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1. Einleitung 

Die Homöostase adulter, sich ständig erneuernder Gewebe wird durch das fein abgestimmte 

Gleichgewicht aus Zellneubildung durch Proliferation einerseits und Zelluntergang durch 

programmierten Zelltod andererseits bestimmt. Die Steuerung der Proliferation erfolgt durch 

die Regulation des Zellzyklus. Neben exogenen Signalen, welche u.a. das Angebot an 

Wachstumsfaktoren und Nährstoffen sowie den Einfluss benachbarter Zellen vermitteln, 

werden auch endogene Signale, z.B. vermittelt durch DNA-Schädigung oder die Expression 

von Onkogenen oder Tumorsuppressoren, in die Regulation des Zellzyklus integriert. Die 

gezielte Elimination überflüssiger, gealterter oder gar gefährlicher Zellen erfolgt durch 

apoptotischen Zelltod. Dieser Mechanismus des „freiwilligen Suizids“ einer Zelle tritt vor 

allem dann in Kraft, wenn andere Maßnahmen zum Erhalt der zellulären Integrität, z.B. die 

Reparatur geschädigter DNA, ineffektiv sind oder nicht zeitgerecht erfolgen können. Um das 

reibungslose Ineinandergreifen all dieser Vorgänge zu ermöglichen, ist es erforderlich, dass 

Zellzyklus- und Apoptoseprogramme engmaschig miteinander verknüpft sind. Dies zeigt sich 

u.a. an der dualen Funktion des p14ARF Tumorsuppressors, welcher unmittelbar Apoptose- 

und Zellzyklus-regulierende Funktion ausübt. Darüber hinaus ist der p14ARF-Signalweg eng 

mit dem des Zellzyklusregulators p16INK4A verbunden und bildet gemeinsam mit p53 und dem 

Retinoblastoma (Rb) Protein das INK4A/ARF Tumorsuppressornetzwerk. 

Neben Störungen der regelhaften Differenzierung, sind die Deregulation von Zellzyklus- und 

Apoptoseprogrammen ein zentrales Charakteristikum maligner Tumorzellen. Hierbei spielen 

Störungen des p14ARF Tumorsuppressorsignalweges eine essenzielle Rolle. Dies zeigt sich 

u.a. daran, dass weit mehr als die Hälfe aller malignen Tumoren eine Deregulation zentraler 

Komponenten dieses Signalweges aufweisen. Aufgrund der essenziellen Funktion von 

p14ARF bei der Vermittlung von Zellzyklusarrest, Apoptose und Seneszenz, haben Störungen 

des p14ARF-Signalweges nicht nur einen hohen tumorbiologischen Stellenwert, sondern 

besitzen bei einer Reihe von Tumorentitäten auch klinisch-prognostische Relevanz. Darüber 

hinaus eröffnen detaillierte Kenntnisse über die Wirkungsweise dieses Signalweges neue 

Perspektiven für die molekulare Diagnostik von Tumorerkrankungen und erlauben die 

Entwicklung innovativer, zielgerichteter Therapiestrategien. 

 

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Regulation von Apoptose- und Zellzyklusarrest-

programmen durch den p14ARF Tumorsuppressor auf zellbiologischer und molekularer Ebene 

zu analysieren und die hieran beteiligten Signalwege funktionell zu dissezieren. 
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2. Regulation der Apoptose 

Programmierter Zelltod ist ein genetisch determinierter Prozess und umfasst eine Reihe 

unterschiedlicher Zelltodtypen, von denen die Apoptose zu den am besten untersuchten 

Vorgängen zählt [1-4]. Apoptose spielt eine zentrale Rolle bei der Embryonalentwicklung 

multizellulärer Organismen und ist darüber hinaus auch entscheidend an der Homöostase 

adulter Organismen beteiligt. Insbesondere erlaubt Apoptose die gezielte Elimination 

überflüssiger, ungewollter oder gar gefährlicher, z.B. maligne entarteter, Zellen. Ferner ist 

der apoptotische Zelltod essenzieller Bestandteil der Reaktion des Organismus zur 

Elimination „gestresster“ Zellen, z.B. nach Einwirkung exogener (Entzug von 

Wachstumsfaktoren, Verlust von Zell-Zell-Kontakt, Hypoxie, oxidativer Stress,) und 

endogener Noxen (Aktivierung von Onkogenen, Deaktivierung von Tumorsuppressorgenen, 

Störung des Zellzyklus, Fehlfaltung von Proteinen). Schließlich ist Apoptose auch für die 

Elimination überalterter Zellen relevant [3,5-8]. Im Vergleich zu anderen Formen des 

programmierten Zelltodes, z.B. der mitotischen Katastrophe, der Autophagozytose 

(Autophagie) oder bestimmten Formen der Nekrose, zeichnen sich apoptotische Zellen 

durch distinkte, fest definierte morphologische Kriterien aus. Hierzu gehören u.a. die 

Kernschrumpfung, die Kondensation des Kernchromatins, die Fragmentierung des Zellkerns 

und die Ausbildung apoptotischer Körperchen infolge von Zellmembranausstülpungen [8]. 

2.1 Caspasen 

Die Caspasen sind eine Familien von Proteasen, den sog. Cysteinylaspartasen, und spielen 

eine zentrale Rolle bei der Exekution von Apoptosesignalen [9,10]. Ähnlich dem 

Komplementsystem sind sie in Form einer Kaskade angeordnet und entfalten ihre Wirkung in 

einer sich rasch amplifizierenden Kettenreaktion. Caspasen werden als enzymatisch inaktive 

Zymogene (Procaspasen) synthetisiert und liegen dann im Zytoplasma bzw. im Zellkern vor. 

Die Procaspasen-2, -8, -9 und -10 sind sog. Initiatorcaspasen. Sie sind Teil des DISC (death 

inducing signaling complex) und interagieren mit diesem über die N-terminal gelegene CARD 

(caspase-recruitement domain). Die enzymatische Aktivierung der Caspasen erfolgt durch 

(auto-)katalytische Spaltung. Im Falle der Initiatorcaspasen ist hierfür die Komplexbildung im 

DISC entscheidend, da nur so die erforderliche räumliche Nähe mehrerer Caspasemoleküle 

erreicht werden kann. Über diesen Mechanismus wird eine akzidentelle Aktivierung der 

Caspasekaskade, welche unweigerlich den unfreiwilligen Suizid der betroffenen Zelle zur 

Folge hätte, wirkungsvoll verhindert. Demgegenüber bilden die Procaspasen-3, -6 und -7 die 

Gruppe der Effektorcaspasen. Sie sind für die unumkehrbare Einleitung der Endphase der 

Apoptose verantwortlich (siehe Abschnitt 2.5). Im Gegensatz zu den Initiatorcaspasen sind 

die Effektorcaspasen auch als freie Tetramere aktiv [3,10].  
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Die Inhibition aktivierter Caspasen bzw. die Blockade der Caspaseaktivierung erfolgt durch 

IAPs (inhibitor of apoptosis proteins). Zu diesen zählen u.a. Survivin, cIAP1/2 und XIAP. 

Funktionell dienen diese Proteine vor allem der Vermeidung einer akzidentellen 

Caspaseaktivierung. IAPs wiederum werden durch die im Rahmen der Apoptoseexekution 

freigesetzten Proteine Smac/DIABLO (second mitochondrial activator of caspases/direct IAP 

binding protein with low pI), Omi/HtrA2 oder ARTS (apoptosis-related protein in the TGF-β 

signaling pathway) blockiert. Dies wiederum garantiert eine maximale und kurzfristige 

Amplifikation des Apoptosesignals [3,11-14] (siehe Abschnitt 2.5). 

2.2 Extrinsischer und intrinsischer Apoptosesignalweg 

Aus konzeptioneller Sicht können zwei Apoptosesignalwege, der extrinsische und der 

intrinsische Weg, voneinander abgegrenzt werden [3,15] (Abbildung 2.1).  

 

 

Abbildung 2.1: Extrinsischer und intrinsischer Apoptosesignalweg. Der extrinsische 
Apoptosesignalweg wird über die Ligation von Todesrezeptoren angestoßen. Hierdurch wird die 
Initiatorcaspase-8 (C8), rekrutiert und aktiviert. Der Komplex aus Todesrezeptor, Todesligand, 
FADD und Procasase-8 wird als DISC (death inducing signaling complex) bezeichnet. Die aktivierte  
Caspase-8 vermittelt die Spaltung von Effektorcaspasen, z.B. der Procaspase-3 (C3). Der 
intrinsische Apoptosesignalweg wird über endogene Signale ausgelöst. Vermittelt durch BH3-only 
Proteine kommt es zur Aktivierung von Bax und/oder Bak, die dann in die äußere 
Mitochondrienmembran insertieren und Cytochrom c, (d)ATP sowie andere Faktoren freisetzen. 
Die Initiatorcaspase-9 (C9) bildet gemeinsam mit dem Adapterprotein APAF-1, Cytochrom c und 
(d)ATP den mitochondrialen DISC, welcher die Aktivierung der Effektorcaspase-3, -6 oder -7 
vermittelt. Letztere werden durch IAPs (inhibitor of apoptosis proteins) gehemmt. Diese wiederum 
werden durch Smac (second mitochondrial activator of caspases) blockiert. Smac wird ebenfalls 
aus Mitochondrien freigesetzt. Der extrinsische und der intrinsische Apoptosesignalweg sind über 
das BH3-only Protein Bid verbunden: Caspase-8 vermittelt die Spaltung von Bid zu tBid (trunkiertes 
Bid). Hierdurch wird Bax aktiviert und der mitochondriale Apoptosesignalweg angeschaltet. 
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Der extrinsische Apoptosesignalweg wird über die Aktivierung Zellmembran-gebundener 

Rezeptoren, den sog. Todesrezeptoren, ausgelöst. Hierzu zählen der Tumornekrosefaktor-α 

(TNFα) Rezeptor 1 (TNF-R1), CD95 (APO-1, Fas), die TRAIL-Rezeptoren DR4 (death 

receptor 4, TRAIL-R1), und DR5 (TRAIL-R2) sowie DR3 und DR5. Der extrinsische 

Apoptosesignalweg dient primär der Vermittlung externer Todessignale. Hierbei spielt die 

Bindung von Todesliganden, z.B. CD95/FasL, TNFα oder TRAIL (tumor necrosis factor 

related apoptosis inducing ligand), eine essenzielle Rolle. Todesliganden induzieren die 

Trimerisierung von Todesrezeptoren. Hierdurch kommt es zur intrazellulären Rekrutierung 

von Adaptermolekülen, z.B. FADD (Fas associated death domain), RIP (receptor interacting 

protein 1) oder RAIDD (Rip-associated ICH-1/Ced3-homologous protein with a death 

domain) an den Todesligand/-rezeptorkomplex. Dies erfolgt über dessen intrazellulär 

gelegene Todesdomäne DD (death domain) und induziert die Bindung und konsekutive 

Aktivierung der Initiatorcaspase Procaspase-8 (bzw. Procaspase-10 oder Procaspase-2). 

Der Komplex aus Todesligand, Todesrezeptor, Adaptermolekül und Procaspase-8 wird als 

DISC bezeichnet. Durch die nachfolgende Aktivierung von Effektorcaspasen, z.B. 

Procaspase-3, -6 oder -7, wird dann unumkehrbar die Endphase der Apoptose eingeleitet. 

Eine kompetitive Hemmung des DISC über Verdrängung, z.B. der Procaspase-8 aus dem 

Komplex, wird durch die anti-apoptotischen FLIP-Proteine vermittelt [3,16-19]. 

Der intrinsische Apoptosesignalweg wird durch „innere“ (zelluläre) Signale aktiviert. Hierzu 

zählen u.a. Stresssignale wie DNA-Schädigung (nukleärer Stress), die Akkumulation 

fehlgefalteter Proteine (durch das endoplasmatische Retikulum (ER) vermittelter Stress) oder 

der Entzug von Wachstumsfaktoren. Ein wesentliches Charakteristikum des intrinsischen 

Apoptosesignalweges ist, dass er zellorganellspezifisch exekutiert wird. Eine zentrale Rolle 

hierbei spielen vor allem die Mitochondrien und das ER, aber auch der Zellkern und die 

Lysosomen. Der intrinsische Apoptosesignalweg wird durch die Mitglieder der Bcl-2 Familie 

reguliert [3,16,20,21] (siehe Abschnitt 2.3). 

Der intrinsische und der extrinsische Signalweg sind u.a. direkt über das BH3-only Protein 

Bid miteinander vernetzt. Die Aktivierung von Bid zu tBid (trunkiertes Bid) erfolgt über die 

Spaltung durch Caspase-8 bzw. Caspase-3. tBid wiederum induziert die Aktivierung des 

intrinsischen (mitochondrialen) Apoptosesignalweges [22,23] (siehe Abschnitt 2.5). 

 

2.3 Die Bcl-2 Genfamilie 

Die Mitglieder der Bcl-2 Genfamilie stellen zentrale Regulatoren der Apoptose dar und 

werden ihrer Funktion nach in anti- und pro-apoptotische Familienmitglieder unterteilt 

[2,4,24]. Letztere gliedern sich entsprechend des Vorhandenseins spezifischer  

Bcl-2 Homologie (BH) Domänen wiederum in die Bax- und die BH3-only Subfamilie 
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(Abbildung 2.2). BH3-only Proteine sind dadurch charakterisiert, dass sie strukturelle 

Homologien nur innerhalb der BH3-Domäne aufweisen. 

 

 

Abbildung 2.2: Die Bcl-2 Familie. Die anti-apoptotischen Familienmitglieder, z.B. Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, 
Mcl-1 und A1, besitzen eine BH1, BH2, BH3 und eine BH4 Domäne. Die pro-apoptotischen Mitglieder 
Bax, Bak und Bok/Mtd haben BH1, BH2 und BH3 Domänen, während die BH3-only Proteine 
Homologien nur innerhalb der konservierten BH3-Domäne aufweisen. 

 

Bcl-2, der Prototyp der anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine, wurde beim follikulären B-Zell 

Lymphom entdeckt. Die konstitutive Überexpression von Bcl-2 in diesen Zellen geht mit 

Apoptoseresistenz einher [25,26]. Darüber hinaus wird Bcl-2 in Brustdrüsen- und 

Prostataepithel, in Epithelien mit langlebigen Stammzellen, z.B. denen des Darms oder der 

Epidermis, sowie in nicht-proliferierenden Geweben, z.B. Neuronen, verstärkt exprimiert und 

wirkt dort Apoptose-hemmend. Vergleichbare Daten liegen für die anderen  

anti-apoptotischen Bcl-2 Homologe, z.B. Bcl-xL und Mcl-1, vor [2,4,27]. 

Die pro-apoptotischen Bcl-2 Proteine Bax, Bak und Bok/Mtd (Bcl-2-related ovarian 

killer/matador) spielen eine essenzielle Rolle bei der Aktivierung, d.h. Permeabilisierung, der 

äußeren Mitochondrienmembran während der Initialphase der Apoptose. Hierbei kommt es 

zur Freisetzung von Cytochrom c, (d)ATP und anderen Faktoren aus dem intermembranären 

Spalt, welche dann wiederum Caspasen aktivieren (siehe Abschnitt 2.2). Diese zentrale 

Funktion von Bax und Bak zeigt sich vor allem daran, dass Bax/Bak doppelt-defiziente Zellen 

nahezu vollständig resistent gegenüber pro-apoptotischen Stimuli sind, da ihnen die 

Fähigkeit zur Freisetzung von Cytochrom c aus Mitochondrien fehlt [28,29]. In zahlreichen 
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Modellsystemen wurde gezeigt, dass Bax und Bak redundante Funktion haben [16,27,28]. 

