Nach Howard und Pelc konnten viele andere Autoren den strahleninduzierten G2-Block in verschiedenen zellulären Systemen zeigen (
). Unter anderem führt eine Bestrahlung muriner Lymphom-Zellen zu einem reversiblen Block unmittelbar vor dem Eintritt in die Mitose (
). Ebenso wurde beobachtet, daß die strahleninduzierte Verzögerung der G2-Phase bei menschlichen Karzinom-Zellen um so länger dauert, je später im Zellzyklus die Behandlung erfolgt (
). Die Funktion der Zellzyklusblockierung in der G2-Phase besteht in der Verzögerung des Eintritts in die Mitose. Diese Verzögerung dient vermutlich ebenso wie der G1-Block dazu der Zelle Zeit zur Reparatur von DNA-Schäden zu geben (
, 
, 
). Der Übergang der Zelle aus der G2-Phase in die Mitose wird durch das aktivierte Protein p34cdc2 im Komplex mit CyclinB1 vermittelt (
). Während des strahleninduzierten G2-Bocks wurde eine vermehrte Phosphorylierung des p34cdc2-CyclinB1 Komplex festgestellt (
, 
).

1.3.3.2.1 p53, der G2-Block und die Strahlenempfindlichkeit
P53 ist vorrangig für die Regulation des G1-Blocks verantwortlich, wobei vermehrt Ergebnisse darauf hindeuten, daß auch eine Beteiligung an der Regulation des G2-Blocks, wenn auch untergeordnet, wahrscheinlich ist. Seit langem ist bekannt, daß die Zugabe von Koffein zum Kulturmedium den strahleninduzierten G2-Block aufhebt (
). Diese Aufhebung des G2-Blocks bedingt häufig eine erhöhte Strahlenempfindlichkeit (
, 
).

Andere Arbeiten konnten dagegen zeigen, daß bei einigen Zellinien trotz Aufhebung des G2-Blocks keine Veränderung der Strahlenempfindlichkeit zu beobachten war (
, 
). Zellinien, die keinen G1-Block zeigen (bedingt durch inaktiviertes oder mutiertes p53) reagieren stärker auf eine Koffeinbehandlung, in Hinsicht auf die Aufhebung des G2-Block oder das Zellüberleben als Zellen mit einer p53-Wildtypfunktion (63). Diese Arbeiten lassen einerseits einen Zusammenhang zwischen dem G1-Block und dem G2-Block und andererseits zwischen p53 und dem G2-Block vermuten.

1.3.4 p53 und die Reparatur von DNA-Schäden
Verschiedene Reparatursysteme können Strahlenschäden reparieren und somit ein Absterben der Zelle oder eine dauerhafte Veränderung des genetischen Material verhindern. Neben Doppelstrangbrüchen und Einzelstrangbrüchen können ionisierende Strahlen auch zu Basenveränderungen führen. Diese können mit Hilfe der Nukleotid-Exzisions-Reparatur repariert werden. Das p53-Protein aktiviert, indem es das GADD45 („growth arrest and DNA damage-inducible“) Protein induziert, die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (48). GADD45 wurde bei der Suche nach Genen, die durch DNA-Schäden induziert werden und eine Wachstumsblockierung bewirken, entdeckt (
). Neben der Aktivierung der DNA-Reparatur inhibiert GADD45 als Unterstützung der DNA-Reparatur die DNA-Replikation. Dabei wird das PCNA-Protein, ein Kofaktor der Polymerase (, inhibiert (
). Eine weitere Signaltransduktionskaskade, ausgehend von einer p53-Induktion, aktiviert über das Protein ERCC3 die Basen-Exzisions-Reparatur (
). Das Protein ERCC3 ist ein Exzisions-Reparatur Molekül, welches an der Reparatur geschädigter DNA-Bereiche beteiligt ist (
).

