1.1 p53-Induktion und die Zellzyklusblockierung
Zellen zeigen, wie bereits vorher beschrieben, nach Strahlenexposition eine Verzögerung oder Blockierung in der G1- und G2-Phase des Zellzyklus. Die Untersuchung des p53-Protein ist gerade unter dieser Bedingungen von besonderer Bedeutung, da dieses an der Regulation des Zellzykluses, insbesondere an der Induktion des G1-Blocks am Übergang zur S-Phase beteiligt ist.

1.1.1 Fragestellung
Der Zusammenhang zwischen p53-Menge und Blockierung des Zellzyklus nach Strahlenexposition wurde an Zellkulturen der p53-Wildtypzellinie 4197 untersucht.

Dabei sollte insbesondere die Frage beantwortet werden, in welchem zeitlichen Zusammenhang die Zellzyklusblockierung und die p53-Induktion nach Bestrahlung stehen.

Die Verbindung zwischen p53-Status und Zellzyklusblockierung wurde schon an exponentiell wachsenden Zellkulturen der Zellinie 4197 analysiert und in einer Arbeit aus dem Institut für Medizinische Strahlenbiologie am Universitätsklinikum Essen wurde ergänzend die Relation zwischen dem p53-Status und dem Verbleib von Zellen in der Ruhe bzw. deren Wiedereintritt in den Zellzyklus untersucht (
). Die im Folgenden beschriebenen Experimente hatten nun zum Ziel, den Zusammenhang zwischen induzierter p53-Menge und der Zellzyklusregulation bei der Zellinie 4197 (Plattenepithelkarzinom-Zellinie) zu untersuchen. Vergleichend wurden die Zellen der Zellinie 4197 in exponentiellem Wachstum und in der Ruhephase (nach 6 Tagen Mangelmedium) mit 4Gy Röntgenstrahlung exponiert und anschließend über einen Zeitraum von 24 Stunden (4 Stunden Intervalle) die Zellzyklusverteilung und die p53-Menge durchflußzytometrisch analysiert.

1.1.2 Ergebnisse
1.1.2.1 Durchflußzytometrie
Der Zusammenhang zwischen Zellzyklusverteilung und p53-Menge wurde bei der Zellinie 4197 untersucht. Dazu wurden Zellen im exponentiellem Wachstum mit 4Gy Röntgenstrahlung bestrahlt und nach erfolgtem Mediumwechsel und anschließender Inkubation (24h Beobachtungszeitraum, 4h Intervalle) analysiert. Die zwei nachfolgenden Diagramme zeigen zuerst die prozentualen Anteile der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen über 24h mit und ohne Bestrahlung. Die an die ersten zwei Diagramme anschließenden beiden Diagramme zeigen die Fluoreszenzindizes der p53-Menge (Differenz zwischen konstitutiver und strahleninduzierter Menge) für die Antikörper PAb240 und Do-1 über den Beobachtungszeitraum.
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Abbildung 23: Zellzyklusverteilung der Zellinie 4197 in der exponentiellen Phase ohne Bestrahlung. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von den Mittelwerten.
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Abbildung 24: Zellzyklusverteilung der Zellinie 4197 in der exponentiellen Phase nach Bestrahlung mit 4Gy Röntgenstrahlung. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von den Mittelwerten.

Aus dem Vergleich der beiden Diagramme (unbestrahlte und bestrahlte Zellen) wird eine Veränderung der Zellzyklusverteilung nach Bestrahlung deutlich.

Die Bestrahlung führt im Zeitraum zwischen 4 und 12 Stunden nach Bestrahlung zum einen zu einem Anstieg des prozentualen Anteils der G1-Phase Zellen (G1-Block). Zum anderen wird der Anteil der S-Phase Zellen reduziert. Weiterhin läßt sich im Zeitraum zwischen 4 bis 8 Stunden ein Anstieg der G2-Phase Zellen beobachten (G2-Block).
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Abbildung 25: P53-Nachweis in einer exponentiellen Zellkultur nach Bestrahlung (4Gy Röntgenstrahlung) mit dem Ak PAb240 - Fluoreszenzindizes der p53-Menge (Differenz zwischen konstitutiver und strahleninduzierter Menge). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von den Mittelwerten.
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Abbildung 26: P53-Nachweis in einer exponentiellen Zellkultur nach Bestrahlung (4Gy Röntgenstrahlung) mit dem Ak Do-1 - Fluoreszenzindizes der p53-Menge (Differenz zwischen konstitutiver und strahleninduzierter Menge). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von den Mittelwerten.