Hingegen belegen neuere Daten zur Apoptoseinduktion durch BH3-only Proteine, dass die 

differenzielle Aktivierung von Bax und/oder Bak weit komplexer ist. Diese wird vor allem 

durch das funktionelle Zusammenspiel der BH3-only Proteine mit den anti-apoptotischen  

Bcl-2 Homologen reguliert. Einerseits wird die Aktivität spezifischer BH3-only Proteine durch 

distinkte Apoptosestimuli induziert, andererseits wurde vor allem für die anti-apoptotischen 

Bcl-2 Proteine ein Zelltyp-spezifisches Expressionsmuster gezeigt. Darüber hinaus wurde die 

präferenzielle Interaktion bestimmter BH3-only Proteine mit anti-apoptotischen Bcl-2 

Proteinen beschrieben, was die differenzielle Aktivierung von Bax und/oder Bak erklären 

könnte (siehe Abschnitt 2.4) [30-32]. Im Vergleich zu Bax und Bak ist der Stellenwert von 

Bok/Mtd bisher nur ansatzweise untersucht [33-36]. 

 

2.4 BH3-only Proteine 

Die BH3-only Proteine nehmen eine besondere Stellung in der Apoptosesignalkaskade ein, 

da auf ihrer Stufe zahlreiche spezifische Apoptosesignale konvergieren. Im Vergleich zu Bax 

und Bak bzw. den anti-apoptotischen Bcl-2 Familienmitgliedern, weisen die BH3-only 

Proteine Homologien nur innerhalb der konservierten BH3-Domäne auf. BH3-only Proteine 

stellen Sensoren für eine Vielzahl unterschiedlicher zellulärer Stresssignale dar und 

fungieren hierbei als übergeordnete Aktivatoren von Bax bzw. Bak [2,37,38]  

(Abbildung 2.3). Im Gegensatz zum Verlust von Bax und/oder Bak, der eine generelle 

Apoptoseresistenz vermittelt, bewirkt die Inaktivierung individueller BH3-only Proteine eine 

Resistenz gegenüber spezifischen Apoptosestimuli [2,38,39]. So vermittelt der Verlust von 

Bid eine Apoptoseresistenz nach Aktivierung von Todesrezeptoren [40]. Ferner wurde 

gezeigt, dass Bid auch an der Vermittlung von Apoptose nach DNA-Schädigung beteiligt ist 

[41,42]. Bim und Puma hingegen spielen eine wichtige Rolle bei der Elimination autoreaktiver 

bzw. Antigen-spezifischer T-Lymphozyten [43-46]. Apoptoseinduktion nach  

DNA-Schädigung, Hypoxie oder Expression von Onkogenen wird vor allem durch Puma bzw. 

Noxa vermittelt [47,48]. Auch tierexperimentelle Daten aus Puma knock-out Mäusen 

unterstreichen die essenzielle Funktion von Puma bzw. Noxa bei der Vermittlung  

p53-induzierter Apoptosesignale [49-51]. Neben der Regulation über einen p53-abhängigen 

Mechanismus, schützt der Verlust von Puma auch vor p53-unabhängiger Apoptoseinduktion 

[49]. Dies wurde u.a. für den Entzug von Wachstumsfaktoren und die Behandlung mit 

Glukokortikoiden, Staurosporin oder Phorbolester gezeigt [40,52,53]. Zelltod nach Entzug 

von Wachstumsfaktoren, z.B. durch Serumentzug, bzw. Anoikis, wird u.a. auch durch Hrk 

bzw. Bmf vermittelt [54-57]. 
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Abbildung 2.3: BH3-only Proteine - Sensoren zellulärer Stresssignale. Nach ihrer 
Aktivierung induzieren BH3-only Proteine Apoptose durch Interaktion mit anti-apoptotischen  
Bcl-2 Proteinen (Bcl-2-like), z.B. Bcl-2, Bcl-xL oder Bcl-w. Hierdurch kommt es zur Freisetzung 
pro-apoptotischer Bcl-2 Familienmitglieder, z.B. Bax und/oder Bak. 

 

Ferner spielen BH3-only Proteine eine essenzielle Rolle bei der Vermittlung von Apoptose 

nach Exposition gegenüber Chemotherapeutika. Hierzu zählen nicht nur konventionelle 

Substanzen, sondern auch neue „molekulare“ Pharmaka, d.h. solche mit definierter 

biologischer Zielstruktur. So wird die toxische Wirkung von Spindelgiften, z.B. Taxanen oder 

Vinca-Alkaloiden, vor allem durch Bim und Bmf reguliert [52,58]. Die Tyrosinkinaseinhibitoren 

Imatinib und Gefitinib aktivieren Apoptose präferenziell über Bim und Bad [59-62]. Auch für 

den Proteasominhibitor Bortezomib und für Histondeacetylase-Inhibitoren wurde gezeigt, 

dass sie ihre toxische Wirkung über die BH3-only Proteine Bim, Nbk und Bmf ausüben. Im 

Gegenzug bewirkt der Verlust von Bim, Nbk und Bmf eine Resistenz gegenüber diesen 

Substanzen [58,63,64]. Schließlich ist der selektive Verlust spezifischer BH3-only Proteine 

für die Entwicklung und Progression maligner Tumore relevant. So begünstigt der Verlust 

von Bim die Lymphomentwicklung in Eµ-myc transgenen Mäusen [65,66]. Andere Arbeiten 

belegen, dass Nierenzellkarzinome einen selektiven Verlust der BH3-only Protein Nbk [67] 

und Bim [68] aufweisen. Der Verlust von Bmf beschleunigt die Entwicklung thymischer 

Lymphome nach ionisierender Bestrahlung [54]. Puma und Noxa vermitteln die Apoptose-

induzierende Funktion von p53 [47,49,50] 

Der genaue Wirkmechanismus der BH3-only Proteine wird kontrovers diskutiert [2,39]. 

Einerseits wurde gezeigt, dass BH3-only Proteine in hoher Affinität mit anti-apoptotischen 

Bcl-2 Proteine, z.B. Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1, interagieren. In der Folge werden die an diese 
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gebundenen pro-apoptotischen Bcl-2 Proteine Bax oder Bak aus ihrer Bindung verdrängt 

(displacement) [30]. Hierdurch entfällt deren hemmender Einfluss auf Bax und Bak, so dass 

diese dann wiederum spontan eine aktivierende Konformationsänderung durchlaufen und 

Mitochondrien aktivieren können. Andererseits wird diskutiert, dass die BH3-only Proteine 

Bim, Bid und Puma Apoptose über direkte Bindung an Bax bzw. Bak aktivieren  

(direct activation) (Abbildung 2.4) [69-71]. 

 

 

Abbildung 2.4: Wirkungsweise der BH3-only Proteine – displacement versus direct activation. 
Einerseits wurde gezeigt, dass BH3-only Proteine, z.B. Bim, Bax bzw. Bak aus ihrer Bindung zu  
anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen verdrängen. Hierdurch wird eine (spontane) 
Konformationsänderung induziert in deren Folge Bax und/oder Bak aktiviert werden (displacement, 
links). Andererseits wird postuliert, dass die BH3-only Proteine Bim, Bid und Puma Apoptose durch 
direkte Aktivierung von Bax und/oder Bak auslösen (direct activation, rechts). 

 

Während Bim und Puma pleiotrop wirken, weisen vor allem neuere Daten darauf hin, dass 

die meisten BH3-only Proteine selektiv mit anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen interagieren: 

Bad und Bmf binden primär Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w, Noxa scheint präferenziell Mcl-1 und  

Bfl-1/A1 aus der Bindung zu Bax und/oder Bak zu verdrängen [72]. Eine ähnliche Spezifität 

wird zwischen bestimmten pro- bzw. anti-apoptotischen Bcl-2 Familienmitgliedern vermutet 

[30,73]. Für Nbk wurde die selektive Aktivierung von Bax, nicht aber von Bak gefunden [31]. 

Mittlerweile gelang es, diesen Mechanismus aufzuklären: durch die Nbk-induzierte 

Stabilisierung des anti-apoptotischen Bcl-2 Homologs Mcl-1 kommt es zur selektiven 

Hemmung von Bak [32]. Weitere Arbeiten zeigten, dass das BH3-only Protein Nbk für 

Chemotherapie-induzierte Apoptose sensibilisiert [74,75]. Dies ist insbesondere dann der 

Fall, wenn p53 mutiert bzw. im Rahmen der Tumorgenese verloren gegangen ist [76,77]. 
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Die an der Regulation der Expression und funktionellen Aktivität der BH3-only Proteine 

beteiligten Mechanismen sind in vieler Hinsicht ungeklärt [2,78]. Puma, Noxa und Hrk 

werden vor allem durch p53 transkriptionell reguliert [47,49]. Von Bim hingegen wurde die 

transkriptionelle Regulation über Mitglieder der forkhead Transkriptionsfaktorfamilie gezeigt 

[79]. Darüber hinaus wird die funktionelle Aktivität von Bim durch post-translationale 

Mechanismen beeinflusst. So werden Bim, aber auch Bmf, durch zytoskeletale Proteine, z.B. 

Mikrotubuli und Myosin-V Motorkomplexe, sequestriert [55,80]. Ferner wird die Aktivität der 

BH3-only Proteine über die selektive, häufig Zelltyp-spezifische Bindung an anti-apoptotische 

Bcl-2 Familienmitglieder bestimmt [81,82]. Schließlich wird die Expression einzelner BH3-

only Proteine durch proteasomale Degradation gesteuert [83-85]. Die post-translationale 

Modifikation spielt u.a. bei der Aktivierung von Bid, vermittelt durch Caspase-8-abhängige 

Spaltung, eine wichtige Rolle [22]. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass das BH3-only Protein 

Bad durch 14-3-3-Proteine sequestriert und damit funktionell inaktiviert wird [86,87]. 

 

2.5 Mitochondriale Apoptose und Exekution durch Caspasen 

Mitochondrien sind wichtige Regulatoren und Verstärker von Apoptosesignalkaskaden 

[16,21]. Dabei spielt die Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran eine 

entscheidende Rolle. Die hieran beteiligten Mechanismen sind jedoch in vielerlei Hinsicht 

unklar und werden kontrovers diskutiert [27,88]. Einerseits weisen zahlreiche Befunde auf 

die Poren-bildende Funktion der pro-apoptotischen Bcl-2 Proteine Bax und Bak hin [89,90]. 

Dem geht eine aktivierende N-terminale Konformationsänderung von Bax voraus. Dieser 

wiederum folgten die Translokation und die Insertion von Bax-Oligomeren in die äußere 

Mitochondrienmembran. Im Gegensatz zu Bax, welches primär zytoplasmatisch vorliegt, ist 

Bak konstitutiv in der äußeren Mitochondrienmembran lokalisiert und wird dort u.a. durch die 

Interaktion mit VDAC2 (voltage-dependent anion channel 2) gehemmt [91]. Auch Bak 

unterläuft eine aktivierende N-terminale Konformationsänderung, die von Oligomerisierung 

und Porenbildung gefolgt wird. Diese Prozesse bedingen letztlich die Freisetzung von 

Cytochrom c und anderer Faktoren, z.B. AIF, Hrk2, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 und 

Endonuklease G, aus dem intermembranären Spalt der Mitochondrien bzw. aus der 

mitochondrialen Matrix. Sekundär kommt es, durch den Einstrom von Ionen und Wasser, 

zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (ΔΨm). Über ein 

zunehmendes Anschwellen der Mitochondrien wird schließlich die Ruptur der äußeren und 

der inneren Membran ausgelöst [3,21,27]. Ferner scheinen eine Reihe weiterer 

Mechanismen an der Permeabilisierung von Mitochondrien beteiligt zu sein. Neben den von 

Bax und Bak gebildeten Kanälen wurden aus Bax/Bcl-2-Oligomeren bestehende Poren 

beschrieben [3,27,88]. Ferner können Bax und Bcl-2 spannungsabhängige Kanäle, wie z.B. 

den VDAC in der äußeren Mitochondrienmembran bzw. den ANT (adenine nucleotide 
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transporter) in der inneren Mitochondrienmembran, regulieren [88,91,92]. Schließlich wiesen 

neuere Daten darauf hin, dass die Fusion (fusion) und die Spaltung (fission) von 

Mitochondrien eine wichtige Rolle bei ihrer gezielten Aktivierung spielen [93]. 

Das während der Mitochondrienaktivierung freigesetzte Cytochrom c induziert in Verbindung 

mit (d)ATP und nachfolgender Bindung an die ced4-homologe Domäne des 

zytoplasmatischen Apoptoseaktivators APAF-1 dessen Konformationsänderung. Dies 

ermöglicht die Bindung der Procaspase-9 an die CARD-Domäne von APAF-1 [94]. Der 

Komplex aus APAF1, Cytochrom c, (d)ATP und Caspase-9 wird als mitochondrialer DISC 

bezeichnet [4]. Nach Aktivierung der Initiatorcaspase-9 werden konsekutiv die 

Effektorcaspasen-3, -6, und -7 proteolytisch gespalten und aktiviert. Diese degradieren 

schließlich eine Vielzahl regulatorischer und struktureller Proteine und leiten so unumkehrbar 

die Endphase der Apoptose ein [95,96]. Neben Cytochrom c wird u.a. auch Smac/DIABLO 

aus Mitochondrien freigesetzt. Hierdurch werden anti-apoptotische IAPs blockiert, was 

sowohl für intrinsische wie extrinsische Apoptosesignale sensibilisiert und für die Therapie 

von Tumorerkrankungen nutzbar gemacht werden kann [97-100]. Im Gegensatz zur Nekrose 

bleibt die Plasmamembranintegrität apoptotischer Zellen lange erhalten. Die verstärkte 

Exposition von Phosphatidylserin auf der Außenseite erlaubt die rasche Elimination 

apoptotischer Zellen durch Phagozytose. Hierdurch wird eine Entzündungsreaktion des 

umgebenden Gewebes vermieden [101,102]. 

 

2.6 Caspase-unabhängiger und nicht-apoptotischer Zelltod 

Neben den oben beschriebenen Caspase-abhängigen Mechanismen, weisen zahlreiche 

Untersuchungen auf die Existenz Caspase-unabhängiger programmierter Zelltodsignalwege 

hin [3,103,104]. Dabei können die oben beschriebenen morphologischen Kriterien der 

Apoptose zum Teil völlig fehlen. Auch „klassische“ Apoptosesignale können auf 

unterschiedliche Art ausgeführt werden. Es existieren demnach fließende Übergänge 

zwischen Apoptose und Nekrose. Diese wurden für Zelltod nach Exposition gegenüber TNFα 

oder nach DNA-Schädigung beschrieben [105]. Wird der ATP-Gehalt einer Zelle depletiert 

und gleichzeitig Apoptose induziert, kommt es zu einer Caspase-unabhängigen Zelltodform 

mit Nekrose-ähnlichem Zustand [106,107]. Hiervon abzugrenzen sind die nicht-

apoptotischen Zelltodformen Nekrose, Autophagozytose (Autophagie) und mitotische 

Katastrophe. Letztere stellt eine aktiv regulierte Form des Zelltodes dar, welche der 

Elimination genetisch geschädigter Zellen, z.B. bei Störungen der DNA-Replikation/-

reparatur oder nach Chromosomenfehlverteilung auftritt, dient [105]. Die mitotische 

Katastrophe ist nicht durch anti-apoptotische Bcl-2 Homologe hemmbar und verläuft 

Caspase-unabhängig [103]. Sie wird von Aneuplodie begleitet und ist morphologisch u.a. 

durch Kernschwellung und die Ausbildung von Mikronuklei charakterisiert [108]. 
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3. Regulation des Zellzyklus 

Der Zellzyklus beschreibt eine wiederkehrende Sequenz von Ereignissen, welche die 

komplette und fehlerfreie Duplikation der DNA und die anschließende Teilung der Zelle in 

zwei Tochterzellen zum Ziel hat. In eukaryotischen Zellen ist das Zellzyklusintervall als die 

Zeitspanne vom Abschluss der Mitose der Mutterzelle bis zum Abschluss der Mitose(n) der 

Tochterzelle(n) definiert. Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen wird in vier Phasen eingeteilt: 

die Gap-Phase 1 (G1-Phase), die Synthese-Phase (S-Phase), die Gap-Phase 2 (G2-Phase) 

und die Mitose-Phase (M-Phase). Letztere wird wiederum in die Metaphase, die Anaphase 

und die Interphase unterteilt. Ruhende, sich nicht teilende Zellen befinden sich in der  

Gap-Phase 0 (G0-Phase) des Zellzyklus [109-111]. 

