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1. Zusammenfassung 

Das Tumorsuppressorprotein p14ARF kann Apoptose sowohl über einen p53-abhängigen, als 

auch über einen p53-unabhängigen, mitochondrialen Signalweg auslösen. Ziel dieser Arbeit 

war es daher, diese beiden Signalwege in humanen Tumorzelllinienmodellen miteinander zu 

vergleichen und auf funktioneller Ebene zu dissezieren. Hierfür wurden zunächst 

systematisch die pro- und anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Genfamilie, die maßgeblich 

an der Aktivierung der mitochondrialen Apoptose beteiligt sind, sowohl in einem p53-

profizienten Zellen, als auch in einem p53-defizienten Zellen hinsichtlich ihrer Expression 

und ihrer Funktionen untersucht. 

Nach Expression von p14ARF kommt es in p53-profizienten Zellen zu einer transkriptionellen 

Hochregulation des Apoptose-fördernden BH3-only-Proteins Puma. Einhergehend damit 

stieg die Puma-Proteinkonzentration an. Des Weiteren folgte eine aktivierende 

Konformationsänderung des Apoptose-fördernden Bcl-2-Proteins Bax. Bax transloziert und 

senkt sich in die Mitochondrienmembran ein, was zur Freisetzung pro-apoptotischer 

Faktoren, wie Cytochrom c, aus den Mitochondrien ins Zytosol und zur Auslösung von 

Apoptose führt. Die funktionelle Bedeutung des BH3-only-Proteins Puma zeigt sich ferner 

daran, dass Puma-defiziente Zellen vollständig resistent gegenüber der Apoptose-

vermittelnden Wirkung von p14ARF sind und die Rekonstitution von Puma diese 

Zelltodresistenz wirkungsvoll durchbrechen kann. 

In p53-defizienten Zellen hingegen verläuft die Apoptose nach Expression von p14ARF 

gänzlich unabhängig von Puma und anderen BH3-only-Proteinen, sowie von Bax ab. 

Stattdessen löst p14ARF hier eine gezielte Herunterregulation der Apoptose-hemmenden Bcl-

2-Familienmitglieder Mcl-1 und Bcl-xL aus. Hierdurch entfällt deren hemmende Wirkung auf 

das Apoptose-fördernde Bax-Homolog Bak, welches durch N-terminale Konformations-

änderung aktiviert wird und daraufhin Apoptose über einen mitochondrialen Signalweg 

einleitet. Eine Sensibilisierung für Bak-vermittelte Apoptose durch Herunterregulation von 

Mcl-1 konnte auch für den Zelltod, der durch den Todesliganden TRAIL (tumor necrosis 

factor related apoptosis-inducing ligand) ausgelöst wird, gezeigt werden.  

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass, in Abhängigkeit vom p53-

Status und der Expression der zentralen Apoptose-Effektoren Bax und Bak, Tumorzellen 

über sehr distinkte Apoptose-Signalwege auf zellulären Stress reagieren. Insbesondere 

konnten durch diese Untersuchungen wesentliche Unterschiede in der zellulären Reaktion 

auf den p14ARF Tumorsuppressor, der ein wesentliches Element der Onkogen-induzierten 

Stressantwort darstellt, erarbeitet werden. Diese Unterschiede sind auch für die 

Empfindlichkeit von Krebszellen gegenüber neuen Tumortherapeutika wie TRAIL von 

Bedeutung.
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2. Einleitung 

2.1 Die Apoptosesignalwege 

Die Apoptose wurde erstmals 1972 durch Kerr et al. beschrieben und wird auch als 

programmierter Zelltod der Form Typ I bezeichnet (Kerr et al., 1972). Als Typ II-Zelltod wird 

die Autophagie oder die Autophagozytose bezeichnet. Kommt es zum Substratmangel bzw. 

Energiemangel der Zelle, kann diese durch lysosomalen Abbau den Energiestoffwechsel 

aufrechterhalten. Die Autophagie, die caspaseunabhängig abläuft, ist somit ein 

Anpassungsmechanismus der Zelle auf Stress und kann bei Zufuhr von Wachstumsfaktoren 

umgekehrt werden (Lum et al., 2005). 

Als Typ III-Zelltod wird die Nekrose gezählt. Sie kann durch physikalische oder chemische 

Schädigung der Zelle ausgelöst werden. Die frühzeitige Permeabilisierung der Zellmembran 

führt zum Anschwellen des Zellkerns und der Organellen und zur Freisetzung von 

Zellinhalten, was - im Gegensatz zur Apoptose - eine Entzündungsreaktion hervorruft 

(Martinou & Green, 2001; Scholz et al., 2005; Zong et al., 2004).  

Die Apoptose, oder auch programmierter Zelltod Typ I, spielt eine essentielle Rolle während 

der embryonalen Entwicklung multizellulärer Lebewesen. Morphologisch lassen sich 

apoptotische Zellen durch das Schrumpfen und abrunden von Zellen, die Kondensation des 

Chromatins, den Zerfall des Zellkerns, die Abschnürung bläschenartiger Ausstülpungen der 

Membran (membrane blebbing), die Abschnürung von Vesikeln (apoptotic bodies) und durch 

die Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen charakterisieren. In adulten Organismen 

trägt die Entfernung gefährlicher oder maligne entarteter Zellen maßgeblich zur 

Verhinderung der Tumorentstehungen bei (Clarke, 1990).  

Aus funktioneller Sicht werden zwei Apoptosesignalwege unterschieden. Dies sind der 

intrinsische und der extrinsische Apoptosesignalweg (Abbildung 1). 

Der extrinsische Apoptosesignalweg wird durch die Aktivierung von Todesrezeptoren 

angeschaltet. Todesrezeptoren gehören zur Familie der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren 

(TNF-R) und binden an Todesliganden, wodurch deren Oligomerisierung induziert wird. 

Hierdurch wird die Bindung von Adaptermolekülen über die Todesdomäne (DD), wie 

beispielsweise FADD (Fas associated death domain), auf der intrazellulären Seite des 

Rezeptors ermöglicht. Die Bindung erlaubt die Rekrutierung der inaktiven Pro-Caspase-8, 

welche als sogenannte Initiatorcaspase fungiert und autokatalytisch aktiviert wird. Die Pro-

Caspase-8 rekrutiert schließlich die nachgeschalteten Effektorcaspasen-3, -6 und -7 und 

leitet schließlich deren unumkehrbare, proteolytische Spaltung und Aktivierung sowie die 

Endphase des apoptotischen Zelltodes ein (Medema et al., 1997). 
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Abbildung 1: Extrinsischer und intrinsischer Apoptosesignalweg. Der extrinsische Signalweg 
(links) wird durch die Aktivierung von Todesrezeptoren angeschaltet. Das Adapterprotein FADD führt 
zur Rekrutierung und Spaltung der Pro-Caspase-8, die anschließend die Pro-Caspase-3 aktiviert und  
dadurch die Apoptose auslöst. Der intrinsische Signalweg (rechts) wird durch zellulären Stress, wie 
z.B. DNA-Schädigung oder Onkogenaktivierung ausgelöst und führt zur Aktivierung der pro-
apoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder Bax und Bak. Diese oligomerisieren und binden in die äußere 
Mitochondrienmembran. Es kommt zur Porenbildung und zur Freisetzung von pro-apoptotischen 
Faktoren, wie beispielsweise Cytochrom c, und zur Bildung des Apoptosoms, bestehend aus der Pro-
Caspase-9, Apaf-1, (d)ATP und Cytochrom c (Cy. c). Dies führt zur Aktivierung von Caspase-9 und 
zur Einleitung der Caspasekaskade und letztlich zur morphologischen Ausprägung der Apoptose. 
Beide Signalwege sind durch das pro-apoptotische Protein Bid verbunden, welches zu tBid gespalten 
wird und maßgeblich an der Aktivierung von Bax und Bak beteiligt ist (Daniel, 2000). 

 
Der intrinsische Apoptosesignalweg wird auch als mitochondrialer Signalweg bezeichnet und  

wird durch die Proteine der Bcl-2-Familie reguliert (Abbildung 1) (Danial & Korsmeyer, 2004).  

Die Bcl-2-Familienmitglieder werden ihrer Funktion nach in anti- und pro-apoptotische Bcl-2- 

Proteine unterteilt (Abbildung 2) (Adams & Cory, 2007; Gillissen et al., 2003b; Youle & 

Strasser, 2008). Die anti-apoptotischen Familienmitglieder zeichnen sich durch eine 

Homologie in den Domänen BH1, BH2, BH3 bis BH4 aus. Die pro-apoptotischen Bcl-2-

Proteine besitzen die Domänen BH1, BH2 bis BH3, wohingegen die BH3-only-Proteine 

strukturelle Homologien nur innerhalb der BH3-Domäne aufweisen. Letztere sind essentielle 

Vermittler von Zelltodsignalwegen (Adams & Cory, 2007; Gillissen et al., 2003b; Youle & 

Strasser, 2008). Die Vertreter der pro-apoptotischen BH3-only-Proteine sind Bim, Puma, 

Noxa, Nbk, Bad, Hrk, BNIP3 und Spike (Willis & Adams, 2005). Nach funktionellen 

Datenanalysen kann man Puma, Bim und tBid als starke Auslöser der Apoptose bezeichnen, 
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da sie alle Vertreter der anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine antagonisieren können. Noxa, Nbk 

und Bad hingegen binden nur selektiv an bestimmte Bcl-2-Proteine und werden daher 

irreführend als schwache BH3-only-Proteine bezeichnet (Abbildung 3) (Chen et al., 2005b). 

 
 
Abbildung 2: Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie. Die Bcl-2-Familie setzt sich aus pro- und anti-
apoptotischen Proteinen zusammen. Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 und A1/Bfl-1 gehören den anti-
apoptotischen Proteinen an und besitzen eine BH1-, BH2-, BH3- und eine BH4-Domäne. Die pro-
apoptotischen Mitglieder Bax, Bak und Bok/Mtd besitzen homologe BH1-, BH2- und BH3-Domänen. 
Die BH3-only-Proteine hingegen weisen Homologien nur innerhalb der konservierten BH3-Domäne 
auf (Coultas & Strasser, 2003). 
 

Mitglieder der pro-apoptotischen Bcl-2-Familie, wie beispielsweise Bax und Bak, werden als 

Multidomänenproteine bezeichnet. Durch die Bindung der pro-apoptotischen Proteine an die 

anti-apoptotischen Proteine werden Bax und Bak aus der Bindung zu den anti-apoptotischen 

Proteinen verdrängt, freigegeben und lösen somit mitochondriale Apoptose aus. Ob die BH3-

only-Proteine direkt an Bax bzw. Bak binden können und sie durch eine N-terminale 

Konformationsänderung aktivieren, wird kontrovers diskutiert (Willis & Adams, 2005). 
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Abbildung 3: Die Hierarchie der pro- und anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine. Die BH3-only-
Proteine (gelbe Kästchen) Bim, Puma und tBid werden als stark apoptosefördernd bezeichnet und 
können alle anti-apoptotischen Proteine (blaue Kästchen) antagonisieren. Nbk, Bmf und Bad sind 
schwach apoptosefördernd und können nur Bcl-xL, Bcl-w und Bcl-2 antagonisieren, nicht aber Mcl-1. 

Noxa hingegen bindet nur an A1/Bfl-1 und Mcl-1 (Willis & Adams, 2005). 
 
Es werden in der Literatur zwei Modelle zur Aktivierung von Bax und Bak beschrieben. Das 

Aktivator-Modell postuliert die Aktivierung von Bax und Bak direkt durch die Bindung an BH3-

only-Proteine (Kuwana et al., 2005). Im Sensitizer-Modell wird die Hemmung anti-

apoptotischer Bcl-2-Familienmitglieder durch die Bindung der BH3-only-Proteine 

beschrieben (Abbildung 4) (Chen et al., 2005b).  

Die Multidomänenproteine Bax und Bak üben einen direkten Einfluss auf die Mitochondrien 

aus. Bax transloziert nach einer N-terminalen Konformationsänderung vom Zytoplasma in 

die äußere Mitochondrienmembran und oligomerisiert dort. Dies könnte die Porenbildung 

und die Permeabilisierung der äußeren mitochondrialen Membran (MOMP-Mitochondrial 

outer membrane permeabilization) zur Folge haben (Green & Kroemer, 2004). MOMP führt 

zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials ( m) und zur Freisetzung 

löslicher, apoptoseinduzierender Faktoren, wie beispielsweise Cytochrom c, aus dem 

intermembranären Spalt der Mitochondrien in das Zytoplasma. Das Apoptosom, ein 

Signalkomplex, der aus Cytochrom c, APAF-1, (d)ATP und der Procaspase-9 besteht, wird 

gebildet. Die Procaspase-9 wird anschließend autokatalytisch zur biologisch aktiven 

Caspase-9 gespalten (Srinivasula et al., 1998) und aktiviert die Effektorcaspasen-3, -6 und   

-7 durch limitierte Proteolyse (Nicholson, 1999). Letztlich kommt es zum apoptotischen 

Zelltod. 
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Abbildung 4: Sensitizer-Modell versus Aktivator-Modell. Die pro-apoptotischen Proteine, wie 
beispielsweise Bim, Bax bzw. Bak können aus ihrer Bindung zu anti-apoptotischen Bcl-2- Proteinen 
verdrängt werden. Infolge dessen kommt es zu einer Konformationsänderung von Bax und/oder Bak 
(Sensitizer-Modell, links). Die BH3-only-Proteine Bim, Bid und Puma können möglicherweise 
Apoptose durch direkte Aktivierung von Bax und/oder Bak auslösen (Aktivator-Modell, rechts) (Willis & 
Adams, 2005). 
 

