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Stress macht Zellen resistent gegen
Folsaure-basierte Chemotherapeutika
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The unfolded protein response (UPR), a cellular stress response path-
way, is broadly implicated in disease and resistance to therapy. The
molecular mechanisms that drive stress-mediated chemoresistance
are, however, only poorly understood. We have employed a multi-
omics approach to determine UPR-induced gene regulation, revealing
the UPR regulon. We further observe metabolic rewiring upon stress
and resistance to Methotrexate, a widely-employed therapeutic reagent.
The precise molecular characterization of the pathway driving resist-
ance might lead to novel concepts in cancer therapy.
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B Unsere Korperzellen sind taglich Stress
ausgesetzt — beispielsweise ist nicht immer
eine ausreichende Versorgung mit Nahrstof-
fen oder Sauerstoff gewahrleistet, ionisieren-
de Strahlung oder chemische Substanzen
konnen Biomolekiile schadigen oder zellu-
lare Prozesse konnen ins Stocken geraten.
Um diese Herausforderungen zu meistern,
aktiviert die Zelle stress response pathways,

die dazu dienen, die zellulire Homoostase
wiederherzustellen und so das Uberleben der
Zelle zu sichern, oder, falls dies nicht moglich
ist, den programmierten Zelltod einzuleiten.

Die unfolded protein response (UPR) des
endoplasmatischen Retikulums (ER) ist einer
dieser stress response pathways [1, 2]. Die
UPR wird ausgeldst durch die Ansammlung
von ungefalteten Proteinen im ER. Die drei

Transmembranproteine PERK (PKR-like ER
kinase), IRE1 (inositol-requiring enzyme 1),
und ATF6 (activating transcription factor 6)
dienen als Rezeptoren, die mit ihren lumina-
len Domédnen den Status des ERs sondieren
(Abb. 1). Unter normalen Bedingungen wer-
den sie vom ER-Chaperon BiP gebunden und
so inaktiviert. Kommt es jedoch zu einer
Anhdufung von ungefalteten Proteinen im
ER, bindet BiP an diese neuen Klienten und
die so freigesetzten UPR-Rezeptoren werden
aktiv. IRE1 und ATF6 steuern dann eine tran-
skriptionelle Anpassung der Zelle, was unter
anderem zu einer vermehrten Produktion
von Chaperonen fiihrt, die die Proteinfaltung
im ER unterstiitzen. Die Kinase PERK hinge-
gen reguliert die zelluldre Translation durch
Phosphorylierung einer Untereinheit des
Translationsfaktors elF2 (eukaryotic initia-
tion factor 2). Dadurch wird die Proteinsyn-
these in der Zelle insgesamt reduziert und
das ER in seiner Funktion entlastet. Eine
kleine Gruppe an mRNAs aber zeigt ein
gegensitzliches Verhalten: durch ausgefeilte
Mechanismen erhoht sich ihre Translation
nach Phosphorylierung von elF2. Prominen-
testes Beispiel ist hier die mRNA, welche den

<« Abb. 1: Schematische Darstellung der unfolded protein
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response (UPR). Ungefaltete Proteine akkumulieren im endo-
plasmatischen Retikulum (1) und werden vom ER-Chaperon
BiP gebunden (2). Dadurch wird BiP von den UPR-Rezeptoren
PERK, IRE1 und ATF6 freigesetzt, was zu deren Aktivierung
flhrt. Die Proteinkinase PERK (3) kann nun die alpha-Unter-
einheit des Initiationsfaktors 2 (elF2) phosphorylieren, was zu
einer generellen Reduktion der zelluldren Translation fihrt
und das ER entlastet. Gleichzeitig kommt zu einer verstérkten
Produktion des Transkriptionsfaktors ATF4. (4) Nach Freiset-
zung von BiP wird die endonukleolytische Aktivitat von IRE1
aktiviert, was zum Abbau ER-assoziierter Transkripte fiihrt.
Weiterhin erméglicht die IRE1-abhdngige mRNA-Prozessie-
rung die Produktion des Transkriptionsfaktors XBP1. (5) ATF6
kann nach Freisetzung von BiP in den Golgi-Apparat translo-
zieren, wo es proteolytisch prozessiert wird. Die dadurch frei-
gesetzte cytoplasmatische Doméne (ATF6p50) kann nun in
den Zellkern transportiert werden, wo sie als Transkriptions-
faktor aktiv ist. Insgesamt kommt es durch die Aktivitat von
ATF4, XBP1 und ATF6p50 zu Transkriptionsverédnderungen,
die dazu dienen, die Faltungskapazitat im ER zu erhéhen und
so die zelluldare Homostase wiederherzustellen, oder, falls dies
nicht gelingt, den programmierten Zelltod auszuldsen.
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Multidimensionale Datensatze aus omics-Studien
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A Abb. 2: Kombination analytischer Verfahren zu einem multi-omics-Ansatz. Um Genexpressions-
veranderungen nach einem Stimulus umfassend und auf unterschiedlichen Ebenen zu bestimmen,
kénnen Messungen zu zellularer RNA-Abundanz, Translationsstatus und Proteom (links darge-
stellt) miteinander verkniipft werden. Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten und nach unter-
schiedlicher Behandlung der Zellen erzeugen multidimensionale Datensétze (rechts), deren inte-
grative Auswertung tiefe Einblicke in die zelluldre Antwort auf den Stimulus erlauben.