Der p53-Nachweis mit dem Antikörper PAb240 zeigt einen hohen Fluoreszenzindex direkt nach der Bestrahlung (0 h-Zeitpunkt), welcher dann über den restlichen Beobachtungszeitraum deutlich geringer ist (Fi zwischen 0 und 0,8).

Aus dem Diagramm, das die Ergebnisse mit dem Antikörper Do-1 wiedergibt, wird ersichtlich, daß die nachgewiesenen induzierten p53-Mengen deutlich geringer sind als die des Antikörpers PAb240. Die hier nachgewiesenen Mengen des induzierten p53-Proteins erreichen Fluoreszenzindizes, die alle kleiner als 0,5 sind.

Die Analyse des Zusammenhangs zwischen Zellzyklusverteilung und induzierter p53-Menge erfolgte ebenfalls bei Zellen der Zellinie 4197, die sich erst in einer Ruhephase befanden und anschließend durch einen Mediumwechsel stimuliert wurden. Die nachfolgenden zwei Diagramme stellen die prozentualen Anteile der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen über 24h mit und ohne Bestrahlung (4Gy Röntgenstrahlung) dar. Die daran anschließenden zwei Diagramme zeigen die Fluoreszenzindizes der p53-Menge (Differenz zwischen konstitutiver und induzierter p53-Menge) für die Antikörper PAb240 und Do-1.
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Abbildung 27: Zellzyklusverteilung der Zellinie 4197 in der Ruhephase ohne Bestrahlung (4Gy Röntgenstrahlung). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von den Mittelwerten.
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Abbildung 28: Zellzyklusverteilung der Zellinie 4197 in der Ruhephase mit und ohne Bestrahlung (4Gy Röntgenstrahlung). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von den Mittelwerten.

Die Bestrahlung der Zellen in der Ruhephase führt zur Veränderung der Zellzyklusverteilung. Der Zeitraum mit einem hohen Anteil an G1/G0-Phase Zellen wurde durch die Bestrahlung von 8 auf 12 Stunden verlängert (G1-Block).

In Abbildung 28 als „längerer Verbleib in der G1-Phase“ gekennzeichnet. Dementsprechend nimmt der Anteil der S-Phase Zellen, bedingt durch die Bestrahlung erst mit 4 stündlicher Verzögerung zu. Diese Verzögerung ist in Abbildung 28 als „verzögerter Eintritt in die S-Phase“ kenntlich gemacht.
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Abbildung 29: P53-Nachweis in einer Zellkultur in Ruhephase nach Bestrahlung (4Gy Röntgenstrahlung)mit dem Antikörper PAb240 - Fluoreszenzindizes der p53-Menge (Differenz zwischen konstitutiver und strahleninduzierter Menge). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von den Mittelwerten.
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Abbildung 30: P53-Nachweis in einer Zellkultur in Ruhephase nach Bestrahlung (4Gy Röntgenstrahlung) mit dem Antikörper Do-1 - Fluoreszenzindizes der p53-Menge (Differenz zwischen konstitutiver und strahleninduzierter Menge). Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von den Mittelwerten.

Die Menge des mit dem Antikörper PAb240 nachgewiesenen induzierten p53-Proteins nimmt im Zeitraum von 0 bis 8 Stunden gegen Null ab, ist bis 12 Stunden maximal reduziert und steigt dann bis zum Zeitpunkt 24 Stunden wieder stark an. Im Gegensatz dazu erbringt der Nachweis des induzierten p53-Proteins mit dem Antikörper Do-1 einen anderen Verlauf der p53-Induktion. Es können zum Zeitpunkt 8 Stunden nur minimale Mengen des induzierten p53-Proteins nachgewiesen werden. Anschließend, im Zeitraum von 8 bis 16 Stunden, steigt die Menge des nachgewiesenen induzierten p53-Proteins maximal an und fällt danach wieder stark ab.