Das Bindeglied des extrinsischen und des intrinsischen Signalwegs ist das BH3-only-Protein 

Bid (BH3-interacting domain death agonist). Die aktive Form tBid (trunkiertes Bid) wird durch 

die Caspase-8 reguliert und führt nach Translokation zum Mitochondrium zur N-terminalen 

Konformationsänderung von Bax und Bak (Li et al., 1998). 

 

2.2 Der p14ARF-Tumorsuppressorsignalweg  

Die Inaktivierung des p14ARF-Signalwegs spielt bei der Entstehung und Entwicklung 

zahlreicher Tumore eine essentielle Rolle. Der p14ARF-Tumorsuppressor (p19ARF in der Maus) 

ist an der Vermittlung von Zellzyklus-Arrest, Zelltod und Seneszenz maßgeblich beteiligt, 

dennoch ist dessen Wirkmechanismus noch größtenteils unverstanden (Abbildung 5).  

Der p14ARF-Tumorsuppressor wird gemeinsam mit dem Zellzyklusregulator p16INK4a am 

INK4A-Lokus kodiert (Duro et al., 1995; Mao et al., 1995; Quelle et al., 1995). Die 

Verwendung unterschiedlicher Exons 1 (bei p16INK4a wird das Exon 1α abgelesen und bei 

p14ARF/p19ARF das Exon 1β) und einer Verschiebung des Leserasters in einen alternativen 

Leserahmen (ARF: Alternative Reading Frame), führt zur Bildung zweier Proteine, die sich in 

ihrer Struktur und Funktion unterscheiden. Die Expression von p14ARF wird durch Onkogene 

oder zellulären Stress, wie z.B. DNA-Schädigung, induziert (de Stanchina et al., 1998; 

Palmero et al., 1998; Zindy et al., 1998). Dies führt zum p14ARF-vermittelten Abbau des p53-
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Antagonisten Hdm-2 und zur physikalischen Stabilisierung des p53-Tumorsuppressors. 

Neben der Aktivierung p53-vermittelter Signale weisen zahlreiche Arbeiten darauf hin, dass 

p14ARF Proliferation, Zelltod und Seneszenz auch über p53-unabhängige Signalwege 

kontrolliert (Eymin et al., 2003; Hemmati et al., 2002b; Sherr, 2006; Sherr et al., 2005). Der 

p14ARF-Tumorsuppressor besitzt darüber hinaus die Fähigkeit, die ribosomale RNA-Synthese 

zu hemmen (Moss et al., 2007; Sugimoto et al., 2003).  

 
 
Abbildung 5: Der p14

ARF
-Tumorsuppressorsignalweg. Der Tumorsuppressor p14

ARF
 wird 

gemeinsam mit dem Zellzyklusregulator p16INK4A durch den INK4A-Genlokus kodiert. P14
ARF

 führt 
zur Stabilisierung des p53-Tumorsuppressorproteins durch Antagonisierung von Hdm-2, einer E3-
Ubiquitinligase. Der Transkriptionsfaktor p53 aktiviert pro-apoptotische Bcl-2-Proteine, wie 
beispielsweise das BH3-only-Protein Puma, durch transkriptionelle Hochregulation. Dies führt zur N-
terminalen Konformationsänderung von Bax und Bak und zur Exekution der Apoptose. P16, als 
weiteres Genprodukt des INK4A-Lokus, führt zum Zellzyklus-Arrest (Daniel, 2000). 
 

In der Literatur sind zahlreiche Bindungspartner von p14ARF beschrieben. Das sind unter 

anderem Hdm-2 und die in der Transkriptionskontrolle involvierten Proteine, wie Dp1, c-myc, 

p63, Hif1α und Foxm1b (Calabro et al., 2004; Datta et al., 2004; Datta et al., 2005; Eymin et 

al., 2001; Fatyol & Szalay, 2001; Kalinichenko et al., 2004; Korgaonkar et al., 2005). Ebenso 

bindet p14ARF nukleäre Proteine, wie beispielsweise das virale Protein HIV-1Tat und 

Proteine, die der Chromosomenstabilität dienen, wie beispielsweise die Topoisomerase 1, 

Tip60 und die WRN-Helikase, sowie die E3-Ubiquitinligasen Ubc9, Hdm-2 und ARF-

BP1/Mule (Chen et al., 2005a; Eymin et al., 2006; Tago et al., 2005; Woods et al., 2004).  

Als wichtiger Interaktionspartner von p14ARF wurde das nukleäre Protein Nucleophosmin 

(NPM-1/B23) identifiziert (Itahana et al., 2003). NPM-1 ist an zahlreichen zellulären 

Prozessen beteiligt, wie beispielsweise an der Genomstabilisierung, der Regulation des 

Zellzyklus und der Regulation des Zellwachstums, sowie am nukleären Proteintransport und 
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an mRNA-Polyadenylierungen (Grisendi et al., 2006; Palaniswamy et al., 2006). Durch die 

Bindung von p14ARF an NPM-1 wird der Hin- und Hertransport von NPM-1 zwischen dem 

Nukleus und dem Zytoplasma blockiert (Bertwistle et al., 2004). NPM-1 konkurriert zudem 

mit der E3-Ligase Hdm-2 um die ARF-Bindung und somit um die Stabilisierung von p53 

(Brady et al., 2004). NPM-1 besitzt jedoch ebenfalls eine apoptosefördernd Wirkung, da es 

nach einem apoptotischen Stimulus, wie der Staurosporinbehandlung, vom Nukleus zum 

Zytoplasma transloziert. Es bindet Bax und p53 und löst somit die Freisetzung von 

Cytochrom c aus den Mitochondrien aus und ist daher als Bindungspartner von p14ARF in der 

p14ARF-vermittelten Apoptose durchaus interessant (Kerr et al., 2007). P14ARF reguliert   

NPM-1 durch eine sogenannte negative Rückkoppelung, welche zu einer Hemmung der 

ribosomalen RNA-Synthese führt (Itahana et al., 2003).  

Der Tumorsuppressor p14ARF ist darüber hinaus in der Lage, Bindungspartner zu 

ubiquitinieren, zu sumoylieren und zu degradieren (Haindl et al., 2008; Kuo et al., 2008; Tago 

et al., 2005). Der Mechanismus, durch welchen p14ARF die Aktivität seiner Bindungspartner 

beeinflusst, ist jedoch noch unverstanden (Lowe & Sherr, 2003). Bekannt ist jedoch, dass 

p14ARF die Stabilität seiner Bindungspartner verändert. Dies bewirkt einerseits den Ubiquitin-

abhängigen Abbau der Bindungspartner über das Proteasom, jedoch sind anderseits 

Ubiquitin-unabhängige Abbauwege beschrieben, wie beispielsweise für den Abbau von HIV-

1Tat und CtBP2 (Paliwal et al., 2006).  

 

2.2 Die Rolle von p53 in der Apoptose 

Der Transkriptionsfaktor p53 wird durch DNA-Schäden in der Zelle aktiviert. Dies können 

unter anderem DNA-Doppelstrangbrüche, die durch Strahlung oder Chemotherapie 

verursacht werden, sein (Levine, 1997). P53 dient als Transkriptionsfaktor für zahlreiche 

Gene, wie p21Cip1/WAF-1, Bax, Puma, Noxa, 14-3-3, Gadd45, IGF-Bp3 und PIG (Kannan et al., 

2001a; Kannan et al., 2001b; Nakano & Vousden, 2001; Oda et al., 2000), kann jedoch auch 

die Expression einiger Gene hemmen (Taylor & Stark, 2001). Bedeutend für die 

Tumortherapie ist, dass p53 häufig in Tumoren inaktiv ist. 90 % der p53-Mutationen hemmen 

die DNA-Bindungsdomäne von p53 (Levine, 1997). Somit ist bei der Behandlung der 

Tumorerkrankung im Wesentlichen der p53-Status entscheidend für eine erfolgreiche 

Therapiemöglichkeit. Ist p53 im Tumor inaktiv, müssen p53-unabhängige Mechanismen für 

die Vermittlung der Apoptose und somit für die Behandlung des Tumors stimuliert werden. 

Der Tumorsuppressor p14ARF kann unabhängig vom p53-Status Apoptose auslösen und ist 

daher aus prognostischer Sicht für die Tumortherapie interessant (Sherr, 2006; Sherr et al., 

2005). Die Mechanismen einer p53-abhängigen oder p53-unabhängiger Apoptose sind aus 

klinischer Sicht noch vorwiegend unverstanden und sind daher besonders Gegenstand 

dieser vorliegenden Arbeit. 
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3. Ziele der Arbeit 

Da die Inaktivierung des p14ARF-Tumorsuppressorsignalwegs eine zentrale Rolle bei der 

Entstehung maligner Tumore sowie bei der Entwicklung von Apoptoseresistenzen spielt, ist 

es von klinisch-prognostischer Bedeutung, den Wirkmechanismus von p14ARF detaillierter zu 

analysieren. Die Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die adenoviralvermittelte 

Expression von p14ARF sowohl p53-abhängige, als auch p53-unabhängige mitochondriale 

Apoptose auslöst. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die zugrunde liegenden 

Mechanismen in der p53-abhängigen und in der p53-unabhängigen Apoptose in humanen 

Tumorzelllinien zu untersuchen und hinsichtlich ihrer Funktionen zu analysieren. 

Ein wesentlicher Aspekt war hierbei, die p14ARF-vermittelte Apoptose in humanen Tumor-

Zellsystemen detailliert zu untersuchen und auf funktioneller Ebene zu dissezieren. 

Insbesondere sollte die Rolle der differentiellen Regulation von pro- und anti-apoptotischen 

Bcl-2-Proteinen nach adenoviraler Expression von p14ARF untersucht werden. 

 

Im Rahmen der Arbeit sollten folgende Aspekte beantwortet werden: 

1. Untersuchung der Regulation der pro-und anti-apoptotischen BH3-only-Proteine nach 

der Expression von p14ARF in p53-profizienten, humanen Tumorzelllinien. Hierzu 

sollen die pro- und anti-apoptotischen Proteine hinsichtlich ihrer Regulation der 

mRNA-Expression und hinsichtlich ihrer Protein-Expression untersucht werden und 

die Auslösung der Apoptose nach p14ARF-Expression mit geeigneten 

Analysemethoden (durchflusszytometrische Messung der fragmentierten DNA, 

durchflusszytometrische Messung des Zusammenbruchs des Membranpotientials 

und die Untersuchung der N-terminalen Konformationsänderung von Bax und Bak) 

analysiert werden. 

2. Untersuchung der Regulation der pro-und anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine nach der 

Expression von p14ARF in p53-defizienten, humanen Tumorzelllinien. Hierzu soll 

verstärkt die Rolle der anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine z.B. von Bcl-xL oder Mcl-1 

bei der Aktivierung des mitochondrialen Apoptosesignalweges nach Expression von 

p14ARF mittels geeigneter Apoptose-Analysemethoden (durchflusszytometrische 

Messung der fragmentierten DNA, durchflusszytometrische Messung des 

Zusammenbruchs des Membranpotientials die Untersuchung der N-terminalen 

Konformationsänderung von Bax und Bak) untersucht werden. 

3. Beeinflussung der TRAIL-vermittelten Apoptose durch Herunterregulation der anti-

apoptotischen Bcl-2-Proteine. Hierzu soll die Sensibilisierung für TRAIL-vermittelte 

Apoptose untersucht werden, wenn beispielsweise anti-apoptotische Bcl-2-Proteine 

wie Bcl-xL oder Mcl-1 durch siRNA herunter reguliert werden. 
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4. Methodik 

4.1 Zellkulturen 

HCT116-Kolonkarzinomzellen, DU145-Prostatakarzinomzellen und SAOS-2- 

Osteosarkomzellen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) wurden in DMEM-Medium 

(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mit 10 % fetalem Kälberserum (fetal calf serum: FCS), 

100.000 U/l Penicillin und 0,1 g/l Streptomycin bei 37 °C mit 5 % CO2 und bei 95 % 

Luftfeuchte kultiviert.  

