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Mutationen des p53-Gens sind die haufigsten genetischen Veranderungen, die in menschlichen
Tumoren gefunden werden konnten. Inaktivierung des wt p53 Gens durch Deletion oder
Punktmutation spielt eine grof3e Rolle bel der Entwicklung maligner Tumoren. Um die
Auswirkungen von p53 Mutationen in Hepatomzellen besser verstehen zu konnen, wurden in
dieser Arbeit transiente Transfektionsversuche mit wt p53 und verschiedenen p53 Mutanten
durchgefuihrt. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer stabilen Zelllinie, um
unterschiedliche p53 Konformationen in ein und demselben System untersuchen zu kénnen.
Von besonderem Interesse war dabei der Zusammenhang zwischen p53 Status und CD95-
System.

Fur die stabile Transfektion wurden die temperatursensitive Mutante p53alal43 und die p53
negativen Hep3 Zellen verwendet. Bel 32.5°C nimmt p53alal43 wt Konformation an, wahrend
bei 37°C die mutante Konformation vorliegt. Im Anschlul3 an die stabile Transfektion wurde
die erfolgreiche p53 Expression im Immunoblot untersucht. Mittels SSCP-Analyse von Exon 5
des p53 Gens wurde die Integration von p53alal43 in den Hep3B Zellen nachgewiesen.

Die verstérkte Expression von wt p53 fihrt in der Regel zu einem Wachstums-Arrest in der G1
Phase des Zellzyklus. Um Aufschluf3 Giber das Wachstumsverhalten der stabilen Transfektante
Hep3B p53aal43 zu erhalten, wurde die *H-Thymidin-Aufnahme der Zellen bei permissiver



(32,5°C) und restriktiver (37°C) Temperatur untersucht. Der beobachtete Wachstumarrest bel
permissiver Temperatur zeigte die wt Funktion von p53alal43.

Bel der durch Chemotherapeutika vermittelten Apoptose spielt das CD95-System eine
bedeutende Rolle. Um zu testen, ob die stabil mit der temperatursensitiven Mutante p53alal43
trandfizierten Hep3B Zellen auf Bleomycinbehandlung mit der Induktion der CD95-Liganden
MRNA reagieren, wurde eine semiquantitative RT-PCR durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dal3 es
durch die Behandlung der stabilen Transfektante mit Bleomycin sowohl bel restriktiver (mut
p53) as auch bel permissiver (wt p53) Temperatur zur Induktion der CD95-Liganden
Expression kommt. Dies lief3 den Schiuf? auf einen wt p53 unabhangigen Induktionsweg fir
den CD95-Liganden zu.

Auch nach transienter Calcium-Phosphat Transfektion konnte ein Anstieg des CD95-Liganden
nachgewiesen werden. Dies ist wahrscheinlich auf eine akute DNA Schadigung durch die
Calcium-Phosphat-Transfektion zurtickzufihren.

Das CD95-System hat auch beim Morbus Wilson grof3e Bedeutung. Die toxische Schadigung
durch Kupferionen fuhrt zur Expresson des CD95-Rezeptors und zu einer erhthten
Apoptoserate. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 die in vitro Kupferbehandlung von
wt exprimierenden Kulturzellen (HepG2) zu einer deutlichen Akkumulation von p53 fuhrte, die
wahrscheinlich Mittlerfunktion fur die Apoptosewirkung besals.

Um den Zusammenhang zwischen wt p53 und dem CD95-Rezeptor weiter zu untersuchen,
wurde ein wt p53 exprimierendes Plasmid transient in die p53 defiziente Zellinie Hep3B
trandfiziert. Untersucht wurde die CD95-Rezeptor Expression mittels FACS-Analyse vor und
nach Bleomycinbehandlung. Durch Wiederherstellung des wt p53 Status gewannen die p53
defizienten Hep3B Zellen die Fahigkeit zurtick, die CD95 Expression zu induzieren.

Dieses Ergebnis konnte auch mit der stabil in Hep3B transfizierten temperatur-sensitiven p53
Mutante 143Ala bestétigt werden. Bei FACS-Analysen nach Bleomycinbehandlung zeigt sich
bei der permissiven Temperatur von 32,5°C (wt p53) ein Anstieg der Expression von CD95.
Im Gegensatz dazu konnte bel der restriktiven Temperatur von 37°C (mut p53) kein CD95-
Rezeptor nachgewiesen werden.

Die in dieser Arbeit entwickelten in vitro Systeme lassen insgesamt den Schlul3 zu, dal3 die
zellschédigende Wirkung bel Chemotherapie, aber auch beim M.Wilson eng mit einer durch wt
p53 vermittelten Induktion des APOl/Fas System verbunden ist. Hierbei scheint jedoch
insbesondere der CD95-Rezeptor direkt wt p53 abhangig reguliert zu werden.



Die wildtypische Konformation von p53 spielt demnach eine wichtige Rolle in der
Signalibertragung der Apoptoseinduktion. Thr Ausfal hat dagegen Bedeutung fir die

Tumorprogression und in der Resistenz von Tumorzellen gegen Chemotherapeutika.



