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Zusammenfassung
Stress im endoplasmatischen Retikulum führt zur Aktivierung einer Signalkaskade, um die Akkumula-
tion von falsch- oder ungefalteten Proteinen zu bewältigen. Dieser Signalweg, genannt die ‚Unfolded 
Protein Response‘ (UPR), versucht die zelluläre Homöostase durch Anpassung der Transkription und 
Translation wieder herzustellen. Falls diese zelluläre Homöostase nicht erreicht werden kann, löst die 
UPR die Apoptose der Zelle aus.

Die UPR rückte in den letzten Jahren aufgrund der Beteiligung an vielen verschiedenen Krankheiten 
wie Diabetes, die Alzheimer Erkrankung oder unterschiedlicher Arten von Krebs in den Fokus wis-
senschaftlicher Arbeiten. Viele Tumorarten wie Gliome, die durch eine schnelle Wachstumsrate, eine 
erhöhte Proteinsynthese und Hypoxie hohe Spiegel an ER Stress aufweisen, nutzen die überlebens-
fördernden Signale der UPR. Trotz anhaltendem Stress im ER führt die UPR in Tumoren nicht zur 
Apoptose.

Trotz großer klinischer Relevanz fehlen qualitative und quantitative Modelle der UPR in Krebszellen. 
Daher analysierten wir per Multi-Omics Ansatz die Veränderungen der Transkription und der Transla-
tion sowie auf Proteinebene nach Induktion der UPR in HEK293 und der Gliomzelllinie LN308. Durch 
stringentes Filtern unserer Daten konnten wir in LN308 eine Liste mit 267 durch die UPR induzierten 
Genen zusammenfassen, das UPR Regulon. Sowohl bekannte Gene der drei Zweige der UPR als 
auch viele noch nicht zuvor mit ER Stress oder einer anderen Art von Stress in Verbindung gebrachte 
Gene konnten wir im UPR Regulon detektieren.

Die Validierung unserer Daten zeigten wir anhand von SLFN5, ein noch nicht mit Stress assoziiertes 
Protein. In Patienten mit Gliomen führt die Überexpression von SLFN5 zu einer erhöhten Malignität 
des Tumors. Wir konnten nachweisen, dass SLFN5 als Teil der UPR durch den PERK-eIF2α-ATF4-Si-
gnalweg auf transkriptioneller Ebene induziert wird.

Darüber hinaus detektierten wir auch die durch die UPR-vermittelte Induktion von Enzymen, die als 
Bestandteile nach der Glykolyse bei der Serinbiosynthese und des mitochondrialen 1C-Metabolismus 
fungieren. Der mitochondriale 1C-Metabolismus spielt bei der Nukleotidsynthese und des Amino-
säurehaushalts eine wichtige Rolle. Unsere experimentellen Daten weisen durch die Induktion dieser 
Signalwege auf eine Chemoresistenz gegen weitverbreitet verwendete Antifolate hin. 

Damit konnten wir eine weitere Verbindung der UPR und deren überlebensfördernden Wirkung mit 
dem Wachstum von Tumoren aufzeigen.
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1. Einleitung
1.1. Stress in Zellen

Organismen und ihre Zellen sind einer Vielzahl an unterschiedlichen äußeren und inneren Einflüssen 
ausgesetzt, die zu verschiedenen Arten von Stress führen können. Um auf physiologische Reize oder 
pathogene Umstände zu reagieren, haben eukaryotische Zellen verschiedene adaptive Signalwege 
als Antwort auf den jeweiligen Stress entwickelt. 

Bereits 1962 konnte nach Hitzeschock ein verändertes Aussehen des Speicheldrüsenchromosoms 
von Drosophila busckii gezeigt werden, was mit veränderter RNA Synthese assoziiert wurde (Ritossa, 
1962). In den darauffolgenden Jahren wurden diese Chromosomenveränderungen auch als Folge 
anderer Arten von Stress und in anderen Drosophiliden nachgewiesen (Berendes, 1968, Ashburner, 
1970, Leenders and Berendes, 1972). Bei der molekularen Analyse wurden neue Proteine identifiziert, 
die durch Stress, unter anderem Hitzeschock, gebildet werden (Tissieres et al., 1974). Diese wurden 
daraufhin Hitzeschockproteine genannt. Ihre korrespondierenden Gene sind hoch konserviert und 
kommen in jeder Spezies vor (Feder and Hofmann, 1999). Hitzeschockproteine spielen bei vielen 
Arten von Stress eine zentrale Rolle, unter anderem bei Kälte (Matz et al., 1995), bei einem Mangel an 
Aminosäuren (Hensen et al., 2012), unter UV-Bestrahlung (Simon et al., 1995) oder bei Infektionen mit 
Viren (Reyes-Del Valle et al., 2005). 

Hitzeschockproteine sind Chaperone, die mit anderen Proteinen interagieren und ihnen bei deren 
korrekter Faltung, ihrem richtigen Zusammenbau oder ihrer Lokalisierung in Zellkompartimenten hel-
fen (Feder and Hofmann, 1999). Die richtige Faltung der meisten Transmembranproteine und sezer-
nierter Proteine bei eukaryotischen Zellen findet im Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER) 
statt. Trotz der Chaperone kann es zu einer Akkumulation von ungefalteten oder von nicht korrekt 
gefalteten Proteinen im ER kommen (Ron and Walter, 2007). Dies löst im ER Stress aus. Um diesem 
entgegenzuwirken und die zelluläre Homöostase wieder herzustellen wird die Antwort auf ungefaltete 
Proteine (‚Unfolded Protein Response‘ [UPR]) aktiviert. 

1.2. ER Stress und BiP als Sensor der UPR

Erste Hinweise auf die Anpassung an Stress durch ungefaltete Proteine wurden durch den Nachweis 
erhöhter Spiegel von GRP78 (Glucose-Regulated Protein, 78kDa; Gen: HSPA5) und GRP94 (Gluco-
se-Regulated Protein, 94kDa; Gen: HSP90B1) gewonnen (Kozutsumi et al., 1988). 

GRP78 wurde schon zuvor im ER von embryonalen Hühnerfibroblasten in nicht gestresstem Zu-
stand nachgewiesen (Zala et al., 1980). Kurze Zeit später wurde immunoglobulin heavy-chain binding 
protein (BiP) identifiziert, ein 78kDa großes Protein, welches nicht-kovalent an schwere Ketten von 
Immunglobulinen (Ig) in prä-B Lymphozyten bindet (Haas and Wabl, 1983). Ein mit dem 70kDa Hit-
zeschockprotein verwandtes Protein wird ins ER sezerniert und ist mit GRP78 sowie BiP identisch 
(Munro and Pelham, 1986). 

Das ER Chaperon BiP nimmt bei der Übermittlung von ER Stress durch ungefaltete Proteine und der 
damit verbundenen Aktivierung der UPR eine zentrale Rolle als Sensor ein. In nicht gestressten Zel-
len bindet BiP an die lumenalen Domänen der drei ER-Transmembranproteine PERK (Protein kinase 
R-like endoplasmic reticulum kinase; Gen: EIF2AK3), IRE1α (Inositol-requiring enzyme 1α; Gen: ERN1) 
und ATF6 (Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF6; Gen: ATF6) und inhibiert damit die Sig-
nalübertragung respektive die Prozessierung. Durch die Anhäufung ungefalteter Proteine dissoziiert 
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BiP reversibel von den drei Transmembranproteinen und führt zur Aktivierung von PERK, IRE1α und 
ATF6 und damit zur Signalweiterleitung (Abb.1.1) (Bertolotti et al., 2000, Shen et al., 2002a). Die da-
durch ausgelöste UPR versucht in zwei Schritten die Homöostase des ER wieder herzustellen. Als 
erste Folge des Ungleichgewichts zwischen der Anzahl ungefalteter Proteine und der Maschinerie 
von Chaperonen zur Bewältigung dieses Umstands wird vorübergehend die globale Proteinneusyn-
these und Translokation ins ER reduziert. Im zweiten Schritt wird die Transkription von UPR Zielgenen 
aktiviert. Hierbei handelt es sich unter anderem um Proteine, die zur korrekten Faltung von Proteinen 
innerhalb des ER beitragen, womit die Leistungsfähigkeit des ER-Falteapparats erhöht wird (Ron and 
Walter, 2007). 

ER Lumen

Cytoplasma

ER Stressungestresste Zellen

P PP P

Aktivierung Aktivierung Translokation 
in Golgi

PERKIRE1 ATF6

BiP

Abbildung 1.1: BiP als Sensor der UPR mit den drei Signalzweigen. 
Das ER Chaperon BiP bindet an die lumenalen Domänen von IRE1, PERK und ATF6 und unterdrückt damit deren Aktivie-
rung. Bei Anreicherung von ungefalteten Proteinen dissoziiert BiP von den Transmembranproteinen, was zur Phosphorylie-
rung, Oligomerisierung und Aktivierung von PERK und IRE1 sowie zur Aktivierung von ATF6 führt.

Bei anhaltendem, irreversiblen ER Stress kann die UPR auch die Apoptose von Zellen einleiten (Hetz, 
2012, Hetz and Papa, 2018). 

1.2.1. Expression, Aufbau und Funktionsweise von BiP 

BiP ist sowohl Sensor der UPR als auch ER-Chaperon und konstitutiv exprimiert. Es wird aber auch 
unter ER Stress vermehrt gebildet. In Saccharomyes cerevisiae wird BiP durch drei verschiedene 
cis-aktive Elemente in der Promoterregion von KAR2, welches für BiP codiert, transkriptionell regu-
liert: eine GC-reiche Region für die konstitutive Expression, ein Hitzeschockelement (HSE) und eine 
22 Basenpaar (bp) lange Region (UPRE), die bei der Stress-vermittelten Induktion eine wichtige Rolle 
spielt (Mori et al., 1992). In höheren Eukaryoten wurde zunächst eine hoch konservierte regulatori-
sche Domäne für die generelle Expression von BiP nachgewiesen (Resendez et al., 1988). Hinweise 
auf die Regulation von BiP unter ER Stress wurden in einer Kernregion des Promoters gefunden (Li 
et al., 1994). Später wurde daraufhin das ER stress response element (ERSE) vor der TATA Box in 
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der Promoterregion von humanem HSPA5 identifiziert, welches für die Induktion von BiP unter ER 
Stressbedingungen verantwortlich ist (Yoshida et al., 1998). Die Bindung des UPR-regulierten bZIP 
Transkriptionsfaktors ATF6f (prozessiert aus dem Transmembranprotein ATF6) an ERSE aktiviert den 
Promoter unter Beteiligung der Koaktivatoren NF-Y und YY1 und führt zur verstärkten Transkription 
des HSPA5 Gens (Haze et al., 1999, Li et al., 2000, Baumeister et al., 2005). 

BiP ist Teil einer Familie von HSP70-Proteinen und hat wie die anderen Vertreter der Gruppe eine 
ATPase katalytische Domäne am N-Terminus und eine C-terminale Substrat-Bindedomäne (McKay, 
1993). Affinität und Länge der Bindung von Polypeptidketten an die Bindedomäne ist ATP abhängig: 
Bei ATP-Besetzung des N-Terminus ist die Affinität für Polypeptide schwach, jedoch binden diese 
rasch; die Besetzung durch ADP führt zu einer starken Bindung mit langsamem Austausch. Darü-
ber hinaus fördert die Polypeptidbindung am C-Terminus die Hydrolyse von ATP (Flynn et al., 1989, 
Blond-Elguindi et al., 1993a, Blond-Elguindi et al., 1993b). 

Als universelles Chaperon im ER besitzt BiP die Eigenschaft entstehende Polypeptidketten mit unter-
schiedlichsten Sequenzen zu erkennen und gleichzeitig ungefaltete von korrekt gefalteten Proteinen 
zu unterscheiden. In verschiedenen Studien mit Peptiden aus Bakteriophagen oder mit Immunglobu-
linen wurde gezeigt, dass BiP ein heptamerisches Motiv erkennt, diese Interaktion allerdings abhängig 
von der Stabilität und der Geschwindigkeit der Faltung des Proteins ist (Blond-Elguindi et al., 1993a, 
Hellman et al., 1999). BiP bindet hierbei vor allem an Proteine, die in unstabiler Konformation vorliegen 
oder sich langsam falten. 