Die strikte Abfolge sowie die intakte und engmaschige Regulation der vier Phasen des 

Zellzyklus einschließlich der Wahrnehmung von Fehlern bei der DNA-Duplikation und der 

Verteilung der Chromosomen auf die zwei Tochterzellen sind essenzielle Voraussetzung für 

die Wahrung der genetischen Stabilität eines Organismus. 

Tumorzellen sind durch eine Deregulation des Zellzyklus charakterisiert. In Abhängigkeit 

vom Typ der Störung zeigt sich dies entweder in einer „unplanmäßigen“ oder unkontrollierten 

Proliferation von Zellen oder in genomischer (GIN) bzw. in chromosomaler Instabilität (CIN) 

[112-114] (Abbildung 3.1). 

 

 

Abbildung 3.1: Deregulation des Zellzyklus. Die Aktivierung mitogener Signale bzw. defekte  
anti-mitogene Signale induzieren eine „unplanmäßige“ und ungebremste Proliferation von Zellen. 
Demgegenüber resultieren Defekte in der DNA-Reparatur oder im DNA-Schädigungssignalweg in 
genomischer Instabilität (GIN). Chromosomale Instabilität (CIN) wird durch Defekte mitotischer 
Checkpunkte oder durch fehlerhafte Chromosomensegregation ausgelöst. 

 

Der korrekte Ablauf des Zellzyklus und die Wahrnehmung von Regulationsstörungen werden 

durch die sequenzielle Aktivierung bzw. Deaktivierung von Zellzyklus-Restriktionspunkten 

(checkpoints) gewährleistet. Zellzyklus-Restriktionspunkte sind funktionell definiert als 
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„Mechanismen, welche den vollständigen und fehlerfreien Abschluss eines 

Zellzykluabschnittes überwachen und das Übertreten der Zelle in die nächste 

Zellzyklusphase erst danach erlauben“ [112,115-118]. Diese Mechanismen beinhalten 

einerseits die Kontrolle des bisherigen Fortschreitens in der entsprechenden 

Zellzyklusphase. Andererseits erlauben sie die Integration exogener (Wachstumssignale, 

Energieversorgung, Zell-Zell-Kontakt) und endogener Signale (Auftreten von  

DNA-Schädigung, Expression von Onkogenen oder Tumorsuppressoren). Zellzyklus-

Restriktionspunkte operieren vornehmlich an den Übergängen der vier Zellzyklusphasen. 

Der DNA-Schädgungs-Restriktionspunkt (DNA-damage checkpoint) wiederum arretiert 

Zellen in derjenigen Zellzyklusphase, in welcher der Schaden wahrgenommen wird. Er dient 

vor allem der Abwehr konstant einwirkender exogener und endogener DNA-schädigender 

Noxen, z.B. ionisierende Strahlung, UV Strahlung, freie Radikale, chemische Noxen inkl. 

Chemotherapeutika. Neben der Induktion eines Zellzyklusarrestes, dienen Zellzyklus-

Restriktionspunkte auch der Auslösung von Reparaturmechanismen oder, wenn nötig, der 

Aktivierung von Zelltodprogrammen [111,114]. 

 

3.1 Cycline, Cyclin-abhängige Kinasen (CDK) und Cyclin-abhängige 
Kinaseinhibitoren (CDKI) 

Die Cycline A, B, D, und E spielen eine essenzielle Rolle bei der Regulation der 

Zellzyklusprogression eukaryotischer Zellen. Ihre Expression variiert mit dem Zellzyklus,  

d.h. sie erfolgt Zellzyklusphasen-spezifisch [119,120]. Während die Cycline vom Typ D vor 

allem für die Progression durch die G1-Phase des Zellzyklus erforderlich sind, wird das 

Fortschreiten des Zellzyklus in der S-Phase hauptsächlich durch die Cycline vom Typ E 

gesteuert. Die Cycline vom Typ A regulieren präferenziell die Progression des Zellzyklus in 

der G2-Phase, wohingegen die Mitose durch die Cycline vom Typ B gesteuert wird. Die 

Expression der Cyclin-abhängigen Kinasen CDK1, CDK2, CDK4 und CDK6 oszilliert nicht, 

d.h. sie weisen im Verlauf des Zellzyklus ein weitgehend konstantes Expressionsniveau auf 

[114,121]. Die Aktivität der Cyclin-abhängigen Kinasen wird durch die Bindung der 

entsprechenden Cycline bestimmt [122,123]. Die Cyclin-abhängigen Kinasen sind daher 

auch nur in der (den) für sie spezifischen Phase(n) des Zellzyklus aktiv (Abbildung 3.2). 

Darüber hinaus tragen post-translationale Modifikationen, z.B. Phosphorylierung bzw. 

Dephosphorylierung, zur Steuerung der Aktivität Cyclin-abhängiger Kinasen bei 

[111,114,124].  
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Abbildung 3.2: „Grundschema“ der Zellzyklusregulation. Cycline regulieren die 
funktionelle Aktivität der entsprechenden Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK): G1-Phase: 
D-Typ Cycline, G1/S-Phase: E-Typ Cycline; S-Phase: A-Typ Cycline; G2/M-Phase:  
B-Typ Cycline. Vor allem hoch spezialisierte Zellen (hämatopoetische Zellen, 
Keimzellen, neuroendokrine Zellen) zeigen mitunter Abweichungen von diesem 
Grundschema. 

 

Der Beginn der G1-Phase des Zellzyklus wird durch eine rasch zunehmende Aktivität von 

CDK4 und CDK6 markiert. Diese wird durch die Hochregulation von D-Typ Cyclinen 

bestimmt und ist vor allem für das Fortschreiten in der frühen G1-Phase des Zellzyklus, aber 

auch für den Übergang in die S-Phase erforderlich. Die Expression der Cycline vom Typ D 

wird hauptsächlich durch exogene (z.B. Stimulation mit Wachstumsfaktoren), aber auch 

durch endogene Signale (Onkogenaktivierung, z.B. Expression von RAS) ausgelöst 

[114,125]. Mitogene Signale induzieren die Phosphorylierung des Pocket-Proteins Rb [126-

128]. Hierdurch werden heterodimere Transkriptionsfaktoren, z.B. E2F/Dp, Myc/Max oder  

c-Jun/c-Fos, aus ihrer Bindung zu Rb freigesetzt und können dann ihrerseits die Expression 

S-Phase-spezifischer Gene anschalten [111,123,129]. Im Verlauf der G1-Phase des 

Zellzyklus kommt es zu einer zunehmenden Aktivierung der CDK2. Dies wird durch die 

Hochregulation von Cyclin E erreicht. Während die Aktivität von CDK4/6 beim Übertritt der 

Zellen in die S-Phase rasch abfällt, ist CDK2 im weiteren Verlauf der S-Phase aktiv. Vor 

allem die Initiation der DNA-Replikation wird durch Cyclin E-CDK2 Komplexe gesteuert [130]. 

Im zeitlichen Verlauf folgt dann die Aktivierung der CDK1, welche vor allem durch die 

langsame Akkumulation von Cyclin A im Verlauf der S-Phase ausgelöst wird. Im Gegensatz 

zu Cyclin E interagiert Cyclin A sowohl mit CDK1 und CDK2 und reguliert daher nicht nur die 

Progression des Zellzyklus in der G2-, sondern auch in der S-Phase. Mit Abnahme der 
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Expression von Cyclin E am Ende der S-Phase sinkt die Aktivität der CDK2 dann wieder ab 

[131,132]. Die Expression von Cyclin A hingegen sinkt erst beim Eintritt der Zellen in die 

Mitose ab. Das Durchlaufen der G2-Phase des Zellzyklus erfordert vor allem die Aktivität der 

CDK1. Neben der Hochregulation von Cyclin A wird dies durch zunehmende Expression von 

Cyclin B im Verlauf der G2-Phase des Zellzyklus gewährleistet. Die Expression von Cyclin B 

fällt jedoch in der M-Phase des Zellzyklus wieder ab. Am Übergang der G2-Phase in die 

Mitose bleibt die CDK1 Aktivität zunächst kurz erhalten, lässt aber dann mit der 

Komplettierung der Mitose nach. Dies fällt zeitlich mit der raschen Herunterregulation von 

Cyclin A und Cyclin B zusammen [111,114,123,131]. Die Regulation der Mitose ist 

komplexer und verläuft unter Beteiligung zahlreicher Proteinkomplexe, welche das Andocken 

des Spindelapparates und die nachfolgende korrekte Trennung der Schwesterchromatide 

erlaubt (siehe Abschnitt 3.2). In diesem Zusammenhang bemerkenswert ist, dass die 

Regulation des Zellzyklus in spezialisierten Zellen, z.B. den Zellen des hämatopoetischen 

Systems, in neuroendokrinen Zellen oder in Keimzellen, häufig von dem o.g. „Grundschema“ 

abweicht [111,114].  

Die funktionelle Aktivität der Cyclin-CDK-Komplexe wird durch die Cyclin-abhängigen 

Kinaseinhibitoren (CDKI) blockiert. Diese werden in zwei Untergruppen unterteilt. Die 

CIP/KIP-Familie und die INK4-Familie. Zur CIP/KIP-Familie der CDK-Inhibitoren gehören 

p21Cip1/WAF-1, p27Kip1 und p57Kip2 [133-136]. CDK-Inhibitoren zeichnen sich durch die Fähigkeit 

aus, sowohl Cycline wie auch die entsprechende Cyclin-abhängige Kinase zu binden und 

damit zu inaktivieren [111,114]. Die CDK-Inhibitoren der CIP/KIP-Familie wirken pleiotrop, 

d.h. sie können alle Cyclin-abhängigen Kinasen blockieren, auch wenn ihre Affinität zu  

Cyclin D-CDK4/6 bzw. Cyclin E-CDK2 am größten ist. Die CDK-Inhibitoren p16INK4A, p15INK4B, 

p18INK4C und p19INK4D gehören zur INK4-Familie der CDK-Inhibitoren [135,137,138]. Sie 

weisen eine hohe Spezifität für Cyclin D-CDK4/6 Komplexe auf und wirken daher nahezu 

ausschließlich in der G1-Phase des Zellzyklus. Aufgrund ihrer Wirkungsweise üben die  

CDK-Inhibitoren Tumorsuppressorfunktion aus [114,139,140]. 

Tumorzellen zeichnen sich durch die Akkumulation von Mutationen aus, welche u.a. eine 

ungebremste und deregulierte Proliferation erlauben. Neben der Blockade von 

Zelltodprogrammen beinhaltet dies die verstärkte oder gar konstitutive Aktivierung mitogener 

Signalwege sowie die verminderte oder aufgehobene Reaktion des Zellzyklus auf  

anti-proliferative Stimuli. Darüber weisen Tumorzellen meist ein variables Maß an 

genomischer (GIN) sowie chromosomaler Instabilität (CIN) auf. Die Deregulation des 

Zellzyklus bzw. die Inaktivierung von Zellzyklus-Restriktionspunkten ist daher ein zentrales 

Charakteristikum der meisten, wenn nicht gar aller Tumorzellen [112-114,139]. 
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3.2  Zellzyklus-Restriktionspunkte 

Zellzyklus-Restriktionspunkte stellen wichtige Kontrollmechanismen dar, welche verhindern 

sollen, dass fehlerhafte DNA an die Tochterzellen weiter gegeben wird. Sie dienen einerseits 

der Erkennung fehlerhafter DNA-Abschnitte, z.B. nach Einwirken DNA-schädigender 

Ereignisse wie energiereiche Strahlung oder chemische Noxen. Andererseits werden sie 

durch Fehler bei der DNA-Replikation ausgelöst. Durch die Aktivierung von Zellzyklusarrest, 

welcher die Reparatur fehlerhafter DNA-Abschnitte erlaubt, oder das Auslösen von 

programmiertem Zelltod, für den Fall, dass irreparable Schäden vorliegen, stellen Zellzyklus-

Restriktionspunkte einen integralen Abwehrmechanismus des Organismus gegen genetische 

Instabilität dar. Im Gegenzug hat ein Versagen von checkpoint Funktionen deletäre Folgen 

und ist ein zentrales Charakteristikum maligner Tumorzellen [112-114]. 

Die Deregulation des G1/S-Restriktionspunktes ist einer der häufigsten anzutreffenden 

Aberrationen maligner Tumorzellen. Die Aktivierung des G1/S-Restriktionspunktes verhindert 

die Replikation geschädigter DNA und geschieht unter Vermittlung mehrerer Signalwege 

[114,139]. So kommt es nach Erkennung fehlerhafter DNA zunächst zur Aktivierung der 

Checkpunkt Kinase CHK1. Diese wiederum phosphoryliert die Cdc25A Phosphatase, was 

zur raschen Ubiquitinierung und proteasomalen Degradation der Cdc25A führt. Hierdurch 

wird einerseits die für das Fortschreiten der Zellen von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus 

erforderlich Aktivierung der CDK2 blockiert [141,142]. Andererseits verhindert die 

Degradation von Cdc25A das Aufladen der Cdc45 auf Chromatin, wodurch die Initiation der 

DNA Replikation durch mangelnde Rekrutierung von DNA-Polymerasen verhindert wird 

[143,144]. Darüber hinaus werden der G1- und der G1/S-Restriktionspunkt durch p53 

aktiviert. Die Expression von p53 induziert die Hochregulation des CDK-Inhibitors p21, 

wodurch es, vermittelt über die Inhibition von Cyclin E-CDK2, zu einer Arretierung des 

Zellzyklus am G1/S-Phase-Übergang kommt [143,145]. Darüber hinaus blockiert p21 auch 

Komplexe aus D-Typ Cyclinen und CDK4/6. Dies wiederum verhindert die Phosphorylierung 

von Rb und die damit verbundene Freisetzung heterodimerer Transkriptionsfaktoren, wie 

E2F/Dp oder c-Jun/c-Fos aus ihrer Bindung zu Rb [126-128]. Auch induziert p53 die 

Expression und Aktivität pro-apoptotischer Gene, u.a. Puma, Noxa und Bax [47,49,146-149]. 

G1/S-checkpoint Signale wirken also über die duale Aktivierung des  

DNA-Schädigungssignalweges und des p53/Rb-Signalweges. Dies erklärt, warum die 

Inaktivierung dieses Zellzyklus-Restriktionspunktes ein wesentlicher Mechanismus bei der 

Entstehung und Progression von Tumoren ist [114,139,150]. 

