1 Material und Methoden
1.1 Material
1.1.1 Zellinien und Lymphozyten
4197
Die Zellinie 4197 ist aus einem Plattenepithelkarzinom aus dem Unterkiefer eines 55-jährigen Mannes 1987 am Institut für Medizinische Strahlenbiologie im Universitätsklinikum Essen etabliert worden. Sie hat einen DNA-Index von 1,0 und ist eine p53-Wildtypzellinie (62).

4451
Die Zellinie 4451 ist aus einem Plattenepithelkarzinom aus dem Unterkiefer eines 46-jährigen Mannes 1988 am Institut für Medizinische Strahlenbiologie im Universitätsklinikum Essen etabliert worden. Sie hat einen DNA-Index von 1,5 und ist eine p53-Mutanten Zellinie mit einer Mutation im Codon 258 (Transition von GAA zu AAA, die im Protein zur Substitution der Aminosäure Glutamin durch die Aminosäure Lysin führt) (62).

Be11
Die Zellinie Be11 ist aus einem Melanom (Lymphknotenmetastase) 1976 am Institute de Radiobiologie Clinique Villejuif entstanden. Sie ist unpigmentiert und hat einen DNA-Index von 1,6 (
). Sie ist eine p53-Wildtypzellinie.

Mewo
Dies ist eine humane Melanom-Zellinie, die von der Dr. Fogh´s Gruppe, Sloan-Kettering Institute, New York, USA isoliert wurde. Die Zellen haben einen DNA-Index von 1,6 und besitzen ungefähr 68 Chromosomen. Die Mewo Zellen exprimieren ein mutiertes p53-Protein. Die Mutation ist ein Basenaustausch im Codon 258 (siehe Zellinie 4451).

Wi38 VA13 (subline 2RA)
Wi38 VA13, hier in dieser Arbeit als Wi38 VA13F bezeichnet, ist eine humane fötale Zellinie aus der Lunge. Sie ist nach SV40-Transformation der Zellinie Wi38 entstanden. ECACC Nummer 85062512, ATCC Name CCL 75.1

Wi38 VA13 (verändert)
Diese Zellinie ist aus der Zellinie Wi38 VA13F in unserem Labor entstanden. Sie zeigt morphologische und molekulare Veränderungen (dargestellt im Ergebnisteil dieser Arbeit) und wird in dieser Arbeit als Wi38 VA13 E bezeichnet.

Normalspender-Lymphozyten
Aus heparinisiertem peripheren Blut wurden mononukleäre Zellen mit Hilfe eines Lymphozyten-Trennmediums gewonnen.

1.1.2 Lösungen, Puffer und Reagenzien
1.1.2.1 Lösungen und Reagenzien für die Zellkultur
Dimethylsulfoxid (DMSO)

sterilfiltriert, Endotoxin getestet, Art.-Nr. D-2650, Lot 106H2351, Sigma, St.Louis, USA

Fötales Kälberserum (FKS)

Art.-Nr. 000150HI, Lot Nr A01224-41, PAA, Linz, Austria

Isoton II

Art.-Nr. 9366071; Coulter, Krefeld

Lymphodex

Lymphozyten-Trennmedium, Dichte 1,077-1,080 g/cm3, Lot Nr. R513716, Fresenius, Bad Homburg

„Minimum Essential Medium Eagle“ (MEM)

Art.-Nr. 61100-012, Lot Nr. 50Q7249, GibcoBRL, Schottland; 47,6 g/5 l A.dest, mit 20% FKS oder mit 0,5% FKS

Natrium-Hydrogencarbonat

Art.-Nr. 11810-017, Lot Nr. 71G1833, GibcoBRL, Schottland; 11 g Natrium-Hydrogencarbonat/5 l MEM

Nicht essentielle Aminosäuren

Art.-Nr. 11140-035, Lot Nr. 17G9151, GibcoBRL, Schottland; 128 ml zu 5 l MEM-Medium

Penicillin-Streptomycin-Lösung

steril filtriert, Endotoxin getestet, Zellkultur getestet, Art.-Nr. P-4458, Sigma, St.Louis, USA; 5000 Einheiten Penicillin, 5 mg Streptomycin

Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS)

Art.-Nr. L 182-10, Biochrom KG, Berlin; 8 g/l NaCl; 0,2 g/l KCl; 0,1 g/l MgCl2*6H2O; 2,16 g/l NaHPO4*7H2O

Pyruvat, Na-Salz

Art.-Nr. P-3662, Lot Nr. 100H06146, Sigma, St.Louis, USA; 500 mg/5 l MEM-Medium

RPMI 1640 Medium

mit 25 mM Hepes-Puffer, mit L-Glutamin (0,3 g/l, Art.-Nr. 52400-025, Lot Nr. 24F0160, GibcoBRL, Paisley, Schottland

Titriplex, 3 Ethylendinitrotetraessigsäure Dinatriumsalz-Dihydrat zur Analyse

EDTA, Art.-Nr. 8418, 946 K12510518, Merck, Darmstadt

Trypsin-EDTA-Lösung (1*)

Art.-Nr. T-3924; 0,5 g „porcine“ Trypsin; 0,2 g EDTA (Tetranatriumsalz); pH=7,5; Sigma, St.Louis, USA

ZAP-OGLOBIN

„Stromatolysing and Haemoglobin Reagent“, Art.-Nr. 9366013, Coulter Electronics GmbH, Krefeld, 0,33% Kaliumcyanid; 0,11% Nitroprussid-Natrium-Dihydrat

1.1.2.2 Lösungen und Reagenzien für den Koloniebildungstest
Kristallviolett

Indikator und für die Mikroskopie, Art.-Nr. 1408, Merck, Darmstadt

Methanol

Art.-Nr. 8045, BAKER ANALYZED Reagent, Deventer, Holland

1.1.2.3 Lösungen und Reagenzien für die Durchflußzytometrie
1,4-Diazabicyclo[2,2,2]octan (DABCO)

Art.-Nr. 63786, Riedel-de Haen, Seelze

Ethanol

Art.-Nr. 8006, BAKER ANALYZED Reagent, Deventer, Holland

Glycerin (etwa 87%)

Art.-Nr. 4094.0500, Merck, Darmstadt

Glycerin-1,4 Diacabicyclo-2,2,2-octan-Lösung (Glycerin-DABCO-Lösung)