HCT116 Wild-Typ-Zellen und die isogenen Sublinien HCT116 Puma-/-, HCT116 p21cdkn1-/- und 

HCT116 Puma-/-/HCT116 p21cdkn1-/- sowie die isogenen Sublinien HCT116 Bax-/- und HCT116 

Bak knock down (kd) und HCT116 Bax-/-/Bak knock down (kd) wurden von Dr. Bert 

Vogelstein, vom Johns Hopkins Cancer Center,  aus Baltimore USA zur Verfügung gestellt. 

Die Herstellung der retroviralen Kontrollzellen (HyTK-mock-transfiziert) und der Bax-re-

exprimierenden Zellen (HyTK-Bax-transfiziert) erfolgte wie bei Gilissen et al. und von Haefen 

et al. beschrieben (Gillissen et al., 2003b; von Haefen et al., 2002). Des Weiteren erfolgte die 

Herstellung der Bak-GFP-Transfektanten und der Bax-GFP-Transfektanten wie publiziert 

(von Haefen et al., 2004).  

 

4.2 Adenovirale Vektoren 

Die Konstruktion des rekombinanten, replikationsinkompetenten Ad5-CMVp14ARF (Ad-

p14ARF) erfolgte nach Hemmati et al. (Hemmati et al., 2002a). Die Herstellung der 

verwendeten Adenoviren sowie die Virus-Titerbestimmung wurden wie in Gillissen et al. 

beschrieben. Ein Kontrollvirus, das -Galactosidase (Ad-lacZ) exprimiert, wurde auf die 

gleiche Weise hergestellt (Gillissen et al., 2003a). 

Die Virusgewinnung bzw. Aufreinigung lässt sich kurz wie folgt beschreiben: HEK293-Zellen 

wurden mit Virus-Lysat in serumfreiem Medium für 1,5 h bei 37 °C mit 5 % CO2 und bei 95 % 

Luftfeuchte inkubiert und danach mit Zugabe von Medium (20 % FCS) für 48 h bei 37 °C mit 

5 % CO2 und bei 95 % Luftfeuchte kultiviert. Die infizierten Zellen wurden gesammelt und 

durch mehrmaligem Einfrieren und Auftauen bei -20 °C aufgeschlossen. Die 

Virusaufreinigung erfolgte durch Ultrazentrifugation (Beckmann GmbH, München, 

Deutschland). Zunächst wurde ein Cäsiumchlorid-Gradient hergestellt. Eine Lösung aus 2,5 

ml einer 1,25 g/cm3 CsCl-Lösung wurde mit 2,5 ml einer 1,5 g/cm3 CsCl-Lösung 

überschichtet und das Virus-Lysat hinzugefügt (3 ml) und bei 30000 g für 2 h zentrifugiert. 

Nach der Zentrifugation konnte eine Virusbande mittels einer Spritze aus dem 

Zentrifugenröhrchen isoliert werden (1 ml). Es wurde erneut ein Gradient erstellt. Hierfür 

wurde zunächst das Virus-Lysat (1 ml) mit 2 ml einer 1,35 g/cm3 CsCl-Lösung gemischt und 

erneut mit 3 ml einer 1,35 g/cm3 CsCl-Lösung und mit 3 ml einer 1,25 g/cm3 CsCl-Lösung 

unterschichtet. Anschließend erfolgte eine Trennung durch Zentrifugation bei 30000 g für 16 
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h. Die durch den Gradient entstandene Virusbande wurde erneut aus dem 

Zentrifugenröhrchen isoliert und das Virus-Lysat über eine NAP-25-Säule (Amersham 

Buchler, Braunschweig, Deutschland) aufgereinigt und mittels des Adenosuspensionspuffers 

(135 mM NaCl, 3 mM KCl, 1mM MgCl2, 100 mM Tris/HCl, 10 % Glycerin) gewaschen. 

Letztlich erfolgte eine Bestimmung des Virus-Titers nach der Endpunktverdünnungsmethode. 

Hierfür wurden HEK293-Zellen in einer 24-Lochplatte bei 37 °C mit 5 % CO2 und bei 95 % 

Luftfeuchte für 24 h kultiviert. Die Zellen wurden mit einer Verdünnung des Virus in log10-

Schritten infiziert und für eine Woche bei 37 °C mit 5 % CO2 und bei 95 % Luftfeuchte 

kultiviert. Zur Kontrolle wurde ein Virus mit bekanntem Titer mitgeführt. Der Titer kann 

aufgrund der Virus-Plaque-Bildung in den Vertiefungen der 24-Lochplatte berechnet werden. 

Als endgültiger Titer wurde die Verdünnungsstufe angegeben, bei der die letzte 

Plaquebildung zu beobachten war. 

 

4.3 Apoptosemessung 

Die Ermittlung von apoptotischer, fragmentierter DNA erfolgte auf Einzelzellniveau 

durchflusszytometrisch am FACScan Durchflusszytometer (BD-Pharmingen). Die Daten 

wurden mit der CellQuestPro Software ausgewertet (Hemmati et al., 2002a). Der prozentuale 

Zellanteil mit Sub-G1 DNA-Gehalt gibt den prozentualen Anteil an apoptotischen Zellen mit 

fragmentierter genomischer DNA an. Die Zellen wurden nach Behandlung mit Trypsin 

geerntet und in 0,7 % Formaldehyd fixiert. Anschließend folgte die Inkubation in 70 % 

Ethanol und eine RNAse-Behandlung (40 µg/ml) bei 37°C für 30 min. Die Zellen wurden 

schließlich in 200 µl einer Propidiumjodidlösung (50 µg/ml) resuspendiert und anschließend 

am Durchflusszytometer gemessen. 

4.4 Messung des mitochondrialen Membranpotentials  

Die Zellen wurden durch Trypsinieren geerntet und bei 37 °C für 30 min mit dem lipophilen, 

kationischen Farbstoff JC-1 (5,5´,6,6´-Tetrachloro-1,1´,3,3´-tetraethyl-

benzimidazolylcarbocyanin Jodid, Molecular Probes, Leiden, Niederlande) inkubiert. 

Aufgrund seiner negativen elektrischen Ladung akkumuliert der Farbstoff an der Innenseite 

der inneren Mitochondrienmembran. In nicht-apoptotischen Zellen mit hohem 

Membranpotential bildet der Farbstoff sog. J-Aggregate aus, die eine Verschiebung des 

Fluoreszenzmaximums von 537 nm zu 597 nm auslösen. Apoptotische Zellen weisen eine 

verminderte Fluoreszenz und ein vermindertes Membranpotential ( m) auf. Dies ermöglicht 

die Messung des Zusammenbruchs des mitochondrialen Membranpotientials mittels 

Durchflusszytometrie auf Einzelzellniveau (Gillissen et al., 2003a). 
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4.5 Messung der N-terminalen Konformationsänderung von Bax und Bak 

Die Zellen wurden durch Trypsinieren geerntet und in 0,5 % Paraformaldehyd für 30 min auf 

Eis inkubiert. Nach einem Waschen mit  1 % FCS in 1x PBS (phospate buffered saline) 

wurden die Zellen mittels eines Antikörpers (Endkonzentration 1 µg/ml in PBS mit 1 % FCS 

und 0,1 % Saponin), der spezifisch die N-terminale Konformationsänderung detektiert, für 1 

h bei 4°C inkubiert. In einem weiteren Schritt wurden die Zellen gewaschen und für 1 h bei 

4°C mit einem sekundären FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-markierten Antikörper 

(Endkonzentration: 1 µg/ml) inkubiert. Nach erneutem Waschen und der Resuspension der 

Zellen in PBS wurden die Zellen durchflusszytometrisch auf Einzelzellniveau gemessen. Die 

konformationsgeänderten Bax- oder Bak-Proteine werden von dem spezifischen Antikörper 

gebunden und sind aufgrund der FITC-Markierung, die als eine Grünfluoreszenz messbar ist, 

am Durchflusszytometer detektierbar. 

 

4.6 Fluoreszenzmikroskopie 

Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte die GFP-Bak und GFP-Bax-Oligomerisierung in 

DU145-Zellen, die stabil GFP-Bax oder GFP-Bak exprimieren, untersucht werden. Hierzu 

wurden Zellen auf Objektträgern kultiviert, nach 24 h Inkubation p14ARF exprimiert und nach 

48 h mit 4 % Paraformaldehyd in PBS für 15 min fixiert und anschließend zweimal mit PBS 

gewaschen und die Objektträger mit Aquamount überschichtet. Die überschichteten Zellen 

konnten direkt am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200 Mikroskop) untersucht werden. 

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Openlab Deconvolution Software (Improvision, 

Coventry, UK). 

 

4.7 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot Analyse 

Zellen wurden geerntet und nach Waschen mit PBS in Lysepuffer (50 mM Tris/HCl, 270 mM 

Saccharose, 1 % (v/v) TritonX-100, 1 Tablette Complete Mini Protease Inhibitor (Roche)) 

aufgeschlossen. Für die Freisetzung von Cytochrom c wurden die Zellen mit 200 µl 

Isolationspuffer mit 0,75 % Digitonin und 0,75 % PMSF (20 mM Hepes pH 7,4, 5 mM MgCl2, 

10 mM KCl, 1mM EDTA) für 10 min auf Eis inkubiert und anschließend zentrifugiert. Der 

Überstand entspricht der zytosolischen Fraktion und das Pellet der mitochondrialen Fraktion. 

Anschließend wurde die Proteinkonzentration mittels BCA-Methode (Pierce, Rockford, USA) 

bestimmt und die Proben mit 5 x Probenpuffer (125 mM Tris/HCl, 288 mM -

Mercaptoethanol, 20 % Glycerin, 2 % SDS, 10 µg/ml Bromphenolblau) versetzt und für 5 min 

auf 95°C erhitzt. Gleiche Mengen an Protein (25 µg) wurden mittels SDS-Gelelektrophorese 

separiert und auf Nitrozellulosemembranen (0,2 µm Schleicher & Schuell, Dassel, 

Deutschland) nach dem Semidry-Verfahren (Trans-blot SD transfer cell, Bio-Rad, München, 

Deutschland) geblottet. Der Nachweis der spezifischen Antikörperbindung erfolgte durch 
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Chemolumineszenz (SuperSignal West Pico Chemoluminescent substrate system, Pierce, 

Rockford, USA). 

 

4.8 Transfektion von Zellen  

Transfektion durch siRNA 

Die Transfektion der Zellen mit siRNA (small interfering RNA) wurde mittels DharmaFECT 

Transfection Reagent nach den Herstellerbedingungen von Dharmacon (Lafayette, CO, 

USA) durchgeführt.  

 

Transfektion durch Elektroporation 

Die Mcl-1-cDNA wurde in einen Doxyzyclin-regulierbaren pRTS1-Vector (Bornkamm et al., 

2005) kloniert und anschließend in die DU145-Zellen mittels Elektroporation transfiziert. 

Hierfür wurden 5 x 106 DU145-Zellen in 500 µl DMEM-Medium ohne Zusätze aufgenommen 

und mit 10 µg der Plasmid-DNA bei Raumtemperatur für 10 min inkubiert. Danach erfolgte 

die Elektroporation bei 0,25 kV und 925 µF für 10 sec. Die transfizierten Zellen wurden in 

DMEM-Medium mit 10 % FCS, 0,1 % Pen/Strep und mit 750 µg/µl Hygromycin B 

(Calbiochem) selektiert. Anschließend erfolgte nach Induktion von GFP durch Zugabe von 

Doxycyclin (1 µg/µl) eine Sortierung der Zellen am Durchflusszytometer. 

Die cDNA von Bcl-xL wurde in den pIRESneo3-Vektor kloniert und Bulk-Zellkulturen 

hergestellt, wie beschrieben in (Gillissen et al., 2003b; Hasenjäger et al., 2004).  

 

4.9 Quantitative Polymerasekettenreaktion (Real-time PCR) 

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte mittels des NucleoSpin RNA II Kits der 

Macherey-Nagel GmbH (Düren, Deutschland). Es wurden 1000 ng Gesamt-RNA mittels 

reversen Transkriptasen (Random Primer, Bioline GmbH, Deutschland) in cDNA 

umgeschrieben und anschließend eine quantitative Real-time PCR nach der TaqMan-

Methode mittels des ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) 

durchgeführt. 
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5. Ergebnisse 

 

Zur Aufklärung der Bedeutung von p53 in der p14ARF-vermittelten Apoptose wurden die 

Untersuchungen ausschließlich in p53-profizienten, humanen Tumorzelllinen und in p53-

defizienten Tumorzelllinien durchgeführt und die Resultate miteinander verglichen. 

Für die Analysen wurde in den Zellen der Tumorsuppressor p14ARF adenoviral exprimiert. 