1.1.3 Diskussion
Für die Bewertung dieser Ergebnisse sollen hier noch einmal kurz zwei Aspekte, erwähnt werden. Einerseits sind zum zeitlichen Verlauf der p53-Induktion, die Fluoreszenzindizes dargestellt, die nicht nur aus der Einbeziehung der Fluoreszenz eines unspezifischen Kontroll-Antikörpers, sondern zusätzlich durch die Berechnung einer Differenz aus bestrahltem und unbestrahltem Ansatz abgesichert sind. Andererseits ist die Vergleichbarkeit der verwendeten Materialien und Methoden nicht immer unproblematisch.

So scheint die p53-Nachweisbarkeit davon abhängig zu sein, welche p53-Antikörper eingesetzt werden und ob Durchflußzytometrie, „Western blot“ oder Fluoreszenzmikroskopie verwendet worden sind. Bisher existieren wenig genaue Kenntnisse der zeitlichen und qualitativen Verhältnisse zwischen p53-Induktion und Zellzyklusregulation, insbesondere der Zellzyklusblockierung. Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit exponentiell wachsende und in der Ruhephase befindliche Zellen der Zellinie 4197 untersucht. Die exponentiell wachsenden Zellen der Zellinie 4197 zeigen mit dem Antikörper PAb240 direkt nach Bestrahlung zum Zeitpunkt 0 Stunden, bereits eine meßbare Induktion des p53-Proteins, wobei methodisch bedingt noch Zeit für eine Induktion des p53-Proteins zur Verfügung steht und erst nach 10 bis 15 Minuten die Fixierung der Zellen geschieht. Im Anschluß an diese starke Induktion ist, in der Phase, in der einige Zellen zuerst in der G2-Phase und dann einige in der G1-Phase blockieren, die Induktion des p53-Proteins deutlich geringer. Dieses Ergebnis unterstützt zum einen die Theorie, daß das p53-Protein schnell katabolisiert werden kann (kurze Halbwertzeit). Zum anderen deuten diese unterschiedlichen Mengen dieses induzierten p53-Proteins auf eine Beteiligung des p53-Proteins eher an der Entstehung als an der Aufrechterhaltung der Zellzyklusblockierung hin.

Die Arbeit von Maltzman und Czyzyk (1982), in der auch eine frühe p53-Induktion zum Zeitpunkt 0 Stunden nach UV-Strahlung nachgewiesen wird (mittels „Western blot“ und p53-Antikörper PAb122) stützen die hier erhaltenen Ergebnisse (
). Ebenso kann die Beobachtung, einer frühen p53-Induktion (1-2h nach (-Strahlung, Durchflußzytometrie, p53-Antikörper PAb421), durch Kastan et al. (1991), die in der vorliegenden Arbeit dokumentierten Ergebnisse, bekräftigen (38). Diese p53-Induktion tritt nicht nur direkt nach dem Strahleninsult auf, dieses ist vergleichbar mit den hier gezeigten Ergebnissen, sondern erstreckt sich zudem auf die folgende Phase der G1-Phase Blockierung. Weiterhin ist dieses Ergebnis von Kastan et al. (1991) sehr gut vergleichbar mit der unter 3.2.2.1 dargestellten p53-Induktion. Dort ist ebenfalls eine signifikante (p<0,05) p53-Induktion bei der Zellinie 4197 nach 4Gy Röntgenstrahlung und einer Inkubation von 2 Stunden, durchflußzytometrisch nachgewiesen mit dem Antikörper PAb421, gezeigt worden. Auch beschreibt eine Arbeit von Lu und Lane (1993) eine p53-Induktion (nachgewiesen mit dem Antikörper PAb421), die im Zeitraum vom 10 Minuten bis 100 Minuten nach Bestrahlung mit 4Gy Röntgenstrahlen stetig ansteigt und die anschließend stark reduziert ist (
). Alle diese Ergebnisse unterstützen die Vorstellung, daß dieses p53-Protein direkt nach einer Bestrahlung induziert wird.