0,233g DABCO in 800 µl A.dest; add 200 µl 1 M Tris/HCl (pH 8); add 9 ml Glycerin

PBS-Tween(0,05%)-BSA(0,1%)-Puffer

1 g BSA/1 l PBS-Tween(0,05%)

PBS-Tween(0,05%)-BSA(1%)-Puffer

10 g BSA/1 l PBS-Tween(0,05%)

PBS-Tween(0,05%)-Puffer

500 µl Tween/1 l PBS

Natriumchlorid

Art.-Nr. S-3014, Lot Nr 22H-0721, Sigma, St.Louis, USA

1.1.2.3.1 Lösungen und Reagenzien für die p53-PJ-Doppelmarkierung
Anti-Maus IgG Antikörper (ganzes Molekül) FITC konjugiert

Art.-Nr. F-0257, Lot Nr. 053H-8874, Sigma, St.Louis, USA

Anti-p53-Antikörper (Ab-1) Pantropic

100 µg/1 ml Puffer mit 0,1% Azid; PAb421, Art.-Nr. OP03, Oncogene Science, Cambridge, USA

Anti-p53-Antikörper (Ab-2) Pantropic

100 µg/1 ml Puffer mit 0,1% Azid, PAb1801, Art.-Nr. OP09, Oncogene Science, Cambridge, USA

Anti-p53-Antikörper (Ab-3)

100 µg/1 ml Puffer mit 0,1% Azid, PAb240, Art.-Nr. OP29, Oncogene Science, Cambridge, USA

Anti-p53-Antikörper (Ab-6) pantropic

100 µg/1 ml Puffer mit 0,1% Azid, Do-1, Art.-Nr. OP43, Oncogene Science, Cambridge, USA

FACS-Flow-Lösung

Art.-Nr. 342003, Becton Dickinson, Heidelberg

Maus IgG1 Kontroll-Antikörper

Art.-Nr. X 0931, Dako Diagnostika GmbH, Hamburg

Maus IgG2A Kontroll-Antikörper

Art.-Nr. X 943, Dako Diagnostika GmbH, Hamburg

Natriumazid

Art.-Nr. 13412, Riedel-de Haen, Seelze

PBS-FKS(5%)-NaN3(0,1%)-Puffer

50ml FKS; 1 g NaN3/1 l PBS

PBS-NaN3(0,1%)-Puffer

0,1% NaN3; 1 g NaN3/1 l PBS

Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat (Tween20)

Art.-Nr. P-1379, Lot Nr. 24H0444, Sigma, St.Louis, USA

Propidiumjodid

Art.-Nr. 33671, Lot Nr. 05407, Serva, Heidelberg

Propidiumjodid-Lösung

für die Durchflußzytometrie; 2,5*10-5 M PJ; 0,1 M Tris; 0,1 M NaCl; 0,0167 g/l PJ; 12,114 g/l Tris; 5,844 g/l NaCl; in A.dest; pH 7,5 mit 1 N HCl

1.1.2.3.2 Lösungen und Reagenzien für die BrdU-PJ-Doppelmarkierung
5-Bromo-2'-desoxyuridin (BrdU)

Art.-Nr. 15240, Lot Nr. 05270, Serva, Heidelberg

Albumine bovine Fraction 5, pH 5,2 standard grade (BSA)

Art.-Nr. 11922, Lot Nr. 24062, Serva, Heidelberg

Anti-BrdU Antikörper

Art.-Nr. 347580, Becton Dickinson, Erembodegem, Belgium

BrdU-Lösung

10mM; 153,55 mg BrdU/5 0ml PBS; 50 µl BrdU-Lösung/5 ml Medium

Pepsin A

800 - 2500 Units/mg, Art.-Nr. P-7000, Lot Nr. 25H05381, Sigma, St.Louis, USA

Salzsäure 32%-ig (HCl)

Art.-Nr. 313.2500, Merck, Darmstadt; 8,8M

1.1.2.3.3 Lösungen und Reagenzien für die Annexin-5-PJ-Doppelmarkierung
Annexin V FITC - Apoptose Detection Kit; Art.-Nr. PF032-1EA, Calbiochem, Bad Soden/Ts.

1.1.2.4 Lösungen und Reagenzien für die SDS-Gele und den „Western blot“
2-Propanol

Art.-Nr. 8067, BAKER ANALYZED Reagent, Deventer, Holland

Acrylamid-Bis Premix 3% C

Art.-Nr. 10683, Lot Nr. 04019, Serva, Heidelberg

Acrylamid-Bis Premix 5% C

Art.-Nr. 10685, Lot Nr. 00426, Serva, Heidelberg

Acrylamid-Bis-Lösung (30%-5%)

30% T - 5% C; 30 g Acrylamid-Bis Premix 5% C/100ml A.dest

Acrylamid-Bis-Lösung (50% - 3%)

50% T - 3% C; 50 g Acrylamid-Bis Premix 3% C/100ml A.dest

Ammoniumperoxiddisulfat (APS)

Art.-Nr. 1.01201.0100, Lot Nr. K21087401 507, Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

Elektrophorese Reagenz, Art.-Nr. 161-0404, Lot Nr. M6769, BIO-RAD, Richmond, USA

Dithiothreitol (DTE)

Art.-Nr. 20710, Lot Nr. 08060, Serva, Heidelberg

Elektrodenpuffer (Laufpuffer) (10*)

pH 8,3; 151,4 g Tris; 720 g Glycin; 50 g SDS/ 5 l A.dest; mit HCl auf pH 8,3; 1* Laufpuffer frisch ansetzen mit A.dest

N’,N’,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Art.-Nr. T-8133, Sigma, St.Louis, USA

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

Art.-Nr. L-4509, Lot Nr. 23H0311, Sigma, St.Louis, USA

Probenpuffer

0,493 g Tris; 1 g SDS; 5,75 ml Glycerol 87%; 10 mg Bromphenolblau; auf 50 ml mit A.dest; mit HCl auf pH 6,8

Rainbow( coloured protein molecular weight marker

Art.-Nr. PRN 756; Amersham, LIFE SCIENCE, Buckinghamshire, England

Myosin



220kD

blau

Phosphorylase b

97,4kD

braun

Bovine serum albumin

66kD

rot

Ovalbumin


46kD

gelb

Carbonic anhydrase

30kD

orange

Trypsin inhibitor

21,5kD

grün

Lysozym


14,3kD

magenta

Sammelgel (30%-ig)