Transkriptionsfaktor ATF4 codiert. Dieser
stimuliert die Expression einer Reihe an Pro-
teinen, die eine Anpassung an den Stress
ermoglichen sollen.

Eine funktionierende UPR ist besonders
wichtig fiir Zellen, die eine groBe Menge an
Peptiden sekretieren, z. B. insulinproduzie-
rende Betazellen des Pankreas. Es ist daher
wenig tliberraschend, dass Storungen der
UPR mit Diabetes mellitus in Zusammen-
hang gebracht werden. Dartiber hinaus tragt
die UPR auch zur Progression von Krebslei-
den bei, zu Chemoresistenzen und zu einer
Reihe an weiteren Erkrankungen (darunter
neurodegenerative Prozesse, wie sie bei-
spielsweise bei Alzheimer auftreten) [2, 3].
Die zugrunde liegenden molekularen Mecha-
nismen sind allerdings nur unzureichend
verstanden. Eine prizise und umfassende
Analyse der stressinduzierten Veranderun-
gen der Genexpression wird daher dringend
benotigt, um die Rolle der UPR in der Krank-
heitsentstehung besser zu definieren und
neue Konzepte fiir gezielte Therapien ent-
wickeln zu konnen.

Das UPR-Regulon

Multi-omics-Ansatze sind eine probate Heran-
gehensweise, um selbst komplizierte Pro-
zesse, wie sie in der zelluldren Stressantwort
auftreten, als Ganzes messen zu konnen. Der
Einsatz unterschiedlicher quantitativer ana-

lytischer Methodik, welche die Gesamtheit
einer bestimmten Molekiilklasse abbilden
kann (omics-Methoden), erlaubt es groBe
Datensitze zu generieren, deren bioinforma-
tische Integration dann eine hochauflésende

Analyse des zellularen Status ermoglicht
(Abb. 2). Beispielsweise erlauben RNA
expression profiling und Protein-Massenspek-
trometrie Verdnderungen auf Ebene des
Transkriptoms und des Proteoms zu messen,
wiahrend ribosome profiling Einblicke in
Translationsraten liefert. Kombiniert lassen
sich so Verdanderungen in der Genexpression
auf unterschiedlichen Ebenen messen. Dies
erlaubt es z. B., einen Signaltransduktions-
weg aus verschiedenen Winkeln zu betrach-
ten und erste Hinweise auf regulatorische
Prozesse abzuleiten.

Angewendet auf die UPR sind damit tiefe
und grundlegend neue Einblicke moglich. So
konnten wir z. B. zum ersten Mal das UPR-
Regulon in kultivierten Krebszellen definie-
ren — eine Gruppe an Proteinen, die induziert
wird, um die zellulire Homoostase wieder-
herzustellen und das Uberleben der Zellen
zu sichern [4]. Die adaptiven Genexpressions-
veranderungen betreffen nicht nur bekannte
Zielgene der UPR (wie z. B. Chaperone), son-
dern auch eine Vielzahl weiterer Gene, deren
Regulation zuvor noch nicht mit der zellu-
liren Antwort auf Stress in Verbindung
gebracht wurde. Viele dieser neuen UPR-
targets spielen prominente Rollen bei der
Entstehung und Progression von Krank-
heiten oder erfiillen wichtige Funktionen im
zelluldren Stoffwechsel.
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<« Abb. 3: Die UPR induziert Enzyme
der Serinbiosynthese und des mito-
chondriellen 1C-Metabolsimus (gelb
hervorgehoben) - Stoffwechselwege
hier vereinfacht dargestellt. Der
1C-Metabolismus hat eine zentrale,
anabole Funktion (Synthese von
Nukleobasen und Aminoséduren) und
tragt zum Aufrechterhalten des zellu-
laren Redoxstatus und der epigeneti-
schen Homdostase bei. Die Chemo-
therapeutika Methotrexat (MTX) und
5-Fluorouracil (5-FU) (rot hervorge-
hoben) greifen in den Folsaure-
basierten Stoffwechsel ein, indem
sie die Enzyme Thymidylatsynthase
(TYMS) und Dihydrofolatreduktase
(DHFR) hemmen. DHF: Dihydrofol-
sdure; THF: Tetrahydrofolsaure;
5,10-meTHF: 5,10-methylen-THF;
PHGDH: Phosphoglycerat-Dehydro-
genase; PSAT: Phosphoserin-Amino-
transferase; PSPH: Phosphoserin-
Phosphatase; SHMT2: Serin-Hydro-
xymethyltransferase 2; MTHFD2:
bifunktionelle Methylenetetrahydro-
folat-Dehydrogenase /Cyclohydrolase;
ALDH1L2: Aldehyd-Dehydrogenase 1
family member L2.
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Stress verandert den zelluldren
Metabolismus