ER-lokalisierte DnaJ-Proteine (ERdj) agieren als Ko-Chaperone von BiP, indem sie an den N-Termi-
nus binden und die ATP Hydrolyse stimulieren. Dadurch wird eine hohe Substrataffinität induziert. 
In S. cerevisiae kennt man unterem anderem die Interaktion von BiP mit Sec63p, Scj1p und Jem1p 
(Feldheim et al., 1992, Schlenstedt et al., 1995, Nishikawa and Endo, 1997). Das murine Transmem-
branprotein MTJ1 (Gen: Dnajc1) wurde als erstes Ko-Chaperon von BiP in Säugetierzellen identifiziert 
(Chevalier et al., 2000). In humanen Zellen induziert ER Stress die Transkription von ERdj5 (ER DNA J 
domain-containing protein 5, auch DNAJC10), welches mit BiP interagiert (Cunnea et al., 2003). Des 
Weiteren wurden ERdj4 (DNAJB9) und ERdj3 (DNAJB11) als Ko-Chaperone von BiP identifiziert (Shen 
et al., 2002b, Nakanishi et al., 2004). ERdj3 wird wie ERdj4 durch die UPR verstärkt exprimiert und in-
teragiert als Kofaktor mit BiP bei der Bindung ungefalteter Proteine (Shen and Hendershot, 2005). Da-
rüber hinaus sind ERdj4 und ERdj5 Bestandteile des ER-associated degradation (ERAD) Signalwegs, 
bei dem ungefaltete Proteine unter Stressbedingungen aus dem ER entfernt und im Zytosol durch 
das Proteasom abgebaut werden (Dong et al., 2008). In Mäusen führte der Knockout von ERdj4 zu 
anhaltendem ER Stress und zur Ausbildung Stress-assoziierter Krankheitssymptome wie Glukosein-
toleranz aufgrund des Verlusts pankreatischer β-Zellen (Fritz et al., 2014). In diesem Modell führt das 
Fehlen von ERdj4 zu einer verminderten Bindung von BiP an IRE1 und dadurch zur Unterdrückung 
dieses Zweigs der UPR (Amin-Wetzel et al., 2017).

Neben der Interaktion mit Ko-Chaperonen kooperiert und koordiniert sich BiP mit anderen Chape-
ronen des ER. Leichte und schwere Ketten von Immunglobulinen werden in zeitlicher Abfolge zuerst 
von BiP und anschließend von GRP94 gebunden und korrekt gefaltet (Melnick et al., 1994). Eine ähn-
liche Koordination von BiP und Calnexin, einem membrangebundenen ER Chaperon, wurde bei der 
Faltung von Thyroglobulin identifiziert (Kim and Arvan, 1995). Durch chemisches Crosslinking wurde 
zudem ein funktioneller Komplex aus BiP, GRP94, Calreticulin, Calnexin und anderer Proteine bei der 
Faltung von Hämagglutinin aus Influenzaviren nachgewiesen (Tatu and Helenius, 1997).
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1.2.2. IRE1

Durch die Dissoziation von BiP von den lumenalen Domänen dreier Transmembranproteine wird die 
UPR aktiviert. Als erstes Protein, welches Signale ungefalteter Proteine über die ER Membran trans-
duziert und zu einer transkriptionellen Anpassung führt, wurde IRE1p in S. cerevisiae identifiziert (Cox 
et al., 1993, Mori et al., 1993). In Hefen ist IRE1p das einzige Transmembranprotein der UPR (Urano 
et al., 2000a). In Mäusen und Menschen wurden zwei verschiedene Isoformen von IRE1 (IRE1α und 
IRE1β) identifiziert, wobei nur IRE1α als Signalübermittler von ungefalteten Proteinen fungiert (Tiraso-
phon et al., 1998, Wang et al., 1998). IRE1β hingegen inhibiert die Proteinneusynthese durch Spaltung 
der 28S rRNA als Antwort auf ER Stress (Iwawaki et al., 2001). 

Das humane Typ-I-Transmembranprotein IRE1α besitzt 977 Aminosäuren (As) und besteht aus ei-
nem N-terminalen Signalpeptid, einer ER-lumenalen Domäne (As 19-443), einer Transmembran-
domäne (As 444-464) und einer zytoplasmatischen Domäne (As 465-977) (Tirasophon et al., 1998). 
Die lumenale Domäne besitzt ein MHC (major histocompatibility complex)-like Motiv, welches Cha-
perone wie BiP oder ungefaltete Proteine direkt binden kann (Bertolotti et al., 2000, Credle et al., 
2005, Gardner and Walter, 2011). In der hoch konservierten zytoplasmatischen Domäne befin-
den sich eine Serin/Threonin Proteinkinase sowie eine RNase Domäne (Tirasophon et al., 1998). 
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Abbildung 1.2: IRE1 vermittelt das Spleißen des Transkriptionsfaktors XBP1, RIDD und die Aktivierung des JNK Sig-
nalwegs unter ER Stress. 
Ein 26 nt langes Intron von XBP1 wird nach Aktivierung von IRE1 durch die RNase Domäne freigesetzt. Darüber hinaus 
werden verschiedene RNAs durch IRE1 bei länger anhaltendem ER Stress abgebaut, bekannt als regulated IRE1-de-
pendent decay (RIDD). Durch Bindung von TRAF2 aktiviert IRE1 des Weiteren den JNK-Signalweg.

Im gängigsten Modell der UPR wird als Antwort auf ER Stress IRE1 durch die Dissoziation von BiP oli-
gomerisiert und durch die Kinase Domänen trans-autophosphoryliert (Shamu and Walter, 1996, Ko-
rennykh et al., 2009). Diese Autophosphorylierung an S724 der Kinase Domäne führt zur Aktivierung 
der RNase Domäne. Als wichtigstes Ziel kann IRE1 somit die X-box-binding protein 1 (XBP1) mRNA 
prozessieren (Abb.1.2) (Yoshida et al., 2001a, Calfon et al., 2002). Das XBP1 Homolog Hac1p konnte 
in S. cerevisiae bereits zuvor identifiziert werden (Cox and Walter, 1996).
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1.2.2.1 XBP1-Splicing und transkriptionelle Aktivierung durch XBP1s

Durch die Aktivierung von IRE1α wird ein 26 Nukleotide (nt) langer, intervenierender Abschnitt inner-
halb der XBP1 mRNA freigesetzt und die flankierenden Fragmente durch die tRNA-splicing Lgase 
RtcB ligiert (Lu et al., 2014). Dadurch kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters der XBP1 
mRNA, was die Translation des aktiven Transkriptionsfaktors XBP1s ermöglicht (Calfon et al., 2002). 
Die ungespleißte Form von XBP1 (XBP1u) wird ebenfalls translatiert. Das daraus resultierende Protein 
beeinflusst das Spleißen sowie die Translation der eigenen mRNA und inhibiert XBP1s durch Bindung 
ans ER und die Präsentation für dessen Abbau durch das Proteasom (Yoshida et al., 2006, Yanagitani 
et al., 2009, Yanagitani et al., 2011, Chen et al., 2014a). 

Anhand von CHIP-Experimenten, einer experimentellen Detektionsmethode von Protein-DNA-Inter-
aktionen, wurde eine Vielzahl von XBP1s-Zielgenen identifiziert (Acosta-Alvear et al., 2007). Viele Gene 
waren hierbei mit der Aufrechterhaltung der ER Funktion, der UPR und der Faltung von Proteinen 
assoziiert. So wurden unter anderem die Gene der Chaperone Grp94, Calnexin und Calreticulin, ver-
schiedene Ko-Chaperone der DnaJ Familie oder Proteindisulfid-Isomerasen, welche die Spaltung und 
Ausbildung von Disulfidbrücken in Proteinen katalysieren, als XBP1-Ziele identifiziert (Acosta-Alvear et 
al., 2007, Lee et al., 2003). Darüber hinaus reguliert XBP1s auch Gene, die nicht mit der Funktion des 
ER in Verbindung stehen. Unter anderem werden Gene des Zellwachstums, der Prozessierung und 
des Exports von RNA, der Differenzierung wie der Replikation oder der Reparatur von DNA als auch 
der Redox Homöostase von XBP1s gebunden und reguliert (Acosta-Alvear et al., 2007). Des Weiteren 
wurde die Rolle von XBP1s als Regulator der Lipogenese oder beim Übergang von adaptiver zu zyto-
toxischer UPR, welche die Apoptose der Zelle zur Folge hat, nachgewiesen (Lee et al., 2008, Fink et 
al., 2018). Da XBP1s die Expression wichtiger Enzyme der Hexosamin Biosynthesewege (z.B. GFAT1) 
reguliert, wurde die UPR mit diesem Signalweg verknüpft (Wang et al., 2014).

1.2.2.2. ERAD

Weiterhin reguliert IRE1α-XBP1s den wichtigen Signalweg der Endoplasmic-Reticulum-associated 
protein degradation (ERAD). Falsch- oder ungefaltete Proteine werden durch ein Kontrollsystem in-
nerhalb des ER erkannt, markiert, ins Zytoplasma zurück geführt und anschließend durch das Ubi-
quitin-Proteasome System abgebaut (Meusser et al., 2005). Dadurch ergänzt ERAD andere Kompo-
nenten der UPR, die für die korrekte Faltung der Proteine verantwortlich sind. Verschiedene Gene der 
DnaJ Familie (wie ERdj3, ERdj4 oder ERdj5), die durch XBP1s reguliert werden, sind Teil des ERAD 
Signalwegs (Acosta-Alvear et al., 2007, Shen and Hendershot, 2007, Lee et al., 2003). 

Außerdem wurde die Transkriptionsregulation von EDEM1 (ER degradation-enhancing alpha-manno-
sidase-like protein 1) durch XBP1s nachgewiesen (Lee et al., 2003). EDEM1 unterbricht den Calnexin 
Zyklus, der die Faltung von Proteinen fördert, durch die gezielte Extraktion ungefalteter Glykopeptide. 
Dabei werden sich im laufenden Prozess der Faltung befindende Proteine nicht ausgewählt. Dadurch 
wird eine Ansammlung nicht faltbarer Proteine im Calnexin Zyklus verhindert und ein effektiverer Fal-
tungsprozess neu synthetisierter Peptide sichergestellt (Molinari et al., 2003). 

1.2.2.3. RIDD

Neben der Prozessierung von XBP1 führt die Aktivierung der RNAse Domäne von IRE1α bei anhalten-
dem Stress auch zum regulierten IRE1-abhängigen Abbau (regulated IRE1-dependent decay [RIDD]) 
(Abb.1.2). Bei dieser Stressantwort werden spezifische mRNAs abhängig von ihrer Lokalisation an der 
Membran des ER und der Nukleotidsequenz schnell abgebaut (Hollien and Weissman, 2006, Holli-
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en et al., 2009). Auch Gene für Chaperone, des ER-Golgi Transports oder sekretorischer Prozesse 
der Proteintranslokation wurden als Ziel von RIDD ermittelt (Han et al., 2009). Außerdem wurde eine 
Verbindung von RIDD und einer erhöhten Apoptoserate von Zellen unter ER Stress durch den IRE1α 
Zweig der UPR gezogen. Diese Annahme wurde durch den Abbau spezifischer microRNAs (miRNAs) 
durch die RNAse Domäne von IRE1α bestätigt. Diese miRNAs hemmen unter normalen Bedingun-
gen die Translation von Caspase-2, einer Protease des mitochondrialen Apoptosewegs (Upton et al., 
2012). 

1.2.2.4. Interaktionen von IRE1α und Signalunterdrückung

Neben der oben genannten Antworten auf ER Stress kann die Oligomerisierung von IRE1α und die 
Interaktion mit dem TNF receptor-associated factor TRAF2 auch zur Aktivierung des Signalwegs 
der c-Jun amino-terminal kinases (JNK) führen (Abb.1.2) (Urano et al., 2000b). TRAF2 bindet an das 
COOH-Ende des zytoplasmatischen Teils von oligomerisiertem IRE1α und häuft sich dort an. Durch 
diese Oligomerisierung von TRAF2 werden die nachfolgenden Faktoren des JNK Signalwegs akti-
viert, wodurch am Ende der Kaskade unter anderem c-Jun phosphoryliert und als Teil des Transkrip-
tionsfaktors AP-1 die Expression spezifischer Gene reguliert wird (Baud et al., 1999, Karin, 1995). 

Neben der Menge an ungefalteten Proteinen kann die Intensität der IRE1α-Signalweiterleitung durch 
die Interaktion mit verschiedenen Proteinen reguliert werden. Bax inhibitor-1 (BI-1, ein im ER- loka-
lisierter Suppressor der Apoptose) unterdrückt die IRE1α Aktivität unter ER Stress in Fliegen und 
Mäusen (Lisbona et al., 2009). Für die optimale Oligomerisierung, Aktivierung und Signalübertragung 
von IRE1α wurde NMIIB (nonmuscle myosin heavy chain IIB), ein hexameres Myosin des Zytoskeletts, 
in MEFs (mouse embryonic fibroblasts) und Caenorhabditis elegans beschrieben (He et al., 2012). 
Als weiterer Interaktionspartner und Regulator von IRE1α konnte die Tyrosin-protein kinase ABL1 in 
pankreatischen β-Zellen identifiziert werden. Unter ER Stress lokalisiert und bindet ABL1 an die ER 
Membran, aktiviert die RNase Domäne und verstärkt dadurch RIDD, was zu einer verstärkten Apop-
toserate führt (Morita et al., 2017). Darüber hinaus wurden noch NMI (N-myc-interactor) und USP14 
(Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14) als negative Regulatoren für IRE1α nachgewiesen (Brozzi et 
al., 2014, Hyrskyluoto et al., 2014).