2,67 ml Acrylamid-Lsg 30%; 5 ml Sammelgelpuffer; 12,33 ml A.dest; 20 µl TEMED; 100 µl APS (10%-ig)

Sammelgelpuffer

0,5M Tris; 181,7 g Tris; 4 ml SDS (10%-ig); auf 100 ml A.dest; mit HCl auf pH 6,8

Trenngel (10%-ig)

5,6 ml Acrylamid-Lsg 50%; 7 ml Trenngelpuffer; 15,4 ml A.dest; 20 µl TEMED; 130 µl APS (10%-ig)

Trenngelpuffer

1,5 M Tris; 545,1 g Tris; 4 ml SDS (10%-ig); mit A.dest auf 100 ml; mit HCl auf pH 8,8

Anti-Maus Ig Antikörper Meerrettich Peroxidase gebunden an ganzen Antikörper, aus dem Schaf

Art.-Nr. NXA 931, Batch 39, Amersham Life Science, Little Chalfont, England; 20 µl in 10 ml PBS-Tween (0,1%)

ECL-„Western blotting“-Nachweisreagenzien

Art.-Nr. RPN 2106, RPN 2106OL/93/01, Batch 31, Amersham Life Science, England; 250 ml Nachweisreagenz 1; 250 ml Nachweisreagenz 2

Entwickler für Autoradiographien

GBX Entwickler, Art.-Nr. P-7042, Kodak, Sigma, St.Louis, USA; 1 l Konzentrat + 4 l A.dest

Essigsäure min. 99,85%

Art.-Nr. 33209, Lot Nr. 12960, Riedel-deHaen, Seelze

Fixierer für die Autoradiographie

GBX Fixierer, Art.-Nr. P-7167, Kodak, Sigma, St.Louis, USA; 1 l Konzentrat + 4 l A.dest

PBS-Tween(0,1%)-BSA(5%)-Puffer

50 g BSA/1 l PBS-Tween (0,1%)

PBS-Tween(0,1%)-Puffer

1000 µl Tween/1000 ml PBS

Ethylen-Gylcol-bis((-aminoethylether) N’,N’,N’,N’-Tetraessigsäure (EGTA)

Art.-Nr. 11290, Lot Nr. 00879, Serva, Heidelberg

Ethylendinitrilotetraessigsäure Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA)

Art.-Nr. 8418, Lot Nr. 946 K12510518, Merck, Darmstadt

Leupeptin Hydrogensulfat

Art.-Nr. 1017 101, Lot Nr. 13138221-28, Boehringer, Mannheim

Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)

Art.-Nr. P-7626, Lot Nr. 78F-0522, Sigma, St.Louis, USA

Saccharose 99+%

Art.-Nr. S-0389, Lot Nr. 13H006715, Sigma, St.Louis, USA

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan(Tris)

Art.-Nr. T-1410, Lot Nr. 33H5712, Sigma, St.Louis, USA

Tris-Saccharose(Sucrose)-Puffer mit Proteaseinhibitoren

50 mM Tris; 250 mM Saccharose; 1 mM PMSF; 1 mM EDTA ;1 mM EGTA; 1 µM Leupeptin; 6,057 g Tris; 85,55 g Saccharose; in 1 l A.dest; pH 7,4 mit HCl

Blottingpuffer

4,5 g Tris; 21,5 Glycin; 133 ml Methanol; auf 1 l mit A.dest; auf pH 7,9

Glycin

Art.-Nr. G-7126, Lot Nr. 54H0727, Sigma, St.Louis, USA

1.1.3 Geräte
pH/°C-Meßgerät

HANNA instruments, wasserdichtes, Mikroprozessor, pH/°C Meßgerät, HI 9024

Brutschränke

Nuaire, CO2 Begasungsbrutschrank, Typ: 4500E

Zentrifugen

Labofuge( GL, Heraeus Christ; SIGMA, Zentrifugen, 4-10 Nr. 10852

Zellzahlbestimmungsgerät

„Coulter Counter“, Coulter Electronics GmbH, Krefeld, Modell ZM

Bestrahlungseinheit

Bestrahlungskontrolleinheit, Stabilipan, Siemens, 15mA, 240kV, 0,5Cu

Röntgenröhre, Siemens, Typ TR 300f, Eigenfilterung 0,5mm Cu

Röhrengehäuse, Siemens, Typ: TH 250

Dosimeter, Pysikalisch-technische Werkstätten (PTW), Freiburg, Typ: PTW-SN4

Durchflußzytometer

Ein-Parameter Durchflußzytometer, PHYWE, Typ: ICP 22

Zwei-Parameter Durchflußzytometer, BECTON DICKINSON, Heidelberg, Modell: FACScan, mit HEWLETT PACKARD Computer 

Mikroskope

Hellfeld-Phasenkontrast-Mikroskop, Helmut Hund GmbH, Wetzler, Typ: Wilovert S

Fluoreszenzmikroskop, Ernst Leitz GmbH, Wetzlar, Typ Diaplan 020-437.035, mit Kamerasystem für die automatische Mikrophotographie, Leitz Vario Orthomat 2

Spannungsquelle

Power Pac 3000, Modell-Nr. 1655057, Bio-Rad Laboratories GmbH, München

Gelelektrophoresekammer

Protean( II Xi Cell, Modell-Nr. 165-1813, Bio-Rad Laboratories GmbH, München

Blottingkammer

TRANS-BLOT( CELL, Katalog-Nr. 170-3910, Bio-Rad Laboratories GmbH, München

Computersoftware

zur Dokumentation, Berechnung und graphischen Realisierung wurden die „Software“-Programme „Winword 6.0“ und „Excel 5.0“ der Firma Micosoft eingesetzt.

Alle hier nicht aufgeführten Geräte entsprechen den üblichen Laborstandards.