Der S-Phase Restriktionspunkt verhindert die Duplikation beschädigter oder gebrochener 

DNA-Stränge, die dann in der folgenden Mitose-Phase genomische Instabilität (GIN) nach 

sich zöge. Die Aktivierung dieses Restriktionspunktes ist vor allem für DNA-Schädigung nach 

ionisierender oder ultravioletter Strahlung beschrieben [141,143]. Im S-Phase 

Restriktionspunkt sind vor allem zwei Signalwege miteinander verbunden: der ATM/ATR-
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CHK1-Ccd25A Signalweg und der ATM-Nbs1-SMC1 Signalweg [151]. In Abhängigkeit vom 

Typ des DNA-Schadens werden zunächst ATM (ataxia telangiectasia mutated) und/oder 

ATR (ataxia telangiatasia related) aktiviert, die dann wiederum CHK1 und nachfolgend 

Cdc25A phosphorylieren (siehe oben). Darüber hinaus induziert der S-Phase 

Restriktionspunkt die ATM-vermittelte Phosphorylierung von Nbs1. Dies wiederum ist 

Voraussetzung für die Aktivierung des Nbs1-Mre11-Rad50 Komplexes. Ferner löst die 

Aktivierung von Nbs1 die Phosphorylierung des Cohesinproteins SMC1 durch ATM aus 

[152,153]. Andere Mediatoren, u.a. p53BP1, BRCA1, FANCD2 und MDC1, sind ebenfalls an 

der Aktivierung und Exekution des Intra-S-Phase checkpoints beteiligt [154]. 

Die Aktivierung des G2/M-Restriktionspunktes verhindert das Übertreten von Zellen mit 

geschädigter DNA von der G2-Phase des Zellzyklus in die Mitose. Dies ist u.a. relevant, 

wenn Schädigungen der DNA in der G2-Phase aufgetreten sind bzw. eine Reparatur 

fehlerhafter DNA vor Beginn der Mitose (noch) nicht abgeschlossen wurde [112,123]. Hierzu 

wird vor allem der Cyclin B-CDK1 Komplex blockiert [155,156]. Dies geschieht über die 

Aktivierung von ATM und/oder ATR. Diese induzieren die Checkpunkt-Kinasen CHK1 und 

CHK2, welche die Phosphorylierung der Cdc25C Phosphatase auslösen. Hierdurch wird die 

Bindung der Cdc25C an das 14-3-3sigma Protein und die nachfolgende proteasomale 

Degradation von Cdc25C induziert [157,158]. Durch die Herunterregulation der Cdc25C 

Expression und Aktivität kann dann die CDK1-Kinase nicht mehr dephosphoryliert werden. 

Der Komplex aus CDK1 und Cyclin ist daher inaktiv, so dass die Zelle in der  

G2-Phase des Zellzyklus arretiert und nicht in die Mitose übertreten kann. Zudem aktivieren 

ATM und ATR auch p53. Dies wiederum induziert einerseits die vermehrte Expression des 

CDK-Inhibitors p21. Durch die zusätzliche, p21-vermittelte Blockade der CDK1 wird der  

G2-Arrest weiter verstärkt. Andererseits löst p53 die vermehrte Expression von 14-3-3sigma 

aus. Hierdurch können Cyclin B-CDK1 Komplexe im Zytoplasma sequestriert und in der 

Folge proteasomal abgebaut werden [157,158] (Abbildung 3.3). 
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Abbildung 3.3: Der G2/M Restriktionspunkt. DNA-Schädigung induziert über 
die Aktivierung von ATM/ATR und CHK1/CHK2 die Phosphorylierung der Cdc25C 
Phosphatase. Diese wird vermehrt sequestriert und proteasomal degradiert. 
Hierdurch wird die Phosphorylierung der CDK1 herunterreguliert. Die Komplexe 
aus Cyclin B und CDK1 können nicht vollständig aktiviert werden, so dass die 
Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus arretieren. Auch die CDK1 wird, vermittelt 
durch 14-3-3sigma, vermehrt sequestriert und proteasomal degradiert. 

 

Die korrekte Ausführung der Mitose mit symmetrischer Trennung der Schwesterchromatiden 

und Verteilung auf zwei Tochterzellen wird durch den M-Phase checkpoint reguliert [159]. 

Der Eintritt der Zellen in die Mitose-Phase des Zellzyklus wird durch die Aktivierung des 

APC/C (anaphase promoting complex/cyclosome) markiert. Der APC/C löst den 

proteasomalen Abbau regulatorischer Proteine aus. Hierzu zählen u.a. das Protein Pds1. 

Pds1 blockiert Cdc20, Esp1 und Cdc14 [160,161]. Durch die Herunterregulation von Pds1 

entfällt dessen hemmende Wirkung auf Cdc20, welche dann an den APC/C bindet und 

aktiviert. Dies induziert den vermehrten Abbau von Cyclin B und vermittelt den Eintritt der 

Zellen in die Anaphase [162]. Die Stabilisierung von Esp1 aktiviert die Trennung der 

Schwesterchromatiden, während der Stabilisierung von Cdc14 die Dephosphorylierung von 

Cdh1 erlaubt [163]. Diese bildet dann wiederum einen Komplex mit dem APC/C und markiert 

das Ende der Mitose mit erfolgreicher Trennung der Schwesterchromatiden [164]. Sind zu 

Beginn der Mitose freie Kinetochore vorhanden oder liegt eine Störung des Spindelapparates 

vor, werden Mitose-hemmende Signalwege aktiviert. Diese erfolgen über die Bub-Kinasen, 

Mad-Proteine und Pds1. BubR1, Bub3 und Mad2 bilden den MCC (mitotic checkoint 

complex). Dieser wird während der Interphase gebildet und verhindert die Segregation der 

Chromosomen und damit das Fortschreiten der Mitose durch Blockade des APC/C 

[165,166]. Andererseits wird Securin nicht degradiert, wodurch die Hemmung der Separase 

erhalten bleibt und die Schwesternchromatiden nicht getrennt werden können [159]. 



 23 

4. Der p14ARF Tumorsuppressorsignalweg 

p14ARF (p19ARF in der Maus) wird gemeinsam mit dem Cyclin-abhängigen Kinaseinhibitor 

p16INK4A am humanen CDKN2A (INK4A/ARF) Genlokus auf dem kurzen Arm des 

Chromosoms 9 (9p21) kodiert [167-169]. Durch die Nutzung unterschiedlicher Exons 1 

(p16INK4A: Exon 1α; p14ARF/p19ARF: Exon 1β) und einer damit verbundenen Verschiebung des 

Leserasters (ARF = Alternative Reading Frame) kommt es trotz überlappender 

Nukleotidsequenzen (gemeinsames Exon 2) zur Bildung zweier Proteine, welche sich sowohl 

strukturell wie funktionell erheblich voneinander unterscheiden [168-170]. Gemeinsam mit Rb 

und p53 bilden p14ARF und p16INK4A ein komplexes Signalnetzwerk, welches eine essenzielle 

Rolle bei der Vermittlung von Zellzyklusarrest, Apoptose und Seneszenz spielt [140,171-173] 

(Abbildung 4.1). Insbesondere schützt p14ARF Zellen vor hyperproliferativen Stimuli, welche 

durch die Expression zellulärer oder viraler Onkogene, z.B. C-MYC, RAS, v-ABL, oder E1A, 

ausgelöst werden [174-178]. Die Deregulation des INK4A/ARF Tumorsuppressornetzwerkes, 

z.B. durch Verlust (Deletion, Mutation) oder funktionelle Inaktivierung 

(Promotormethylierung) seiner zentralen Signalwegskomponenten, ist ein wichtiges 

Charakteristikum der meisten, wenn nicht gar aller malignen Tumore [140,179]. 

 

 

Abbildung 4.1: Das INK4A/ARF Tumorsuppressornetzwerk. DNA-Schädigung und 
Onkogenexpression aktivieren komplexe, teils überlappende Signalwege, welche die Induktion 
von Seneszenz, Zellzyklusarrest und Apoptose erlauben. Diese werden über p16INK4A- bzw. 
p14ARF/p19ARF-vermittelte Aktivierung des Rb- und des p53-Signalweges weitergeleitet. 
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4.1  Der ARF-Hdm-2-p53 Signalweg 

In den meisten normalen adulten Geweben wird p14ARF sowohl auf mRNA-, wie auch auf 

Proteinebene kaum bzw. gar nicht exprimiert. Unter physiologischen Bedingungen wird die 

Expression von p14ARF durch zelluläre oder virale Onkogene, z.B. C-MYC, RAS, E2F, E1A, 

oder v-ABL, bzw. durch zellulären Stress, z.B. DNA-Schädigung, Hypoxie oder 

Serumentzug, innerhalb weniger Stunden transkriptionell induziert [174-178,180]. Das p14ARF 

Tumorsuppressorprotein wiederum bindet an Hdm-2 (Mdm-2 in der Maus), eine  

E3-Ubiquitinligase, die als wichtigster Antagonist von p53 gilt. Hierdurch wird die 

proteasomale Degradation von Hdm-2 induziert [176,181], was im Gegenzug die 

physikalische Stabilisierung von p53 durch verminderten proteasomalen Abbau bewirkt 

[182,183]. Dies wiederum geht mit einer vermehrten Aktivierung von p53-Zielgenen,  

z.B. Puma, Bax oder p21, einher, wodurch dann Apoptose bzw. Zellzyklusarrest ausgelöst 

werden (Abbildung 4.2). 

 

 

Abbildung 4.2: Der p14ARF-Hdm-2-p53 Signalweg. Die Expression von Onkogenen führt zur 
p14ARF/p19ARF-vermittelten Stabilisierung von p53. Dies geschieht über die Blockade von  
Hdm-2 (Mdm-2). Hierdurch werden p53 Zielgene, z.B. p21, Puma oder Bax, angeschaltet. Die 
Aktivierung von p53 nach DNA-Schädigung wird u.a. auch durch ATM/ATR vermittelt. Durch 
Blockade des NF-κB Signalweges kommt es zur verminderter Expression Apoptose-
hemmender Gene, z.B. Mcl-1 oder Bcl-xL, wodurch die Apoptose-induzierende Funktion von 
p14ARF weiter verstärkt wird. 
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Darüber hinaus wurde gezeigt, dass p14ARF auch eine zentrale Rolle bei der Vermittlung von 

DNA-Schädigungssignalen spielt [184-186]. Durch die p14ARF-vermittelte Aktivierung von 

ATM und/oder ATR kommt es zur Induktion der Checkpunktkinasen CHK1 und CHK2. Diese 

wiederum vermitteln einerseits die Aktivierung von p53 (u.a. über Phosphorylierung des 

Aminosäurerestes Serin-15), andererseits kommt es über Phosphorylierung des 

Aminosäurerestes Threonin-505 von RelA (p65) zur Blockade des NF-κB Signalweges 

[187,188]. Im Gegenzug bewirkt die verminderte Expression Apoptose-hemmender Gene, 

z.B. Mcl-1 oder Bcl-xL, wodurch die Apoptose-induzierende Funktion von p14ARF weiter 

verstärkt wird. 

4.2  p53-unabhägige Signalwege 

Initiale Befunde zeigten, dass Mutation von p14ARF (p19ARF), p53 und Hdm-2 (Mdm-2) in vivo 

nur sehr selten gemeinsam auftreten. Dies ließ vermuten, dass p14ARF (p19ARF), p53 und 

Hdm-2 (Mdm-2) in einer linearen Signalkaskade liegen. Dennoch weisen zahlreiche neuere 

Arbeiten darauf hin, dass p14ARF Proliferation, Zelltod und Seneszenz auch über  

p53-unabhängige Signalwege reguliert [189,190]. So ist bemerkenswert, dass sich das 

Tumorspektrum in Mäusen, in denen p19ARF, p53 und Mdm-2 durch bi-allelische Deletion 

inaktiviert sind (triple knock-out), deutlich von dem unterscheidet, was in Tieren, die nur eine 

(single knock-out) bzw. zwei (double knock-out) Gen-Inaktivierungen tragen, auftritt [191]. 

Ferner wurde in einem Mausmodell zur Onkogen-induzierten Tumorgenese gefunden, dass 

p19ARF die Progression und Metastasierung H-RAS-induzierter Tumore über einen 

p53/mdm2-unabhängigen Signalweg hemmt [192]. Diese Befunde legen nahe, dass 

p19ARF/p14ARF eine p53/mdm2-unabhängige (Tumorsuppressor-) Funktion besitzt [189]. 

Auf zellbiologischer Ebene wurde gefunden, dass es durch Expression von p19ARF in  

p53-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) gelingt einen Zellzyklusarrest zu 

induzieren [191,193]. Nachfolgende Arbeiten zeigten, dass ein Arrest in der G1- und in der 

S-Phase des Zellzyklus durch die p14ARF-vermittelte, p53-unabhängige Degradation des 

Transkriptionsfaktors E2F ausgelöst wird [194-196]. Ferner wurde u.a. durch Arbeiten 

unserer Gruppe gezeigt, dass es durch Expression von p14ARF gelingt, einen  

p53/p21-unabhängigen Zellzyklusarrest in der G2-Phase des Zellzyklus zu induzieren  

[197-199]. Im Gegensatz zum strikt p53/p21-vermittelten Arrest in der G1-Phase des 

Zellzyklus wird dieser über die Blockade der CDK1-Kinase (Cdc2) und der  

Cdc25C-Phosphatase ausgelöst. Dies legt nahe, dass p14ARF Zellzyklusarrest u.a. auch 

durch Aktivierung des DNA-Schädigungssignalweges auslöst [200,201]. In diesem 

Zusammenhang wurde auch gefunden, dass p14ARF über die Aktivierung von ATM/ATR und 

der nachgeschalteten Checkpunktkinasen CHK1/CHK2 einen Zellzyklusarrest induziert. 

Darüber hinaus wird Apoptose durch Blockade des NF-κB Signalweges begünstigt [184-

188]. Als eine der ersten Gruppen konnten wir zeigen, dass die Aktivierung des 
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mitochondrialen Apoptosesignalweges nach Adenovirus-vermittelter Expression von p14ARF 

unabhängig von p53 und dem pro-apoptotischen Bcl-2 Familienmitglied Bax ist [202]. Dies 

wurde durch nachfolgende Arbeiten anderer Gruppen bestätigt [203-205]. 

Auch wenn auf mechanistischer Ebene die, an der Vermittlung p53-unabhängiger Effekte 

beteiligten Signalwege größtenteils unverstanden sind, scheinen vor allem Veränderungen in 

der subzellulären Lokalisation sowie die gesteigerte proteasomale Degradation zahlreicher 

Proteine nach Bindung an p14ARF eine wichtige Rolle zu spielen. Hiervon betroffen sind u.a. 

Transkriptionsfaktoren, z.B. E2F/DP1 [194-196] oder HIF-1α [206], transkriptionelle 

Repressoren, z.B. BCL6 und p120E4F [207-209], sowie Topoisomerase I [210,211]. Neben 

Hdm-2/Mdm-2 interagiert p14ARF/p19ARF auch mit ARF-BP1/Mule, einer E3-Ubiquitinligase 

[212,213]. Ähnlich Hdm-2 (Mdm-2) reguliert ARF-BP1/Mule den proteasomalen Abbau 

zahlreicher Proteine. Hierzu zählen u.a. auch die Mitglieder der Bcl-2 Familie, insbesondere 

Mcl-1. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die Expression von p14ARF/p19ARF die kovalente 

Bindung zahlreicher Proteine an SUMO (small ubiquitin-like modifier) bewirkt [214-218]. 

Ähnlich der Kopplung an Ubiquitin, beeinflusst die Bindung an SUMO den intrazellulären 

Transport und den proteasomalen Abbau dieser Proteine [219]. Darüber hinaus steuert 

p14ARF die zelluläre Proteinbiosynthese durch Kontrolle der ribosomalen RNA-Prozessierung. 

Dies geschieht über die Sequestrierung von Nucleophosmin (NPM) [210,220-223]. In diesem 

Zusammenhang bemerkenswert ist, dass die bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) 

mit normalem Karyotyp häufige NPM-Mutation NPMc+ in der Lage ist p14ARF im Zytoplasma 

zu sequestrieren und damit funktionell zu inaktivieren [224-226]. Welchen Einfluss dies auf 

die Kontrolle Apoptose- bzw. Zellzyklus-regulierender Gene hat, wurde bisher jedoch nur 

ansatzweise untersucht [227,228]. Darüber hinaus reguliert p19ARF die trans-aktivierende und 

trans-reprimierende Funktion des C-MYC Onkoproteins im Rahmen eines negativen 

Rückkopplungsmechanismus und übt somit direkten Einfluss auf die Proliferation und die 

Apoptosesensitivität von Tumorzellen aus [229]. 