1.3.5 p53 und die Apoptose
Die Apoptose ist ein Mechanismus der Zelle, der zum Zelltod führt und durch Prozesse in und an der Zelle seinen Anfang nimmt. Die Bildung der Finger während der Embryonalentwicklung, der altersbedingte Zelltod und ein Zelltod nach DNA-Schädigung sind Beispiele für Apoptose (
). Der nekrotische Zelltod ist im Vergleich zum apoptotischen Zelltod, der durch ein spezielles, genetisch determiniertes Programm bestimmt wird, ein Zelluntergang der als Folge einer Gift- oder Infektionswirkung induziert wird. Fehlerhafte Reparaturen kleinerer oder nicht reparierbarer größerer DNA-Schäden können eine Apoptoseinduktion zur Folge haben. Die Apoptose ist für die Zelle eine wichtige Möglichkeit, alternativ zur Reparatur von DNA-Schäden, einen irreparablen DNA-Schaden zu eliminieren und somit eine genetische Schadensfixierung zu vermeiden. Neben einer p53 unabhängigen Apoptoseinduktion kann p53, ausgehend von einer DNA-Schädigung, durch die Aktivierung des Bax-Proteins die Apoptose einleiten (
). Die apoptotischen Vorgänge werden durch die Wechselwirkung zwischen supprimierenden Genprodukten der Bcl-2 („B cell lymphoma“) Familie und aktivierenden Genprodukten der Bax und Bak („bcl-2 homologous antagonist/killer“) Familien reguliert (
, 
). Zellen mit defektem p53-Protein können der Apoptose entgehen und Tumoren bilden.

1.4 Mutation im p53-Gen
Mutationen im p53-Gen sind die am häufigsten beobachteten Mutationen bei maligne entarteten Zellen (
). Im Gegensatz zu anderen Tumorsuppressorgenen, bei denen meist Deletionen beobachtet werden, treten beim p53-Gen zu 90% Punktmutationen auf (
). Das Protein p53 weist fünf hochkonservierte Bereiche auf, in denen auch Bereiche hoher Mutationsraten, sogenannte „hotspots“, lokalisiert sind. Mutationen der Aminosäuren 175, 248 und 273 in der Hauptdomäne, in welcher auch die Fähigkeit zur DNA-Bindung lokalisiert ist, führen meist zur Hemmung der DNA-Bindefähigkeit. So wurde gezeigt, daß Mutationen an bestimmten Positionen des Gens wichtige Marker für ein erhöhtes Krebsrisiko sein können (
).

Prinzipiell unterscheidet man zwischen strukturellen Mutationen, diese führen ohne entsprechendes äußeres Signal zur konstitutiven Aktivierung eines Proteins und zu regulatorischen Mutationen.

Unter regulatorischen Mutationen, die eine strukturelle Mutation voraussetzen, versteht man die Produktion eines Proteins am falschen Ort zur falschen Zeit. Häufig sind Mutationen in Tumorsuppressorgenen rezessiv, d.h., die Wildtypfunktion des einen Allels dominiert über Mutantenfunktion des anderen Allels. Manche p53-Mutationen wirken dominant und inaktivieren die Wildtypform von p53 innerhalb der heterozygoten Mutanten-Wildtyp-Zelle (dominant-negativer Effekt des mutierten Proteins).

Viele mutierte Formen des p53 sind sehr stabil, d.h. sie werden vermehrt exprimiert (oder sogar überexprimiert) und binden die Wildtypform im Zytoplasma oder inaktivieren sie in der Tetramerbildung an der DNA im Zellkern.

Das Enstehen von Krebs ist das Resultat von mehreren aufeinander folgenden Mutationen. Die Frage nach dem zeitlichen Auftreten einer p53-Mutation innerhalb der Kaskade der Tumorentstehung und Tumorprogression kann von großer Bedeutung sein. Es konnte in Lebertumoren gezeigt werden, daß p53-Mutationen nur zu einem kleinen Teil in fortgeschrittenen Tumoren zu finden sind. Dies deutet eher auf eine Beteiligung des p53 bei der Tumorprogression und weniger auf die Bildung des Tumors durch die p53-Mutationen hin (
). Bei der molekularen Analyse der Entstehung des Dickdarmkrebs konnten p53-Mutationen vorrangig in späten Stadien identifiziert werden (
). Im Gegensatz dazu treten p53-Mutation bei Hirntumoren offensichtlich als frühe Ereignisse bei der Tumorentstehung auf (
). 