Wichtig für die Regulation der IRE1α vermittelten Antwort auf ER Stress sind auch zwei Phospha-
tasen, welche die aktivierte Kinase Domäne dephosphorylieren. Zum einen wurde PP2A (protein 
phosphatase 2A) in Zusammenspiel mit RACK1 (receptor for activated C-kinase 1), zum anderen 
PPM1L (protein phosphatase 1-like) als Phosphatasen von IRE1α identifiziert (Qiu et al., 2010, Lu et 
al., 2013). Als Gegenspieler wurde die Proteinkinase PKA (protein kinase A) im Glukosemetabolismus 
nachgewiesen, die, neben sich selbst, IRE1α phosphoryliert (Mao et al., 2011). 

1.2.3. PERK

Das zweite Transmembranprotein der UPR ist PERK, das mit IRE1α in der ER lumenalen Domäne 
funktionelle Ähnlichkeiten hat. Diese Domänen sind ohne Funktionsverlust austauschbar (Bertolotti 
et al., 2000). PERK als in allen Metazoen konservierte Typ-I-Transmembranprotein besteht aus 1116 
Aminosäuren, aufgeteilt auf eine N-terminale Signalsequenz (As 1-29), eine lumenale (As 30-514), eine 
transmembrane (As 515-535) und eine zytoplasmatische Domäne (As 536-1116). Es wurde zuerst in 
Inselzellen des Pankreas von Ratten entdeckt (Harding et al., 1999, Shi et al., 1998). PERK besitzt wie 
IRE1α eine lumenale, sensorische Domäne und eine Proteinkinase Domäne im zytoplasmatischen 
Teil (die ähnlich der Domänenstruktur von (protein kinase RNA-activated [PKR] ist, einer eIF2α Kinase) 
(Bertolotti et al., 2000). 
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Abbildung 1.3: Die Aktivierung von PERK führt zur Inhibition der Translation und Transkription spezifischer Gene gegen 
Stress. 
Aktiviertes PERK phosphoryliert eIF2α, wodurch die globale Translation mit wenigen Ausnahmen inhibiert wird. Der 
Transkriptionsfaktor ATF4 wird unter Stressbedingungen aktiv translatiert, was zu einer Induktion UPR-spezifischer 
Gene wie CHOP oder GADD34 und einer Anpassung an ER Stress führt. PERK phosphoryliert und aktiviert darüber 
hinaus NRF2, FOXO1 sowie DAG und reguliert damit die Expression weiterer stressspezifischer Gene.

Unter normalen Bedingungen bindet BiP an die lumenale Domäne und hält PERK in inaktivem Zu-
stand. Durch Akkumulation von ungefalteten Proteinen dissoziiert BiP von PERK, ähnlich wie bei 
der Aktivierung von IRE1α. Anschließend kommt es zu einer Oligomerisierung von PERK und einer 
Transautophosphorylierung an verschiedenen Stellen der Kinase Domäne (wie T982 oder Y619) (Ber-
tolotti et al., 2000, Ma et al., 2002). Neben der Autophosphorylierung werden auch andere Substrate 
von PERK phosphoryliert, was zur Adaption an ER Stress beiträgt (Abb.1.3).

1.2.3.1. Hemmung der Translation durch Phosphorylierung von eIF2α

Das wichtigste Zielprotein von PERK ist eIF2α (eukaryotic translation initiation factor 2α), das mit eIF2β 
und eIF2γ den heterotrimeren Komplex eIF2 bildet (Harding et al., 1999, Hershey, 2000). eIF2 bildet 
mit der Initiator Methionyl-tRNA (tRNAi

Met) und GTP den tertiären Komplex (ternary complex, TC) und 
bindet die kleine ribosomale Untereinheit (40S) um den 43S Prä-Initiations Komplex (preinitiation com-
plex, PIC) zu formen. Hierbei stimulieren die Initiationsfaktoren eIF3, eIF1, eIF1A und eIF5 die Beladung 
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der 40S Untereinheit mit dem TC. Das 5‘ Ende der RNA wird durch den eIF4F Komplex gebunden, 
welcher wiederum mit dem poly(A)-binding protein (PABP) interagiert. Dies führt eine Zirkularisierung 
herbei. EIF4F kann weiterhin den 43S PIC an die RNA rekrutieren, der die 5‘ untranslatierte Region 
(5’UTR) der gebundenen mRNA bis zum Anticodon der tRNAi

Met scannt. Beim Erkennen eines Start-
codons wird Phosphat aus dem TC freigesetzt, was weiteres Scanning der mRNA verhindert. Die 
40S-gebundenen Initiationsfaktoren werden freigegeben und die große ribosomale Untereinheit (60S) 
wird mit Hilfe weiterer eIFs rekrutiert, um ein Elongations-kompetentes Ribosom zu assemblieren. 
Da eIF2 in seiner GDP-gebundenen Form freigesetzt wird, ist ein Austausch von GDP durch GTP 
erforderlich, damit eIF2 an weiteren Initiationsrunden teilnehmen kann. Dieser Guanylyl-Austausch 
wird durch den Guanine nucleotide exchange factor eIF2B katalysiert (Abb.1.4) (Hinnebusch, 2000, 
Hinnebusch, 2017).

Abbildung 1.4: Schematische Übersicht des Scanmechanismus der Translationsinitiation in Eukaryoten (Hinnebusch et 
al., 2016)

Durch die Aktivierung von PERK wird eIF2α an S51 als Teil der UPR phosphoryliert (Harding et al., 
2000b). Diese Phosphorylierung von eIF2α verhindert die Entstehung beziehungsweise verlängert die 
Dauer zur Bildung des TC, da der Austausch von GDP zu GTP aufgrund der erhöhten Affinität von 
phospho-eIF2α (P-eIF2α) an eIF2B gehemmt wird (Rowlands et al., 1988). Damit wird die Translation 
als Antwort auf ER Stress mit wenigen Ausnahmen global inhibiert (Hinnebusch, 2000). Die Reduktion 
der Translation durch die UPR verringert die Proteinneusynthese sowie die Neubeladung des bereits 
gestressten ER und ist damit ein essentieller Bestandteil als Antwort auf ER Stress (Harding et al., 
2000b, Scheuner et al., 2001). Des Weiteren fördert die verringerte Proteinneusynthese das Überle-
ben ER-gestresster Zellen durch Verringerung von oxidativem Stress (Marciniak et al., 2004, Back et 
al., 2009, Han et al., 2013)
 
1.2.3.2. Nachgeschaltete Signalübertragung durch die Phosphorylierung  
von eIF2α

Die Phosphorylierung von eIF2α reduziert allerdings nicht die Translation aller mRNAs. Die erhöhte 
Menge an P-eIF2α führt bei weitgehend unverändertem mRNA-Level zur verstärkten Translation 
des ubiquitär exprimierten Transkriptionsfaktors ATF4 (cyclic AMP-dependent transcription factor 4) 
(Vallejo et al., 1993, Yukawa et al., 1999). ATF4 besitzt in der 5’UTR zwei upstream Open Reading 
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Frames (uORFs), die unter normalen Bedingungen vom Ribosom gescannt werden und der ATF4 
codierende ORF aufgrund einer überlappenden Region mit uORF2 nicht translatiert werden kann 
(Vattem and Wek, 2004, Pavitt and Ron, 2012). Durch die Phosphorylierung von eIF2α und damit 
einhergehend einer verzögerten Bildung des TC kann die 40S Untereinheit keine neue Translation 
initiieren und scannt über uORF2. Aufgrund der geringeren Verfügbarkeit des TC werden einige 40S 
Ribosomen zwischen uORF2 und dem ATF4 ORF gebildet, was zu einer veränderten Genexpression 
als Anpassung an ER Stress führt (Vattem and Wek, 2004, Harding et al., 2000a). ATF4 bindet mit 
der bZIP (basic-leucine zipper) Domäne als Homo- oder Heterodimer an cAMP response elements 
in Promoterregionen mit den Sequenz TGACGTCA und reguliert Gene des Aminosäureimports, der 
Translation (z.B. Aminoacyl-tRNA-Synthetasen), der mitochondrialen Funktion, der Glutathionbiosyn-
these sowie Resistenzgene gegen oxidativen Stress (Vallejo et al., 1993, Hai and Curran, 1991, Hai 
and Hartman, 2001, Barbosa-Tessmann et al., 1999, Harding et al., 2003, Marchand et al., 2006) . 
Darüber hinaus wurde ATF4 als wichtiger Regulator bei der mitochondrialen Stressantwort identifi-
ziert (Quiros et al., 2017).

Die Phosphorylierung von eIF2α und die Translation von ATF4 sind zentrale Bestandteile der In-
tegrated Stress Response (ISR), die in Eukaryoten als Antwort auf verschiedenste pathologische 
Bedingungen aktiviert werden um die zelluläre Gesundheit durch eine veränderte Genexpression 
wieder herzustellen (Pakos-Zebrucka et al., 2016).  Vier unterschiedliche Kinasen bei verschiedenen 
Stressarten (zum Beispiel der Mangel an Aminosäuren oder einer Infektion mit Viren) phosphorylie-
ren eIF2α und führen primär zu einer anti-apoptotischen, die Homöostase wiederherstellender Re-
programmierung (Dever et al., 1992, Deng et al., 2002, Berlanga et al., 2006, Perkins and Barber, 
2004, Wek et al., 2006). 

Als Antwort auf verschiedene Arten von Stress wird allerdings durch P-eIF2α-ATF4 auch CHOP 
(CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein; auch DNA damage-inducible transcript 3 
protein DDIT3), ein multifunktionaler, proapoptotischer, bZIP Transkriptionsfaktor verstärkt exprimiert 
(Fawcett et al., 1999, Harding et al., 2000a, Ron and Habener, 1992, Wang et al., 1996). Um die 
Dauer und Intensität der Proteinexpression sicher zu stellen wird CHOP durch die Phosphorylierung 
von eIF2α auch auf translationaler Ebene reguliert (Palam et al., 2011). Als Transkriptionsfaktor regu-
liert CHOP die Expression von proapoptotischem BIM (Bcl2-interactin mediator of cell death) und 
vermittelt die Herrunterregulierung von Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), welches die Apoptose von Zellen 
unterdrückt. Damit reguliert CHOP die Apoptose bei anhaltendem ER Stress (Puthalakath et al., 
2007, McCullough et al., 2001). Zusätzlich reguliert der PERK-Zweig der UPR IRE1 und fördert damit 
die Apoptose (Chang et al., 2018). 

Darüber hinaus wird ERO1-α (ER oxidoreductin-1-like protein α) durch CHOP reguliert, womit eine 
Verbindung der UPR zur Kalzium-vermittelten Apoptose hergestellt wird (Li et al., 2009). Außer-
dem induziert CHOP PPP1R15A (protein phosphatase 1 regulatory subunit 15A), auch bekannt als 
GADD34 (Growth arrest and DNA damage-inducible protein 34), welches die Serin/Threonin Pro-
teinphosphatase PP1C rekrutiert und P-eIF2α dephosphoryliert (Marciniak et al., 2004, Novoa et al., 
2001). Durch diese negative Rückkopplung steigt die Proteinneusynthese und damit die Beladung 
des ER mit ungefalteten Proteinen, wodurch sich die Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezi-
es (reactive oxygen species, ROS) erhöht. Dagegen wird die Menge an ATP verringert, mithin die 
Apoptose der Zelle induziert (Marciniak et al., 2004, Han et al., 2013). GADD34 wird, ähnlich wie 
CHOP, translational durch einen Leaky-Scanning-Mechanismus reguliert (Lee et al., 2009). Bei die-
sem Mechanismus übergeht der 43S PIC ein Startcodon und beginnt die Translation an einem 
nachgeschalteten AUG. In die Regulation von GADD34 ist darüber hinaus ATF3 (cyclic AMP-depen-
dent transcription factor 3) involviert, wie ATF4 ein Mitglied der ATF/CREB (activation transcription 

Einleitung



11

factor/cAMP responsive element-binding) Proteinfamilie der Transkriptionsfaktoren. ATF4 induziert 
GADD34, indem es mit CHOP einen heterodimeren Komplex bildet (Chen et al., 1996, Hai and Hart-
man, 2001, Jiang et al., 2004). 