Eine adenovirale Expression des Zielgens erlaubt eine hohe Effizienz der Proteinexpression 

in den Zielzellen und ist daher ein vorteilhaftes Vektorsystem. 

5.1 Das pro-apoptotische BH3-only-Protein Puma und der Zellzyklusregulator 

p21Cip1/WAF-1 spielen eine zentrale Rolle bei der p14ARF-vermittelten, 

mitochondrialen Apoptose 

In p53-profizienten Zellsystemen zeigten Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, dass die 

Expression von p14ARF Apoptose über einen p53, Bax-vermittelten, mitochondrialen 

Signalweg auslöst (Hemmati et al., 2006; Normand et al., 2005). Die BH3-only-Proteine sind 

maßgeblich an der Aktivierung des pro-apoptotischen Bcl-2-Familienproteins Bax beteiligt. 

Es wurde daher untersucht, ob und wenn ja welche BH3-only-Proteine zur Aktivierung des 

p14ARF-induzierten, p53-vermittelten mitochondrialen Apoptosesignalweges erforderlich sind. 

 

Des Weiteren ist bekannt, dass nach DNA-Schädigung der Zellzyklusregulator p21Cip1/WAF-1, 

welcher zum Zellzyklus-Arrest führt, durch den Transkriptionsfaktor p53 hochreguliert wird. 

Die Apoptosesensitivität beim Verlust von p21Cip1/WAF-1 und/oder der Doppelverlust von Puma 

und p21Cip1/WAF-1 sollten in diesem Zusammenhang gleichfalls untersucht werden. Vorarbeiten 

zeigten, dass p21 p14ARF-vermittelte Apoptose hemmt und p14ARF über p21 Zellzyklus-Arrest 

auslöst (Hemmati et al., 2006; Normand et al., 2005). 

 

Nach adenoviral-vermittelter Expression von p14ARF in p53-profizienten HCT116- 

Kolonkarzinomzellen wurde zunächst die mRNA-Expression verschiedenster BH3-only-

Proteine mittels quantitativer Real-time PCR über einen Zeitraum von 72 h untersucht. Nach 

24-stündiger Expression von p14ARF wiesen wir eine mehr als 4-fach erhöhte Menge an 

mRNA des BH3-only-Proteins Puma nach (Abbildung 6A). Des Weiteren zeigte sich eine 

Erhöhung der Expression für Bim, Nbk und Noxa. Die mRNA-Expression für die BH3-only-

Proteine Bid, Bad, Hrk und Bmf blieb dabei unverändert. Die transkriptionelle Hochregulation 

von Puma und Nbk korreliert mit einem Anstieg der Puma- und Nbk-Proteinexpression und 

der Aktivierung von apoptotischer DNA-Fragmentierung. Im Gegensatz dazu konnte jedoch 

kein Anstieg der Proteinexpression für Bim und Noxa verzeichnet werden. P14ARF führte 

jedoch zur transkriptionellen Hochregulation des Transkriptionsfaktors p53, des 
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Zellzyklusregulators p21Cip1/WAF-1 und des Bcl-2-Familienmitglieds Bax. Ist der 

Zellzyklusregulator p21Cip1/WAF-1 inaktiviert, ging dies einher mit einer Sensibilisierung für die 

p14ARF-vermittelte Apoptose (Abbildung 6B und Abbildung 7). 

 

Abbildung 6: P14
ARF 

führt zur Expression des BH3-only-Proteins Puma. (A) In HCT116 WT wurde 
p14

ARF
 und LacZ exprimiert oder die Zellen unbehandelt gelassen und nach 24 h, 48 h und 72 h RNA 

isoliert und in cDNA durch reverse Transkription umgeschrieben. Anschließend wurde eine 
quantitative Real-time PCR durchgeführt. MW +/- SD (n=3). (B) In HCT116 WT-Zellen, Puma- und 
p21-defizienten Zellen, sowie Puma- und p21-doppeldefizienten Zellen wurde p14

ARF 
oder LacZ für 48 

h adenoviral exprimiert oder die Zellen unbehandelt gelassen. Das Gesamtprotein wurde mittels SDS-
Gelelektrophorese separiert und mittels der Antikörper gegen p14

ARF
, p53, p21, Puma, Bax und Aktin 

nachgewiesen. * unspezifische Bande. 

 

Des Weiteren wurde der Einfluss eines Verlustes von Puma auf die Apoptosesensitivität 

nach Expression von p14ARF untersucht. Es konnte durchflusszytometrisch nachgewiesen 

werden, dass die Expression von p14ARF in Puma-profizienten Zellen Apoptose auslöst. In 

HCT116-Zellen, in denen beide Puma-Allele durch somatische homologe Rekombination 

deletiert wurden (HCT116 Puma–/–), konnte eine Resistenz gegenüber der Apoptose-

auslösenden Wirkung von p14ARF gezeigt werden. Diese Resistenz gegenüber der Apoptose-

auslösenden Wirkung von p14ARF wurde in Zellen, in denen neben Puma auch der 

Zellzyklusregulator p21Cip1/WAF-1 deletiert war (HCT116 Puma–/–/p21–/–), bestätigt. Im 

Gegensatz dazu sensibilisiert der alleinige Verlust des Zellzyklusregulators p21Cip1/WAF-1 für  

die p14ARF-induzierte Apoptose. Interessanterweise sensibilisiert der Verlust des 

Zellzyklusregulators p21Cip1/WAF-1 nur in Puma-profizienten Zellen für die p14ARF-vermittelte 

Apoptose (Abbildung 7). 

 



 21 

 
 

Abbildung 7: Das BH3-only-Protein Puma spielt bei der p14
ARF

-vermittelten Apoptose eine 
essentielle Rolle. In HCT116 WT-Zellen, Puma- und p21-defizienten HCT116-Zellen, sowie Puma- 
und p21-doppeldefizienten HCT116-Zellen wurde p14

ARF
 und LacZ adenoviral exprimiert oder die 

Zellen unbehandelt gelassen. Es wurde nach 96 h die Apoptose durchflusszytometrisch gemessen. 
MW +/- SD (n=3). 

 
Die Aktivierung des pro-apoptotischen Bcl-2-Homologs Bax spielt bei der Auslösung der 

Apoptose eine wesentliche Rolle. Bax durchläuft zunächst eine N-terminale 

Konformationsänderung, transloziert vom Zytoplasma zum Mitochondrium und bindet in die 

äußere Mitochondrienmembran. Dies führt zum Zusammenbruch des mitochondrialen 

Membranpotientials, zur Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren, wie z.B. Cytochrom c 

und somit zur Aktivierung der Caspasekaskade. 

Nach der p14ARF-Expression wurde durchflusszytometrisch die aktivierungsspezifische, N-

terminale Konformationsänderung des Bax-Proteins gemessen. Es zeigte sich, dass Bax in 

Puma-profizienten Zellen eine Konformationsänderung durchläuft. Beim Verlust von Puma 

hingegen ist die Aktivierung von Bax nahezu vollständig blockiert (Hemmati et al., 2010). In 

Puma-defizienten Zellen wurde Puma durch ein adenovirales Vektorsystem re-exprimiert 

(Abbildung 8A). Puma-defiziente Zellen zeigten wieder vollständige Apoptosesensitivität 

(Abbildung 8B). Die alleinige Expression von p14ARF führt interessanterweise in den WT-

Zellen zu gleichwertig hohen Apoptoseraten, wie die kombinierte Expression von p14ARF und 

Puma in den Puma-defizienten Zellen. Dies beweist, dass die Rekonstitution von Puma in 

Puma-defizienten Zellen für die p14ARF-vermittelte Apoptose sensibilisiert und dass die 

p14ARF-vermittelte Apoptose in p53-profizienten Zellen über einen ausschließlich Puma-

abhängigen Mechanismus erfolgt (Abbildung 8B).  
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Abbildung 8: Rekonstitution von Puma in Puma-defizienten Zellen sensibilisiert für p14

ARF
-

vermittelte Apoptose. In den HCT116 WT und HCT116 Puma
-/- 

Zellen wurde Puma alleine, p14
ARF

 
alleine oder Puma und p14

ARF
 in Kombination adenoviral exprimiert oder die Zellen mock oder mit 

LacZ als Kontrolle behandelt. Das Gesamtprotein wurde anschließend mittels SDS-Gelelektrophorese 
separiert (A), sowie mittels Durchflusszytometrie die apoptotische DNA-Fragmentierung gemessen 
(B). MW +/- SD (n=3). 
 
Des Weiteren konnte in einem zusätzlichen Zellsystem (DU145-Prostatakarzinomzellen, die 

p53 stabil durch Transfektion re-exprimieren) gezeigt werden, dass bei gezielter 

Herunterregulation von Puma mittels siRNA die p14ARF-vermittelte Apoptose im Vergleich zu 

unbehandelten Zellen deutlich reduziert ist. Im Gegensatz dazu führte eine 

Herunterregulation anderer BH3-only-Proteine mittels siRNA, z.B. von Nbk und Noxa, nicht 

zur Verringerung der Apoptoserate. Die BH3-only-Proteine Nbk und Noxa spielen daher 

allenfalls in der p14ARF-vermittelten Apoptose eine untergeordnete Rolle (Hemmati et al., 

2010). 

 

5.2 In p53-defizienten Tumorzellen vermittelt der Tumorsuppressor p14ARF eine 

Hemmung von Mcl-1 und eine Bak-abhängige Apoptose  

Der Tumorsuppressor p14ARF kann sowohl p53-abhängigen, als auch p53-unabhängigen 

Zelltod auslösen. Die p53-abhängige Apoptose wurde im ersten Teil dieser Arbeit diskutiert. 

Um nun die p53-unabhängige Apoptose detaillierter zu untersuchen und die Resultate mit 

der p53-abhänigen Apoptose zu vergleichen, wurde p14ARF in p53-defizienten DU145-

Prostatakarzinomzellen adenoviral exprimiert und die Ergebnisse analysiert.  

Für weitere Untersuchungen wurde Bax in den p53-defizienten DU145-Zellen stabil re-

exprimiert (von Haefen et al., 2002) und mit Bax-defizienten Zellen (Mock-Zellen) verglichen 

(Abbildung 9). Endogenes, pro-apoptotisches Bak wird sowohl in den Bax-defizienten Zellen, 
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als auch in den Bax-profizienten Zellen exprimiert. Nach der p14ARF-Expression zeigt sich 

deutlich in den Bax-defizienten Mock-Zellen sowie in den Bax re-exprimierenden Zellen eine 

Freisetzung des pro-apoptotischen Faktors Cytochrom c aus den Mitochondrien. 

 
 
Abbildung 9: In p53-defizienten Zellen ist die p14

ARF
-vermittelte Freisetzung von Cytochrom c 

Bax-unabhängig. In Bax-defizienten (Mock) und Bax-profizienten DU145-Zellen wurde p14
ARF

 und 
LacZ adenoviral exprimiert und nach 48 h mittels Western Blot die Proteinexpression für p14

ARF
, p53, 

Bax, Bak, Cytochrom c und Aktin nachgewiesen. Mock: Zellen mit Leervektor; Cyto c: Cytochrom c 

 

Für weitere Analysen der Apoptose in p53-defizienten Zellen wurde nach p14ARF-Expression 

in den p53-defizienten, Bax-defizienten Mock Zellen und in den Bax re-exprimierenden Bax-

Zellen die apoptotische DNA-Fragmentierung durchflusszytometrisch untersucht. 

Eine apoptotische DNA-Fragmentierung nach Expression von p14ARF erfolgte sowohl in den 

Bax-defizienten, als auch in den Bax-profizienten Zellen (Abbildung 10A). Interessanterweise 

zeigte sich, dass die p14ARF-vermittelte Apoptose unabhängig vom Bax-Status stattfinden 

kann.  

 

Abbildung 10: In p53-defizienten Zellen ist die p14
ARF

-vermittelte Apoptose Bax-unabhängig. (A) 
In Bax-defizienten und Bax-profizienten DU145-Zellen wurde p14

ARF
 adenoviral exprimiert und nach 

48 h erfolgte durchflusszytometrisch eine Messung zum Nachweis fragmentierter DNA, sowie in (B) 
erfolgte eine Messung zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials. MW +/- SD 
(n=3). Mock: Zellen mit Leervektor 

 
Dies konnte durch den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (Abbildung 

10B) bestätigt werden. Bax spielt demnach in der p14ARF-vermittelten, p53-unabhängigen 

Apoptose keine essentielle Rolle. Das Vorhandensein von endogenem Bak könnte somit 

ausreichen, die Zellen für die Apoptose zu sensibilisieren. 
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Da die p14ARF-vermittelte Apoptose Bax-Unabhängigkeit aufweist, wurde detaillierter der 

Frage nachgegangen, ob Bak als Vermittler der Apoptose fungieren kann. In den Bax-

profizienten, sowie defizienten Zellen, wurde p14ARF exprimiert und die N-terminale 

Konformationsänderung von Bax bzw. Bak als Parameter für die Aktivierung im Rahmen der 

Apoptose durchflusszytometrisch bestimmt. Interessanterweise konnte in den Bax-

profizienten, sowie in den Bax-defizienten Zellen eine Konformationsänderung für Bak 

nachgewiesen werden (Abbildung 11A), jedoch nicht für Bax (11B). Bak durchläuft hierbei 

eine Konformationsänderung und wird somit aktiviert, wohingegen keine Aktivierung von Bax 

stattfindet. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit Epirubicin, ein Hemmer der 

Topoisomerase II, behandelt. Deutlich zeigte sich eine Bax-Konformationsänderung in den 

Bax-profizienten Zellen, nicht aber in den Bax-defizienten Mock-Zellen (11B) nach 

Behandlung mit Epirubicin.  