Ein p53/Bax-unabhängiger, durch Bcl-xL hemmbarer mitochondrialer Apoptosesignalweg, 

welcher nach Expression von p14ARF aktiviert wird, wurde als erstes durch unsere Gruppe 

beschrieben [202]. Weiterhin zeigten wir, dass die pro-apoptotischen Bcl-2 

Familienmitglieder Bax und Bak nach Expression von p14ARF abhängig vom p53-Status der 

Zelle differenziell aktiviert werden [230]. In aktuellen Arbeiten fanden wir, dass die 

differenzielle Regulation bestimmter BH3-only Proteine nach Expression von p14ARF nicht nur 

maßgeblichen Einfluss auf die Apoptosesensitivität dieser Zellen hat, sondern auch an der 

o.g. gezielten Aktivierung von Bax und/oder Bak entscheidend beteiligt ist [231]. Ferner 

gelang es uns zu zeigen, dass die Sensibilität des mitochondrialen Apoptosesignalweges 

nach Expression von p14ARF durch die Zellzyklusregulatoren p21 und 14-3-3sigma moduliert 

wird. Insbesondere fanden wir, dass der Verlust von p21 und/oder 14-3-3sigma für die 

Induktion von mitochondrialer Apoptose nach Expression von p14ARF sensibilisiert. Neben 
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ihrem direkten Einfluss auf die Zellzyklusprogression, scheinen p21 und 14-3-3sigma auch 

direkt an der Regulation der mitochondrialen Apoptosesensitivität nach Expression von 

p14ARF beteiligt zu sein [200,232]. Hinsichtlich der p53-unhängigen Kontrolle des Zellzyklus 

fanden wir Hinweise für die funktionelle Relevanz des DNA-Schädigungssignalweges. So 

geht aus Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe hervor, dass p14ARF die 

Zellzyklusprogression in der G2/M-Phase durch Herunterregulation der CDK1-Kinaseaktivität 

steuert [185,197,198] (siehe Abschnitt 6). 

 

4.3 Tumorbiologische Relevanz des p14ARF Signalweges 

Zahlreiche Befunde belegen, dass die funktionelle Inaktivierung des ARF-Signalweges eine 

hohe tumorbiologische Relevanz hat, d.h. eine wichtige Rolle bei der Entstehung und/oder 

Progression maligner Tumore spielt. Dies liegt vor allem daran, dass zahlreiche zelluläre 

oder virale Onkogene, z.B. C-MYC, v-ABL, E1A und RAS, Zellzyklusarrest, Apoptose bzw. 

Seneszenz über die p14ARF-vermittelte Aktivierung des INK4A/ARF-Tumorsuppressor-

netzwerkes auslösen [175-178]. So legten bereits erste Erkenntnisse zur Wirkungsweise von 

p14ARF/p19ARF in tierexperimentellen Modellen nahe, dass die Blockade p19ARF-vermittelter 

Signale an der Entstehung und Progression Onkogen-getriggerter maligner Lymphome 

beteiligt ist. So spielt die (spontane) Inaktivierung des p19ARF-Mdm-2-p53 Signalweges eine 

essenzielle Rolle bei der Entstehung und Progression, d.h. Akzeleration, C-MYC-induzierter 

B-Zell Lymphome in vivo [174,233]. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass INK4A/ARF-

Mutationen die Lymphomentwicklung durch Vermittlung von Therapieresistenz (über die 

Inaktivierung von p53) weiter verstärken [234]. In diesem Zusammenhang wurde auch beim 

Menschen gefunden, dass der Verlust bzw. die aberrante zytoplasmatische Expression von 

p14ARF in aggressiven B-Zell Lymphomen des Erwachsenen mit einem ungünstigen Verlauf 

assoziiert ist [235,236]. Ähnliche Befunde liegen für das pädiatrische (sporadische) Burkitt-

Lymphom [237], das Mantelzell-Lymphom [238] und primäre Lymphome des 

Zentralnervensystems [239,240] vor. Auch bei anderen Neoplasien des lymphatischen 

Systems, z.B. bei der akuten lymphatischen Leukämie (ALL), sind Veränderungen des 

p14ARF-Signalweges anzutreffen. So wurde gezeigt, dass Alterationen der p14ARF Expression 

ein wichtiges Charakteristikum von T-Zell Leukämien des Erwachsenen sind [241,242]. 

Während der Verlust der p14ARF Expression bei B-Zell-Leukämien des Kindesalters  

klinisch-prognostische Relevanz hat [243], wurde dies bei der ALL des Erwachsenen bisher 

nicht bestätigt [244,245]. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist jedoch, dass der 

Verlust von p14ARF das Ansprechen auf den Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib über die 

Blockade des BH3-only Proteins Bim verhindert [246,247]. Dies wiederum sollte 

entscheidenden Einfluss auf den Verlauf und die Prognose von Patienten mit Philadelphia-

Chromosom positiver ALL oder chronischer myeloischer Leukämie (CML) haben. Bei der 
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AML wurde gezeigt, dass das aus der Translokation t(8;21) resultierende Fusionsprotein 

AML1/ETO die Expression von p14ARF auf transkriptioneller Ebene supprimiert. Dies 

geschieht durch Bindung von AML1/ETO an den p14ARF Promotor und die nachfolgende 

Aktivierung von Ko-Repressoren und Histondeacetylasen [248,249]. Ähnliche 

mechanistische Befunde liegen für das CBFβ/MYH11 (core binding factor beta/smooth 

muscle myosin heavy chain) Fusionsprotein vor, welches aus der AML-typischen Inversion 

des Chromosoms 16 resultiert [250]. In diesem Zusammenhang wurde auch gezeigt, dass 

die Verminderung bzw. der Verlust der p14ARF Expression bei Patienten mit AML mit einer 

ungünstigen Prognose verbunden ist [251,252]. Kürzlich wurden Mutationen von NPM1 als 

häufigste (molekular-) genetische Aberration bei Patienten mit AML und normalem Karyotyp 

beschrieben [226,227]. NPM1 ist ein nukleäres Phosphoprotein, welches essenzielle 

Funktion beim Transport prä-ribosomaler Partikel hat und permanent zwischen dem 

Zytoplasma und dem Zellkern ausgetauscht wird [253]. Durch Mutation im C-terminal 

gelegenen nukleären Lokalisationssignal (NLS) wird dieser Austausch blockiert. In der Folge 

kommt es zu einer permanenten zytoplasmatischen Lokalisation des mutierten NPM1 

Proteins (NPMc+) [226,254]. NPM1 ist ein wichtiger Bindungspartner von p14ARF [255-257] 

und reguliert dessen Stabilität und Funktion [258-261]. Die Expression von NPMc+ könnte 

also zur (partiellen) Inaktivierung des p14ARF Tumorsuppressors führen, was wiederum für 

die Pathogenese der AML relevant sein könnte. Bemerkenswert ist, dass Patientin mit 

NPMc+-positiver AML eine günstige Prognose haben, sofern andere zyto- bzw. 

molekulargenetische Aberrationen fehlen [226,262]. Die Analyse der funktionellen Interaktion 

zwischen p14ARF- und NPM/NPMc+-vermittelten Signalwegen ist somit höchst relevant und 

Gegenstand aktueller Untersuchungen [263,264]. Desweiteren scheint die funktionelle 

Inaktivierung von p14ARF bei der CML am Übergang von der chronischen Phase in die 

Akzeleration bzw. Blastenkrise bedeutsam zu sein. Auch spielt die Deletion von p14ARF bei 

der Ausbildung von Therapieresistenz gegenüber Interferon-α oder dem 

Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib eine essenzielle Rolle [247,265-268]. 

Darüber hinaus liegen bei einer Reihe von soliden Tumoren Befunde vor, die belegen, dass 

die Inaktivierung des p14ARF-Signalweges klinisch-prognostische Bedeutung hat. So wurde 

gezeigt, dass bis zu 50% aller nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome einen Verlust der 

p14ARF Expression aufweisen [269-271]. Dies wird meistens durch (Hyper-) Methylierung des 

p14ARF Promotors bei gleichzeitiger Deletion eines der beiden Chromosomen 9p verursacht 

[272,273]. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist, dass in der Hälfte der Fälle eine 

gleichzeitige Mutation des p53 Tumorsuppressors vorliegt [271,274]. Dies wiederum 

unterstreicht, dass p14ARF und p53 nicht zwangsläufig in einem strikt linearen 

Tumorsuppressorsignalweg liegen [189,271,275] (siehe Abschnitt 4.3). Gleichsam wurde bei 

bis zu 35% aller Mammakarzinome ein Verlust der Expression von p14ARF gefunden  

[276-278]. Dieser wird am häufigsten durch Deletion von Chromosom 9p, 
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Promotormethylierung bzw. Überexpression des Transkriptionsfaktors TBX3 verursacht 

[276,278,279]. Auch hier besteht keine strenge Korrelation zwischen der Expression von 

p14ARF und p53 [280]. Beim Kolonkarzinom wurde ebenfalls in bis zu 65% aller Fälle ein 

Verlust der Expression von p14ARF, verursacht durch aberrante Promotormethylierung, 

gefunden [281,282]. Die ungünstige Prognose, vor allem bei gleichzeitigem Verlust der 

p16INK4A Expression, könnte mit dem häufigeren Auftreten von Lymphknotenmetastasen und 

durch die verstärkte Vaskularisierung des Tumorgewebes in p14ARF-defizienten Tumoren 

erklärt werden [283]. Bei bis zu 45% aller Blasenkarzinome vom Übergangszelltyp wurde 

eine bi-allelische Deletion des Exon 1β von p14ARF gefunden. Auch beim Magenkarzinom 

vom diffusen Typ wurde in bis zu 45% aller Tumore ein Verlust der Expression von p14ARF 

nachgewiesen. Dieser wird sowohl durch Deletion wie auch durch Methylierung des p14ARF 

Promotors hervorgerufen und könnte die ungünstige Prognose dieses Magenkarzinom-

Subtyps über die Ausbildung von Therapieresistenz zum Teil erklären [284]. Auch andere 

Tumoren des oberen Gastrointestinaltraktes, z.B. das Plattenepithelkarzinom des 

Ösophagus [285-288] und das Mundbodenkarzinom [289-292], zeigen in bis zu 75% aller 

Fälle eine funktionelle Inaktivierung des p14ARF Tumorsuppressorsignalweges. Die zentrale 

Rolle einer Inaktivierung von p14ARF und/oder p16INK4A wird auch bei der Genese des 

duktalen Pankreaskarzinoms vermutet. Besonders tierexperimentelle Daten belegen, dass 

die Deletion von INK4A und die gleichzeitige Aktivierung von K-RAS, welche ein wichtiges 

transformierendes Ereignis bei dieser Tumorentität darstellt, kooperieren und die sehr 

ungünstige Prognose dieses Tumortyps erklären [293-296]. Ähnliche Befunde zur klinisch-

prognostischen Relevanz von p14ARF liegen u.a. beim Nierenzellkarzinom [297], beim 

Prostatakarzinom [242], bei Kopf-Hals-Tumoren [298], bei Sarkomen [299,300] und bei 

Plattenepithelkarzinomen der Haut [301] vor. 
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5.  Fragestellung und Zielsetzung 

Der p14ARF Tumorsuppressorsignalweg spielt eine zentrale Rolle bei der Induktion von 

Apoptose, Zellzyklusarrest bzw. Seneszenz und schützt Zellen vor Onkogen-induzierter 

Transformation. Initial publizierte Daten zur Wirkungsweise von p14ARF ließen vermuten, 

dass sowohl die Apoptose- wie auch die Zellzyklus-regulierende Funktion von p14ARF strikt 

an die Anwesenheit einer funktionellen p53/Hdm-2 Signalkaskade gebunden sind. Dennoch 

wiesen nachfolgende Arbeiten darauf hin, dass p14ARF auch in Abwesenheit von p53 

und/oder Mdm-2 (Hdm-2) Apoptose bzw. Zellzyklusarrest zu induzieren vermag. Die hieran 

beteiligten Signalwege waren jedoch gänzlich unbekannt. 

 

Ein wesentliches Ziel der Arbeit war es daher, die an der Vermittlung der p53-unabhängigen 

Funktionen von p14ARF beteiligten Signalwege zu identifizieren, diese zu charakterisieren und 

auf funktioneller Ebene zu dissezieren. Da die Inaktivierung des p14ARF 

Tumorsuppressorsignalweges bei der Genese und Progression maligner Tumore sowie bei 

der Entwicklung von Apoptoseresistenz eine zentrale Rolle spielt, wurde ein besonderer 

Schwerpunkt auf die Analyse dieses Signalweges in humanen Tumorzelllinien gelegt. 

 

Im Gegenzug könnte es durch funktionelle Reaktivierung des p14ARF Signalweges gelingen, 

apoptoseresistente Tumorzellen gegenüber apoptotischen Stimuli zu sensibilisieren. Die 

Exploration des p14ARF-Signalweges ist somit für die Entwicklung neuer zielgerichteter 

Therapiestrategien höchst relevant. Mittels aktuell durchgeführter Arbeiten soll daher auch 

die Möglichkeit der funktionellen Rekonstitution von p14ARF in vitro untersucht werden. 

Darüber hinaus zielen weitere Untersuchungen auf die (funktionelle) Analyse von 

Aberrationen des p14ARF-Signalweges in klinisch relevanten hämatologischen Neoplasien 

und soliden Tumoren ab. Diese dienen vor allem der Untersuchung der  

klinisch-prognostischen Relevanz einer Deregulation des p14ARF-Signalweges bei 

Tumorerkrankungen des Menschen. 
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6. Eigene Ergebnisse 

Zunächst wurde ein adenovirales Vektorsystem zur Expression von humanem p14ARF 

etabliert und funktionell charakterisiert. Im Vergleich zu anderen Expressionssystemen liegt 

der besondere Vorteil der Adenovirus-vermittelten Expression darin, dass es gelingt eine 

sehr effiziente Transduktion der Zielzellen sowie ein ausreichend hohes Expressionsniveau 

des Transgens zu erreichen. 

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden hauptsächlich in genetisch definierten 

Defektmutanten, z.B. in p53-profizienten versus p53-defizienten, in Bax-profizienten versus  

Bax-defizienten bzw. in p21-profizienten versus p21-defizienten Zellen, durchgeführt. Ferner 

wurden zur Analyse der funktionellen Relevanz einzelner Defekte zahlreiche Sublinien 

hergestellt, in denen mutierte, deletierte oder funktionell inaktive Signalwegskomponenten, 

z.B. Bax, durch Reexpression des entsprechenden Wild-Typ Gens funktionell rekonstituiert 

wurden. 

 

6.1. Die Expression des p14ARF Tumorsuppressors induziert p53- und  
Bax-unabhängige Apoptose 

(Hemmati PG, Gillissen B, von Haefen C, Wendt J, Stärck L, Güner D, Dörken B, and 

Daniel, PT: Adenovirus-mediated expression of p14ARF induces p53 and Bax-independent 

apoptosis. Oncogene May 2002; 21(20):3149-61. 

 

Der p53/Bax-Signalweg spielt eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der intrinsischen 

Apoptosesignalkaskade. Initial publizierte Daten zur Wirkungsweise von p14ARF zeigten, dass 

p53 eine essenzielle Rolle bei der Vermittlung der p14ARF-induzierten Apoptose spielt. 