Dieser Rückkopplungs-Mechanismus der Dephosphorylierung von eIF2α durch GADD34 im Zu-
sammenspiel mit PP1C ist auch Ansatz für pharmakologischer Forschungen der UPR (Boyce et al., 
2005, Tsaytler et al., 2011).

1.2.3.3. Weitere PERK-Targets

Neben eIF2α sind noch andere durch PERK regulierte Proteine bekannt. Der Cap ‘n’ Collar Tran-
skriptionsfaktor NRF2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) wurde als direktes Substrat von 
PERK identifiziert (Cullinan et al., 2003). In nicht gestressten Zellen liegt NRF2 an KEAP1 (Kelch-like 
ECH-associated protein 1) gebunden vor und hemmt die Translokation in den Zellkern und die tran-
skriptionelle Aktivität von NRF2 (Itoh et al., 1999). Die Aktivierung von PERK durch ER Stress führt zur 
Phosphorylierung von NRF2 an T80, zur Dissoziation von KEAP1 und zur Aufnahme in den Zellkern 
(Cullinan et al., 2003). Als Transkriptionsfaktor ist NRF2 ein Hauptregulator von Genen der Antwort auf 
oxidativen Stress sowie der Redox Homöostase und limitiert ROS durch die Expression von antioxi-
dativen Enzymen wie GCLC (Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit) (Cullinan and Diehl, 2004, 
Cullinan and Diehl, 2006, Wild et al., 1999). NRF2 vermittelt damit einen überlebensfördernden Aspekt 
der UPR (Cullinan and Diehl, 2006).

Darüber hinaus konnte die Phosphorylierung und damit einhergehend die Aktivierung von FOXO1 
(Forkhead box protein O1) durch PERK in Drosophilazellen und humanen Zellen nachgewiesen wer-
den (Zhang et al., 2013). FOXO1 interagiert mit ATF4 in Osteoblasten beim Aminosäureimport, bei der 
Proteinsynthese und bei der Reaktion auf oxidativen Stress (Rached et al., 2010). Die Phosphorylie-
rung von FOXO1 führt zur Translokation dieses Transkriptionsfaktors in den Zellkern und zur Regulati-
on von Genen des Insulinsignalwegs oder der metabolischen Homöostase als Antwort auf oxidativen 
Stress (Hall et al., 2000, Nakae et al., 2002). Zusammengenommen hat dieser Mechanismus großen 
Einfluss auf die Vermittlung der Insulinresistenz durch ER Stress und die UPR (Zhang et al., 2013).

Außerdem phosphoryliert PERK den wichtigen Second Messenger Diacylglycerol (DAG), woraus 
Phosphatidsäure (PA) gebildet werden kann (Bobrovnikova-Marjon et al., 2012). PA reguliert viele 
verschiedene, essentielle Zellfunktionen (Metabolismus, Proliferation) und spielt eine Rolle bei der Tu-
morentwicklung (Bruntz et al., 2014). Dies verdeutlicht die Bedeutung des PERK-Zweigs der UPR bei 
verschiedenen Krankheitsbildern. 

1.2.3.4. Regulation des PERK-Signalwegs

Sowohl PERK als auch P-eIF2α werden reguliert. Dadurch wird die Antwort dieses UPR-Zweigs an-
gepasst oder deaktiviert. Neben dem zuvor beschriebenen, durch CHOP induzierten GADD34 (oder 
PPP1R15A) rekrutiert auch das ubiquitär exprimierte CReP (constitutive repressor of eIF2α phospho-
rylation; auch PPP1R15B) PP1C, um P-eIF2α zu dephosphorylieren (Jousse et al., 2003, Harding et 
al., 2009). 

Die Inaktivierung der von PERK ausgehenden Signalkaskade kann wie bei IRE1α durch die Bindung 
an BiP oder durch die Interaktionen mit anderen Proteinen erfolgen (Bertolotti et al., 2000). Die Pro-
tein Tyrosin Phosphatase PTPN1 (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1; auch PTP1B) 
dephosphoryliert PERK an T619 in der Kinase-Domäne und inhibiert damit die Signalübertragung an 

Einleitung



12

Zielproteine (Krishnan et al., 2011). Darüber hinaus wird DNAJC3 (DnaJ homolog subfamily C mem-
ber 3; auch p58IPK) durch den ATF6-Zweig der UPR induziert und damit PERK inhibiert, wodurch 
eIF2α nicht mehr phosphoryliert wird (Yan et al., 2002, van Huizen et al., 2003). Außerdem wurde die 
Rolle von NCK1 (Cytoplasmic protein NCK1) sowohl bei der Regulation von PERK durch Interaktion 
als auch bei der Dephosphorylierung von P-eIF2α in einem Komplex verdeutlicht (Yamani et al., 2014, 
Kebache et al., 2004, Latreille and Larose, 2006). Zusätzlich werden der PERK-eIF2α-ATF4- und 
IRE1α-XBP1-Signalweg durch TMEM33 (Transmembrane protein 33) über die Bindung an PERK re-
guliert (Sakabe et al., 2015).

1.2.4. Aktivierung und Prozessierung von ATF6

Als dritter Übermittler von ER Stress wurde ATF6 als ERSE bindendes Protein der Promotorregio-
nen von BiP, GRP94 und Calreticulin identifiziert (Yoshida et al., 1998). Die beiden Isoformen ATF6α 
(zytoplasmatische Domäne: AS 1-377; transmembrane Domäne: As 378-398; lumenale Domäne: As 
399-670)  und ATF6β (zytoplasmatische Domäne: AS 2-396; transmembrane Domäne: As 397-417; 
lumenale Domäne: As 418-703) sind Typ-II Transmembranproteine, die unter normalen Zellbedingun-
gen Disulfidbrücken im C-Terminus ausbilden und an BiP gebunden vorliegen (Nadanaka et al., 2007, 
Shen et al., 2002a). Diese Disulfidbrücken werden unter ER Stress reduziert und BiP wird, im Gegen-
satz zur kompetitiven Dissoziation bei IRE1α und PERK, in einem aktiven Regulationsmechanismus 
von ATF6 getrennt (Nadanaka et al., 2007, Shen et al., 2005). Durch die Dissoziation von BiP werden 
zwei Golgi Translokationsstellen (GLS) im C-Terminus von ATF6 demaskiert, wodurch dieser Faktor in 
den Golgi-Apparat transloziert wird (Shen et al., 2002a, Nadanaka et al., 2007). 
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Abbildung 1.5: ATF6 wird als Antwort auf ER Stress prozessiert und reguliert die Transkription verschiedener UPR-Ziel-
gene. 
Nach Dissoziation von BiP transloziert ATF6 in den Golgi-Apparat und wird dort proteolytisch prozessiert. Der daraus 
entstandene aktive Transkriptionsfaktor ATF6f reguliert im Nukleus die Expression verschiedener UPR-Gene wie BiP, 
XBP1 oder GRP94.

Diese Lokalisationsänderung führt zur Prozessierung des anfangs 90kDa großen ATF6, das in ein 
50kDa großes, aktives, aus dem zytoplasmatischen N-Terminus bestehendes ATF6f proteolytisch 
durch S1P (Site-1 protease; auch MBTPS1) und S2P (MBTPS2) umgewandelt wird (Haze et al., 
1999, Ye et al., 2000). Nach dieser Prozessierung aktiviert ATF6f, ein Mitglied der C/EBP (CCAAT/
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enhancer-binding proteins) Familie von bZIP Transkriptionsfaktoren  im Zellkern die Genexpressi-
on, wobei ATF6α-f als transkriptioneller Aktivator und ATF6β-f als transkriptioneller Repressor wirkt 
(Abb.1.5) (Hai and Hartman, 2001, Haze et al., 1999, Thuerauf et al., 2004).

1.2.4.1. Regulation von ATF6

ATF6 kann durch verschiedene Mechanismen während der Aktivierung im ER, der proteolytischen 
Prozessierung oder den Lokalisationsänderungen reguliert werden. Wichtig bei der Intensitätsregula-
tion der Antwort auf ER Stress durch ATF6 sind auch die relativen Konzentrationen beider Isoformen, 
da ATF6β ein transkriptioneller Repressor der α-Isoform ist (Thuerauf et al., 2007). Hierbei spielt auch 
die Glykosylierung von ATF6β und damit verbunden die Eigenschaft der Calreticulin-Bindung eine 
wichtige Rolle (Guan et al., 2009, Hong et al., 2004). Ein weiterer Regulator bei der anfänglichen Ak-
tivierung ist PDIA5 (Protein disulfide-isomerase A5), welches die Disulfidbrücken von ATF6 unter ER 
Stress verändert und dadurch zur Translokation aus dem ER führt (Higa et al., 2014). In transgenen 
Mäusen unterstützt zudem die Interaktion von Thrombospondin-4 mit ATF6α im ER Lumen die Loka-
lisationsänderung (Lynch et al., 2012). Für den Transport wird ATF6 nach Exposition der GLS in CO-
PII-Vesikel gepackt, wobei auch die lumenale Domäne involviert ist (Schindler and Schekman, 2009). 

In Plattenepithelkarzinomzellen ist die nukleare Translokation und transkriptionelle Aktivierung von 
ATF6 abhängig von MAPKK6 (mitogen-activated protein kinase kinase 6), MAPK14 (auch p38α) und 
MAPK11 (p38β) (Schewe and Aguirre-Ghiso, 2008). Interleukin-10 verringert in Epithelzellen des Darms 
die Bindung von ATF6f an den GRP78 Promoter und damit die Expression von BiP als Antwort auf 
ER Stress (Shkoda et al., 2007). Außerdem wirkt WFS1 (Wolfram syndrome 1) als negativer Regulator 
von ATF6. WFS1, durch Mutationen verantwortlich für das Wolfram Syndrom, ist beteiligt an der Re-
gulation der Ca2+-Konzentration im ER. Es verringert die ATF6α-vermittelte Genexpression, stabilisiert 
die E3 Ubiquitinligase HRD1, interagiert mit dem Proteasom und ATF6α und führt zu dessen Abbau 
(Strom et al., 1998, Takei et al., 2006, Fonseca et al., 2005, Fonseca et al., 2010).

1.2.4.2. Signaltransduktionen durch ATF6f

Als Heterodimer regulieren beide Isoformen von ATF6f als Teil der UPR im Zusammenspiel mit ande-
ren Transkriptionsfaktoren die Expression einer Vielzahl von Genen. Als erster Interaktionspartner von 
ATF6f wurde NF-Y (Nuclear transcription factor Y) identifiziert (Haze et al., 1999, Yoshida et al., 2000, 
Yoshida et al., 2001b). NF-Y, auch bekannt als CBF, bindet an das CCAAT regulierende Element von 
ERSE, während ATF6f davon abhängig an die Sequenz CCACG 9bp downstream bindet, um den ER 
stress response factor (ERSF)-Komplex zu bilden (Roy and Lee, 1995, Roy et al., 1996, Yoshida et al., 
2000, Yoshida et al., 2001b). Dieser Komplex reguliert die Expression von wichtigen ER Chaperonen 
wie BiP, GRP94 oder Calreticulin, das ERAD-Protein HERPUD1 (Homocysteine-responsive ER-resi-
dent ubiquitin-like domain 1 protein) oder HYOU1 (Hypoxia upregulated protein 1), welches eine zell-
schützende Aufgabe bei Stress durch Hypoxie übernimmt (Haze et al., 1999, Li et al., 2000, Baumeis-
ter et al., 2005, Yoshida et al., 1998, Shoulders et al., 2013, Adachi et al., 2008, Ozawa et al., 1999). 
Darüber hinaus wurde der proapoptotische Transkriptionsfaktor CHOP als Ziel des ERSF-Komplexes 
identifiziert (Yoshida et al., 2000, Nakanishi et al., 2005). 