1.1.4 Papierwaren
Filterpapier

„Blottingpapiere“ GB002, 580*600 mm, Ref.-Nr. 426691, Schleicher & Schuell, Dassel

Cellulosenitrat Transfer Medium

Protran B85, Nucleinsäure und Protein Transfer Medium, 0,45 µm, Lot.-Nr. 2001/401020, Ref.-Nr. 401191, Schleicher & Schuell, Dassel

1.1.5 Glaswaren
Objektträger

76*26 mm, Artikel-Nr. 021102, Menzel-Gläser

Deckgläser

24*48 mm, Menzel-Gläser

Zentrifugengläser

mit konischem Spitzboden, ungraduiert, ca. 98*17 mm, Nr. 946/1, Assistent

Mediumflaschen

Laborflaschen, Best. Nr. FL04, Oehmen Labortechnik GmbH, Essen

1.1.6 Plastikwaren
Quadriperm-Schale

Polystyrol, 4 Unterteilungen mit jeweils 21 cm2, Außenmaße Boden 124*84 mm, strahlensterilisiert, Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Eppendorf Reaktionsgefäße

1,5 ml, 39*10 mm(, Nr. 72.690, Sarstedt, Nümbrecht

Einfriergefäße

Nunc Cryotubes, Inter Med Nunc, 43*12,5 mm, Nr. 3-66656, Roskilde, Denmark

Monvette zu Blutgewinnung

9 ml S-Monovette(AH, versetzt mit 15 I.E. Ammonium-Heparin/ml Blut, 92*16,5 mm, Nr. 02.1064, Sarstedt, Nümbrecht

Plastikwaren der Firma Falcon, Plymouth, England

serologische Pipetten


1 ml, Artikel-Nr. 7521



2 ml, Artikel-Nr. 7507



5 ml, Artikel-Nr. 7543



10 ml, Artikel-Nr. 7551



25 ml, Artikel-Nr. 7525

Zentrifugenröhrchen


15 ml, Artikel-Nr. 2099

Reagenzglas



12*75 mm, Artikel-Nr. 2053

Gewebekulturflasche


75cm2, Artikel-Nr. 3110

Gewebekulturflasche


25m2,
Artikel-Nr. 3013E

Konische Reagenzröhrchen

50ml, Artikel-Nr. 2070

Facs-Röhrchen



12*75 mm, Artikel-Nr. 2053

Röntgenfilm für die Autoradiographie

XAR-5 von Kodak Nr. 165 1496, 13*18 cm, Artikel-Nr. F 5388, Sigma, Deisenhofen

1.2 Methoden
1.2.1 Zellkultur
Das Passagieren der oben genannten Zellinien erfolgte zweimal wöchentlich in jeweils drei neue große Zellkulturflaschen (75 cm2 Fläche). Die Zellen wurden in drei verschiedenen Zelldichten mit 20ml MEM-20% FKS pro Zellkulturflasche eingesät. Für die folgende Passage wurde diejenige Flasche gewählt, welche exponentielles Wachstum zeigte. Monatlich wurde eine Mykoplasmen-Kontolle mit Hilfe einer Dapi-Färbung durchgeführt.

Zu diesem Zweck wurden auf Objektträgern exponentiell wachsende Zellen mit PBS-Lösung gewaschen und mit 96%-igem Ethanol fixiert. Anschließend erfolgte, nach Anfärbung mit dem Dapi-Farbstoff, eine mikroskopische Mykoplasmen-Kontolle.

1.2.1.1 Zellkultur in Kulturflaschen
Adhärent wachsende Zellen

Eine 24 Stunden Vorinkubation der Zellen erfolgte bei den meisten Versuchsansätzen. Dazu wurden die Zellen einer Zellsuspension (trypsinisiert) in kleinen Kulturflaschen (25 cm2), nach einer Zellzahlbestimmung (s.u.), mit einer Zelldichte von 250000 Zellen pro 5 ml MEM-20% FKS bei 37°C in einer feuchten Atmosphäre mit 5% CO2 in einem Brutschrank gehalten. Im Anschluß daran wurde die Vorinkubation, entsprechend der Versuchsplanung, entweder auf unterschiedlich lange Zeiträume ausgedehnt (die eigentliche Inkubation) oder die Zellen wurden mit ionisierenden Strahlen behandelt. Nach einer erfolgten Behandlung wurden die Zellen wiederum kultiviert oder sie wurden nach einer Trypsinisierung (Vereinzelung) fixiert (s.u.).

1.2.1.2 Isolierung und Kultur von humanen Lymphozyten
Blut von Normalspendern, versetzt mit Ammonium-Heparin, wurde aus Monovetten auf gleiche Volumina eines Lymphozyten-Trennmediums geschichtet. Mittels einer anschließenden Zentrifugation (20 min, 1600 Upm, 452*g) wurden die Lymphozyten, die als weißer Ring zwischen Blutplasma und dem Lymphozyten-Trennmedium sichtbar wurden, getrennt. Nach dem Verwerfen des Blutplasmas wurde der weiße Lymphozytenring unter Zuhilfenahme einer serologischen Plastikpipette in ein neues Röhrchen überführt.

Nach Zugabe von 10 ml RPMI1640-Mediums wurde die Zellen gewaschen und nochmals zentrifugiert (10 min, 1000 Upm, 177*g). Das gewonnene Pellet wurde in 2 ml RPMI1640 Medium aufgenommen und es folgte eine Bestimmung der Zellzahl (s.u.) im Zellzahlbestimmungsgerät (Coulter Counter ZM). Definierte Zellzahlen wurden in 5 ml RPMI1640 in kleine Zellkulturflaschen eingesät und kultiviert (37°C, 5% CO2).

1.2.1.3 Zellkultur auf Objektträger
Sterile Objektträger wurden in sterile Quadriperm-Schalen (Zellkulturgefäß für 4 Objektträger) eingelegt. Danach wurden in Abhängigkeit von der Zellart und der Behandlung (sowie den Inkubationsbedingungen) definierte Zelldichten in 5ml MEM-20%FKS pro Objektträger eingesät. Nach erfolgter Behandlung und Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO2) wurden die Zellen auf dem Objektträger fixiert (s.u.).

1.2.1.4 Trypsinisierung
Für die Zellkultur, das Ansetzen der Versuchsansätze und das Lösen der Zellen nach erfolgter Inkubation bzw. Behandlung wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche abtrypsinisiert.

Dazu wurde das Zellkulturmedium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und anschließend mit 3 ml (große Zellkulturflasche) bzw. 2 ml (kleine Zellkulturflasche) einer Trypsin-EDTA Lösung gewaschen. Dieser Arbeitsschritt diente der Entfernung von abgestorbenen Zellen und Zelltrümmer aus der Kulturflasche. Die eigentliche Trypsinisierung erfolgte mit 3 ml der Trypsin-EDTA Lösung und wurde bis zum Ablösen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche durchgeführt. Im Anschluß wurde die erhaltene Zellsuspension in ein Reagenzglas pipettiert, in welches zuvor 3 ml MEM-20%FKS vorgelegt wurde.