 

Abbildung 11: Der Tumorsuppressor p14
ARF

 führt zu einer N-terminalen 
Konformationsänderung im pro-apoptotischen Bak über einen Bax-unabhängigen 
Mechanismus. In Bax-pro und -defizienten DU145-Zellen wurde p14

ARF 
und LacZ adenoviral 

exprimiert oder die Zellen unbehandelt gelassen (Ko) oder mit Epirubicin behandelt (1 µg/ml) und 
nach 48 h durchflusszytometrisch die N-terminale Konformationsänderung von Bak (A) bzw. Bax (B) 
gemessen. MW +/- SD (n=3). Legende: Ko = Kontrolle; Epi = Epirubicin. 

 

Zur Validierung dieser Daten wurde p14ARF in stabilen Transfektanten, die entweder Bax-

GFP oder Bak-GFP exprimieren, adenoviral exprimiert und im Fluoreszenzmikroskop 

untersucht. Sind Bax oder Bak aktiviert, kann es im Rahmen der Oligomerisierung von Bax 

und Bak zu einer punktförmigen, grün-fluoreszierenden Anhäufung von Bax und Bak 

kommen. Nach der p14ARF-Expression zeigten nur die Bak-GFP-exprimierenden Zellen 

punktförmige Anhäufungen (12A Panel c). Keine punktähnlichen Anhäufungen waren 

hingegen in den Bax-GFP-exprimierenden Zellen nach p14ARF-Expression zu erkennen 

(Abbildung 12A Panel g). Nur die Zellen, die mit Cisplatin, einem Hemmer der DNA-

Reparatur und der Telomeraseaktivität, als Kontrolle behandelt wurden, zeigten sowohl 

punktförmige Anhäufungen für Bax, als auch für Bak (Abbildung 12 Panel d und h).  

Weiterhin zeigte sich, dass die Apoptose deutlich reduziert werden konnte, wenn Bak durch 

siRNA herunter reguliert wurde (Abbildung 12B). 

http://de.wikipedia.org/wiki/Telomerase
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Die Bak-exprimierenden Zellen zeigten nach der p14ARF-Expression deutlich mehr 

apoptotische Zellen im Vergleich zu den Mock-Zellen, die kein Bak exprimieren. Die Bak-

Expression sensibilisiert somit für p14ARF-vermittelte Apoptose. Diese Daten zeigen, dass die 

mitochondriale, p14ARF-vermittelte Apoptose in p53-defizienten Zellen von Bak abhängt, nicht 

aber von Bax. 

 

Abbildung 12: P14
ARF 

führt zur Bak-abhängigen Apoptose. (A) In DU145-Zellen, die stabil Bax-
GFP oder Bak-GFP exprimieren, wurden p14

ARF
 oder LacZ adenoviral exprimiert bzw. die Zellen 

kontrolltransfiziert oder mit Cisplatin behandelt. Anschließend wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie 
grün-fluoreszierende, punktförmige Anhäufungen für Bax bzw. Bak nachgewiesen. Balken, 50 µm. (B) 
In DU145-WT Zellen wurden mit siRNA gegen Bak oder Kontroll-siRNA transfiziert oder unbehandelt 
gelassen als Kontrolle (-) und p14

ARF
 exprimiert. Nach 72 h wurde in den Zellen 

durchflusszytometrisch die fragmentierte DNA gemessen. MW +/- SD (n=3). 
 

Des Weiteren wurde die Rolle der pro-apoptotischen und anti-apoptotischen Proteine in der 

p14ARF-vermittelten Apoptose untersucht. Zunächst wurde die mRNA-Expression der pro-

apoptotischen BH3-only-Proteine mittels Real-time PCR untersucht. Es zeigte sich ein 

deutlicher Anstieg der mRNA-Expression von Puma, Nbk und Noxa. 

Bemerkenswerterweise konnte jedoch kein Anstieg der Proteinkonzentration von Puma, 

Noxa oder Nbk auf Proteinebene verzeichnet werden (Müer et al., 2012). 

Da eine Beteiligung der pro-apoptotischen Proteine an der Regulation der p14ARF-

vermittelten Apoptose in p53-defizienten Zellen ausgeschlossen werden konnte, wurde die 

Regulation der anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine detaillierter untersucht. 

Bak kann durch die anti-apoptotischen Proteine Mcl-1 und Bcl-xL antagonisiert werden. Die 

mRNA-Expression wurde hierfür ebenfalls mittels Real-time PCR untersucht. Mcl-1, Bcl-xL, 

Bcl-w und Bcl-2 wurden nicht auf mRNA-Ebene post-transkriptional reguliert.  

Interessanterweise war das anti-apoptotische Protein Mcl-1 nach p14ARF-vermittelter 
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Apoptose auf Proteinebene herunter reguliert (Abbildung 13). Eine leichte Herunterregulation 

von Bcl-xL nach p14ARF-Expression konnte gleichfalls beobachtet werden (Müer et al., 2012). 

 

 

Abbildung 13: Die p14
ARF

-vermittelte Destabilisierung von Mcl-1 wird nicht durch Caspasen 
reguliert. (A) In Bax-defizienten und Bax-profizienten DU145-Zellen wurde p14

ARF
 adenoviral 

exprimiert und in den Zellen zugleich mit Q-vD-OPh (QVD; 10 µM) behandelt. Nach 48 h wurden die 
Proben lysiert und mittels Western Blot die Proteinexpression für p14

ARF
, Mcl-1, Bcl-xL und Aktin 

nachgewiesen. Mock: Zellen mit Leervektor 
 

Eine wichtige Rolle zur Regulation von Mcl-1 spielen die Caspasen. Mcl-1 kann durch 

Caspasen gespalten und durch transkriptionale, post-transkriptionale und post-translationale 

Mechanismen reguliert werden (Warr & Shore, 2008). Unsere Untersuchungen haben jedoch 

ergeben, dass die Caspasen nicht an der Regulation der Mcl-1-Proteinexpression beteiligt 

sind. Bei der Hemmung der Caspasen durch Q-vD-OPh (Quinolyl-Val-Asp-OPh) wird das 

Mcl-1-Protein nach Expression von p14ARF weiterhin destabilisiert. Die Bcl-xL-

Proteinkonzentration wird ebenfalls durch p14ARF vermindert. Nach Behandlung mit Q-vD-

OPh wird die Proteinkonzentration von Bcl-xL gleichfalls nicht erhöht (Abbildung 13). 

 

 

Abbildung 14: Die p14
ARF

-vermittelte Destabilisierung von Mcl-1 wird nicht durch das 
Proteasom reguliert. (A) In DU145 Mock-Zellen wurde p14

ARF
 adenoviral exprimiert und mit dem 

Proteasomhemmer MG132 (10 µM) behandelt. Nach 48 h wurden die Proben lysiert und mittels 
Western Blot die Proteinexpression für p14

ARF
, Mcl-1, Bcl-xL und Aktin nachgewiesen. 

 

Das Proteasom ist am Abbau zahlreicher Proteine beteiligt. Daher wurde die mögliche 

Regulation von Mcl-1 und Bcl-xL über das Proteasom untersucht. Hierfür wurde das 
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Proteasom mittels des Hemmers MG132 blockiert und die Proteinexpression überprüft. Es 

zeigte sich, dass nach p14ARF-Expression und Blockierung des Proteasoms mit MG132 keine 

Stabilisierung von Mcl-1 zu verzeichnen war, jedoch möglicherweise das Protein Bcl-xL 

stabilisiert werden könnte (Abbildung14). 

Um die funktionelle Bedeutung von Mcl-1 und Bcl-xL in der p14ARF-vermittelten Apoptose zu 

untersuchen, wurde nach der Expression von Mcl-1 bzw. Bcl-xL die Hemmbarkeit der 

Apoptose überprüft. Messungen zur apoptotischen DNA-Fragmentierung ergaben, dass die 

p14ARF-vermittelte Apoptose durch Expression des anti-apoptotischen Mcl-1 und des Bcl-xL 

gehemmt werden konnte. Mcl-1 wurde stabil mittels eines regulierbaren pRTS-1-Vektors in 

DU145-Zellen exprimiert und nach p14ARF-Expression die apoptotische DNA-Fragmentierung 

gemessen. Es zeigte sich eine deutliche Hemmung der Apoptose durch die Expression des 

anti-apoptotischen Proteins Mcl-1. Transfektanten, die stabil das anti-apoptotische Protein 

Bcl-xL exprimieren, zeigten gleichermaßen nach p14ARF-Expression eine Hemmung der 

Apoptose (Abbildung 15A und B). 

 
 
Abbildung 15: Die Expression von Mcl-1 und Bcl-xL hemmt die p14

ARF
-vermittelte Apoptose. (A) 

In DU145-Zellen wurde p14
ARF

 adenoviral exprimiert oder mock-behandelt als Kontrolle und Mcl-1 
stabil mittels eines doxyzyclin-regulierbaren pRTS-1-Vektors exprimiert und nach 72 h 
durchflusszytometrisch die fragmentierte DNA gemessen. (B) In DU145-Zellen wurde p14

ARF
 

adenoviral exprimiert und Bcl-xL stabil mittels eines pIRES-Vektors exprimiert und nach 72 h 
durchflusszytometrisch die fragmentierte DNA gemessen. MW +/- SD (n=3). Legende: mock =Zellen 
mit Leervektor; Dox = Doxycyclin 

 

Zur Validierung der Ergebnisse in den p53-defizienten DU145-Zellen wurde ein weiteres 

Zellsystem, die p53-defizienten Saos-2-Osteosarkomzelllinie, verwendet. Saos-2 Zellen 

haben eine bi-allellische Deletion für p53 und sind ebenfalls p63- und p73-defizient und 

eignen sich somit sehr gut als vergleichbare Kontroll-Zelllinie. Es zeigte sich, dass nach der 

p14ARF-Expression das Mcl-1-Protein auch in den Saos-2-Zellen destabilisiert wurde. Das 

Protein Bcl-xL wurde ebenfalls nach 72 h leicht herunter reguliert (Abbildung 16). 
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Abbildung 16: Saos-2-Zellen zeigen eine p14

ARF
-vermittelte Destabilisierung von Mcl-1. In Saos-

2-Zellen wurde p14
ARF

 adenoviral exprimiert. Nach 48 h wurden die Proben lysiert und mittels Western 
Blot die Proteinexpression für p14

ARF
, Mcl-1, Bcl-xL und Aktin nachgewiesen. 

 

Nach der p14ARF-Expression konnten, wie zuvor in den DU145-Prostatakarzinomzellen, eine 

Auslösung der Fragmentierung der DNA und eine N-terminale Konformationsänderung von 

Bak gemessen werden (17A und B). Eine Bax-unabhängige Auslösung von Apoptose konnte 

nach Herunterregulation von Bax durch siRNA ebenfalls in den Saos-2 Zellen gezeigt 

werden. Somit konnten die Ergebnisse in den DU145-Zellen mittels der Saos-2-Zellen 

bestätigt werden (Müer et al., 2012). 

 

Abbildung 17: Saos-2-Zellen zeigen eine p14
ARF

-vermittelte Apoptose. In Saos-2-Zellen wurden 
p14

ARF
und LacZ adenoviral exprimiert oder die Zellen unbehandelt gelassen (Kontrolle) und nach 72 h 

(A) durchflusszytometrisch die fragmentierte DNA gemessen. (B) Zellen wurden wie in (A) behandelt 
und es wurde durchflusszytometrisch die N-terminale Konformationsänderung von Bak gemessen. 
MW +/- SD (n=3). 

 

5.3 In Bax-defizienten Tumorzellen sensibilisiert die Hemmung von Mcl-1 und 

Bcl-xL für Apoptose durch den Todesliganden TRAIL 

In humanen Karzinomzellen ist der TRAIL-(tumor necrosis factor related apoptosis-inducing 

ligand)-vermittelte Zelltod stark abhängig von dem pro-apoptotischen Bcl-2-Protein Bax. 