Durch die Regulation von Chaperonen wie GRP94 oder Calreticulin sowie CHOP durch ATF6f, des-
sen Expressionen auch durch IRE1α oder PERK gesteuert werden können, wird die Interaktion und 
die funktionale Redundanz der UPR-Zweige deutlich (Lee et al., 2003, Ron and Walter, 2007). Ein wei-
terer Beweis für die Vernetzung der UPR-Zweige ist die ATF6f induzierte Transkription von XBP1, ei-
nem wichtigen Transkriptionsfaktor des IRE1α-Arms der UPR (Yoshida et al., 2001a, Lee et al., 2002). 
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ATF6f reguliert nicht nur, sondern interagiert mit XBP1s in einem heterodimeren Komplex für die In-
duktion von ERAD-Komponenten wie EDEM, HERPUD1 oder die E3 Ubiquitin-Protein Ligase Syno-
violin (Yamamoto et al., 2007, Shoulders et al., 2013). Darüber hinaus reguliert ATF6f, wahrscheinlich 
im Zusammenspiel mit XBP1s, GADD45 (Grwoth arrest and DNA damage-inducible protein 45) und 
p58IPK, einem PERK-Inhibitor (Lee et al., 2003, van Huizen et al., 2003). RCAN1 (Regulator of Cal-
cineurin 1) ist ein von ATF6 reguliertes Gen und ein endogener Inhibitor von Calcineurin (Belmont et 
al., 2008, Genesca et al., 2003). Des Weiteren stellt die ATP abhängige, für die Calcium-Homöostase 
im ER oder sarkoplasmatischen Retikulum verantwortliche Ca2+-Ionenpumpe SERCA2 (Sarco/endo-
plasmic Reticulum Calcium ATPase-2) ein Zielgen für ATF6f dar (Thuerauf et al., 2001, Misquitta et al., 
1999). In Plattenepithelkarzinomzellen vermittelt ATF6f durch die Regulation von Rheb (Ras homolog 
enriched in brain) und die Aktivierung der Serin/Threonin-Protein Kinase mTOR (mammalian target of 
rapamycin) überlebensfördernde Signale (Schewe and Aguirre-Ghiso, 2008). 

1.2.5. UPR in Krankheiten

Intrazelluläre Signale durch metabolische Veränderungen (wie Hyperglykämie, oder Hyperlipidämie), 
aber auch durch Entzündungen induzierende Zytokine führen zu einer fehlerhaften Proteinfaltung 
innerhalb des ER und damit zur Aktivierung der UPR (Wang and Kaufman, 2012, Hetz et al., 2013, 
Hetz and Papa, 2018). Nicht zuletzt wurde die relevante Funktion der UPR für die Ausbildung und den 
Verlauf vieler Erkrankungen in Modellen auf der Basis genetisch modifizierter Mäuse nachgewiesen 
(Überblick siehe Abb.1.6) (Kaufman, 2002, Bommiasamy and Popko, 2011).

1.2.5.1 Beteiligungen der UPR an metabolischen Erkrankungen

Diabetes Typ1 und Typ2 wurden mit ER Stress in Verbindung gebracht (Scheuner et al., 2001, Harding 
et al., 2000b). Verschiedene genetische, pathologische oder umweltbedingte Umstände induzieren ER 
Stress in β-Zellen des Pankreas und führen zu einer proapoptotischen Antwort der UPR (Harding et al., 
2001, Fonseca et al., 2011, Lipson et al., 2006, Cnop et al., 2007, Cao and Kaufman, 2013, Zhang et al., 
2006b). Für die Synthese und Faltung von Proinsulin ist der IRE1-XBP1-Zweig der UPR essentiell, aller-
dings spielt auch die Translationskontrolle durch den PERK-eIF2α-Arm bei der Apoptose von β-Zellen 
eine wichtige Rolle  (Lipson et al., 2006, Lee et al., 2011a, Harding et al., 2001, Scheuner et al., 2001, 
Song et al., 2008). Darüber hinaus führt eine Mutation von PERK zum Wolcott-Rallison Syndrom, einer 
seltenen, autosomal rezessiv vererbten Form neonataler Diabetes (Delepine et al., 2000, Zhang et al., 
2006b). In Knockout Mäusen führt das Fehlen von ATF6α zu Fehlbildungen der β-Zellen des Pankreas 
(Usui et al., 2012). Mutationen im mit ATF6 interagierenden WFS1 können zu einer ungeregelten UPR 
und zur Apoptose von β-Zellen führen (Fonseca et al., 2010). 

Neben Fehlbildungen der β-Zellen und der Insulinsynthese spielt die UPR auch eine wichtige Rolle bei 
der Ausprägung von hepatischer Insulinresistenz sowie bei Adipositas und damit Typ2 Diabetes (Mar-
ciniak and Ron, 2006, Ozcan et al., 2004, Flamment et al., 2012, Ozcan et al., 2006). Die UPR kann 
die Insulinresistenz unter anderem durch die Regulation verschiedener Enzyme oder Transkriptions-
faktoren wie JNK, TRB3 (Tribbles Pseudokinase 3), CREBH (Cyclic AMP-responsive element-binding 
protein 3-like protein 3) oder CRTC2 (CREB-regulated transcription coactivator 2)  vermitteln (Ozcan et 
al., 2006, Nakamura et al., 2010, Du et al., 2003, Ohoka et al., 2005, Oberkofler et al., 2010, Zhang et 
al., 2006a, Lee et al., 2010c, Wang et al., 2009b).

Darüber hinaus führen die Interaktionen von XBP1s mit den regulatorischen Untereinheiten p85α und 
p85β der PI3-Kinase (Phosphatidylinositol 3-Kinase), oder mit MAPK14 zu einer erhöhten nuklearen Trans-
lokation und zu einer veränderten UPR-Antwort (Park et al., 2010, Winnay et al., 2010, Lee et al., 2011b). 

Einleitung



15

Neben dem Einfluss auf Diabetes Typ1 und Typ2 wurde die UPR unter anderem auch mit der Entste-
hung und dem Verlauf der nichtalkoholischen Fettlebererkrankung sowie der Atherosklerose in Ver-
bindung gebracht (Puri et al., 2008, Pfaffenbach et al., 2010, Zhang et al., 2012, Myoishi et al., 2007, 
Moore and Tabas, 2011, Gao et al., 2011).

UPR

metabolische Erkrankungen neurodegenerative Krankheiten 

entzündliche Immunreaktionen Krebserkrankungen

Diabetes Typ 2 

Diabetes Typ 1

Insulinresistenz 

Schäden bei β-Zellen
Wolcott-Rallison 

Syndrom 

Atherosklerose 

Fettleibigkeit

Parkinson 
Alzheimer

amyotrophe 
Lateralsklerose

Chorea Huntington

Creuzfeldt-Jakob  
Achromatopsie

Charcot-Marie-
Tooth-Erkrankung 

Morbus Crohn
Colitis Ulcerosa

virale Infektionen
bakterielle Infektionen
Vitiligo

Zelldifferenzierung 
Toll-like-Rezeptoren

Leukämie 
Gliome

Brustkrebs
verschiedene Myelome 

Adenokarzinom
Leberkarzinom

Darmkrebs 
Prostatatumore 

Abbildung 1.6: Übersicht der Beteiligung von ER Stress und der UPR in menschlichen Krankheiten.

1.2.5.2 Einfluss der UPR auf neurodegenerative Erkrankungen

Bei vielen neurodegenerativen Krankheiten ist eine Ansammlung inkorrekt gefalteter Proteine und da-
mit ER Stress nachweisbar. Damit trägt die UPR zur Entstehung und zum Verlauf dieser Erkrankungen 
bei (Hetz et al., 2013, Hetz and Saxena, 2017, Doyle et al., 2011, Roussel et al., 2013). In Gehirnen 
verstorbener Patienten mit Alzheimer wurde eine Aktivierung der UPR nachgewiesen (Hoozemans et 
al., 2005, Hoozemans et al., 2009, Lee et al., 2010b) . Zur Aggregation neigendes Amyloid β aktiviert 
die UPR und wird als mitverantwortlich für die Alzheimer Erkrankung gesehen. Es wird jedoch auch 
vom PERK-eIF2α-Zweig beeinflusst, wodurch sich ein Ansatzpunkt für eine mögliche Behandlung 
ergibt (Shoji et al., 1992, Resende et al., 2008, Lee et al., 2010a, Ma et al., 2013, Hetz and Saxena, 
2017). Darüber hinaus fördert Amyloid β das Splicing von XBP1 in Neuronen von Säugetieren und D. 
melanogaster, wodurch sich die Toxizität von Amyloid β verringert (Casas-Tinto et al., 2011, Liu et al., 
2013). Neben Amyloid β beeinflusst die UPR auch die Lokalisierung und die Prozessierung von APP 
(amyloid precursor protein) (Kudo et al., 2006). Die UPR reguliert weiterhin Presenilin-1, welches wich-
tig bei der Herstellung von Amyloid β aus dem Vorläufer APP und der Ausprägung von Alzheimer ist 
(Sherrington et al., 1995, Hardy, 1997, Katayama et al., 1999, Milhavet et al., 2002).
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Neben Alzheimer spielt ER Stress und die UPR auch bei Parkinson sowie bei der Huntington-Krank-
heit eine wichtige Rolle und ist damit auch Ziel für die Behandlungen dieser Erkrankungen (Mercado 
et al., 2013, Roussel et al., 2013, Hetz and Saxena, 2017, Shacham et al., 2019). In Zellkulturexpe-
rimenten wurde Parkinson mit allen drei Zweigen der UPR in Verbindung gebracht (Bouman et al., 
2011, Kitada et al., 1998, Sado et al., 2009, Hashida et al., 2012, Bellucci et al., 2011). Zudem wiesen 
Patienten mit Parkinson phosphoryliertes PERK und P-eIF2α im Neuromelanin von Neuronen der 
Substantia nigra auf (Hoozemans et al., 2007). Bei der erblich bedingten, autosomal dominanten Form 
der Huntington-Krankheit wurde unter anderem ein Defekt des ERAD-Signalwegs und eine XBP1-ab-
hängige Pathogenese nachgewiesen (Duennwald and Lindquist, 2008, Vidal et al., 2012). 

Darüber hinaus beeinflusst die UPR die familiäre amyotrophe Lateralsklerose (Nagata et al., 2007, 
Sasaki, 2010, Wang et al., 2011, Hetz et al., 2009). In durch Prionen bedingten Erkrankungen wie 
Creutzfeldt-Jakob wurde eine Degeneration von Neuronen durch Translationsinhibition im Anschluss 
an die Phosphorylierung von eIF2α nachgewiesen, wobei XBP1 die Replikation der Prionen und die 
Pathogenese nicht beeinflusst (Moreno et al., 2012, Hetz et al., 2008). Außerdem wirken sich Dys-
funktionen des ER auf Achromatopsie durch Mutationen von ATF6, als Risikofaktor für die bipolare 
Störung durch einen Polymorphismus von XBP1, auf die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung und die 
Pelizaeus-Merzbacher-Krankheit aus (Kohl et al., 2015, Ansar et al., 2015, Kakiuchi et al., 2003, Pen-
nuto et al., 2008, Sidoli et al., 2016, Southwood et al., 2002). 

1.2.5.3 Die UPR bei entzündlichen Erkrankungen und Regulator der Immun-
antwort

Auch in die Immunantwort und bei Entzündungsreaktionen ist die UPR involviert (Grootjans et al., 
2016). Die Deletion von XBP1 beeinflusst die Ausprägung der chronisch-entzündlichen Darmerkran-
kungen Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa (Kaser et al., 2008). Darüber hinaus wurde für CHOP eine 
wichtige Rolle bei der Entstehung von Atherosklerose nachgewiesen (Thorp et al., 2009). Außerdem 
regulieren verschiedene Viren, wie das Hepatitis C Virus oder das Herpes Simplex Virus 1, Teile der 
UPR, um ihre Expression oder Verbreitung zu verbessern (Tardif et al., 2004, Ke and Chen, 2011, 
Cheng et al., 2005, Burnett et al., 2012). Das seit 2015 in Lateinamerika gehäuft auftretende Zika-Vi-
rus, das unter anderem zu schweren Schädigungen bei Feten führt, löst die UPR in der Großhirnrinde 
aus und fördert die Bildung einer Mikrozephalie (Gladwyn-Ng et al., 2018).

Darüber hinaus sind IRE1α und XBP1 bei der Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen, der Ent-
wicklung von dendritischen Zellen und von eosinophilen Granulozyten essentiell (Reimold et al., 2001, 
Shaffer et al., 2004, Zhang et al., 2005, Iwakoshi et al., 2007, Bettigole et al., 2015). Toll-like-Rezepto-
ren des angeborenen Immunsystems können ebenfalls Teile der UPR regulieren (Martinon et al., 2010, 
Woo et al., 2009). 