Diesem Neutralisations-Waschschritt mit anschließender Zentrifugation (1000 Upm, 5 min) folgte die Aufnahme des Zellpellets in 3 ml MEM-20%FKS. Ein Aliquot dieser Suspension wurde zur Zellzählung benutzt.

1.2.1.5 Zellzahlbestimmung
Zellzahlbestimmungen wurden durchgeführt, um bei Zellkulturen und Zellinkubationen definierte Zelldichten in die Kulturflaschen einzusäen und um definierte Zellzahlen für die zellulären Analysen zu erhalten.

Ein Aliquot der Zellsuspension, versetzt mit 3 Tropfen eines Zählreagenzes (ZAP-Oglobin), verdünnt in einer „Zähllösung“ diente der Zellzahlbestimmung im „Zellcounter“.

Der von Zellcounter erhaltene Wert, multipliziert mit dem Faktor 1000, ergab die Zellzahl pro ml. Die gewünschte Zelldichte wurde durch die Verdünnung mit MEM-20%FKS eingestellt.

1.2.1.6 Behandlung
Röntgenbestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit Hilfe eines Stabilipan-Röntgen-Gerätes der Firma Siemens mit einer Dosisleistung von 1Gy/min (240 kV, 0,5 mm Cu-Filter, 15 mA).

Serumhungerung (Mangelmediumversuche)

Die Kultur der Zellen mit Mangelmedium hatte zum Zweck, die Zellen in einen ruhenden Zustand (Verweilen der Zellen in der G0 und der G1 Phase des Zellzyklus) zu versetzen (
).

Nach der 24stündigen Vorinkubation erfolgte ein Mediumwechsel mit Mangelmedium MEM-0,5%FKS. Anschließend inkubierten die Ansätze 6 Tage im Mangelmedium. Im Anschluß wurde ein Mediumwechsel mit MEM-20% FKS durchgeführt, welcher dazu diente die ruhenden Zellen zum Eintritt in den Zellzyklus zu stimulieren. Zur Bestimmung der Zellzyklusphasen mittels der Durchflußzytometrie wurde zu bestimmten Zeitpunkten nach dem Mediumwechsel 50 µl einer 1 mM BrdU-Lösung in die Ansätze pipettiert. Die folgende 30minütige Inkubation diente dem Einbau dieses Thymidinanalogons in die DNA synthetisierenden S-Phase Zellen (BrdU Puls-Markierung). Danach wurde der Ansatz mit Hilfe einer Typsinisierung und anschließender Fixierung abgestoppt (s.u.).

1.2.1.7 Fixierung
Nach Behandlung und Inkubation erfolgte eine Fixierung der Zellen. Die Zellansätze, die für die Durchflußytometrie benutzt werden sollten, wurden nach einer Trypsinisierung in 4°C kaltem 96%-igem Ethanol fixiert. Nicht trypsinisierte Fluoreszenzmikroskopieansätze wurden nach der Entfernung des Mediums und einer Waschung mit PBS, mit 90%-igem Methanol auf den Objektträger fixiert. In Petrischalen wachsende Zellen für den Koloniebildungstest wurden mit 3 ml einer 0,9%-igen Natriumchlorid-Lösung gewaschen, bevor sie mit 3 ml einer 90%-igen Methanol-Lösung 30 Minuten fixiert wurden.

Die Zellansätze die für eine „Western blot“-Analyse verwendet werden sollten, wurden in 2 ml eines Tris-Sucrose-Puffers aufgenommen. Alle fixierten Zellansätze, mit Ausnahme der Ansätze für die „Western blot“-Analyse und die Fluoreszenzmikroskopie (Lagerung bei -20°C), wurden bei 4°C gelagert.

1.2.2 Koloniebildungstest
Eine Vorinkubation der Zellen über 24 Stunden erfolgte vor der Behandlung und dem anschließenden Einsäen der Zellen in die der Koloniebildung dienenden kleinen Petrischalen (5 cm, 5 ml Medium). Zur Vorinkubation wurden pro Ansatz 250.000 Zellen in kleine Kulturflaschen eingesät. Nach 24 Stunden wurden die Ansätze mit verschiedenen Dosen Röntgenstrahlung (0, 2, 4, 6 und 8 Gy) bestrahlt. Nach Trypsinisierung und Zellzählung (s.o.) wurden die Zellen in verschiedenen Zelldichten (200-100.000), entsprechend der erhaltenen Dosis, in kleine Petrischalen eingesät.

Die eigentliche Koloniebildung wurde über 12-14 Tage bei 37°C im Brutschrank (5% CO2) ermöglicht. Danach wurden die Kolonien in den Petrischalen gewaschen und fixiert (s.o.). Eine Kristallviolett-Lösung wurde kurz zur Anfärbung der Kolonien in die Petrischalen gegeben. Nach einer Waschung mit Leitungswasser und einer Trocknung wurde die Anzahl der Kolonien (Kolonien aus mehr als 50 Einzelzellen) pro Petrischale unter dem Binokular ausgezählt. Bei jedem Versuch wurden jeweils drei gleiche Versuchsansätze angesetzt und ausgewertet. Dazu wurde die Anzahl der Kolonien, die aus mehr als 50 Einzelzellen bestanden, ausgezählt und der prozentuale Anteil dieser Zellen an der ursprünglich in die Petrischale gesäten Zellzahl berechnet (Prozentuales Überleben). Dieses Überleben wurde in Abhängigkeit von der Dosis graphisch dargestellt.

1.2.3 Immunochemische Markierung von Zellen für die Durchflußzytometrie
1.2.3.1 Durchflußzytometrie
Die Durchflußzytometrie ist eine Methode, die es ermöglicht große Zellpopulationen auf ihren DNA-Gehalt, ihre Größe oder spezielle Antigenstrukturen der Zelloberfläche bzw. des Zellinneren zu untersuchen. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt, indem Zellen oder Zellkerne einzeln in einer laminaren Strömung durch eine Meßzelle fließen.

Das Durchflußzytometer (FACScan, Becton Dickinson) ist mit einem Argon-Laser, welcher mit einer Anregungswellenlänge von 488 nm blaues Licht (bei 300 mW) erzeugt, als Ausgangslichtquelle ausgestattet. Dieses wird über ein Linsensystem auf die Meßzelle abgebildet, durch welche die einzelnen mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Zellen oder Zellkerne in der laminaren Strömung fließen. Ein Teil des auf die Zelloberfläche treffenden Lichtes wird gestreut.