Dennoch wiesen nachfolgende Untersuchungen darauf hin, dass p14ARF auch in p53/mdm-2-

defizienten Zellen eine Tumorsuppressorfunktion besitzt. Wir untersuchten daher, ob die 

Expression p14ARF in p53-defizienten humanen Tumorzellen Apoptose induziert. 

Hierzu wurde zunächst ein adenovirales Vektorsystem zur Expression von humanem p14ARF 

etabliert und funktionell charakterisiert. Wie erwartet, gelang es mittels Expression von 

p14ARF in humanen p53/Rb-profizienten U-2OS Osteosarkomzellen Apoptose zu induzieren. 

Weitergehende Untersuchungen zeigten jedoch, dass die Expression von p14ARF auch in 

p53-defizienten SAOS-2 Osteosarkomzellen sowie in DU145 Prostatakarzinomzellen, 

welche eine dominant-negativ wirkende p53 Mutation tragen, Apoptose auslöste. Dies ließ 

vermuten, dass die p14ARF-induzierte Apoptose in humanen Tumorzellen nicht an die 

Anwesenheit von funktionellem p53 gekoppelt ist. Die Bestätigung dieser Befunde erfolgte 

dann in einem zweiten unabhängigen Tumorzelllinienmodell. In humanen HCT116 

Kolonkarzinomzellen, in denen beide p53 Allele durch somatische homologe Rekombination 
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deletiert wurden (HCT116-p53–/–), zeigten wir, dass die Apoptose nach Expression von 

p14ARF im Vergleich zu isogenen p53-profizienten HCT116 Zellen (HCT116-p53+/+) nicht 

abgeschwächt ist. 

DU145 Prostatakarzinomzellen tragen neben der o.g. dominant-negativ wirkenden  

p53-Mutation auch eine Mutation des pro-apoptotischen Bax Gens, welche zu einer 

Verschiebung des Leserasters (frameshift) führt. Da das zweite Bax Allel deletiert ist, sind 

DU145 Zellen vollständig Bax-defizient. Dies wiederum ließ vermuten, dass die Apoptose-

induzierende Wirkung von p14ARF nach Expression in DU145 Zellen nicht nur p53- sondern 

auch Bax-unabhängig abläuft. Um den Einfluss von pro-apoptotischem Bax auf die  

p14ARF-induzierte Apoptose weiter zu untersuchen, wurde Bax mittels eines retroviralen 

Vektors in Bax-defiziente DU145 Zellen wieder eingebracht. Während die Wiederherstellung 

der Bax-Expression eine sensibilisierende Wirkung gegenüber Zytostatika-induzierter 

Apoptose hatte, wiesen wir keinerlei Einfluss der Reexpression von Bax auf die 

Apoptoseinduktion nach Expression von p14ARF nach. Diese völlige Bax-Unabhängigkeit der 

p14ARF-induzierten Apoptose wurde wiederum in einem zweiten unabhängigen System 

humaner Tumorzellen bestätigt. So zeigten wir, dass die Expression von p14ARF in Bax-

defizienten HCT116 Kolonkarzinomzellen (HCT116-Bax–/–) im Vergleich zu isogenen Bax-

profizienten HCT116 Zellen (HCT116-Bax+/+) nicht abgeschwächt ist. Durch Expression von 

anti-apoptotischem Bcl-xL gelang es jedoch, p14ARF-induzierte Apoptose zu hemmen. 

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die p14ARF-induzierte Apoptose in humanen 

Tumorzellen nicht an eine funktionelle p53/Bax-Signalkaskade gebunden ist. Stattdessen 

weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass es mittels Expression von p14ARF gelingt, die 

intrinsische Apoptosesignalkaskade über einen p53/Bax-unabhängigen Signalweg zu 

aktivieren. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist, dass die Reexpression von Bcl-xL 

den p14ARF-induzierten mitochondrialen Apoptosesignalweg blockiert. 

 

6.2 Pro-apoptisches Bak kompensiert den Verlust von Bax bei der  
p14ARF-induzierten mitochondrialen Apoptose 

(Hemmati PG, Güner D, Gillissen B, Wendt J, von Haefen C, Chinnadurai G, Dörken B, and 

Daniel PT: Bak functionally complements for loss of Bax during p14ARF-induced mitochondrial 

apoptosis in human cancer cells. Oncogene Oct 2006; 25(50):6582-94. 

 

Vorangehende Untersuchungen zur p14ARF-induzierten Apoptose zeigten, dass die 

Expression von p14ARF einen Bax-unabhängigen Apoptosesignalweges auslöst. Dieser wird 

über die Aktivierung von Mitochondrien vermittelt und ist durch Expression des  

anti-apoptotischen Bcl-2 Homologis Bcl-xL hemmbar. Dies ließ vermuten, dass der Verlust 

bzw. die funktionelle Inaktivierung von Bax durch das pro-apoptotische Bax Homolog Bak 
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wirkungsvoll kompensiert werden kann. Ziel dieses Ansatzes war es daher, den Stellenwert 

von Bax und Bak bei der Aktivierung der mitochondrialen Apoptosesignalkaskade nach 

Expression von p14ARF funktionell zu überprüfen. 

Zunächst untersuchten wir, welchen Einfluss die Wiederherstellung der Bax Expression in 

p53/Bax-defizienten DU145 Prostatakarzinomzellen hat. Hierzu wurden mehrere  

Bax-rekonstituierte DU145 Zellklone gewählt, die sich durch ein unterschiedliches Bax 

Expressionsniveau voneinander unterschieden. Während die Sensibilität gegenüber 

Zytostatika-induzierter Apoptose nach Reexpression von Bax in DU145 Zellen stark zunahm, 

hatte dies keinen Einfluss auf die Empfindlichkeit der Zellen gegenüber der 

Apoptoseinduktion nach Expression von p14ARF. DU145 Zellen sind Bax-defizient, 

exprimieren jedoch Bak. Dies ließ vermuten, dass Bak den Verlust von Bax im Rahmen der 

p14ARF-induzierten Apoptose kompensieren kann, während dies bei der Zytostatika-

induzierten Apoptose nicht möglich ist. Um dies in einem zweiten unabhängigen Modell  

p53-profizienten Tumorzellen zu prüfen, wurde p14ARF in genetisch modifizierte HCT116 

Kolonkarzinomzellen eingebracht, die sich hinsichtlich der Expression von Bax bzw. Bak 

unterscheiden: Bax/Bak-profizient (HCT116-Bax+/Bak+), Bax-defizient/Bak-profizient  

(HCT116-Bax–/Bak+), Bax-profizient/Bak-defizient (HCT116-Bax+/Bak–) und Bax/Bak-

defizient (HCT116-Bax–/Bak–). Während der Verlust von Bax oder Bak keinen Einfluss auf 

das Ausmaß der Apoptoseinduktion nach Expression von p14ARF hatte, führte die 

gleichzeitige Deletion von Bax und Bak zu einer erheblichen Abschwächung der  

p14ARF-induzierten Apoptose. Dies ging mit einer Hemmung der Aktivierung von 

Mitochondrien, d.h. mit der Blockade der Freisetzung von Cytochrom c und der 

nachfolgenden Aktivierung der Procaspase-9 und Procaspase-3/-7, einher. Bemerkenswert 

war jedoch, dass die Expression von p14ARF auch in Bax/Bak-doppelt defizienten 

Tumorzellen Zelltod auslöste. Dieser war mit der Bax/Bak-unabhängigen Aktivierung von 

Caspasen verbunden und ging mit der vollständigen Inhibition des klonogenen 

Langzeitüberlebens dieser Zellen einher. 

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, das die p14ARF-induzierte Apoptose sowohl in 

p53-profizienten, wie auch in p53-defizienten humanen Tumorzellen über den 

mitochondrialen Apoptosesignalweg abläuft. Während der Verlust von pro-apoptotischem 

Bax durch Bak im Rahmen der p14ARF-induzierten Apoptose wirkungsvoll kompensiert wird, 

gelingt dies nicht für die Zytostatika-vermittelte Apoptose. Schließlich weisen unsere Daten 

darauf hin, dass die Expression von p14ARF auch unabhängig von der Bax/Bak-vermittelten 

Aktivierung der Mitochondrien Zelltod auslöst. Dies geht mit der Spaltung von Caspasen 

einher und kann durch Blockade der Caspaseprozessierung mittels Caspaseinhibitoren 

gehemmt werden. 
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6.3 Genetische Dissektion des p14ARF-induzieren Zelltodes: Schlüsselrolle 
des CDK-Inhibitors p21CDKN1 und des BH3-only Proteins Puma/bbc3 

(Hemmati PG, Müer A, Overkamp T, Gillissen B, Wendt J, Dörken B, Daniel PT: Genetic 

dissection of p14ARF-mediated cell death signaling reveals a key role for p21CDKN1 and the 

BH3-only protein Puma/bbc3. Journal of Molecular Medicine Jun 2010; 88(6):609-22 

 

BH3-only Proteine, eine pro-apoptotische Subgruppe der Bcl-2 Familie, spielen eine zentrale 

Rolle der Vermittlung der Bax/Bak-abhängigen Aktivierung von Mitochondrien. Die bisher 

gewonnenen Daten zum Mechanismus der Apoptoseinduktion nach Expression von p14ARF 

in p53-profizienten versus p53-defizienten humanen Tumorzelllinienmodellen ließen 

vermuten, dass die Regulation spezifischer BH3-only Proteine an der differentiellen 

Regulation des Bax- bzw. Bak-abhängigen Zelltodes beteiligt sind. In dieser Arbeit wurde 

daher untersucht, welche BH3-only Proteine für die Aktivierung des p14ARF-induzierten,  

p53-vermittelten mitochondrialen Apoptosesignalweges funktionell relevant sind. 

Hierzu wurde p14ARF in p53-profizienten HCT116 Kolonkarzinomzellen exprimiert und die 

mRNA Expression aller bekannten BH3-only Proteine mittels quantitativer real-time PCR im 

Zeitverlauf untersucht. Hier zeigte sich, dass es bereits 24 Stunden nach Expression von 

p14ARF zu einer mehr als 5-fachen Induktion der Expression des BH3-only Proteins Puma 

kommt. Die transkriptionelle Hochregulation des Gens puma ging mit einem Anstieg der 

Puma Proteinexpression und der Induktion von apoptotischer DNA-Fragmentierung einher. 

Bemerkenswert war, dass HCT116-Zellen, in denen beide puma Allele durch somatische 

homologe Rekombination deletiert wurden (HCT116-Puma–/–), nahezu vollständig resistent 

gegenüber der Apoptose-induzierenden Wirkung von p14ARF waren. Diese Auswirkung des 

Verlustes von Puma auf die p14ARF-induzierte Apoptose war besonders ausgeprägt in Zellen, 

in denen neben Puma auch der Zellzyklusregulator p21Cip1/WAF-1 deletiert war  

(HCT116-Puma–/–/p21–/–). Die Aktivierung eines Bax-abhängigen mitochondrialen 

Apoptosesignalweges wurde durch den Nachweis einer Aktivierungs-spezifischen 

Konformationsänderung des Bax Proteins, gefolgt von einem Zusammenbruch des 

mitochondrialen Membranpotentials und der Aktivierung von Caspasen bestätigt. Die 

Relevanz des Verlustes von Puma im Vergleich zu anderen BH3-only Proteinen, z.B. Bim, 

Nbk, Noxa und Bad, erfolgte schließlich mittels funktioneller Rekonstitution von Puma in 

Puma-defizienten Zellen. Durch Reexpression von Puma ließ sich die Apoptosesensitivität 

Puma-defizienter Zellen gegenüber p14ARF wieder vollständig herstellen. Bemerkenswert war 

ferner, dass der Verlust des Zellzyklusregulators p21 nur in Puma-profizienten, nicht aber in 

Puma-defizienten Zellen gegenüber der p14ARF-induzierten Apoptose sensibilisiert. 

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass das BH3-only Protein Puma/bbc3 eine 

essenzielle Rolle bei der Aktivierung des Bax-vermittelten mitochondrialen 

Apoptosesignalweges nach Expression von p14ARF spielt. Ferner belegen die Ergebnisse, 
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dass eine Deregulation des p21-vermittelten Zellzyklus-Restriktionspunktes die Aktivierung 

des mitochondrialen Apoptosesignalkaskade verstärkt (siehe Abschnitt 6.5 und folgende). 

 

6.4 Der Verlust von des CDK-Inhibitors p21Cip1/WAF-1 verhindert den  

p14ARF-induzierten G1-Zellzyklusarrest und verstärkt p14ARF-induzierte 
Apoptose in humanen Tumorzellen 

(Hemmati PG, Normand G, Verdoodt B, von Haefen C, Hasenjäger A, Güner D, Wendt J, 

Dörken B and Daniel PT: Loss of p21 disrupts p14ARF-induced G1 cell cycle arrest but 

augments p14ARF-induced apoptosis in human carcinoma cells. Oncogene Jun 2005; 

24(25):4114-28. 

 

Der Zellzyklusregulator p21Cip1/WAF-1 spielt eine essenzielle Rolle bei der Vermittlung des  

p53-induzierten Arrestes in der G1-Phase des Zellzyklus. Die in den vorangehenden 

Arbeiten begleitend durchgeführten Untersuchungen zum Zellzyklusverhalten humaner 

Tumorzellen zeigten, dass p53-defiziente Zellen, z.B. SAOS-2, DU145 und HCT116-p53–/–, 

nach Expression von p14ARF keinen Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus eingehen. 

Ursächlich hierfür könnte sein, dass die p53-vermittelte transkriptionelle Hochregulation des 

Zellzyklusregulators p21 nicht ablaufen kann. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss 

von p21 auf die Zellzyklus-regulierende Funktion des p14ARF Tumorsuppressors zu 

untersuchen. 

Um zu überprüfen, ob der p14ARF-induzierte Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus an p53 

und/oder p21 gekoppelt ist, wurde p14ARF in isogenen p53-profizienten oder p53-defizienten 

(HCT116-p53+/+ oder HCT116-p53–/–) bzw. in isogenen p21-profizienten oder  

p21-defizienten HCT116 Kolonkarzinomzellen (HCT116-p21+/+ oder HCT116-p21–/–) 

exprimiert und anschließend das Zellzyklusverhalten untersucht. Hier zeigte sich, dass es 

nach Expression von p14ARF ausschließlich in p53- und p21-profizienten Zellen gelingt, einen 

G1-Zellzyklusarrest auszulösen. Demgegenüber akkumulieren p53- oder p21-defiziente 

Zellen nach Expression von p14ARF ausschließlich in der G2/M-Phase des Zellzyklus. In 

Zusammenschau mit den zuvor gewonnenen Daten bestätigt dies, dass die Fähigkeit von 

p14ARF einen G1-Zellzyklusarrest zu induzieren strikt an die Anwesenheit einer funktionellen 

p53/p21-Signalkaskade gebunden ist. 

Demgegenüber gelang es mittels der Expression von p14ARF sowohl in p53-profizienten, wie 

auch in p53-defizienten HCT116- bzw. DU145 Karzinomzellen Apoptose zu induzieren. 

Weitergehende funktionelle Untersuchungen zeigten, dass die Expression von p14ARF zur 

Aktivierung der mitochondrialen Apoptosesignalkaskade führt. Dies ging mit dem 

Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, der Freisetzung von 

mitochondrialem Cytochrom c und der nachfolgender Aktivierung von Caspasen,  
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u.a. Caspase-9 und Caspase-3/-7, einher. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang war 

jedoch die Beobachtung, dass die Apoptosesensitivität p21-defizienter HCT116-p21–/– 

Zellen im Vergleich zu p21-profizienten HCT116-p21+/+ Zellen nach Expression von p14ARF 

erheblich gesteigert war. 