1.2.5.4 Einfluss der UPR auf Krebserkrankungen

Unterschiedliche Tumorzellen (unter anderem Darm-, Leber-, Hirn- oder Brustkarzinomzellen) passen 
sich an einen erhöhten Protein- und Lipidbedarf durch gesteigerte Proliferation bei oxidativem Stress 
und Mangel an Nährstoffen an, indem sie unter anderem die überlebensfördernden Mechanismen der 
UPR für die Transformation, die Zellteilung, die Angiogenese oder die Metastasenbildung ausnutzen 
(Madden et al., 2019, Wang and Kaufman, 2012). Mutationen in den drei Sensoren der UPR, PERK, 
IRE1α und ATF6, wurden dabei in verschiedenen Tumorarten (Karzinom der Leber, Glioblastome) 
nachgewiesen (Greenman et al., 2007, Chevet et al., 2015, Parsons et al., 2008).
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Bei der Veränderung von normalen Hautzellen zu Melanomen spielt die UPR eine wichtige Rolle 
(Denoyelle et al., 2006). Die Induktion der UPR in Melanomen wird unter anderem durch den MEK/
ERK-Signalweg vermittelt (Croft et al., 2014). In Lymphomen wurde für die UPR die Regulation des 
PERK/eIF2α/CHOP-Zweigs durch das proto-Oncogen c-myc und die dadurch verstärkte Tumor-
transformation gezeigt (Hart et al., 2012). In Epithelzellen wurde ein Zusammenhang zwischen dem 
IRE1α-Arm der UPR und der durch Ras induzierten Zellproliferation (einem initialen Schritt bei der Tu-
morentwicklung verschiedener Krebsarten) hergestellt (Blazanin et al., 2017). Darüber hinaus hemmt 
der zuvor beschriebene PERK-Inhibitor p58IPK die proapoptotischen Signale der UPR durch den 
PERK/ATF4/CHOP-Signalweg bei geringer Glukosekonzentration, was zur Adaption der Zellen und 
zur Karzinogenese beiträgt (Huber et al., 2013).

In Darm- und Brustkrebszellen wurde für den IRE1α-Zweig der UPR eine Beteiligung am Tumorwachs-
tum durch die Regulation von tumorfördernden Faktoren wie β-Catenin, IL-6, CXCl1 oder TGFβ2 
nachgewiesen (Li et al., 2017, Logue et al., 2018). Der PERK-Signalweg spielt durch die Aktivierung 
von CHK1 beim Übergang zur G2 Phase des Zellzyklus sowie bei der Hemmung der DNA Synthese 
durch die Phosphorylierung von Claspin und Aktivierung von CHK1 eine wichtige Rolle bei der Kreb-
sentstehung (Malzer et al., 2010, Cabrera et al., 2017).  

Durch die beim Wachstum von Tumoren auftretende Hypoxie wird die UPR aktiviert und trägt zum 
Überleben von Krebszellen bei (Harding et al., 2003, Bobrovnikova-Marjon et al., 2010). Dabei sind 
vor allem PERK (durch Hypoxie aktiviert) und der IRE1α-XBP1-Signalweg der UPR essentiell für die 
Proliferation und das Wachstum von Tumoren (Koumenis et al., 2002, Bobrovnikova-Marjon et al., 
2010, Romero-Ramirez et al., 2004). In dreifach negativem Mammakarzinom, einer aggressiven Form 
von Brustkrebs, interagiert XBP1 mit HIF1α und reguliert damit die Expression der HIF1α-Zielgene, die 
Tumorigenität sowie die Adaption an Hypoxie (Chen et al., 2014b, Majmundar et al., 2010). 

Neben oxidativem Stress passen sich verschiedene Tumore auch an den Mangel an Nährstoffen 
durch die Regulation unterschiedlicher Signalwege an (Slawson and Hart, 2011, Madden et al., 2019). 
XBP1s ist ein transkriptioneller Aktivator der Gene des Hexosamin Biosynthese Signalwegs, welche 
den Metabolismus und die Proliferation in verschiedenen Tumoren steuern (Wang et al., 2014, Oli-
vier-Van Stichelen et al., 2012). Daneben können Tumore auch durch Immunsuppression oder durch 
die verringerte Expression von Oberflächenrezeptoren wie UPR regulierter MHC Klasse 1 Peptide ihr 
Wachstum beeinflussen (Mahadevan et al., 2012, Granados et al., 2009, Fang et al., 2014). In Ovari-
alkarzinomen verlieren Krebs-assoziierte dendritische Zellen durch XBP1 ihre Aktivität, wodurch die 
tumorspezifische T-Lymphozytenantwort gehemmt wird (Cubillos-Ruiz et al., 2015).

Darüber hinaus beeinflusst der IRE1α-XBP1-Zweig der UPR auch die Angiogenese von Tumoren 
durch die transkriptionelle Regulation von VEGF-A (Drogat et al., 2007, Ghosh et al., 2010, Wang et al., 
2012). Neben VEGF-A wurden in Gliomen noch weitere Angiogenese-fördernde Faktoren wie IL-6 und 
IL-8 identifiziert, die durch IRE1α reguliert werden (Auf et al., 2010). Neben der Regulationskontrolle 
durch XBP1 wird die antagonistische Funktion von RIDD bei der Tumorentwicklung von Gliomen ver-
deutlicht (Lhomond et al., 2018). Außerdem wurden bei PERK-knockdown Experimenten verringerte 
Mengen an VEGF-A, IL-6 oder FGF nachgewiesen (Wang et al., 2012, Ghosh et al., 2010). 

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein wichtiger Prozess während der embryonalen 
Entwicklung und bei Tumoren ein Hauptrisiko für die Invasion von Tumorzellen sowie die Metastasen-
bildung. Sie wird ebenfalls durch die IRE1α-XBP1- und PERK-eIF2α-ATF4-Zweige induziert (Lawson 
et al., 2008, Tanjore et al., 2011, Zhong et al., 2011, Feng et al., 2014). Außerdem aktiviert LOXL2 in 
Brustkrebs- und Adenokarzinomzellen den IRE1α-XBP1-Signalweg, wodurch die EMT reguliert wird 
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(Cuevas et al., 2017). Die Ablösung von Tumorzellen von der extrazellulären Matrix führt zur Bildung 
von ROS und zu ihrer Apoptose. Adaptive Signalwege wie die UPR wirken dem entgegen (Schafer et 
al., 2009). In Brustkrebszellen wurde die Beteiligung von IRE1- und PERK-Signalen zur Vermeidung 
der Apoptose nach Ablösung von der extrazellulären Matrix nachgewiesen (Chen et al., 2014b, Avi-
var-Valderas et al., 2011). Bis zur Ansiedlung von neuem Gewebe bei der Metastasierung sind Tumor-
zellen (bei Lungen- oder Prostatakarzinomen) inaktiv. Dabei wurde eine erhöhte Expression von UPR 
Proteinen gezeigt (Aguirre-Ghiso, 2007, Bartkowiak et al., 2015). In Plattenepithelkarzinomen wurde 
ein konstitutives ATF6-Signal nachgewiesen, welches durch den Rheb und mTOR Signalweg für das 
Überleben der Zelle verantwortlich ist (Schewe and Aguirre-Ghiso, 2008). 

Alle drei Arme der UPR spielen eine wichtige Rolle bei der durch Stammzellen vermittelten Chemo-
resistenz, etwa bei Gliomen (Eramo et al., 2006). Bei Brust-, Darmkrebs und Gliomen sensitiviert der 
Knockdown von GRP78, ATF6 oder ATF4 resistente Zellen für Chemotherapeutika wie 5-Fluorouracil 
oder Temozolomid (Wang et al., 2009a, Kim et al., 2016, Chen et al., 2017a). In Stammzell-ähnlichen 
Zellen des Zervixkarzinoms wurde durch den Knockdown von PERK und IRE1 die Apoptoserate bei 
der chemotherapeutischen Behandlung erhöht (Fujimoto et al., 2016). In einem Mausmodell mit hu-
manen Xenotransplantaten wurde die RNase-Aktivität von IRE1 in dreifach negativen Mammakarzino-
men als wichtig für das Tumorwachstum nachgewiesen. Dies wurde durch Paclitaxel (einen Inhibitor 
mitotischer Zellen) verstärkt (Logue et al., 2018). Außerdem wurde in Karzinomen des Pankreasgan-
ges und in Gliomen der Zusammenhang zwischen BiP und einer gesteigerten Chemoresistenz ge-
zeigt (Gifford et al., 2016, Pyrko et al., 2007).

1.3. Hirntumore

Die UPR hat einen erheblichen Einfluss auf Hirntumore. Der Sammelbegriff Hirntumor umfasst eine 
Vielzahl von unterschiedlichen Tumoren, die durch die Weltgesundheitsorganisation (World Health 
Organisation [WHO]) in verschiedene Klassifikationen und Grade eingeteilt werden (Louis et al., 2016). 
In Hirntumoren wird, wie in andere Tumorarten, in primärer (Tumore entstehen im Gehirn) und sekun-
därer Art (Metastasen anderer primärer Tumore infiltrieren in das Gehirn) unterschieden (DeAngelis, 
2001). Im Jahr 2014 erkrankten in Deutschland nach den Daten des Zentrums für Krebsregister am 
Robert Koch-Institut etwa 6700 Menschen mit einem primären, malignen Hirntumor. Davon waren 
229 Kinder. Die relative Fünfjahresüberlebensrate bei Erwachsenen mit Hirntumor lag bei 21% (Kray-
winkel and Spix, 2019). Gliome sind die häufigste Form des primären Hirntumors (Schwartzbaum et 
al., 2006). 

1.3.1 Glioblastoma multiforme

Gliome unterscheiden sich wiederum nach der WHO Klassifizierung. Das Glioblastome multiforme 
(GBM; auch Astrozytom Grad IV oder nur Glioblastom) ist die häufigste und zugleich bösartigste 
Form. Die Häufigkeit von GBM liegt bei etwas mehr als drei Fällen pro 100.000 Personen. Es tritt in 
Patienten mit einem mittleren Alter von 64 Jahren auf (Tamimi and Juweid, 2017). Die 5-jährige Über-
lebensrate von Patienten mit einem Glioblastom liegt deutlich unter 10% (Kraywinkel and Spix, 2019). 
Unter der kombinierten Therapie aus chirurgischer Resektion, Chemotherapie und Bestrahlung liegt 
die mittlere Überlebensdauer von GBM-Patienten bei 13 Monaten (Stupp et al., 2005, Gilbert, 2011).  

GBM entstehen vorwiegend als primäre Tumore de novo in älteren Patienten. Seltener entwickeln 
sich Glioblastome auch sekundär aus Grad II oder Grad III Astrozytomen (Ohgaki and Kleihues, 2013). 
Primäre und sekundäre GBM sind histochemisch und klinisch nicht zu unterscheiden (Brennan et al., 
2013). Das GBM zeichnet sich durch eine frühe Infiltration in umliegende Gewebe aus. Dabei breiten 
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sich die Tumorzellen entlang von Myelin aus (Giese, 2003, Cuddapah et al., 2014, Amberger et al., 
1998). Glioblastome besitzen eine zelluläre und morphologische Heterogenität. Dabei sind Gliom-
stammzellen resistenter gegenüber Bestrahlung und Chemotherapie (Chen et al., 2012, Bao et al., 
2006, Liu et al., 2006). Die Heterogenität von Gliomen ist Grundlage der Migrations/Proliferations-Hy-
pothese: Proliferierende Zellen aus dem Tumorkern migrieren nicht in umliegendes Gewebe, woge-
gen invasive Gliomzellen sich nicht teilen (Pham et al., 2012). Da Chemotherapie und Bestrahlung 
hauptsächlich auf proliferierende Zellen wirken ist diese go-or-grow Dichotomie eine Herausforderung 
bei der Behandlung des GBM (Giese et al., 2003, Hatzikirou et al., 2012, Xie et al., 2014).
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2. Zielsetzung der Arbeit
Trotz der großen klinischen Relevanz von Stress im endoplasmatischen Retikulum und der UPR als 
Signalweg in verschiedenen Krankheiten, darunter auch diverse Arten von Krebs, fehlen qualitative 
und quantitative Modelle, die die UPR beschreiben. 

Durch diese Arbeit sollten die Änderungen unter ER Stress auf Transkriptions- und Translationsebene 
mit deep sequencing Methoden analysiert werden. Als Modellorganismen dienten humane embryo-
nale HEK293- Nierenzellen sowie die Gliomzelllinie LN308. Aufgrund der globalen Antwort auf Stress 
im endoplasmatischen Retikulum soll ein ausführliches Modell erstellt werden, das die Aspekte der 
UPR im Hinblick auf die Invasivität und die Pathogenität in Gliomen beschreibt. Aufbauend auf dieses 
Modell könnten mögliche Ziele der UPR für therapeutische Ansätze definiert sowie die UPR zum Vor-
teil von Patienten verändert werden. 

Anschließend an die globale Analyse in Zellen sollten einzelne, regulierte Kandidaten mit weiterfüh-
renden biochemischen Methoden validiert werden, die zuvor nicht mit der UPR assoziiert waren und 
gleichzeitig Einfluss auf die Überlebenschancen von Patienten mit Hirntumoren aufweisen. 