Maligne Tumore weisen jedoch häufig Mutationen im Bax-Gen auf. Resistenzentwicklungen 

gegenüber TRAIL-vermitteltem Zelltod ist oft die Folge daraus. Daher wurde der Einfluss des 

Verlustes von Bax bzw. Bak auf die TRAIL-vermittelte Apoptose untersucht. In HCT116-

Kolonkarzinomzellen, die durch eine gezielte Herunterregulation einen Verlust von Bax 
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aufweisen, zeigte sich eine vollständige Resistenz gegenüber der Behandlung mit TRAIL 

(Abbildung 18A). Wohingegen der Verlust von Bak, durch spezifische Herunterregulation 

mittels short hairpin RNA, keinen Einfluss auf die Apoptoseinduktion durch TRAIL hatte. Bak-

profiziente Zellen, die einen Verlust von Bax aufweisen, konnten jedoch nicht für TRAIL-

vermittelte Apoptose sensibilisiert werden. Bak allein konnte daher den Verlust von Bax nicht 

kompensieren. In Bax-profizienten Zellen führte die Behandlung mit TRAIL zu einer 

Freisetzung von Cytochrom c und nachfolgend zur Aktivierung der Caspase-3. Bax-

defiziente Zellen hingegen zeigten keine Freisetzung der pro-apoptotioschen Faktoren, wie 

Cytochrom c (Abbildung 18B). 

 
 
Abbildung 18: Der Verlust von Bax hemmt die TRAIL-vermittelte Apoptose. HCT116 WT, Bax-, 
Bak- und Bax-/Bak-Zellen wurden für 24 h mit 50 ng/ml TRAIL behandelt oder unbehandelt gelassen 
(Medium) und mittels Durchflusszytometrie die apoptotische DNA-Fragmentierung gemessen (MW +/- 
SD (n=3)). (A) Das Gesamtprotein wurde mittels SDS-Gelelektrophorese separiert und mittels 
spezifischer Antikörper gegen Bax, Bak, Caspase 3, Cytochrom c und Aktin nachgewiesen (B). 
Legende: M = Medium; proC3 = Procaspase 3 

 

Den Verlust von Bax in TRAIL-vermittelter Apoptose kann Bak allein nicht kompensieren. 

Bak wird bevorzugt durch das anti-apoptotische Bcl-2-Homolog Mcl-1 gehemmt. Daher 

wurde die Rolle der anti-apoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder detaillierter untersucht. 

Interessanterweise führte die gezielte Herunterregulation des anti-apoptotischen Proteins 

Mcl-1 mittels siRNA zur TRAIL-vermittelten Apoptose (Abbildung 19A und B). Nach TRAIL-

Behandlung konnte zudem eine N-terminale Konformationsänderung von Bak nachgewiesen 

werden (Abbildung 19C).  

In Bax-defizienten Kolonkarzinomzellen führte bei TRAIL-Behandlung die Herunterregulation 

des anti-apoptotischen Proteins Mcl-1 zum mitochondrial-vermittelten Zelltod. Zur 

Validierung dieser Daten wurde ein weiteres Zellsystem verwendet. Es wurden DU145-

Prostatakarzinomzellen eingesetzt, die aufgrund einer Frameshift-Mutation einen Verlust von 

Bax aufweisen. Sie exprimieren jedoch endogenes Bak. 
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Abbildung 19: Die Herunterregulation von Mcl-1 ermöglicht die Bak-vermittelte, TRAIL-
induzierte Apoptose. (A) HCT116 Bax

-/-
Zellen wurden mit siRNA gegen Mcl-1 oder Kontroll-siRNA 

transfiziert oder unbehandelt gelassen als Kontrolle (-). Nach 24 h wurde das Gesamtprotein mittels 
SDS-Gelelektrophorese separiert und Mcl-1 mit einem spezifischen Antikörper nachgewiesen. (B) Die 
Zellen wurden wie in (A) behandelt und anschließend mit 50 ng/ml TRAIL für weitere 24 h kultiviert 
oder unbehandelt gelassen (Medium) und durchflusszytometrisch die fragmentierte DNA gemessen. 
MW +/- SD (n=3). (C) Die Zellen wurden wie in (B) behandelt und anschließend erfolgte mittels 
Durchflusszytometrie die Messung der Bak-Konformationsänderung. MW +/- SD (n=3). Legende: Ko = 
Kontroll-siRNA 

 
Um Bax-defiziente Zellen mit Bax-profizienten Zellen funktionell in ihrem Zelltodverhalten zu 

vergleichen, wurde Bax in den Zellen stabil re-exprimiert (von Haefen et al., 2002). Mcl-1 

wurde in den Zellen herunter reguliert und diese dann mit TRAIL behandelt. TRAIL konnte in 

den Bax-profizienten Zellen allein Apoptose auslösen, wohingegen die Bax-defizienten 

Zellen Apoptose-resistent waren. In den Bax-defizienten, Bak-profizienten Zellen führte der 

Verlust von Bax zu einer TRAIL-Resistenz, die nur durch die Hemmung von Mcl-1 mittels 

siRNA kompensiert werden konnte (Abbildung 20). 

 
 

Abbildung 20: Die Herunterregulation von Mcl-1 sensibilisiert für Bak-vermittelte, TRAIL-
induzierte Apoptose. (A) Bax-defiziente DU145 Mock-Zellen wurden mit siRNA gegen Mcl-1 oder mit 
Kontroll-siRNA transfiziert oder unbehandelt gelassen als Kontrolle (-) und nach 24 h mittels Western 
Blot die Proteinexpression für Mcl-1, Bax, Bak und Aktin nachgewiesen. (B) Es folgte eine Behandlung 
mit 50 ng/ml TRAIL für weitere 24 h oder die Zellen wurden unbehandelt gelassen (Medium) und 
anschließend eine durchflusszytometrische Messung zum Nachweis fragmentierter DNA durchgeführt. 
MW +/- SD (n=3). Legende: Ko = Kontroll-siRNA 

 
In weiterführenden Untersuchungen wurde Bcl-xL durch siRNA sowohl in den Bax-defizienten 

Zellen als auch in den Bax-profizienten Zellen herunter reguliert und die Fragmentierung von 

DNA gemessen (Abbildung 21A). Der Verlust von Bcl-xL sensibilisiert nicht für die TRAIL-
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vermittelte Apoptose (Abbildung 21B). Dies unterstreicht, dass Mcl-1, nicht aber Bcl-xL, als 

spezifischer Hemmer bei der TRAIL-vermittelten Apoptose fungiert. 

 
 
Abbildung 21: Die Herunterregulation von Bcl-xL sensibilisiert nicht für Bak-vermittelte, TRAIL-
induzierte Apoptose. (A) Bax-defiziente DU145 Mock-Zellen wurden mit siRNA gegen Bcl-xL oder 
Kontroll-siRNA transfiziert oder unbehandelt gelassen (-) und nach 24 h mittels Western Blot die 
Proteinexpression für Bcl-xL und Aktin nachgewiesen. (B) Es folgte eine Behandlung mit 50 ng/ml 
TRAIL für weitere 24 h und die Behandlung der Zellen nur mit Medium als Kontrolle und anschließend 
eine durchflusszytometrische Messung zum Nachweis fragmentierter DNA. MW +/- SD (n=3). 
Legende: Ko = Kontroll-siRNA 

 

Der Multikinaseinhibitor Sorafenib (Nexavar; BAY43-9006) ist in der Lage, Tumorzellen für 

die Chemotherapie zu sensibilisieren. Dies wird durch die Herunterregulation des anti-

apoptotischen Proteins Mcl-1 ermöglicht. Therapeutisch ist dies von großer prognostischer 

Bedeutung und wurde daher detaillierter an DU145-Prostatakarzinomzellen Zellen 

untersucht. DU145-Prostatakarzinomzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von 

Sorafenib behandelt und in Kombination mit TRAIL für die Bildung der apoptotischen DNA-

Fragmentierung analysiert. Bax-defiziente Zellen sind gegenüber TRAIL-Behandlungen 

resistent. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Sorafenib-Behandlung zur 

Überwindung der TRAIL-Resistenz in Bax-defizienten Zellen führt. Gleichermaßen vermittelt 

Roscovitin (CYC202, Seliciclib), ein Hemmer der zyklinabhängigen Kinasen, die TRAIL-

vermittelte Apoptose in den resistenten Bax-defizienten Zellen (Gillissen et al., 2010). 
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6. Diskussion 

 

6.1 Die p53-abhängige, p14ARF-vermittelte Apoptose 

Die Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei der Verhinderung der Tumorentstehung. Durch 

die Apoptose oder auch durch den programmierten Zelltod können entartete Zellen 

zielgerichtet eliminiert werden. Zudem ist sie von essentieller Bedeutung bei Zellstress und 

DNA-Schädigung. Hierbei spielt der p14ARF-Tumorsuppressorsignalweg eine wesentliche 

Rolle und wurde in der vorliegenden Arbeit näher charakterisiert.  

 

Der Tumorsuppressor p14ARF kann p53-abhängigen als auch p53-unabhängigen Zelltod 

auslösen (Sherr et al., 2005). Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die p53-

abhängige, mitochondriale Apoptose Bax-abhängig ist (Hemmati et al., 2006; Normand et al., 

2005).  

Weitere Daten unserer Gruppe zeigen nun, dass in p53-profizienten Zellen nach p14ARF-

Expression die mRNA der BH3-only-Proteine von Puma, Nbk und Noxa hochreguliert 

wurden. Eine erhöhte Proteinkonzentration nach p14ARF-Expression konnte für die BH3-only-

Proteine Puma und Nbk gezeigt werden. Da nach der Herunterregulation von Nbk mittels 

siRNA keine Hemmung der Apoptose zu verzeichnen war, nehmen wir an, dass eine 

alleinige funktionelle Beteiligung von Nbk an der Vermittlung von p14ARF-induzierter 

Apoptose eine untergeordnete Rolle spielt. Ferner wiesen wir nach, dass schon 24 h nach 

der p14ARF-Expression eine Hochregulation der Puma-mRNA zu detektieren war und Puma 

eine funktionelle Beteiligung an der Vermittlung der Apoptose zeigte (Hemmati et al., 2010).  

Es wurde ferner deutlich, dass das BH3-only-Protein Puma bei der Vermittlung der p14ARF-

vermittelten Apoptose eine wesentliche Rolle spielt (Hemmati et al., 2010). Folglich führt 

p14ARF zu einem Bax-vermittelten Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials 

und zur Aktivierung der Initiatorcaspase-9 und letztlich zur Exekution der Apoptose. 

Demgegenüber bewirkt der Verlust von Puma eine fast vollständige Blockade der Apoptose. 

Nach der Rekonstitution von Puma in Puma-defizienten Zellen konnte jedoch die 

Apoptosesensitivität wieder vollständig hergestellt werden. Dies unterstreicht die essentielle 

Rolle von Puma und auch Bax bei der Vermittlung von p14ARF-induzierter Apoptose in p53-

profizienten Tumorzellen (Hemmati et al., 2006; Hemmati et al., 2010). 

In der Literatur wird beschrieben, dass das BH3-only-Protein Puma die Apoptose nach 

Behandlung mit ionisierender Strahlung, durch Tyrosin-Kinaseinhibitoren oder durch den 

Entzug von Wachstumsfaktoren auslösen kann (Erlacher et al., 2006; Yu et al., 2003). 

Darüber hinaus führt der Tumorsuppressor p14ARF zum Onkogen-vermittelten 

Stresssignalweg (de Stanchina et al., 1998; Zindy et al., 1998) und ermöglicht die 

Stabilisierung des Transkriptionsfaktors p53 durch die Antagonisierung von der E3-Ligase 
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Hdm-2. Die Stabilisierung des Transkriptionsfaktors p53 führt schließlich zur 

transkriptionellen Hochregulation der BH3-only-Proteine Puma, Noxa und Nbk. 

 

In der Literatur werden zwei Modelle zur Aktivierung des Apoptosesignalwegs beschrieben 

(Abbildung 4). Beim Aktivator-Modell (Kuwana et al., 2005) wird postuliert, dass Bax und Bak 

durch Bindung von BH3-only-Proteinen aktiviert werden und eine N-terminale 

Konformationsänderung durchlaufen und dabei zum Mitochondrium translozieren. Jedoch ist 

die direkte Aktivierung von Bax und Bak durch BH3-only-Proteine durchaus umstritten.  

Im Sensitizer-Modell (Chen et al., 2005b) wird hingegen beschrieben, dass BH3-only-

Proteine anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder physikalisch binden und antagonisieren 

können, nicht jedoch Bax bzw. Bak. Anhand unserer Daten favorisieren wir das Sensitizer-

Modell. Wir postulieren, dass in der p14ARF-vermittelten, mitochondrialen Apoptose in p53-

profizienten Zellen pro-apoptotische BH3-only-Proteine, insbesondere Puma, transkriptionell 

hochreguliert werden und Bax-abhängige Apoptose auslösen können. Wir konnten keine 

direkte Bindung von Bax an Puma nachweisen und argumentieren daher gegen das 

Aktivator-Modell.   