Andererseits wird von vielen Autoren zur Zeit die Meinung vertreten, daß vorrangig die Anhäufung und weniger die exakte Reihenfolge des Auftretens von Mutationen von primärer Bedeutung ist. Auch soll in diesem Zusammenhang daraufhin gewiesen werden, daß die Ansprechbarkeit auf eine Strahlen- oder Chemotherapie oft bei Tumorzellen mit mutierten p53 reduziert ist. Verschiedene p53-Inaktivierungsmechanismen können durch eine Mutation im p53-Gen bedingt sein. Theoretisch besteht die Möglichkeit, daß das p53-Protein nach einer Mutation aktiviert ist und mit veränderter Struktur (u.U. mit einer verlängerten HWZ) eine Wildtypfunktion erfüllt. Die Tetramerbildung des p53-Proteins, die für die normale Wildtypfunktion von Bedeutung ist, kann vermindert sein.

Eine Deletion eines oder beider p53-Gene kann den p53-Gehalt und die p53-Tetramerbildung reduzieren (130). Ebenso können „Nonsense“ und „splice site“ Mutationenen zu Veränderungen des Proteins führen, welche die Oligomerbildung zum Tetramer nicht mehr erlauben (
). P53-Mutationen können genetische Instabilität in Zellen zur Konsequenz haben.

1.5 Genetische Instabilität
Krebs entsteht und wird aggressiver, weil u.a. in Zellen Veränderungen in Genen auftreten, die normalerweise die Zellvermehrung und das Zellwachstum steuern. Zusätzlich erhöhen Defekte in Reparaturgenen die Wahrscheinlichkeit einer Anhäufung von Mutationen. Viele zelluläre Veränderungen können genetische Instabilität vermitteln oder darstellen. Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 können genomische Instabilität zur Folge haben. Die molekularen Grundlagen der genomischen Stabilität und der Tumorentstehung sind eng miteinander verknüpft. Beim Verlust der p53-Wildtypfunktion können Zellen nicht mehr mit einer Zellzyklusblockierung auf DNA-Schädigung reagieren. Die daraus resultierende genetische Instabilität, meist auch als genomische Instabilität bezeichnet, könnte zum Teil auch auf einer erhöhten Rate an Rekombinationsereignissen beruhen. Eine mögliche Funktion von p53 könnte darin bestehen, die genomische Stabilität durch direkte Modulation rekombinatorischer Ereignisse zu kontrollieren. Gesteigerte genomische Instabilität in Säugerzellen wird mit einer Erhöhung des chromosomalen Schadens, zum Beispiel bedingt durch ein Ausbleiben des G1-Blocks, erklärt (
).

Zellen mit p53-Mutationen verschiedenen Ursprungs zeigen, nachdem sie zunächst einen normalen G2-Block ausbilden, nach einigen Passagen in der Zellkultur keinen G2-Block mehr.

Diese Veränderung in der Reaktivität wird mit einer Änderung in der genomischen Stabilität ausgehend von den p53-Mutationen erklärt (
).

Bei embryonalen Mausfibroblasten konnte gezeigt werden, daß p53-Mutationen zu häufigerer Centrosomenverdoppelung bzw. dann im weiteren Verlauf zur ungleichen Seggregation der Chromosomen führen können und die Zellen eine genomische Instabilität erlangen (
). Neuere Entdeckungen besagen, daß die Sterblichkeit normaler Zellen, die sich in Zellalterung („cell senescence“) und Zellkrise („cell crisis“) äußert, durch den Zusammenbruch (bzw. Abbau) der Telomere beeinflußt wird (
, 
, 
). Normalerweise hören somatische Zellen früher oder später auf sich zu teilen; sie altern und sterben. Tumorzellen, Einzeller, Embryonalzellen und Keimzellen haben dagegen die Fähigkeit zur unbegrenzten Teilungsfähigkeit gemeinsam und sind gewissermaßen unsterblich. In diesen Zellen wird das Enzym Telomerase exprimiert, welches die schützenden Telomere an den Chromosomenenden erhält. Bei somatischen humanen Zellen werden bei jeder Verdopplungsrunde der DNA, vor einer neuen Zellteilung die Bereiche der Chromosomenendstücke, die Telomere, etwas verkürzt. Die Replikationsmaschinerie braucht, um überhaupt starten zu können, eine Art Startstück als Anfang, welches nach Beendigung der DNA-Verdopplung verworfen wird. Eine Hypothese der Zellalterung besagt, daß Zellen ihre Teilungsfähigkeit einbüßen, wenn die Telomere eine kritische Länge unterschritten haben. Diese verkürzten Telomersequenzen sind dann in der Lage, zelluläre Kontrollpunkte der Signaltransduktionkaskaden zu aktivieren, welche dann wiederum die Proliferation inhibieren (
). Die Kontrollmechanismen über die Telomersequenzen gehen während der Zellruhe verloren und induzieren in der Zelle das Ende der Proliferation (
). Dementsprechend sind Telomere auch für die genomische Stabilität von essentieller Bedeutung (
). Ebenso scheint ein Zusammenhang zwischen dem Abbau der Telomere und der malignen Entartung von Zellen zu bestehen. Verkürzte Telomersequenzen können, als eine Form der DNA-Schädigung, die p53-Induktion aktivieren. Ein defektes p53-Protein kann nach der Erkennung der Telomerverkürzung nicht die Zellruhe induzieren (
, 
, 
). Das Zusammenwirken zwischen kritischer Telomerverkürzung, defektem p53 und genomischer Instabilität kann nach weiteren Zellteilungen das Entstehen einer malignen Entartung ermöglichen. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist in diesem Zusammenhang, die Tatsache, daß bei vielen Tumoren die Expression des Enzyms Telomerase nachgewiesen werden konnte.