Als weiterer Aspekt dieser Arbeit sollte der Einfluss von ER Stress auf die Wirksamkeit verschiedener 
Chemotherapeutika untersucht werden. Es ist bekannt, dass invasive Gliomzellen eine geringere Pro-
liferationsrate und damit auch eine erniedrigte Apoptoserate aufweisen (Giese et al., 2003). Dies kann 
zu Resistenzen der Tumore gegen Behandlungen mit Chemotherapeutika oder Bestrahlung führen. 
Die Rolle von Stress im endoplasmatischen Retikulum und der UPR ist in diesem Zusammenhang 
noch nicht bekannt und sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

Zielsetzung der Arbeit
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3. Ergebnisse
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Arbeit im Rahmen des SUPR-G Konsortiums beschrieben. 
Die Präparation der Ribosome Profiling Libraries der LN308-Zellen wurde durch Dr. Dominik Conrad 
(Universität Regensburg) unterstützt. Die Auswertung der deep sequencing Daten wurden von Dr. 
Grischa Tödt (EMBL, Heidelberg) durchgeführt. Dr. Canan Has (ISAS, Dortmund) trug mit den Dar-
stellungen der deep sequencing Resultate zu dieser Arbeit bei. In Zusammenarbeit mit Din Lien Chi 
Nguyen (ISAS; Dortmund) wurde die Massenspektrometrie durchgeführt. Die Vorversuche zum Splei-
ßen von XBP1 durch die UPR (Abb.3.2) wurden durch Himanshu Soni (DKFZ, Heidelberg) ausgeführt.

3.1. Aktivierung der Unfolded Protein Response

Die UPR ist ein Signalweg, der als Antwort auf Stress im endoplasmatischen Retikulum aktiviert wird 
um die zelluläre Homöostase wieder herzustellen. Um dies zu bewerkstelligen wird zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten Translation und Transkription angepasst (Hetz, 2012). Falls die Homöostase im ER 
nicht erreicht werden kann, leitet die UPR die Apoptose der Zelle ein. 

Stress im ER und damit die UPR könen durch verschiedene Substanzen hervorgerufen werden (Os-
lowski and Urano, 2011). Die am weitesten verbreiteten Substanzen zur Aktivierung der UPR sind 
Tunicamycin (TM, ein Inhibitor der N-Glykosilierung) und Thapsigargin (TH, ein Inhibitor der sarco/
endoplasmatischen Retikulum Ca2+ ATPase [SERCA]) (Harding et al., 1999, Harding et al., 2000b). 

Die Adaption von Zellen auf Stress im ER erfolgt in zwei aufeinanderfolgenden Signalübertragungen. 
Im ersten Schritt wird zunächst die globale Translation durch die Phosphorylierung von eIF2α inhibiert. 
In einer zweiten Reaktion wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren die Expression zur Adap-
tion an Stress führenden Genen aktiviert. Alternativ wird bei anhaltendem ER Stress die Apoptose 
eingeleitet (Hetz, 2012). 

Aufgrund dieser zeitlichen Abfolge der UPR wollten wir zuerst die Dauer bis zu ihrer Aktivierung in 
LN308 und HEK293 ermitteln. Dazu wurden diese Zellen mit aus der Literatur bekannten Konzentra-
tionen von TM und TH für unterschiedliche Zeiten behandelt (Abb.3.1) (Harding et al., 2000b). 

Ein Schlüsselprotein bei der Induktion der UPR ist PERK, welches durch ER Stress phosphoryliert 
und aktiviert wird. Diese Aktivierung wird anhand einer leichten Verschiebung der Proteinbande nach 
oben bereits nach 2 h Behandlung beobachtet. Die Detektion erhöhter Spiegel von P-eIF2α, das 
durch PERK an Serin 51 phosphoryliert wird und die Initiation der Translation durch Bindung an 
eIF2B hemmt, ist ebenfalls bereits nach 2 h zu sehen. Die Menge an P-eIF2α in HEK293-Zellen 
bleibt, im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen, bei einer Behandlungsdauer von 2 h bis 24 h kon-
stant. In LN308-Zellen hingegen detektierten wir bei einer Behandlungsdauer von 6-8 h eine starke 
Phosphorylierung von eIF2α im Vergleich zu den Kontrollen, die sich nach längerer Inkubationsdauer 
abschwächten. Aufgrund der Phosphorylierung von eIF2α wird ATF4 durch einen Reinitiationsmecha-
nismus translatiert (Vattem and Wek, 2004). Die ATF4 Konzentrationen in LN308- sowie HEK293-Zel-
len erhöhen sich ab 2 h, erreichen ein Maximum nach 4-6 h, fallen allerdings bei längerer Inkubation 
wieder ab.

Durch unsere Experimente konnten wir die Konzentration und die minimale Zeitdauer ermitteln, bei 
denen Schlüsselproteinen der UPR aktiviert und die Zellen gleichzeitig noch nicht apoptotisch wer-
den.

Ergebnisse
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Abbildung 3.1: Zeitliche Aktivierung von PERK und nachgeordneter Proteine als Teil der UPR-Induktion in LN308 und 
HEK293 durch TM oder TH.
 LN308- (A) oder HEK293-Zellen (B) wurden für die angegebenen Zeiträume (1-24 h) mit 2,5 µg/ml TM oder 200 nM TH 
behandelt und die UPR Proteine PERK, eIF2α per Western Blot analysiert. α-Tubulin wurde als Ladekontrolle und DMSO 
als Kontrolle der Behandlung verwendet.  Die Banden des molekularen Größenmarkers wurden auf der rechten Seite 
dargestellt.

3.2. Multi-Omics Ansätze zur globalen Analyse der UPR

Um eine tiefe und globale Untersuchung der UPR zu machen führten wir Multi-Omics Ansätze durch. 
Dabei wurden das gesamte Transkriptom (RNA-Seq), das Translatom (Ribosome Profiling [Ribo-
Prof]) und das Proteom (Massenspektrometrie [MS]) untersucht. Wie in Abbildung 3.1 gezeigt wird 
die Translation durch die Phosphorylierung von eIF2α nach Induktion der UPR bereits früh gehemmt 
und verstärkt sich bis ca. 6 h nach Behandlung. Daher wählten wir als Zeitpunkte für das Ribosome 
Profiling eine Behandlungsdauer von 2 und 6 h. Parallel zur Analyse des Translatoms wurde das Tran-
skriptom in den gleichen Zeiträumen untersucht um Translationseffizienzänderungen zu berechnen. 
Nach einer Behandlungsdauer von 6 h ist dann auch die transkriptionelle Reprogrammierung durch 
die UPR zu erkennen.
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Abbildung 3.2: Zeitliche Abhängigkeit des Spleißen von XBP1 nach Induktion in LN308-Zellen durch TM. 
LN308-Zellen wurden für die angegebenen Zeiträume (1-72 h) mit 2,5 µg/ml TM behandelt und die zytoplasmatische 
Prozessierung der XBP1 mRNA wurde per PCR auf Agarosegelen detektiert. β-Actin wurde als Ladekontrolle und 
DMSO als Kontrolle der Behandlung verwendet.

Zur weiteren Überprüfung analysierten wir darüber hinaus die Prozessierung von XBP1 durch IRE1 
nach Induktion der UPR. Das Spleißen von XBP1 konnte in TM behandelten LN308-Zellen bereits 
nach 2 h mit einem Maximum nach 4 h nachgewiesen werden (Abb.3.2). Bei längerer Induktion der 
UPR zeigt sich auch hier, ähnlich zu ATF4, eine Abnahme des Transkriptionsfaktors. Dies zeigt auch 
für den IRE1-XBP1-Signalweg eine frühe Übermittlung der ersten Prozessierung, wodurch im An-
schluss die Transkription durch diesen Arm der UPR angepasst wird.
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der gezeiteten Probennahme für die Entzifferung der UPR. 
Für die Multi-Omics Datenerhebung zur Ermittlung der globalen Änderungen der UPR wurde für die Untersuchungen der 
Translation (Ribosome Profiling), der Transkription (RNA-Seq) und des Proteoms (MS) verschiedene Zeitpunkte gewählt.

Veränderungen im Proteom treten erst verzögert aufgrund der vorangehenden Translations- und 
Transkriptionsänderungen auf. Daher wurde die Detektion des Proteoms durch die UPR nach 6, 
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16 und 24 h durchgeführt. Als überlappender Zeitpunkt aller drei Analysen und als Antwort auf die 
veränderten Translationsbedingungen wurde 6 h gewählt, da eine längere Behandlungsdauer einen 
Einblick in die Anpassung an länger anhaltenden Stress im ER widerspiegeln (Abb.3.3).

3.2.1. Überprüfung der Induktion der UPR in Multi-Omics Experimenten

Zur Detektion der Transkriptionsänderungen bei ER Stress wurden LN308- und HEK293-Zellen für 2 
oder 6 h mit entweder 2,5 µg/ml TM oder 200 nM TH inkubiert und die RNA Expression analysiert. 
Parallel dazu wurden auch Proben für das Ribosome Profiling gewonnen um die Translation zu un-
tersuchen (siehe 3.2.4. und 3.2.5.). Unbehandelte LN308- und HEK293-Zellen dienten als Kontrollen 
bei der Analyse.
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Abbildung 3.4: Aktivierung der UPR durch TM oder TH nach 2 oder 6 h in LN308 und HEK293.
Unbehandelte, für 2 oder 6 h mit 2,5 µg/ml TM bzw. 200 nM TH behandelte LN308- (A) oder HEK293-Zellen (B) wurden 
mittels Western Blot analysiert. Proteinkonzentrationen spezifischer UPR Komponenten (PERK, eIF2α und ATF4) wur-
den detektiert. α-Tubulin wurde als Ladekontrolle und DMSO als Kontrolle der Behandlung verwendet. Die Banden des 
molekularen Größenmarkers wurden auf der rechten Seite dargestellt. 

Zur Überprüfung der Aktivierung der UPR wurden Western Blots der Lysate von Zellen parallel zu den 
Transkriptom- und Translatomproben generiert (Abb.3.4). Hierbei führt die Inkubation mit TM oder TH 
nach 2 sowie 6 h sowohl in LN308- wie auch HEK293-Zellen zu einer Phosphorylierung von PERK 
und dadurch zu einem erhöhten Spiegel an P-eIF2α. Darüber hinaus wurde die steigende Expression 
von ATF4 nach Induktion der UPR nachgewiesen (Abb.3.4). Zusammenfassend konnte gezeigt wer-
den, dass die UPR durch Inkubation mit TM und TH zu beiden Zeitpunkten sowohl in LN308 als auch 
HEK293 aktiviert wurde und die Multi-Omics-Datensätze sich zum Vergleich ungestresster und ER 
gestresster Zellen eignen.
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Abbildung 3.5: Die Auswertung der mRNA Abundanzänderungen enthüllt die Adaption an ER Stress in LN308-Zellen.
LN308-Zellen wurden entweder für 2 (A+B) oder 6 h (C+D) mit 2,5 µg/ml TM oder 200 nM TH inkubiert und die mRNAs 
im Vergleich zu unbehandelten Zellen analysiert. Signifikant hoch- bzw herunterregulierte mRNAs sind in gelb markiert, 
nicht regulierte mRNAs in blau. Die Anzahl regulierter Transkripte ist angegeben.
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3.2.2. Transkriptionelle Reprogrammierung durch die UPR

Nach dem Beweis der Induktion der UPR wurden die RNA Expression und das Ribosome Profiling 
(siehe 3.2.3) der LN308- und der HEK293-Zellen per Hochdurchsatz-Sequenzierung analysiert. Bei 
der RNA-Seq detektierten wir jeweils knapp 14.000 einzelne mRNAs und beobachteten so signifikan-
te Adaptionen an ER Stress durch die Inkubation mit TM oder TH (Abb.3.5). Darunter befanden sich 
auch wenig abundante und damit kaum exprimierte mRNAs mit einer sehr geringen Anzahl an Reads.

Bei zweistündiger Inkubation der LN308-Zellen mit TM fanden wir 315 mRNAs signifikant hoch- und 
381 signifikant herunterregulierte (Abb.3.5 A). Nach 6 h waren 793 mRNAs hoch- und 794 herun-
terregulierte detektierbar (Abb.3.5 C). Im Gegensatz dazu wurde bei der Behandlung mit TH bereits 
nach 2 h eine deutliche Transkriptionsantwort gemessen (691 mRNAs hochreguliert und 751 herun-
terreguliert; Abb.3.5 B). Diese Veränderungen waren auch nach 6 h konstant (719 mRNAs hoch-, 719 
herunterreguliert; Abb.3.5 D).