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass der p14ARF-induzierte G1-Zellzyklusarrest 

nur in Anwesenheit einer funktionellen p53/p21-Signalkaskade ablaufen kann. Ferner kann 

abgeleitet werden, dass die Expression von p14ARF sowohl in p53-profizienten wie auch in 

p53-defizienten Zellen den mitochondrialen Apoptosesignalweg aktiviert. Die Sensibilität der 

Tumorzellen gegenüber der p14ARF-induzierten Apoptose wird durch den Verlust der 

Zellzyklus-regulierenden Funktion von p21Cip1/WAF-1 erheblich verstärkt. Schließlich weisen die 

im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten darauf hin, dass die durch Expression von p14ARF 

aktivierten Signalwege für Zellzyklusarrest und mitochondriale Apoptose oberhalb von p53 

dissoziieren. 

 

6.5 Der p14ARF-vermittelte G2-Zellzyklusarrest in p53- und p21-defizienten 
Zellen wird durch Hemmung der p34cdc2 (CDK1) Kinase vermittelt 

(Normand G*, Hemmati PG*, Verdoodt B, von Haefen C, Wendt J, Güner D, May E, Dörken 

B and Daniel PT: p14ARF induces G2 cell cycle arrest in p53- and p21-deficient cells by down-

regulating p34cdc2 kinase activity. The Journal of Biological Chemistry Feb 2005, 

280(8):7118-30. 

* gemeinsame Erstautorenschaft 

 

Die im Vorangehenden beschriebenen Ergebnisse zur Regulation des Zellzyklus durch 

p14ARF zeigten, dass die Induktion eines G1-Zellzyklusarrestes nach Expression von p14ARF 

durch p53 und p21 vermittelt wird. Demgegenüber beobachteten wir, dass es nach 

Expression von p14ARF in p53- und/oder p21-defizienten Zellen (u.a. DU145, HCT116-p53–/– 

oder HCT116-p21–/–) zur Akkumulation von Zellen mit einem 4-fachen (4N) DNA-Gehalt 

kommt. Dies ließ vermuten, dass diese Zellen in der G2- oder in der Mitose-Phase des 

Zellzyklus arretieren. Die an der Regulation dieses p14ARF-vermittelten  

G2/M-Zellzyklusarrestes beteiligten Signalwege waren jedoch gänzlich unbekannt und 

wurden daher weiter untersucht. 

Die nachfolgenden Untersuchungen zum Zellzyklusverhalten p53/p21-defizienter Zellen nach 

Expression von p14ARF erfolgten in den Tumorzelllinienmodellen DU145 (p53-defizient) und 

HCT116 (HCT116-p53+/+ und HCT116-p53–/– bzw. HCT116-p21+/+ und  

HCT116-p21–/–). Hier bestätigte sich, dass p53- bzw. p21-defiziente Zellen nach Expression 

von p14ARF ausschließlich in der G2-Phase des Zellzyklus arretieren und im weiteren Verlauf 

nicht in die Mitosephase übertreten können. Dies zeigte sich u.a. daran, dass es nach 
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Expression von p14ARF nicht zur Phosphorylierung des Mitose-spezifischen Proteins MPM-2 

kommt. Weitergehende biochemische Analysen in den p14ARF-exprimierenden,  

G2-arretierten Zellen ergaben, dass p14ARF die Herunterregulation der CDK1- (p34cdc2) 

Kinaseaktivität induziert. Dies ging mit einer Hemmung der Dephosphorylierung der CDK1 

einher und wurde begleitet von einer aberranten, primär zytoplasmatischen Lokalisation des 

Proteins. Die funktionelle Relevanz dieser p14ARF-vermittelten Hemmung der  

CDK1-Kinaseaktivität bei der Induktion des G2-Zellzyklusarrestes wurde mittels 

Reexpression einer konstitutiv aktiven CDK1 Mutante bestätigt. Hierdurch gelang es den 

p14ARF-induzierten G2-Zellzyklusarrest aufzuheben. Dies wiederum ging mit einer massiven 

Induktion von apoptotischem Zelltod einher. Während eine direkte Interaktion zwischen 

p14ARF und CDK1 mittels Ko-immunpräzipitation ausgeschlossen wurde, zeigten wir, dass 

die Expression von p14ARF zu einer Hemmung der Proteinbiosynthese von CDK1 und zur 

Herunterregulation der „up-steam“ der CDK1 Kinase gelegen Cdc25C Phosphatase führt. 

Vor allem die Inhibition der Cdc25C Phosphatase erklärte auch, warum CDK1 nach 

Expression von p14ARF nicht dephosphoryliert werden kann. 

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass p14ARF in p53/p21-defizienten Zellen einen 

Arrest in der G2-Phases des Zellzyklus induziert, welcher primär über den  

DNA-Schädigungssignalweg, d.h. durch Hemmung der CDK1 Kinaseaktivität, vermittelt wird. 

Dies ist bemerkenswert und könnte Ausdruck eines bisher unbekannten 

Schutzmechanismus (fail-safe) sein. Dieser könnte es Tumorzellen, die eine durch den 

Verlust von p53 und/oder p21 bedingte aberrante Zellzykluskontrolle am  

G1-Restriktionspunkt aufweisen, erlauben nach Aktivierung des p14ARF-Signalweges in der 

G2-Phase des Zellzyklus zu arretieren. 

 

6.6 Kooperativer Effekt von p21 und 14-3-3sigma auf Zellzyklusarrest und 
Apoptoseinduktion durch p14ARF 

(Hemmati PG, Normand G, Gillissen B, Wendt J, Dörken and Daniel PT: Cooperative effect 

of p21Cip1/WAF-1 and 14-3-3sigma on cell cycle arrest and apoptosis induction by p14ARF. 

Oncogene Dec 2008; 27(53):6707-19. 

 

In Vorarbeiten zeigten wir, dass der Verlust des Zellzyklusregulators p21Cip1/WAF-1 humane 

Tumorzellen gegenüber der p14ARF-induzierten Apoptose sensibilisiert. Darüber hinaus 

fanden wir, dass p21-defiziente Zellen nach Expression von p14ARF keinen Arrest in der  

G1-Phase des Zellzyklus eingehen. Stattdessen arretieren diese in der G2-Phase des 

Zellzyklus, was über die p14ARF-vermittelte Hemmung der CDK1 Kinase vermittelt wird. Die 

Induktion eines stabilen Arrestes in der G2-Phase des Zellzyklus erfordert jedoch die 

funktionelle Aktivität des 14-3-3sigma Proteins. 14-3-3sigma-defiziente Zellen hingegen 
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können keinen stabilen Arrest in der G2-Phases des Zellzyklus eingehen. Wir untersuchten 

daher, welchen Einfluss die vollständige Deregulation des G2/M-Restriktionspunktes durch 

die kombinierte Inaktivierung des CDK-Inhibitors p21 und des G2/M Regulators 14-3-3sigma 

auf das Zellzyklusverhalten und die Apoptosesensitivität humaner Tumorzellen nach 

Expression von p14ARF hat. 

Die Expression von p14ARF in p21-defizienten (HCT116-p21–/–), 14-3-3sigma-defizienten 

(HCT116-sigma–/–) bzw. in p21/14-3-3sigma doppelt-defizienten  

(HCT116-p21/14-3-3sigma–/–) Zellen im Vergleich zu HCT116 Wild-Typ Zellen zeigte, dass 

der Verlust von 14-3-3sigma den p14ARF-induzierten Arrest in der G2-Phase des Zellzyklus 

nicht verhindert. Während die Behandlung 14-3-3sigma-defizienter Zellen mit dem 

Topoisomerase IIα-Inhibitor Epirubicin zur mitotischen Katastrophe führte, löste die 

Expression von p14ARF in diesen Zellen mitochondriale Apoptose aus. Im Vergleich zu 

HCT116 Wild-Typ Zellen führte der Verlust von p21 oder 14-3-3sigma, besonders jedoch die 

kombinierte bi-allelische Deletion von p21 und 14-3-3sigma, zu einer massiven Erhöhung der 

Apoptosesensitivität dieser Zellen nach Expression von p14ARF. Der p14ARF-induzierten 

Apoptose in den p21 und/oder 14-3-3sigma-defizienten Zellen ging ein transienter Arrest in 

der G2-Phase des Zellzyklus voran. Dieser wurde durch die Herunterregulation der  

CDK1-Kinaseaktivität vermittelt. Im Vergleich zu 14-3-3sigma-profizienten Zellen, wurde der 

Eintritt in die Mitosephase in diesen Defektmutanten verhindert. 

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Expression von p14ARF den distalen 

DNA-Schädigungssignalweg aktiviert. In Tumorzellen, in denen eine intakte  

G2/M-Restriktionspunktkontrolle durch Deletion bzw. funktionelle Inaktivierung von p53, p21 

und 14-3-3sigma verhindert wird, führt dies zur raschen Induktion von apoptotischem Zelltod. 

Im Gegensatz dazu löst die Aktivierung des DNA-Schädigungssignalweges nach Exposition 

gegenüber Zytostatika mitotische Katastrophe aus. Ferner belegen diese Daten, dass sich 

die Deregulation des G2/M-Zellzyklusrestriktionspunktes maßgeblich auf die 

Apoptosesensitvität der Zielzellen auswirkt. 
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7. Diskussion 

Der mitochondriale Apoptosesignalweg spielt eine zentrale Rolle bei der Vermittlung von 

Zelltod nach Expression des p14ARF Tumorsuppressors. Erste Arbeiten unserer Gruppe 

hierzu zeigten, dass es mittels adenoviraler Expression von p14ARF in humanen Tumorzellen 

gelingt einen p53/Bax-unabhängigen Apoptosesignalweg auszulösen. Dies war sowohl bei 

Vorliegen einer p53- bzw. Bax-Mutation, wie auch in Zellen, welche eine bi-allelische 

Deletion des p53- bzw. des Bax-Genes tragen, möglich und ging mit der Aktivierung der 

mitochondrialen Apoptosesignalkaskade, d.h. mit dem Zusammenbruch des mitochondrialen 

Membranpotentials und der Spaltung von Caspasen, einher. Bemerkenswert in diesem 

Zusammenhang war, dass die Aktivierung von Mitochondrien nach Expression von p14ARF 

einerseits Bax-unabhängig verlief, andererseits jedoch durch Expression des  

anti-apoptotischen Bcl-2 Homologs Bcl-xL hemmbar war. Desweiteren war zu diesem 

Zeitpunkt völlig unklar, welche p53-unabhängigen Signalwege bei der Aktivierung der 

Mitochondrien nach Expression von p14ARF relevant sind. Insbesondere die Funktion der 

p53-Homologe p63 und p73 und die des Bax-Homologs Bak waren bis dahin nicht 

untersucht und wurden daher in nachfolgenden Arbeiten funktionell disseziert. 

So gelang es uns zu zeigen, dass der Verlust von Bax in p53-profizienten Zellen durch das 

pro-apoptotische Bax-Homolog Bak nahezu vollständig kompensiert werden kann. Dies ist 

von hoher tumorbiologischer Relevanz, da zahlreiche Untersuchungen belegen, dass die 

funktionelle Inaktivierung der p53/Bax-Signalkasade ein häufiges Ereignis bei malignen 

Neoplasien des Menschen darstellt und, durch das Auslösen von Therapieresistenz, häufig 

prognostisch ungünstig ist. Bax/Bak-doppelt defiziente Zellen hingegen zeigen nach 

Expression von p14ARF keine Aktivierung der Mitochondrien, gemessen am Zusammenbruch 

des mitochondrialen Membranpotentials, der Freisetzung von Cytochrom c oder der 

Aktivierung der Procaspase-9. Dennoch sind diese Zellen nicht vollständig resistent 

gegenüber p14ARF-induziertem Zelltod, was sich in folgenden Befunden äußert: 1) auch 

Bax/Bak-doppelt defiziente Zellen zeigen eine Aktivierung von Caspasen nach Expression 

von p14ARF, 2) diese lässt sich in Anwesenheit von Caspaseinhibitoren vollständig 

blockieren, wodurch die Induktion von Zelltod verhindert wird und 3) auch der kombinierte 

Verlust von Bax und Bak erlaubt kein klonales Langzeitüberleben in vitro. Dies lässt 

vermuten, dass mitochondrien-unabhängige Signalwege an der Vermittlung des  

p14ARF-induzierten Zelltodes beteiligt sind. Aktuelle Arbeiten sollen daher klären, welchen 

Stellenwert die Aktivierung alternativer Apoptosesignalwege hat. Erste Daten weisen auf 

eine Beteiligung ER-vermittelter Apoptosesignalwege hin. Die Relevanz einer Beteiligung 

des Todesrezeptorsignalweges im Rahmen der p14ARF-induzierten Apoptose ist ebenfalls 

Gegenstand aktueller Untersuchungen der Arbeitsgruppe, denn auch dies könnte die 

Mitochondrien-unabhängigen Aktivierung der Procaspase-3 nach Expression von p14ARF 
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erklären. Der Stellenwert der p53-Homologe p63 und p73 wird derzeit ebenfalls untersucht. 

Hier legen erste Ergebnisse nahe, dass p63 und p73 den Verlust der p53-Funktion nur zum 

Teil kompensieren. 

In p53-profizienten Zellen hingegen gelang es uns zu zeigen, dass BH3-only Proteine eine 

essenzielle Rolle bei der Vermittlung der Apoptose-induzierenden Wirkung von p14ARF 

spielen. Insbesondere das BH3-only Protein Puma spielt hier eine zentrale Rolle. Kurz nach 

Expression von p14ARF in p53-profizienten Tumorzellen kommt es zur raschen 

Hochregulation von Puma auf mRNA und Proteinebene. Dies wiederum induziert konsekutiv 

die aktivierende N-terminale Konformationsänderung von Bax, welches dann Mitochondrien 

aktiviert, d.h. den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und die 

Freisetzung von Cytochrom c, auslöst. Demgegenüber geht die Expression von p14ARF in 

Puma-defizienten Zellen mit einer erheblichen Abschwächung der mitochondrialen Apoptose 

einher. Diese kann jedoch durch Reexpression von Puma wieder vollständig hergestellt 

werden. Diese Daten sind neu und belegen einerseits die essenzielle Rolle der BH3-only 

Proteine bei der Vermittlung von Apoptosesignalen nach Expression des p14ARF 

Tumorsuppressors. Andererseits legen die Ergebnisse den hohen tumorbiologischen 

Stellenwert des (selektiven) Verlustes von BH3-only Proteinen, z.B. von Puma, bei der 

Vermittlung von Apoptoseresistenz in humanen Tumorzellen nahe. Welchen Einfluss dies 

auf den klinischen Verlauf und die Prognose von Patienten mit hämatologischen Neoplasien 

oder soliden Tumoren hat ist jedoch in vielerlei Hinsicht noch ungeklärt. Im Rahmen eines 

translationalen Projektes soll dies u.a. beim kolorektalen Karzinom sowie bei der AML und 

der ALL überprüft werden. 