Das im 90°-Winkel von der Zelle abgehende Laserlicht wird als Seitwärtsstreulicht (SSC) gemessen und gibt Auskunft über die Granularität der Zelle. Das 10° gestreute Laserlicht wird als Vorwärtsstreulicht (FSC) gemessenen und ist abhängig von der Zellgröße. Das durch die Fluoreszenzfarbstoffe emittierte Licht wird ebenfalls im 90°-Winkel gemessen und mit Hilfe von Filtern und Spiegeln in hochempfindliche Detektoren (Photomultiplier) gelenkt.

Die Zweiparameter-Durchflußzytometrie wurde von Dolbeare et al. 1983 entwickelt (
). Bei der hier verwendeten Methode wird eine Grün-Fluoreszenz (515-545 nm) und eine Rot-Fluoreszenz (>650 nm) bestimmt.

1.2.3.2 P53-Propidiumiodid-Doppelmarkierung
Ethanol fixierte Zellen wurden zentrifugiert (5 min, 1000U pm) und anschließend mit 1 ml PBS gewaschen. Im Anschluß erfolgte eine Inkubation mit 200 µl eines p53-Antikörpers (verdünnt in 1:20 in PBS-FKS-NaN3-Lösung über 40 min bei 4°C.

Danach wurden die Zellen mit 1 ml einer PBS-Na3-Lösung gewaschen, bevor die Inkubation mit dem Sekundärantikörper durchgeführt wurde. Dazu wurden die Zellen 40 min bei 4°C mit 200 µl eines FITC-konjugierten (-Maus IgG (verdünnt in 1:20 in PBS-FKS-NaN3-Lösung) inkubiert. Ehe die Zellen in 1 ml PBS-Puffer aufgenommen und mit 200 µl Propidiumjodid-Lösung (2,5*10-5 M) versetzt wurden erfolgte nochmals ein Waschschritt mit PBS-Puffer.

Die so behandelten Zellen konnten nun im Durchflußzytometer gemessen werden.

Die Intensität der Grün-Fluoreszenz (FITC) entspricht der p53-Antikörperbindung und die Rot-Fluoreszenz (PJ) dem DNA-Gehalt. Parallel zur Inkubation mit dem spezifischen p53-Antikörper wurde der gleiche Ansatz mit einem unspezifischen Kontroll-Antikörper gleichen IgG Isotyps markiert. Von beiden Ansätzen wurde die Grün-Fluoreszenz (im logarithmischen Modus) und die Rot-Fluoreszenz (im linearen Modus) im Durchflußzytometer bestimmt. In der folgenden Abbildung sind zwei „Dot plots“ zweier durchflußzytometrischer Messungen dargestellt.
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Abbildung 6: „Dot plots“ der p53-Durchflußzytometrie

Die mit Hilfe der „Facscan“ „Software“ erhaltenen linearen Werte für die mittleren Fluoreszenzintensitäten des spezifischen und unspezifischen Antikörpers wurden mit folgender Formel in logarithmische Werte umgerechnet.

log-Wert =


Die p53-Menge wurde als ein Fluorezenzindex (Fi) angegeben. Aus den logarithmischen Werten der spezifischen und der unspezifischen Fluoreszenz wurde der Fluoreszenzindex mit folgender Formel bestimmt (
).

Fluoreszenzindex = 


Allgemein wird ein Fluoreszenzindex größer 0,5 als sinnvoll angesehen, um einen positiven p53-Nachweis zu definieren.

1.2.3.3 BrdU-Propidiumjodid-Doppelmarkierung
Diese Doppelmarkierung ermöglicht eine Analyse der einzelnen Zellzyklusphasen. Zum einen wird eine Unterscheidung zwischen BrdU-markierten S-Phase Zellen und unmarkierten G1, G0, G2/M-Phase Zellen erreicht und zum anderen können die einzelnen Zellzyklusphasen aufgrund ihrer verschiedenen PJ-Färbung, resultierend aus ihren verschiedenen DNA-Gehalten, identifiziert werden. Dazu wurden die Zellen der Versuchsansätze während einer 30minütigen Inkubation mit dem Thymidinanalogon Bromdesoxyuridin (BrdU) markiert (BrdU-Markierung, „BrdU pulse labelling“). Dabei wird dieses Thymidinanalogon in die DNA-synthetisierenden S-Phase Zellen eingebaut. Das in die DNA inkorporierte BrdU kann über einen monoklonalen Antikörper gegen BrdU nachgewiesen werden. Eine zusätzliche Gegenfärbung mit Propidiumjodid ermöglicht die parallele Bestimmung der DNA-Gehaltes. Die BrdU-Markierung erfolgte mit 50 µl einer BrdU-Lösung, die in 5 ml Medium der kleinen Zellkulturflasche (25 cm2 Fläche) pipettiert wurde und 30 Minuten im Brutschrank erfolgte. Anschließend nach der 30minütigen Inkubation wurde die BrdU-Markierung durch Abtrypsinisieren gestoppt und sofort mit Ethanol (96%) fixiert (s.o.). Zur folgenden Markierung (BrdU-Propidiumjodid-Doppelmarkierung) wurden die fixierten, bei 4°C gelagerten Ansätze mit 0,9%-igen NaCl-Lösung gewaschen. Bei der anschließenden Pepsinverdauung (10 min, 37°C Wasserbad) wurde das Zytoplasma abgedaut und die Zellkerne isoliert erhalten.

Eine folgende Inkubation mit 1ml Salzsäure (2 N, 30 min, RT) führte zur Hydrolyse der DNA, wodurch diese teilweise einzelsträngig wurde. Ein zweiter Waschvorgang mit 1 ml 0,9%-iger NaCl-Lösung entfernte die Salzsäure. Alle hier genannten Waschschritte beinhalten die Zugabe einer Lösung, das Mischen des Ansatzes, eine Zentrifugation (5 min, 1000 Upm, 177*g) und das Absaugen des Überstandes. Im Anschluß daran wurden die Zellkerne noch zweimal gewaschen (1 ml 0,9% NaCl-Lösung und 1 ml PBS-Tween(0,05%)-Lösung) bevor dann eine 30minütige Inkubation bei 4°C mit dem (-BrdU Antikörper (verdünnt 1:100 in PBS-Tween(0,05%)-Lösung) erfolgte. Die Inkubation mit einem zweiten Antikörper (30 min, 4°C) führte danach zur Bindung eines FITC-konjugierten anti-Maus IgG Antikörpers (Sekundärantikörper) an den (-BrdU Primärantikörper.