Dieses Ribonukleoprotein fungiert möglicherweise als eine Art „Unsterblichkeitsenzym“ und läßt entartete Zellen „unsterblich“ („immortal“) werden, weil das Enzym Telomerase, welches nach der Geburt abgeschaltet worden war, unprogrammgemäß wieder exprimiert wird (
).

Bemerkenswert ist daher, daß über das p53-Protein sehr verschiedene zelluläre Mechanismen wie der Telomerabbau, die maligne Entartung von Zellen und die Zellzykluskontrolle funktionell miteinander verbunden sind.

1.6 Zielsetzung
Das Tumorsuppressorprotein p53 ist in vielen Tumoren mutiert. Nach derzeitigem Wissensstand ist es an vielen zellulären Prozessen wesentlich beteiligt. Insbesondere ist eine Beteiligung des p53-Proteins an der Regulation des Zellzyklusses, speziell nach einer Schädigung von Zellen durch ionisierende Strahlen, von Belang. Vor allem scheint die Möglichkeit der Induktion einer Zellzyklusblockierung oder eines apoptotischen Zelltods für das weitere Überleben von Zellen von großer Bedeutung zu sein.

Ein Nachweis des p53-Proteins ist vielfach, dem Anschein nach aufgrund einer sehr geringen intrazellulären Konzentration, äußerst schwierig. Das Ziel dieser Arbeit war es daher zum einen, eine Möglichkeit zu finden, die den Nachweis des p53-Proteins sicher gewährleistet. Dabei sollte neben dem Nachweis von mutierten p53-Proteinen und dem Nachweis von komplexiertem p53-Protein vor allem der Nachweis von p53-Wildtypprotein ermöglicht werden. Dazu wurden zwei Melanom-Zellinien und zwei Plattenepithelkarzinom-Zellinien, sowie Normalspender-Lymphozyten und zwei Zellinien mit komplexiertem p53-Protein vergleichend untersucht.

Zum anderen hatte diese Arbeit zur Aufgabe, die Frage zu klären, in welcher Form und auf welche Weise das induzierte p53-Protein speziell an der Regulation des Zellzyklus nach einer Bestrahlung von Zellen mit Röntgenstrahlen beteiligt ist. Primär stand dabei die Frage nach der Funktion der nachgewiesenen p53-Formen in der speziellen zellulären Situation einer Zellzyklusblockierung im Vordergrund.

Weiterhin sollte bei den verschiedenen Zellinien der Zusammenhang zwischen p53-Form (Wildtyp, Mutante oder komplexierte Form) beziehungsweise deren Funktionen und der Fähigkeit zur Zellzyklusblockierung respektive Apoptoseinduktion in Bezug auf die zelluläre Strahlenempfindlichkeit untersucht werden.

Im Detail dargestellte Ziele dieser Arbeit sind den einzelnen Kapiteln des Ergebnisteils vorangestellt aufgeführt.
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