Verdnderungen des Stoffwechsels sind cha-
rakteristisch fiir neoplastische Zellen und
dienen dazu, ihre hohe Proliferationsrate
aufrecht zu erhalten. Diese Besonderheiten
macht man sich in der Klinik zunutze. Eine
Reihe an Chemotherapeutika zielt darauf ab,
zentrale Stoffwechselwege zu blockieren, die
wichtig sind fiir die Proliferation der Krebs-
zellen [5]. Beispielsweise unterdriicken
einige Antimetabolite die Biosynthese von
Nukleobasen, welche fiir die DNA-Replika-
tion wihrend des Zellzyklus bendtigt werden
und wirken so als Zytostatika. Ein prominen-
ter Vertreter dieser Gruppe ist das Basenana-
logon 5-Fluorouracil (5-FU), das in der Krebs-
therapie breite Anwendung findet. Es unter-
driickt die Proliferation von Krebszellen,
indem es das Enzym Thymidylatsynthase
(TYMS) hemmt, welches im Menschen essen-
ziell fiir die Produktion von Deoxythymidin-
phosphat ist (Abb. 3).

Auch das Auslosen der UPR wirkt sich auf
den zelluldren Metabolismus aus. Unter
Stress zeigt sich eine erhohte Synthese von
Enzymen der Serinbiosynthese und des Fol-
sdure-basierten 1C-Stoffwechsels (Abb. 3).
So kommt es zu einem verstarktem Flux an
Metaboliten aus der Glykolyse in den
1C-Metabolismus [4]. Dieser zentrale Stoff-
wechselweg ist wichtig fiir die Synthese von
Aminosauren, tragt zum Aufrechterhalten
des zelluldaren Redoxstatus und der epigene-
tischen Homoostase bei und liefert Bausteine
fiir die Synthese von Nukleobasen [6]. Auch
das oben beschriebene Enzym Thymidylat-
synthase bezieht die Kohlenstoffgruppe zur
Methylierung von dUMP zu dTMP aus dem
Folsdure-basierten Stoffwechsel.

Chemoresistenz als Folge von
Zellstress

Aufgrund seiner zentralen Funktion, ist es
nicht verwunderlich, dass der 1C-Metabolis-
mus bereits friih als Ziel moglicher chemo-
therapeutischer Behandlung identifiziert
wurde. Schon 1947 konnten erste Erfolge in
der Behandlung von Leukdmien mit dem
Folsaure-Antagonisten Aminopterin erzielt
werden. Heute sind verwandte Substanzen,
z. B. Methotrexat (MTX), zur Therapie von
Neoplasien und Autoimmunerkrankungen
weit verbreitet. Das Auftreten von Chemore-
sistenzen schrankt ihre Nutzung jedoch ein.

Uberraschenderweise fiihrt das Auslésen
der UPR in kultivierten, menschlichen Zellen
zu einer fast vollstindigen Resistenz gegen-
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iiber dem Folsdaure-Analogon Methotrexat.
Diese Chemoresistenz ist abhdngig von der
Aktivierung der Kinase PERK und der Phos-
phorylierung des Initiationsfaktors elF2.
Letzteres kann durch die Expression einer
phosphomimetischen Proteinvariante belegt
werden, bei der eine Phosphorylierung durch
Mutation der entsprechenden Aminosaure
(elF2a, Ser51Asp) imitiert wird [4].

Neben PERK konnen drei weitere Kinasen
elF20 an der gleichen Position (Ser51) phos-
phorylieren: GCN2 (general control non-
derepressible 2), PKR (protein kinase RNA-
activated) und HRI (heme-regulated inhibitor).
Auch sie werden durch unterschiedliche
Arten von Stress oder virale Infektion akti-
viert und bilden zusammen mit PERK die
integrated stress response [7]. Auch die phar-
makologische Aktivierung von HRI erlaubte
es kultivierten Zellen in Gegenwart hoher
Dosen von Methotrexat zu proliferieren [4].
Dies legt nahe, dass unterschiedliche Arten
von Zellstress die Chemoresistenz hervor-
rufen konnen. Da wir bekannte Wege der
Resistenzbildung gegen Methotrexat aus-
schlieBen konnen, scheint es sich um einen
neuartigen Mechanismus zu handeln, dessen
genaue molekulare Aufklarung in Zukunft
verbesserte Konzepte und Ansitze zur Uber-
windung von Resistenzen in der Krebsthera-
pie erhoffen ldsst.

Fazit

Multi-omics-Ansdtze konnen grundlegend
zum Verstandnis komplizierter zellularer
Prozesse beitragen. Die gewonnenen Ein-
blicke befliigeln gezielte genetische und bio-
chemische Grundlagenforschung und kon-
nen so zur Entwicklung neuer therapeuti-
scher Konzepte beitragen.
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