Ein letzter Waschschritt erfolgte mit PBS-0,05%Tween-1%BSA-Lösung bevor dann die Ansätze in 1 ml PBS-Puffer aufgenommen und mit 125 µl der Propidiumjodid-Lösung (DNA-markierender Farbstoff, 2,5*10-5 M) versetzt wurden. Bei der anschließenden quantitativen Messung BrdU-markierter (FITC-markierter) und PJ gefärbter Zellkerne im Durchflußzytometer wurden sowohl die Fluoreszenzintensitäten als auch die Zahl der markierten Zellen quantitativ bestimmt. Die Fluoreszenzintensitäten wurden mit dem „Facscan Software“ Programm aufgenommen und verarbeitet und als zwei Parameter-Punktediagramm („Dot plot“) dargestellt. Das Setzen von Fenstern („windows“) im Punktediagramm diente der quantitativen Bestimmung der Zellzyklusverteilung. Aus der Anzahl aus der „Facscan Software“ erhaltenen Ereignisse in den einzelnen Fenstern, konnte der prozentuale Anteil der einzelnen Zellzyklusphasen an der Gesamtpopulation berechnet werden. Ein typischer „Dot plot“ mit gesetzten Fenstern einer durchflußzytometrischen BrdU-Messung ist in folgender Abbildung gezeigt.
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Abbildung 7: „Dot plot“ einer durchflußzytometrischen BrdU-Bestimmung

1.2.3.4 Annexin-5-Propidiumjodid-Doppelmarkierung
Die Annexin-5 Propidiumjodid - Doppelmarkierung ermöglicht die durchflußzytometrische Unterscheidung lebendiger, früh apoptotischer und spät apoptotischer/nekrotischer Zellen.

Annexin-5 ist ein Protein, das an das Phospholipid Phosphatidylserin bindet, welches während der frühen Apoptose, nach einer Translokation von der Zellmembraninnenseite, auf der Zellmembranaußenseite exprimiert wird.

Als lebende Zellen sind die Zellen definiert, die kein Phosphatidylserin auf der Zellmembranaußenseite exprimiert haben und somit keine grüne FITC-Fluoreszenz, des an das Annexin-5 gebundenen FITC, zeigen. Dagegen sind früh apoptototische und spät apoptotische/nekrotische Zellen durch eine Phosphatidylserin-Expression gekennzeichnet und zeigen eine grüne FITC-Fluoreszenz. Die Unterscheidung zwischen den früh apoptotischen und spät apoptotischen/nekrotischen Zellen wird durch die Markierung mit dem DNA-Farbstoff Propidiumjodid ermöglicht. Dieser kann nur in die spät apoptotischen/nekrotischen Zellen gelangen und deren DNA anfärben, weil diese im Gegensatz zu den früh apoptotischen Zellen über eine nicht intakte Zellmembran, welche das Eindringen des DNA-Farbstoffes ermöglicht, verfügen.

Die Markierung der trypsinisierten und nicht fixierten Zellen beginnt mit einem Waschschritt bei dem 1 ml einer PBS-Lösung (4°C) zu den Zellen gegeben wurde und diese nach einer Resuspension 5 min zentrifugiert (2379 Upm, 1000*g) wurden. Im Anschluß daran folgte die Markierung mit dem FITC-markiertem Annexin-5 über 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Dazu wurden die Zellpellets in 507,5 µl einer Annexin-5-Bindungspuffer-Lösung (7,5 µl Annexin-5-FITC-Lösung + 500 µl Bindungspuffer) resuspendiert. Danach wurden die Markierungsansätze, bevor sie in 500µl Bindungspuffer und 100 µl einer Propidiumjodid-Lösung (2,5*10-5 M) resuspendiert wurden, nochmals zentrifugiert (2379 Upm, 1000*g). Die anschließende, durchflußzytometrische Messung ermöglichte die Unterscheidung zwischen Annexin-5-positiven (A5+) und Annexin-5-negativen (A5-) sowie zwischen Propidiumjodid-positiven (PJ+) und Propidiumjodid-negativen (PJ-) Zellen und wurde in Form eines „Dot plots“ dokumentiert. Die Analyse der lebenden (A5- PJ-), der früh apoptotischen (A5+ PJ-) und der spät apoptotischen/nekrotischen (A5+ PJ+) Zellen erfolgte mit dem Setzen von Fenstern mit Hilfe der „Facscan-Software“. Ein typischer „Dot plot“ einer Annexin-5 - Propidiumjodid - Doppelmarkierung ist im folgenden dargestellt.
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Abbildung 8: „Dot plot“ einer Annexin-5 - Propidiumjodid - Messung

1.2.4 Fluoreszenzmikroskopie
Die Fluoreszenzmikroskopie diente dem Nachweis und der Darstellung der intrazellulären Lokalisation des p53-Proteins. Dazu wurden Zellen auf Objektträger kultiviert und auf diesen fixiert (s.o.). Die Markierung der Ethanol fixierten Zellen begann nach einer einstündigen Trocknung bei Raumtemperatur (3 ml 0,9%-ige NaCl-Lösung) der Zellen auf dem Objektträger. Nach der Waschung erfolgte die Inkubation mit 500 µl einer p53-Antikörperlösung pro Objektträger (1:10 verdünnt in PBS-0,05%Tween-Puffer) 40 min bei 4°C (dunkel, in feuchter Atmosphäre). Danach wurden die Objektträger 3 mal 5 min lang mit 10 ml PBS-0,05%Tween-0,1%BSA-Lösung bei Raumtemperatur gewaschen. Anschließend wurden die Objektträger mit 500 µl des FITC-konjugierten (-Maus IgG Antikörpers (Sekundärantikörper, verdünnt 1:20 in PBS-0,05%Tween-1%BSA-Lösung) für 40 min bei 4°C (dunkel, in feuchter Atmosphäre) inkubiert. Nochmals wurden, im Anschluß daran, die Objektträger dreimal mit 10 ml PBS-0,05%Tween-Lösung 5 min lang gewaschen, bevor die Objektträger eingedeckelt wurden. Das Eindeckeln erfolgte mit 2-3 Tropfen einer Glycerin-1,4-Diazabicyclo-2,2,2-octan-Lösung.