Apoptose findet auf multiplen Ebenen statt. Dies zeigt, dass es aus Sicht der Tumortherapie 

und Prognose schwerwiegende Folgen haben kann und die Entstehung von malignen 

Tumoren begünstigt, wenn ein oder mehrere BH3-only-Proteine aufgrund von Verlusten 

inaktiv sind. Dies könnte zu Resistenzen gegen Apoptose in humanen Tumorzellen führen 

und zu einem schlechteren Ansprechen auf Tumortherapien. Das verdeutlicht noch einmal 

den Stellenwert der BH3-only-Proteine bei der Vermittlung der p53-abhängigen, 

mitochondrialen Apoptose. 

 

6.2 Die p53-unabhängige, p14ARF-vermittelte Apoptose 

Es konnte demgegenüber gezeigt werden, dass in p53-defizienten Zellsystemen Apoptose 

unabhängig von Bax und den BH3-only-Proteinen ausgelöst werden kann und dass allein 

Bak die p14ARF-induzierte Apoptose vermittelt.  

Unsere Daten zeigen, dass nach der Expression von p14ARF sowohl in den Bax-defizienten, 

als auch in den Bax-profizienten Zellen eine apoptotische DNA-Fragmentierung zu 

verzeichnen ist und die p14ARF-vermittelte Apoptose unabhängig vom Bax-Status stattfinden 

kann.  

Weiterhin führt die p14ARF-vermittelte Apoptose in p53-defizienten Tumorzellen zu einer N-

terminalen Konformationsänderung von Bak, jedoch nicht von Bax. 

Bemerkenswert war ferner, dass die pro-apoptotischen BH3-only-Proteine in der p53-

unabhängigen Apoptose eine untergeordnete Rolle spielen und nicht auf Proteinebene 

exprimiert sind, wohl aber eine mRNA-Expression zeigen (Müer et al., 2012). 
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Die anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine Mcl-1 und Bcl-xL hingegen sind an der Vermittlung der 

p14ARF-ausgelösten Apoptose in p53-defizienten Zellen maßgeblich beteiligt.  

Der Tumorsuppressor p14ARF führt zu einer deutlichen Reduzierung der Proteinkonzentration 

der anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine  Mcl-1 und Bcl-xL. 

Bak ist maßgeblich an der Regulation der Apoptose nach der p14ARF-Expression in p53-

defizienten Zellen beteiligt und die Re-Expression von Bax sensibilisiert hier nicht für die 

p14ARF-vermittelte Apoptose. Dies erklärt, dass Bak sowohl mit Mcl-1, als auch mit Bcl-xL 

interagieren kann, jedoch nicht mit Bcl-2. Werden sowohl Bcl-xL, als auch Mcl-1 durch die 

Bindung von BH3-only-Proteinen neutralisiert, führt dies zur Bak-abhängigen Apoptose 

(Willis & Adams, 2005).  

Dies weist auf folgende Modellvorstellung hin: In p53-profizienten Zellen führt p14ARF zur 

Stabilisierung von p53, welches hauptsächlich über das BH3-only-Protein Puma und Bax die 

Apoptose vermittelt (Abbildung 22, links). In p53-defizienten Zellen hemmt p14ARF das anti-

apoptotische Protein Mcl-1, welches destabilisiert wird. Möglicherweise beeinflusst p14ARF 

ebenso direkt die Stabilität von Bcl-xL. Bak kann folglich nicht mehr durch Mcl-1 oder Bcl-xL 

antagonisiert werden, und löst eine mitochondriale Apoptose aus (Abbildung 22, rechts).  

 

Abbildung 22: Modell für die Expression von p14
ARF

 in p53-profizienten und p53-defizienten 
Zellen. In p53-profizienten Zellen führt die Stabilisierung von p53 über den Puma/Bax-Signalweg zur 
Apoptose. In p53-defizienten Zellen hemmt p14

ARF
 die anti-apoptotischen Proteine Mcl-1 und Bcl-xL 

und führt zur Vermittlung der Apoptose über Bak. 
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6.3 Die Rolle der anti-apoptotischen Proteine Mcl-1 und Bcl-xL in der TRAIL-

vermittelten Apoptose sowie in der p14ARF-vermittelten Apoptose  

Es konnte durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass der Verlust von Bax zu einer 

vollständigen Resistenz gegen die TRAIL-Behandlung führt. Eine Bax-abhängige Apoptose 

konnte nach der Expression des BH3-only-Proteins Nbk und der TRAIL-Behandlung 

detektiert werden. Dies zeigte sich in der N-terminalen Konformationsänderung von Bax 

nach der TRAIL-Behandlung, nicht aber von Bak. Möglicherweise antagonisieren hier hohe 

Proteinkonzentrationen des anti-apoptotischen Proteins Mcl-1 die Funktion von Bak, sodass 

die Apoptose über Bax vermittelt werden kann. Kommt es zum Verlust von Bax, ist der 

Apoptosesignalweg dann aufgrund der endogenen Blockade von Bak blockiert. Die 

Herunterregulation von Mcl-1, als Inhibitor von Bak, durchbricht bei einem Bax-Verlust die 

Resistenz gegen TRAIL und führt zur Apoptose nach einer Stimulation z.B. durch TRAIL 

(Gillissen et al., 2010). 

Bax und Bak besitzen redundante Funktionen (Degenhardt et al., 2002; Lindsten et al., 2000; 

Wei et al., 2001). In p53-profizienten Tumorzellen wirken Bax und Bak redundant bei der 

p14ARF-vermittelten Apoptose. Das heißt, der Verlust von Bax löst keine wesentliche 

Apoptoseresistenz aus, da Bak den Verlust von Bax kompensieren kann (Hemmati et al., 

2006; Normand et al., 2005). Im Gegensatz dazu kompensiert Bak in p53-defizienten 

Tumorzellen nicht nur für den Verlust von Bax, sondern ist wichtigster Vermittler der 

Apoptose. Der Verlust von Bax oder Bak allein kann kompensiert werden, jedoch hemmt der 

kombinierte Verlust von Bax und Bak deutlich die Apoptose (Lindsten et al., 2000; Rathmell 

et al., 2002; Wei et al., 2001).  

 

Bax wird durch das anti-apoptotisch wirkende Bcl-xL gehemmt, welches jedoch durch das 

pro-apoptotische BH3-only-Protein tBid, der aktiven Form von Bid, neutralisiert werden kann 

(Abbildung 23).  

Abbildung 23: Regulation von Bax und Bak durch die anti-apoptotischen Bcl-2-
Familienmitglieder. Bax wird durch Bcl-xL inaktiviert. Bak kann sowohl von Bcl-xL, als auch von Mcl-1 
gehemmt werden (Gillissen et al., 2010). 
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Jedoch wird in der Literatur beschrieben, dass Bcl-xL nur in geringem Maße als Regulator 

der Apoptose gilt (Willis & Adams, 2005), wohingegen Mcl-1 eine wesentliche Rolle bei der 

Hemmung der N-terminalen Konformationsänderung von Bak spielt (Cuconati et al., 2003; 

Willis & Adams, 2005). Interessanterweise wird ebenfalls durch unsere Daten deutlich, dass 

mechanistisch die Herunterregulation von Bcl-xL keinen Einfluss auf den Bak-Signalweg in 

der TRAIL-vermittelten Apoptose hat (Gillissen et al., 2010).  

Einen maßgeblichen Einfluss auf die Hemmung der Apoptose übt das Bcl-2- 

Familienmitglied Mcl-1 aus. Hohe Proteinkonzentrationen des Mcl-1-Proteins hemmen die 

Aktivierung von Bak, bis BH3-only-Proteine, wie beispielsweise Noxa, mit Mcl-1 

komplexieren und zu dessen Abbau führen. Die Blockade von Mcl-1 ist daher essentiell in 

der Bak-vermittelten Apoptose. Es ist möglich, dass die Neutralisierung von Mcl-1 

ausreichend ist, um die Apoptose nach der DNA-Schädigung auszulösen (Gelinas & White, 

2005; Leu et al., 2004; van Delft et al., 2006; Willis et al., 2007). Unsere Daten weisen darauf 

hin, dass die Neutralisierung von Mcl-1 entweder durch siRNA oder durch niedermolekulare 

Inhibitoren, wie Sorafenib oder Roscovitin, Apoptose durch Bak vermitteln kann (Gillissen et 

al., 2010).  

Der Tumorsuppressor p14ARF übt in p53-defizienten Tumorzelllinien ebenfalls eine 

destabilisierende Wirkung auf Mcl-1 aus, wodurch die hemmende Wirkung von Mcl-1 auf Bak 

aufgehoben werden kann (Müer et al., 2012). Der Tumorsuppressor p14ARF ist gleichfalls in 

der Lage, zu einem geringen Anteil Bcl-xL zu destabilisieren. Der Mechanismus ist jedoch 

unklar und bedarf weiterer Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe. Es wäre denkbar, dass 

die Stabilisierung von Mcl-1 und Bcl-xL auf transkriptioneller, translationaler oder post-

translationaler Ebene beeinflusst wird. In der Literatur wird beschrieben, dass das Mcl-1-

Protein eine nur sehr kurze Halbwertszeit hat und rasch proteosomal abgebaut wird (Yang et 

al., 1995). Ebenso sind die E3-Ligasen ARF-BP1/Mule (ARF-binding proteine 1/ Mcl-1-

ubiquitin ligase E3) (Zhong et al., 2005) und β-TrCP (β-transducin-repeat-containing 

proteine) an dem proteasomalen Abbau von Mcl-1 beteiligt. Des Weiteren führt ARF-

BP1/Mule wie Hdm-2, zur Destabilisierung von p53 und kann durch p14ARF antagonisiert 

werden (Sherr, 2006). Die ARF-BP1/Mule-Aktivität weist jedoch keine GSK3 

(Glycogensynthase-3-Kinase)-abhängige Regulation von Mcl-1 auf (Wertz et al., 2011), die 

zur Phosphorylierung und somit zum Ubiquitin-abhängigen Abbau von Mcl-1 führt, 

wohingegen β-TrCP eine GSK3-abhängige Phosphorylierung von Mcl-1 vermittelt. Neuere 

Daten von Inuzuka et al. (Inuzuka et al., 2011) und Wertz et al. (Wertz et al., 2011) jedoch 

zeigten, dass sowohl die Herunterregulation von ARF-BP1/Mule, als auch β-TrCP nicht zur 

Stabilisierung von Mcl-1 führen. Daher vermuten wir ebenfalls, dass ARF-BP1/Mule und β-

TrCP nicht an der Destabilisierung von Mcl-1 nach p14ARF-Expression beteiligt sein können. 

P14ARF ist möglicherweise in der Lage, direkt ARF-BP1/Mule zu antagonisieren. Weiterhin 
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zeigen neuere Daten, dass Mcl-1 durch die E3-Ligase SCFFBW7 (SKP1-cullin-1-F-box 

complex that contains FBW7 as the F-box protein) reguliert wird (Inuzuka et al., 2011). Die 

E3-Ligase FBW7 bindet an Mcl-1 und führt zur GSK3-abhängigen Phosphorylierung und 

zum Abbau von Mcl-1 durch Ubiquitinierung. Die Gruppe konnte ebenso zeigen, dass der 

Verlust von FBW7 zu einer Stabilisierung von Mcl-1 führt, nicht aber beim Verlust von ARF-

BP1/Mule und β-TrCP (Inuzuka et al., 2011). Aufgrund unserer Daten in der p14ARF-

vermittelten, p53-unabhängigen Apoptose vermuten wir jedoch, dass ein Proteasom-

abhängiger Abbau von Mcl-1 ausgeschlossen werden kann. Wir konnten zeigen, dass nach 

Blockade des Proteasoms durch MG132 Mcl-1 nicht stabilisiert wird. Ferner vermuten wir, 

dass p14ARF direkt die Neusynthese von Mcl-1 blockiert. Zur weiteren Aufklärung des 

Mechanismus und zur Überprüfung der Regulation der Translation von Mcl-1 könnte eine 

radioaktive Markierung von Aminosäuren (35S-Methionin) beitragen. Die radioaktive 

Markierung von Proteinen ermöglicht die Ermittlung der Gesamtproteinsynthese und eine 

exakte Messung der Proteinlebensdauer. 

 

In der Literatur wird beschrieben, dass der Kinaseinhibitor Sorafenib (Bay 43-9006) ebenfalls 

eine hemmende Wirkung auf Mcl-1 ausübt (Gillissen et al., 2010; Rahmani et al., 2005). 