Weiterhin liegt der Schluß nahe, daß dieses Protein, welches direkt nach dem Strahleninsult induziert wird, nicht nur durch den hier verwendeten Antikörper PAb240 sondern auch durch andere p53-Antikörper nachgewiesen werden kann. In den Phasen der Zellzyklusblockierung scheinen nicht unbedingt dieselben p53-Formen vorhanden oder induziert zu sein. Wie die hier mit dem Antikörper Do-1 erzielten Ergebnisse, welche eine geringere strahleninduzierte p53-Induktion zeigen, erkennen lassen, besteht ein Zusammenhang zwischen p53-Induktion und Zellzyklusblockierung. Bei den exponentiell wachsenden Zellen läßt sich induziertes p53-Protein zu Beginn und während der Phase der G1-Phase Blockierung (0 bis 8 Stunden) nachweisen. Vergleicht man diese durchflußzytometrischen Ergebnisse mit dem sehr deutlichen Nachweis induzierten p53-Proteins der „Western blot“ Versuche (siehe 3.2.2.2), so zeigt sich, daß diese p53 schon 2 Stunden nach Bestrahlung signifikant nachweisen. Die hier dargestellte, geringe Menge induzierten p53-Proteins ist wahrscheinlich auf die niedrigere Empfindlichkeit des durchflußzytometrischen Nachweises im Vergleich zum „Western blot“, welcher einen deutlichen Nachweis einer p53-Induktion zu Beginn der G1-Phase Blockierung vermuten läßt, zu erklären.

Die Ergebnisse, die mit Zellen nach Serumhungerung und Serumstimulation und der Inkubation mit dem Antikörper PAb240 erhalten wurden, zeigen ein ähnliches Bild.

Auch hier ist die strahleninduzierte p53-Menge direkt nach der Bestrahlung größer als im folgenden Zeitintervall (4-12 Stunden). Diese Ergebnisse lassen vermuten, daß eine direkt nach einem Strahleninsult erfolgende p53-Induktion unabhängig davon ist, ob sich die Zellen in einer exponentiellen Wachstumsphase oder einer Ruhephase befinden.

Der Zusammenhang zwischen positiver PAb240 Reaktivität und der Promotorfunktion des p53 soll, wie schon im Abschnitt 3.2.3 begonnen, an dieser Stelle ebenfalls diskutiert werden. Die Zeiträume der exponentiellen Kultur sowie der Kultur nach Serumhungerung und Serumstimulation, die nicht durch das Auftreten eine Zellzyklusblockierung gekennzeichnet sind, zeichnen sich besonders durch einen positiven Nachweis des induzierten p53-Proteins mit dem Antikörper PAb240 aus. Es scheint so, als sei dieses p53-Protein, welches eine Promotorfunktion wahrnimmt, für die Regulation des Durchschreitens durch den Zellzyklus vor der Zellzyklusblockierung nötig. In den Phasen der Zellzyklusblockierung dagegen scheint diese Form des p53 gar nicht oder nur in geringen Mengen vorhanden (oder biologisch aktiv) zu sein und die Zellzyklusblockierung wird durch eine andere Form des p53 vermittelt, welche durch den Antikörper PAb240 nicht erkannt werden kann.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen auch, daß im Zeitraum vor und während der Zellzyklusblockierung eine p53-Form nachgewiesen werden kann, die mit den Antikörpern PAb421 und Do-1 reagiert. Diese p53-Form vermittelt dann während der Zellzyklusblockierung, die dem Tumorsuppressorprotein entsprechende, Suppressorfunktion des p53-Protein. Diese Suppression oder Hemmung der Zellproliferation wird in Form einer Zellzyklusblockierung realisiert. Ergänzend sollte nicht unerwähnt bleiben, daß die Zellzyklusregulation insbesondere die Zellzyklusblockierung neben der Regulation über die p53-Menge möglicherweise auch über die intrazelluläre p53-Lokalisation, welche schon unter 3.2.3 diskutiert wurde, gesteuert werden könnte.
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