Demgegenüber erfolgt die Induktion von Apoptose nach Expression von p14ARF in  

p53-defizienten Zellen ausschließlich über einen Bak-vermittelten mitochondrialen 

Signalweg. Auch die Reexpression von pro-apoptotischem Bax in diesen Zellen geht nicht 

mit einer relevanten Aktivierung von Bax einher. Dies ist bemerkenswert und deutet darauf 

hin, dass die zur Aktivierung von Bax erforderlichen Signale in p53-defizienten Zellen nicht 

oder zumindest nicht adäquat angeschaltet werden können. Neben p53, einem wichtigen 

transkriptionellen Aktivator von Bax und Bak, könnte vor allem die mangelnde Aktivierung 

der BH3-only Proteine in p53-defizienten Zellen hierfür verantwortlich sein. Ob dies an die 

Abwesenheit von p53 gekoppelt ist oder ob noch andere Faktoren relevant sind, ist derzeit 

unklar. Erste Ergebnisse weiterführender Arbeiten weisen jedoch auf erhebliche 

Unterschiede in der differenziellen Regulation von BH3-only Proteinen in p53-profizienten 

versus p53-defizienten Tumorzellen hin. Auch belegen aktuelle Befunde, dass die  

(zelltyp-spezifische) Regulation anti-apoptotischer Bcl-2 Homologe in diesem Kontext 

relevant sein könnte. So beobachteten wir, dass es nach Expression von p14ARF in  

p53-defizienten Zellen zu einer Herunterregulation der Expression von anti-apoptotischem 

Mcl-1 und Bcl-xL kommt. Dies könnte in der Tat die Bak-Abhängigkeit der p14ARF-induzierten 
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Apoptose in p53-defizienten Zellen erklären: Im Vergleich zu Bcl-2 sind Mcl-1 und Bcl-xL vor 

allem für die Inaktivierung von Bak, weniger von Bax, verantwortlich. Diese Hemmung entfällt 

nach Expression von p14ARF in p53-defizienten Zellen, so dass Bak konsekutiv aktiviert 

werden kann. Die für die (selektive) Herunterregulation von Bcl-xL und Mcl-1 verantwortlichen 

Signalwege hingegen sind noch nicht aufgeklärt und Gegenstand aktueller Arbeiten. Darüber 

hinaus fanden wir, dass es auch in p53-defizienten Zellen zur selektiven Hochregulation und 

Aktivierung von BH3-only Proteinen kommt. Über die präferenzielle Blockade von Mcl-1 und 

Bcl-xL erklärt dies die selektive Aktivierung von Bak statt Bax in p53-defizienten versus  

p53-profizienten Zellen (Abbildung 7.1). 

 

 

Abbildung 7.1: Regulation der mitochondrialen Apoptosesignalkaskade durch den 
p14ARF Tumorsuppressor. Die Induktion der p14ARF-Expression erfolgt vor allem nach 
Aktivierung von Onkogenen oder nach DNA-Schädigung. In p53-profizienten Zellen führt dies 
über die Blockade von Hdm-2 zur Stabilisierung von p53. Dies wiederum induziert die 
vermehrte Expression des BH3-only Proteins Puma, welches dann Bcl-2 und Bcl-xL aus ihrer 
Bindung zu Bax verdrängt. Bax kann dann eine aktivierende, N-terminale 
Konformationsänderung durchlaufen und in die äußere Mitochondrienmembran insertieren. 
Auch in p53-defizienten Zellen verläuft die Induktion des mitochondrialen Apoptosesignalweges 
über die Aktivierung von BH3-only Proteinen (u.a. Noxa und Nbk), welche konsekutiv anti-
apoptotisches Bcl-xL und Mcl-1 blockieren. Ferner wird die Expression von Bcl-xL und Mcl-1 
über einen BH3-only Protein-unabhängigen Signalweg herunterreguliert. Hierdurch entfällt die 
hemmende Wirkung auf Bak, welches dann aktiviert wird und Mitochondrien permeabilisieren 
kann. Beide Signalwege haben eine gemeinsame Endstrecke: Die Insertion von Bax bzw. Bak 
in die äußere Mitochondrienmembran induziert die Freisetzung von Cytochrom c und (d)ATP. 
Hierdurch kommt es zur Formation des mitochondrialen DISC, welcher dann Caspase-3 (und 
Caspase-7) aktivieren kann und unumkehrbar die Endphase der Apoptose einleitet. 
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Weiterhin gelang es uns neue Erkenntnisse zur Regulation des Zellzyklus durch p14ARF zu 

erlangen. So zeigten wir, dass die Induktion eines Arrestes in der G1-Phase des Zellzyklus 

strikt an die Anwesenheit einer funktionellen p53/p21-Signalkaskade gebunden ist. Im 

Gegensatz dazu sind p53- bzw. p21-defiziente Zellen nach Expression von p14ARF nicht in 

der Lage in der G1-Phase des Zellzyklus zu arretieren. Hingegen gehen diese Zellen nach 

Expression von p14ARF einen Zellzyklusarrest in der G2-Phase ein. Mittels weitergehender 

Untersuchungen gelang es uns, den zugrunde liegenden Mechanismus aufzuklären [197]. 

Die Expression von p14ARF induziert die Herunterregulation der für das Übertreten der Zellen 

aus der G2-Phase des Zellzyklus in die Mitose erforderlichen CDK1-Kinaseaktvität. Dies 

geschieht einerseits durch Blockade der Cdc25C-vermittelten Dephosphorylierung von 

CDK1, andererseits löst die Expression von p14ARF eine vermehrte zytoplasmatische 

Sequestrierung und nachfolgende proteasomale Degradation der CDK1 aus. Diese Daten 

sind neu und zeigten zum ersten Mal, dass p14ARF den DNA-Schädigungssignalweg über 

einen p53-unabhängigen Mechanismus aktiviert. Die Relevanz dieser Befunde wurde durch 

andere Gruppen, u.a. in einem in vivo Model, bestätigt. Dies lässt vermuten, dass der 

p14ARF-induzierte G2-Zellzyklusarrest einen bis dahin unbekannten fail-safe Mechanismus 

darstellen könnte, der es auch Zellen mit deregulierter Checkpunkt-Funktion, z.B. nach 

Verlust von p53 und/oder p21, erlaubt Onkogen-getriggerte Proliferationssignale zu 

antagonisieren. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist ferner, dass das 

Wiederherstellen der CDK1-Kinaseaktivität durch Reexpression diesen p14ARF-induzierten 

G2-Arrest überwindet und dabei massiv Apoptose induziert. Dies wiederum spricht für die 

essenzielle Funktion des p14ARF-Signalweges bei der Verknüpfung von Zellzyklusarrest- und 

Apoptoseprogrammen. Bei Vorliegen konkurrierender Signale, d.h. Zellzyklusarrest 

(vermittelt durch Expression von p14ARF) versus Zellzyklusprogression (vermittelt durch 

Reexpression von CDK1) wird ein mitochondriales Apoptoseprogramm ausgelöst. Ferner 

unterstreichen diese Befunde, dass die Induktion von apoptotischem Zelltod eine zentrale 

Bedeutung für den Erhalt der genomischen Stabilität einer Zelle hat und dass der  

p14ARF-Signalweg hieran beteiligt ist. 

In nachfolgenden Arbeiten gelang es uns, die beteiligten Signalwege weiter zu dissezieren. 

Hier zeigten wir, dass neben p53 und p21 auch der G2/M-Regulator 14-3-3sigma essenzielle 

Funktion bei der Vermittlung eines stabilen G2-Arrestes nach Expression von p14ARF hat. 

Dies bestätigt einerseits zuvor gewonnene Daten zum Einfluss der  

G2/M-Restriktionspunktkontrolle auf die p53-unabhängige Zellzyklusregulation durch p14ARF. 

Andererseits weisen die Befunde darauf hin, dass die Expression von p14ARF in Zellen, in 

denen die Checkpunkt-Funktion nach Deletion bzw. funktioneller Inaktivierung von p53, p21 

und/oder 14-3-3sigma verloren gegangen ist, zur raschen Induktion von apoptotischem 

Zelltod führt. Im Gegensatz dazu löst die Aktivierung des DNA-Schädigungssignalweges 

nach Behandlung mit Zytostatika mitotische Katastrophe aus (Abbildung 7.2). Unklar und 
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daher Gegenstand aktueller Untersuchungen ist jedoch, ob die Apoptose nach Expression 

von p14ARF aus der G2-Phase des Zellzyklus heraus erfolgt oder ob die Zellen zuvor in die 

Mitosephase übertreten. 

 

Abbildung 7.2: Modell zur Aktivierung von Zellzyklusarrest und Apoptose nach Expression des  
p14ARF-Tumorsuppressors. Linke Seite: Während der p14ARF-induzierte G1-Arrest in p53-profizienten Zellen 
über p53 und p21 vermittelt wird, kommt es in p53-defizienten Zellen über die Inaktivierung von CDK1 (cdc2) zur 
Induktion eines G2-Arrestes und nachfolgend mitochondrialer Apoptose. Hierdurch und über die Inaktivierung von 
CDK1 wird mitotische Katastrophe durch Blockade des Eintritts der Zellen in eine aberrante Mitose verhindert. 
Rechte Seite: Im Gegensatz hierzu induziert die Aktivierung des DNA-Schädigungssignalweges, z.B. nach 
Behandlung mit Chemotherapeutika oder Bestrahlung, einen Arrest in der G1- bzw. der G2-Phase des Zellzyklus. 
Bei Verlust von p21 und/oder 14-3-3sigma hingegen wird eine mitotische Katastrophe ausgelöst, da CDK1 nicht 
blockiert werden kann. 
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8. Ausblick 

Mittels der durchgeführten Untersuchungen gelang es uns, die bei der Vermittlung von 

Apoptose und Zellzyklusarrest durch den p14ARF Tumorsuppressor beteiligten Signalwege 

aufzuklären und auf funktioneller Ebene detailliert zu dissezieren. In diesem Zusammenhang 

gilt es nun weitere relevante Signalwege zu identifizieren und deren Funktionsweise zu 

analysieren. Einerseits ist die p53-unabhängige Aktivierung des mitochondrialen 

Apoptosesignalweges nach Expression von p14ARF noch nicht vollständig aufgeklärt. Was ist 

der funktionelle Stellenwert der p53-Homologe p63 und p73? Unter welchen Umständen 

können diese den Verlust von p53 kompensieren oder wird die Aktivierung von  

pro-apoptotischem Bax bzw. Bak durch andere Mechanismen vermittelt? Spielt die 

differenzielle Regulation der BH3-only Proteine hier eine Rolle? Wenn ja, werden diese auf 

transkriptionellem Wege oder durch post-translationale Mechanismen reguliert? Diese 

Fragestellungen sind völlig neu und bisher nicht oder nur ansatzweise untersucht. Ferner 

stellt sich die Frage, ob neben den Mitochondrien andere Zellorganellen an der Exekution 

p14ARF-induzierter Zelltodsignalwege beteiligt sind. Vor allem der Einfluss des ER ist 

unbekannt und daher Gegenstand weiterer Untersuchungen der Arbeitsgruppe. Ferner wird 

detailliert geprüft werden, ob neben Apoptose auch andere Zelltodsignalwege bei der 

Umsetzung p14ARF-vermittelter Signale mechanistisch relevant sind. Neben der 

Autophagozytose ist hier vor allem auch der Stellenwert der mitotischen Katastrophe zu 

untersuchen. Gleichsam werfen die gewonnenen Erkenntnisse zur Regulation des  

G2/M-Restriktionspunktes viele neue Fragen auf. Wie werden diese Signale an Cdc25C und 

CDK1 weitergeleitet? Hat p14ARF eine Funktion im proximalen Anteil des  

DNA-Schädigungssignalweges? Wenn ja, wie werden diese Signale wahrgenommen? 

 

Mittel- bis langfristig sollen die gewonnen Erkenntnisse in die Diagnostik und die Entwicklung 

neuer Therapiestrategien maligner Tumorerkrankungen einfließen. Neben der (funktionellen) 

Analyse der INK4A/ARF Expression sind vor allem die mechanistischen Erkenntnisse zur 

Exekution p14ARF-vermittelter Apoptosesignalwege unter Einbeziehung der BH3-only Protein-

induzierten Aktivierung von Bax und/oder Bak relevant. Wann und unter welchen 

Bedingungen kann Bak den Verlust von Bax kompensieren? Wie können diese Bedingungen 

hergestellt werden? Könnte es möglich sein, dieses auf pharmakologischem Wege zu 

erreichen und so die in vielen Tumorentitäten deletäre Konsequenz einer Inaktivierung der 

p53/Bax-Signalkaskade wirkungsvoll zu durchbrechen? Auch diese Untersuchungen sind 

neu und gehen weit über die bisher publizierten Analysen zum prognostischen Stellenwert 

der INK4A/ARF Inaktivierung bei hämatologischen Neoplasien bzw. soliden Tumoren hinaus. 
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9. Zusammenfassung 

Entgegen dem initial postulierten Paradigma einer strikten p53-Abhängigkeit  

p14ARF-vermittelter Signale, belegen unsere Daten die Existenz eines p53/Bax-unabhängigen 

mitochondrialen Apoptosesignalweges. Dieser wird durch die BH3-only Protein-vermittelte 

Aktivierung des pro-apoptotischen Bcl-2 Homologs Bak exekutiert. Darüber hinaus kommt es 

zur Herunterregulation der Apoptose-hemmenden Bcl-2 Proteine Mcl-1 und Bcl-xL, wodurch 

der Apoptose-induzierende Effekt nach Expression von p14ARF weiter verstärkt wird. 

Demgegenüber wird die Aktivierung des mitochondrialen Apoptosesignalweges in  

p53-profizienten Zellen präferenziell durch die p53-vermittelte Aktivierung des BH3-only 

Proteins Puma und dessen Effektor Bax ausgeführt. Der Verlust von Bax kann jedoch durch 

das pro-apoptotisches Bak nahezu vollständig kompensiert werden. Die differenzielle 

Aktivierung von Bax und/oder Bak im Rahmen der p14ARF-induzierten Apoptose unterstreicht 

die zentrale Rolle der BH3-only Proteine bei der Vermittlung und Integration von 

Apoptosesignalen. 

Im Vergleich zur Apoptoseregulation ist die Induktion eines Arrestes in der G1-Phase des 

Zellzyklus nach Expression von p14ARF strikt an einen funktionstüchtigen p53-Signalweg 

gekoppelt. Hierbei spielt vor allem die transkriptionelle und funktionelle Aktivierung des  

CDK-Inhibitors p21 eine zentrale Rolle. Nach Verlust, z.B. Deletion, von p53 und/oder p21 

arretieren p14ARF-exprimierende Zellen hingegen in der G2-Phase des Zellzyklus. Dies wird 

durch Aktivierung des DNA-Schädigungssignalweges, vermittelt via Herunterregulation der 

CDK1-Kinase, erreicht. Im Gegenzug resultiert ein Verlust der G2-Restriktionspunktkontrolle, 

z.B. durch Inaktivierung des CDK-Inhibitors p21 oder nach Deletion des G2/M-Regulators 

14-3-3sigma, in einer Sensibilisierung gegenüber p14ARF-induzierter Apoptose. Diese 

Abläufe könnten einen fail-safe Mechanismus darstellen, welcher es genomisch instabilen 

Zellen erlaubt, Zelltodprogramme auch nach Verlust von p53 und/oder p21 zu aktivieren. 

Diese Befunde sind sehr bedeutsam, da der p14ARF Tumorsuppressor eine zentrale Rolle bei 

der Vermittlung von Zellzyklusarrest, Apoptose und Seneszenz spielt. Weit mehr als die 

Hälfe aller Tumore weisen eine direkte oder indirekte Inaktivierung des p14ARF-Signalweges 

auf. Umfangreiche experimentelle Daten belegen eindrucksvoll, dass diese Veränderungen 

nicht nur für die Entstehung und Progression einer Reihe von Tumorerkrankungen 

bedeutsam sind, sondern auch prognostischen Stellenwert haben. Die detaillierte Analyse 

und funktionelle Dissektion der beteiligten Apoptose- und Zellzyklus-regulierenden 

Signalwege ist daher nicht nur von rein zellbiologischem Interesse, sondern hat auch eine 

hohe klinische Relevanz. Zukünftig geplante Untersuchungen zielen daher nicht nur auf die 

weitere Signalwegsanalyse ab, sondern dienen vor allem auch der Untersuchung ihres 

prognostischen Stellenwertes bei klinisch relevanten Tumorentitäten. 
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