Rahmani et al. konnten zeigen, dass die Translation von Mcl-1 inhibiert wird und somit eine 

Neusynthese von Mcl-1 verhindert wird. Des Weiteren konnte die Gruppe nachweisen, dass 

eine Dephosphorylierung des Initiationsfaktors eIF4E nach Behandlung mit Sorafenib zu 

verzeichnen ist. Die Translation ist hauptsächlich in der Initiationsphase reguliert und wird 

durch verschiedenste Initiationsfaktoren beeinflusst. Hierbei spielt die Bildung eines 

Initiationskomplexes aus eIF4E, eIF4G und eIF4A eine wesentliche Rolle. EIF4E übernimmt 

eine essentielle Rolle beim Vermitteln von post-translationalen Modifikationen, wie z.B. die 

Phosphorylierungen und die Einleitung von Ubiquitinierungen. Sorafenib inhibiert die 

Phosphorylierung von eIF4E und blockiert somit die Translation. Dies wäre im Einklang mit 

unserem Befund, dass Sorafenib durch die Hemmung von Mcl-1 für Zelltod sensibilisiert, 

indem eine Mcl-1-abhängige Wirkung auf Bak antagonisiert wird.  

 

6.4 Ausblick 

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass das Antagonisieren von anti-apoptotischen 

Familienmitgliedern, wie Mcl-1, eine essentielle Rolle bei der Vermittlung der Apoptose 

spielt. Von großer, klinischer Bedeutung in der Tumorforschung ist es, weitere 

niedermolekulare Verbindungen, die anti-apoptotische Familienmitglieder inhibieren, zu 

identifizieren und ihre Wirkungsweise eingehender zu untersuchen. Mit hoher Frequenz 

weist das Bak-Homolog Bax in einigen Tumoren, wie dem Kolonkarzinom und dem 

Ovarienkarzinom, Leserastermutationen auf und führt zum schlechten Ansprechen der 
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Patienten auf Therapiemodalitäten (Sturm et al., 1999; Sturm et al., 2001). Neue, 

zielgerichtete Therapieansätze sind daher von größter Bedeutung in der Tumorbehandlung. 

Die Behandlung mit Breitband-Kinaseinhibitoren, wie beispielsweise Staurosporin, zeigt 

bereits klinisch-positive Ergebnisse (Iglesias-Serret et al., 2003; Rahmani et al., 2005).   

Im Gegensatz zu Bax ist Bak jedoch in den meisten Tumoren exprimiert. Daher ist es 

wichtig, Therapieansätze zu entwickeln, mit denen Bak-Inhibitoren antagonisiert werden 

können, um gezielte Therapien zu ermöglichen. Niedermolekulare Substanzen, wie 

beispielsweise Sorafenib oder Roscovitin, können Apoptose durch Bak vermitteln, indem sie 

das Mcl-1-Protein herunter regulieren (Gillissen et al., 2010). BH3-Mimetika, wie 

beispielsweise ABT-737, binden nur die anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine, Bcl-xL, Bcl-w und 

Bcl-2, nicht aber Mcl-1 (Oltersdorf et al., 2005). Zudem vermittelt die 

Kombinationsbehandlung aus dem Kinase-Inhibitor Sorafenib und aus dem BH3-Mimetikum 

ABT-737 Zelltod durch Destabilisierung von Mcl-1, nicht aber die alleinige Behandlung mit 

ABT-737 (Inuzuka et al., 2011). Ebenfalls vermittelt die kombinierte Behandlung von ABT-

737 mit Roscovitin Apoptose durch Instabilität von Mcl-1, da hierbei spezifisch die 

Transkription blockiert wird (MacCallum et al., 2005).  

Nicht geklärt werden konnte in dieser Arbeit in diesem Zusammenhang der Aspekt, ob die 

BH3-only-Proteine auf transkriptionellem oder auf post-translationalem Weg reguliert werden 

können und ob der Verlust von p53 für den Mangel der transkriptionellen Expression der 

BH3-only-Proteine verantwortlich ist. 

In weiterführenden Versuchen sollte der Stellenwert der p53-Homologe p63 und p73 in p53-

defizienten Tumorzellen detaillierter untersucht werden. Es sollte die Fragestellung diskutiert 

werden, ob p63 und p73 den Verlust von p53 kompensieren und die Funktion als 

Transkriptionsfaktor für die Aktivierung pro-apoptotischer BH3-only-Proteinen übernehmen 

könnten.  

Wichtig wäre in diesem Zusammenhang auch die Untersuchung hinsichtlich alternativer 

Zelltodsignalwege, die möglicherweise an der Aktivierung des Zelltods in p53-defizienten 

Tumorzellen beteiligt sind. Denkbar wären Zelltod-Signalwege, die über das 

Endoplasmatische Retikulum (ER) vermittelt werden, aber auch die Beteiligung der 

Autophagie und der mitotischen Katastrophe. Dies ermöglicht weitere funktionelle Einblicke 

in die Regulation des Zelltods und könnte aus prognostischer Sicht zu vielversprechenden 

Therapieansätzen in der Tumorbehandlung führen.  
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7. Abkürzungsverzeichnis 

  

A1 Bcl-2-related protein A1 

Ad Adenovirus 

APAF-1 Apoptotic protease activating factor 1 

(d)ATP Desoxyadenosintriphosphat 

Bad Bcl-2-associated agonist of cell death 

Bak Bcl-2 homologous antagonist/killer 

Bax Bcl-2–associated X protein 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 

Bcl-w Bcl-2-like protein 2 

Bcl-xL B-cell lymphoma-extra large 

BH  Bcl-2 homology (BH) domains 

Bid BH3 interacting domain death agonist 

Bim B-cell lymphoma 2 interacting mediator of 

cell death 

Bmf Bcl-2 modifying factor 

Bok Bcl-2-related ovarian killer protein 

cDNA Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

Dox Doxycyclin 

Epi Epirubicin 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 

FADD Fas associated death domain 

FCS Fetales Kälberserum (fetal calf serum) 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

GFP 

g 

green fluorescent protein 

Erdbeschleunigung 

h Stunde 

Hdm-2 Human p53 binding protein homolog 

Hrk Harakiri 

JC-1 

 

kDa 

5,5´,6,6´-tetrachloro-1,1´,3,3´-tetraethyl-

benzimidazolylcarbocyanin jodid 

Kilodalton 

kd Knock down 

Ko Kontrolle 

http://www.antikoerper-online.de/application/Flow+Cytometry+%28FACS%29/
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kV Kliovolt 

Mcl-1 myeloid leukemia cell differentiation protein 

Mcl-1 

Min 

mM 

Minute 

Millimolar 

mRNA Messenger-Ribonukleinsäure 

M.o.i. 

MOMP 

Multiplicity of infection 

Mitochondrial outer membrane 

permibilization 

MW 

µF 

µg 

µl 

µm 

Mittelwert 

Mikro-Farad 

Mikro-Gramm 

Mikro-Liter 

Mikro-Meter 

Nbk/ Bik 

nm 

Natural born killer/ Bcl-2-interacting killer 

Nanometer 

NPM Nucleophosmin 

Noxa/ PMAIP1 PMAIP1: phorbol-12-myristate-13-acetate-

induced protein 1 

PBS Phospate buffered saline 

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase-

chain-reaction 

PMSF 

Puma 

Phenylmethylsulfonylfluorid 

p53 upregulated modulator of apoptosis 

Q-vD-OPh Quinolyl-Val-Asp-OPHh 

SD Standardabweichung 

SDS Sodiumdodecylsulphat 

siRNA small interfering Ribonukleinsäure 

RNA Ribonukleinsäure 

TNF-R Tumornekrosefaktor-Rezeptor 

TRAIL Tumor necrosis factor related apoptosis-

inducing ligand 

WT Wildtyp 
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Systematic genetic dissection of p14ARF-mediated mitochondrial cell death signaling 

reveals a key role for p21CDKN1 and the BH3-only protein Puma/bbc3. 

Hemmati PG*, Müer A*, Gillissen B, Overkamp T, Milojkovic A, Wendt J, Dörken B, Daniel 

PT Department of Hematology, Oncology and Tumor Immunology, Charité-

Universitätsmedizin Berlin, Campus Berlin-Buch, Berlin, Germany. 

Abstract 

Induction of cell death by p14ARF is mediated through a Bax/Bak-dependent mitochondrial 

apoptosis pathway. To investigate the upstream signaling events required for the activation 

of Bax and/or Bak and to determine the functional impact of de-regulated cell cycle restriction 

point control in this context, we genetically dissected the impact of BH3-only proteins and the 

role of the cyclin-dependent kinase (cdk) inhibitor p21CDKN1. Using isogenic HCT116 

colorectal cancer cells, either wild-type or homozygously deleted for the BH3-only protein 

Puma/bbc3 and/or p21CDKN1 or p53-reconstituted DU145 prostate cancer cells, we show that 

p14ARF-induced apoptosis is attenuated in the absence of Puma. Upon expression of p14ARF 

in HCT116 cells, Puma is rapidly induced at both the mRNA and protein level. Puma-

proficient HCT116 cells undergo apoptotic (nuclear) DNA fragmentation, which is preceded 

by the N-terminal conformational change of Bax, the breakdown of the mitochondrial 

membrane potential, and induction of caspase-9 (LEHD)-like and caspase-3/7 (DEVD)-like 

activities. In contrast, p14ARF-induced apoptosis is markedly attenuated in isogenic HCT116 

cells bi-allelically deleted for puma. The sensitivity of Puma-deficient cells to p14ARFinduced 

apoptosis is fully restored by functional reconstitution of Puma using a conditional adenoviral 

expression vector. Notably, the concomitant deletion of p21CDKN1 strongly enhances p14ARF-

induced apoptosis in Puma-proficient cells, but not in isogenic Puma-deficient cells. These 

results indicate that p14ARF-induced mitochondrial apoptosis critically depends on the BH3-

only protein Puma. In the presence of a functional p53/Puma/Bax-signaling axis, p14ARF-

triggered apoptosis is enhanced by loss of p21CDKN1-mediated cell cycle checkpoint control. 
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Abstract 

The p14ARF tumor suppressor plays a central role in regulating cell cycle arrest and 

apoptosis. We previously reported that p14ARF is capable of triggering apoptosis in a p53-

independent manner. The mechanism remained, however, unclear. Here, we demonstrate 

that the p53-independent activation of the mitochondrial apoptosis pathway by p14ARF is 

primarily mediated by the pro-apoptotic Bax-homolog Bak. Expression of p14ARF exclusively 

triggers a N-terminal conformational switch of Bak, but not Bax, which allows for 

mitochondrial permeability shift, release of cytochrome c, activation of caspases, and 

subsequent fragmentation of genomic DNA. Whereas forced expression of Bak markedly 

sensitizes towards p14ARF-induced apoptosis, re-expression of Bax has no effect. Vice versa, 

knock-down of Bak by RNA interference attenuates p14ARF-induced apoptosis, whereas 

down-regulation of Bax has no effect. Bak activation coincides with a prominent, caspase-

independent deprivation of the endogenous Bak inhibitors Mcl-1 and Bcl-xL. In turn, 

mitochondrial apoptosis is fully blocked by over-expression of either Mcl-1 or Bcl-xL. Taken 

together, these data indicate that in the absence of functional p53 and Bax, p14ARF triggers 

mitochondrial apoptosis signaling by activating Bak, which is facilitated by down-regulating 

anti-apoptotic Mcl-1 and Bcl-xL. Moreover, our data suggest that the simultaneous inhibition 

of two central endogenous Bak inhibitors, i.e. Mcl-1 and Bcl-xL, may be sufficient to activate 

mitochondrial apoptosis in the absence of BH3-only protein regulation. 
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Abstract 

Tumor necrosis factor (alpha)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) is a promising 

anticancer agent that preferentially kills tumor cells with limited cytotoxicity to nonmalignant 

cells. However, signaling from death receptors requires amplification via the mitochondrial 

apoptosis pathway (type II) in the majority of tumor cells. Thus, TRAIL-induced cell death 

entirely depends on the proapoptotic Bcl-2 family member Bax, which is often lost as a result 

of epigenetic inactivation or mutations. Consequently, Bax deficiency confers resistance 

against TRAIL-induced apoptosis. Despite expression of Bak, Bax-deficient cells are 

resistant to TRAIL-induced apoptosis. In this study, we show that the Bax dependency of 

TRAIL-induced apoptosis is determined by Mcl-1 but not Bcl-xL. Both are antiapoptotic Bcl-2 

family proteins that keep Bak in check. Nevertheless, knockdown of Mcl-1 but not Bcl-xL 

overcame resistance to TRAIL, CD95/FasL and tumor necrosis factor (alpha) death receptor 

ligation in Bax-deficient cells, and enabled TRAIL to activate Bak, indicating that Mcl-1 rather 

than Bcl-xL is a major target for sensitization of Bax-deficient tumors for death receptor-

induced apoptosis via the Bak pathway. 
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