1.2.5 P53-Nachweis mittels eines „Western blots“

Für den Nachweis des p53-Proteins wurden adhärent wachsende Zellen unbehandelt und behandelt trypsinisiert und gezählt (s.o.). Jeweils 1*106 Zellen wurden in 500 µl Tris-Saccharose-Puffer (mit Proteaseinhibitoren) aufgenommen. Diese bei -20°C gelagerten Zellsuspensionen wurden mit Hilfe einer mechanischer Nadelruptur zerstört.

1.2.5.1 Denaturierende Natrium-Dodecyl-Sulphat - Polyacrylamid-Gelelektrophorese (
)
Die Trennung der Proteine aufgrund ihres Molekulargewichts wurden mit Hilfe eines denaturienden SDS-Gels erreicht. Dazu wurde ein SDS-Gel (Dicke 1,5 mm), bestehend aus einem oberen Sammelgel (4*16 cm, 30%-ig) und einem unteren Trenngel (16*16 cm, 10%-ig) gegossen. Zuerst wurde das Trenngel (5,6 ml Acrylamid-Lsg 50%-ig; 7 ml Trenngelpuffer; 15,4 ml A.dest; 20 µl TEMED; 130 µl APS (10%-ig)) gegossen und mit einer 2-Propanol-Lösung überschichtet. Nach dieser Glättung der Trenngeloberkante wurde das Trenngel über Nacht mit A.dest überschichtet. Am nächsten Morgen wurde das Sammelgel (2,67 ml Acrylamid-Lsg 30%; 5 ml Sammelgelpuffer; 12,33 ml A.dest; 20 µl TEMED; 100 µl APS (10%-ig)) gegossen.

Nach der Polymerisierung und dem Waschen der „slots“ mit Laufpuffer wurden jeweils 20 und 40 µl Probenvolumen (20 µl Molekulargewichtsstandard) aus 500 µl Zelllysaat mit 40 µl Probenpuffer in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß vermischt. Nach einer Denaturierung der Proben in heißem Wasser (95°C) über 5 Minuten wurden diese in die „slots“ pipettiert (aufgetragen). Vor dem Start der Gelelektrophorese wurde der Laufpuffer in die Gelkammer eingefüllt. Im SDS-Gel hängt die Beweglichkeit der Proteine von ihrer Masse und nicht, wie in Abwesenheit von SDS, von ihrer Nettoladung ab. Durch die wesentlich stärkere Ladung des SDS, das an die Proteine gebunden ist, kommt die Ladung der Proteine nicht mehr zur Wirkung. Im Sammelgel (pH 6,8) wandern die schnellen Chlorid-Ionen voraus und ziehen die Proteine, während die langsamen Glycinat-Ionen die Proteine schieben. Bei der pH-Änderung am Übergang zum Trenngel überholen die Glycinat-Ionen die Proteine und diese treten als scharfe Bande in das Trenngel über. Dieses Sammeln der Banden im Sammelgel bei 15 mA (25 V) wurde ungefähr 60 min lang durchgeführt, bevor dann die eigentliche Trennung der Proteine bei 30 mA (50 V) über 3 Stunden bei Raumtemperatur im Trenngel erfolgte.

1.2.5.2 „Western blot“
Das „Western blotting“ bezeichnet den Vorgang des Proteintransfers aus dem SDS-Gel auf eine Trägermenbran mit Hilfe der Diffusion in einem elektrischen Feld. Die aus Nitrozellulose bestehende Trägermembran wurde vorher 10 min in Blotting-Puffer äquilibriert.

Die Proteine wurden in einer Transferapparatur (Blotting-Kammer) in Blottingpuffer aus dem SDS-Gel auf die Nitrozellulose elektrophoretisch transferiert. Dieses „Blotten“ erfolgte bei 30V (20mA) über 12h.

1.2.5.3 „Immunodetektion“ des p53-Proteins
Die Immunodetektion des p53 auf der Nitrozellulosemembran erfolgte im Anschluß an den elektrophoretischen Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran. Das p53-Protein wurde mit einem indirekten „Enzym-Immunoassay“ nachgewiesen.

Dazu wurde die Nitrozellulose (der Blot) mit der Membranseite, die dem SDS-Gel während des „Blottens“ räumlich näher stand, nach oben in einen runden Inkubationsbehälter plaziert.

Zuerst wurde eine Waschung und eine Absättigung der Membran mit 20 ml Absättigungspuffer (4 ml Lösung pro cm2 „Blot“) über 1 Stunde bei RT im runden, sich drehenden Inkubationsbehälter durchgeführt. Danach wurde der „Blot“ 2 mal 30 sec, 1 mal 15 min und 2 mal 5 min mit Waschpuffer (jeweils mit 20 ml) gewaschen. Die identischen Membranen wurden zum einen mit dem spezifischen p53-Antikörper und zum anderen mit einem unspezifischen Kontroll-Antikörper 1 Stunde lang inkubiert. Dazu wurden jeweils 200 µl Antikörper-Lösung zu 10 ml Antikörper-Verdünnungspuffer gegeben. Die der Inkubation folgenden Waschschritte dienten der Entfernung unspezifisch gebundener Antikörper. Die auf der Membran verbliebenen Antikörper wurden anschließend durch einstündige Inkubation mit einem Ziege-Anti-Kaninchen-„horse radish peroxidase“(HRP)-konjugiertem Antikörper markiert (20 µl Antikörper-Lösung zu 10 ml Antikörper-Verdünnungspuffer). Im Anschluß daran, wurden die Membranen nochmals mit jeweils 20 ml Absättigungspuffer behandelt (1*15 min und 4*5 min).

Der Nachweis des p53-Proteins bzw. der Antikörper-Bindung erfolgte mit Hilfe des ECL-System („Enhanced Chemiluminescence Western blotting detection system“) nach den Angaben im Herstellerprotokoll. Die Dokumentation erfolgte über die Belichtung eines Röntgenfilmes.

1.2.6 Statistik
Standardabweichung





Standardabweichung vom Mittelwert




Die Experimente wurden, wenn nicht besonders erwähnt 3 mal wiederholt und die angegebenen Werte sind als Mittelwert und als Standardabweichung vom Mittelwert berechnet. Eine Teststatistik wurde mit Hilfe des Student t-Tests durchgeführt. Die ermittelten p-Werte sind tabellarisch dargestellt. P-Werte kleiner als 0,05 (5% Signifikanzniveau) sind grau unterlegt.
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