Im nächsten Schritt analysierten wir die regulierten Transkripte auf zwei verschiedene Arten: Zum 
einen verglichen wir die zeitliche Anpassung der Zellen zwischen 2 und 6 h einer Substanz, zum an-
deren untersuchten wir die substanzabhängigen Wirkungen von TM und TH der Zeitpunkte (Abb.3.6). 
Bei der Behandlung mit TM sind nur wenige mRNAs zu beiden Zeitpunkten gemeinsam reguliert 
(110 mRNAs hoch-, 171 herunterreguliert). Dies weist auf eine dynamische Antwort der UPR auf die 
Exposition mit TM hin. 
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Abbildung 3.6: LN308-Zellen zeigen eine zeit- und eine substanzabhängige Anpassung der Transkription an ER Stress. 
Venn-Diagramm Darstellung der signifikant regulierten mRNAs aus LN308-Zellen, die entweder für 2 oder 6 h mit 2,5 
µg/ml TM oder 200 nM TH inkubiert wurden. Die Diagramme zeigen die zeitliche Regulation einer Substanz (A) oder die 
Regulation beider Substanzen zum gleichen Zeitpunkt (B).

Bei der Behandlung mit TH konnten wir eine deutlich größere Überschneidung der regulierten Tran-
skripte nachweisen. Hierbei überlappen knapp 50% der Transkripte sowohl nach 2 als auch nach  
6 h Behandlung und sind gemeinsam hochreguliert (insgesamt 326 mRNAs zu beiden Zeitpunkten). 
Noch deutlicher wird dies bei negativ regulierten mRNAs (440 mRNAs gemeinsam zu beiden Zeit-
punkten herunterreguliert). Somit konnten wir bei der Behandlung mit TH sowohl nach 2 h als auch 
nach 6 h mehr Transkripte gemeinsam reguliert identifizieren als exklusiv zu den einzelnen Zeitpunk-
ten (Abb.3.6 A). 
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Durch die zeitlich angepasste RNA-Expression der UPR nach Inkubation beider Substanzen korre-
lierten wir zusätzlich die logarithmischen Veränderungen (log2FC) der RNA Abundanz nach 2 und  
6 h. Durch die kleine Menge gemeinsam regulierter Gene detektierten wir bei in TM inkubierten LN308 
nur ein geringes Bestimmtheitsmaß (R2=0,32; Abb.3.7 A). Die Veränderungen nach Inkubation in TH 
korrelierten dagegen deutlich besser (R2=0,71; Abb.3.7 B).

Zeitlich nahezu unabhängig von der Art des Stimulus werden nach Aktivierung der UPR spezifische 
Ereignisse zur Bewältigung von ER Stress reguliert. Diese Abfolge wird vor allem durch die Eigen-
schaften der regulatorischen Enzyme und durch die Kinetik der Genexpression vermittelt. Die subs-
tanzunabhängige Kinetik der stressinduzierten Antwort der UPR auf TM und TH zeigten wir bereits 
in Teilen (Abb.3.1 und Abb.3.4). Aufgrund ihrer unterschiedlichen Wirkungsweise rufen TM und TH 
neben ER Stress allerdings noch verschiedene Nebenwirkungen hervor, die nicht mit der UPR assozi-
ierten Effekten entsprechen. Daher analysierten wir zu beiden Zeitpunkten die gemeinsam regulierten 
Gene nach Inkubation mit TM oder TH (Abb.3.6 B und 3.8). Im Vergleich mit der zeitabhängigen An-
passung an ER Stress (Abb.3.6 A) zeigten wir eine deutlich höhere Koregulation der mRNAs bei der 
substanzabhängigen Analyse (Abb.3.6 B). Nach 2 h konnten wir 161 (mithin etwa 51% der durch TM 
regulierten mRNAs) und nach 6 h 454 gemeinsam hochregulierte Transkripte detektieren. Dies ent-
spricht 57% (bei Inkubation mit TM) und 63% (bei Inkubation mit TH) der mRNAs der LN308-Zellen. 
Deutlich weniger mRNAs sind gemeinsam herunterreguliert (109 nach 2 h, 232 nach 6 h; Abb.3.6 B).

Abbildung 3.7: Scatter Plots zeigen die transkriptionelle Veränderung der Genexpression durch die UPR über zwei 
Zeitpunkte. 
Vergleich der Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC) durch die Induktion der UPR in LN308-Zellen nach Inku-
bation mit TM oder TH über 2 oder 6 h. Die Scatter Plot Darstellung vergleicht die Anpassung durch die UPR durch TM 
(A) oder TH (B).
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Allerdings wiesen die log2FC-Werte der Transkriptionsänderungen nach Inkubation mit TM oder TH 
noch immer eine relativ geringe Korrelation auf (R2=0,46 nach 2, R2=0,58 nach 6 h; Abb.3.8). Dies 
beruht auf den verschiedenen Wirkmechanismen beider Substanzen und zeigt, dass TM und TH 
unterschiedliche und nur teilweise überlappende zelluläre Signalwege auslösen. Jedoch waren viele 
Transkripte, deren Proteine in der UPR involviert sind, nach Inkubation mit einem oder beiden Stimuli 
signifikant hochreguliert (Abb.3.8; in rot markiert). Darunter identifizierten wir auch die wichtigsten 
Signalproteine der UPR in mindestens einem Datensatz. Nach 2 h weisen wir bereits BiP (HSPA5), 
XBP1 (als Ziel der Genexpression durch ATF6), das Transmembranprotein PERK (EIF2AK3) und, als 
Antwort der Aktivierung von PERK und der Phosphorylierung von eIF2α, sowohl ATF4 als auch CHOP 
(DDIT3) in mit TM und TH inkubierten Zellen nach (Abb.3.8 A; mit Pfeilen hervorgehoben). Zusätzlich 
finden wir nach 6 h Behandlung noch die Transmembranproteine IRE1α (ERN1) und ATF6 in mit TM 
inkubierten Proben (Abb.3.8 B).

Abbildung 3.8: Scatter Plot der Transkriptionsänderungen nach UPR Induktion. 
Vergleich der Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC) der mRNA Abundanzen von Protein codierenden Ge-
nen von LN308-Zellen nach Behandlung mit TM oder TH für 2 (A) oder 6 h (B). Farbliche Darstellungsweise  - grau: in 
beiden Behandlungen (TM oder TH) nicht signifikant verändert, grün: bei nur einem Stimulus signifikant hoch- oder her-
unterreguliert oder durch TM und TH gegenläufig reguliert, gelb: durch beide Stimuli statistisch signifikant gleichgerich-
tet reguliert, rot: bekannte Komponenten der UPR, spezifische UPR Komponenten sind für die genauere Beschreibung 
durch Pfeile markiert. 

Für eine umfassendere Analyse der erhaltenen Daten prüften wir im Anschluss eine mögliche An-
reicherung von biologischen Prozessen der signifikant hoch regulierten Transkripte nach 2 h mit-
tels Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000). Wir untersuchten die einzelnen Datensätze bei 
Inkubation mit TM oder mit TH und analysierten zusätzlich die koregulierten Gene. Bei der indivi-
duellen Analyse mit TM oder TH behandelten LN308-Zellen detektierten wir eine Anreicherung der 
GO-Terms „PERK-mediated unfolded protein response“ (GO:36499; TM: ~44fache Anreicherung,  
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p-Wert: 2,17x10-6; TH: ~17,5fach, p-Wert: 1,1x10-2) und „Regulation of response to ER stress“ 
(GO:1900101; TM: ~ 8fach, p-Wert: 1,15x10-2; TH: ~ 6fach; p-Wert: 1,72x10-4; Abb.3.9). Indem wir nur 
die von TM und TH gemeinsam regulierten Transkripte betrachteten filterten wir die Analyse stringen-
ter und steigerten die GO-Term Anreicherung noch weiter (GO:36499: ~75fach; GO:1900101: ~14fach). 
Ähnliche Ergebnisse erhielten wir bei der Analyse der RNA-Seq Ergebnisse nach 6 h Inkubation. Nach 
Inkubation mit TM oder TH wurden durch die Betrachtung von koregulierten Genen falsch positive 
oder nicht mit der UPR assoziierte Ergebnisse minimiert und eine Anreicherung von UPR-bedingten 
Veränderungen erzielt.

Abbildung 3.9: Die RNA Expression der signifikant hochregulierten Transkripte nach Inkubation mit TM oder TH zeigt 
eine Anreicherung von Komponenten der UPR. 
Vergleich der gerichteten p-Werte (-log10) der RNA Expression von Protein codierenden Genen zwischen mit TM oder 
mit TH über 2 h inkubierten LN308-Zellen. Die Werte der Anreicherung und p-Werte für die GO-Terms „PERK-mediated 
UPR“ (GO:0036499) und „Regulation of response to ER stress“ (GO:1900101) sind für TM (hellgrau), für TH (dunkelgrau) 
sowie für die Koregulation unter dem Einfluss beider Substanzen (gestrichelter Bereich) angegeben.

3.2.3. Herstellung von Ribosome Profiling Libraries

Neben Änderungen der Transkription bewirkt die UPR auch eine Anpassung der Translation an ER 
Stress. Die Phosphorylierung von eIF2α durch PERK führt zu einer Hemmung der Translationsinitiati-
on der meisten mRNAs. Jedoch gibt es auch vermehrt oder ausschließlich unter Stressbedingungen 
translatierte Transkripte. Diese gegenüber P-eIF2α resistenten Transkripte besitzen in der Regel in 
ihrer 5’UTR upstream open reading frames (uORFs) (Pavitt and Ron, 2012, Andreev et al., 2015). Das 
bekannteste Beispiel hierfür ist das durch einen Reinitiationsmechanismus unter Stress translatierte 
ATF4 (Vattem and Wek, 2004). 
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Zur Detektion der Translationsänderungen durch die UPR wandten wir die Methode des Riboso-
me Profiling (RiboProf) an. Dieses Verfahren ermöglicht eine genomweite, quantitative Untersu-
chung der Translation indem ein globaler Schnappschuss aktiv translatierter, Ribosom-gebundener  
mRNA-Fragmente erstellt wird (Ingolia et al., 2009, Ingolia et al., 2012). Durch einen Nukleasever-
dau werden hierbei durch Ribosomen geschützte mRNA-Fragmente (ribosome protected fragments 
[RPFs]) generiert, welche die exakte Position von Ribosomen auf Transkripten darstellen. Die RPFs 
können in eine DNA Library umgewandelt und per Hochdurchsatzsequenzierung analysiert werden.

Unsere RiboProf Daten wurden parallel zu den RNA-Seq Daten generiert. Die Aktivierung der UPR 
unter unseren Versuchsbedingungen wurde bereits in Kapitel 3.2.1. gezeigt.

Für die Herstellung von RiboProf Libraries wurden zunächst Lysate von Zellen mit Nuklease (RNase I) 
verdaut und anschließend mittels Sucrose Gradienten aufgereinigt. 
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Abbildung 3.10: Repräsentative Sucrose Gradienten von LN308 und HEK293 zur Auftrennung von 80S-Monosomen 
für das Ribosome Profiling. 
Unbehandelte oder über 6 h mit TM stimulierte LN308- (A+B) oder HEK293- (C+D) Zellen wurden lysiert und unverdaut 
(obere Zeile) oder nach RNase I Verdau (untere Zeile) auf 10-50% Sucrose Gradienten aufgetrennt. Abgebildet ist das 
A254nm Profil der Gradienten. Die verdauten 80S Fraktionen wurden für die Präparation von RiboProf Libraries gesam-
melt.

Durch den Verdau der mRNA durch RNase I werden die Polysomen abgebaut und nur die RPFs der 
mRNA bleiben intakt. Die vereinzelten Ribosomen verschieben sich in die 80S Fraktion (Abb.3.10). 
Wir wiesen nach Inkubation mit TM eine veringerte Anzahl von Polysomen nach. Dies deutet auf eine 
veränderte und gehemmte Translation hin (Abb.3.10, Vergleich A und B oder C und D, jeweils oberste 
Zeile).

Aus den verdauten 80S-Fraktionen wurden Ribosome Profiling Libraries erstellt. Ein Beispiel für die 
einzelnen Schritte bei der Präparation einer RiboProf Library ist in Abb.3.11 dargestellt.

Im ersten Schritt extrahierten wir die RPFs, die eine Größe von etwa 30nt haben, mittels Urea Po-
lyacrylamid Gelelektrophorese (Urea-PAGE; Abb.3.11 A). Durch Ligation eines Linkers an die RPFs 
konnten wir die RNA im darauffolgenden Schritt durch Rerverse Transkription (RT) in cDNA umschrei-
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ben (Abb.3.11 B+C). Vor der für die PCR Amplifikation der RiboProf Libraries benötigten Zirkularisation 
wurde die rRNA mittels Antisense-Oligos depletiert. Nach PCR Amplifikation (Abb.3.11 D) wurden die 
RiboProf Libraries per TapeStation überprüft (Abb.3.11 E) und daraufhin per Hochdurchsatzsequen-
zierung analysiert.

Zyklenzahl

D E

A

25nt

35nt

30nt27-
33nt

B

Ligations-
produkt 50nt

35nt

25nt
miRNA 
Linker

RT Produkt
RT Primer

C

100nt

150nt

75nt

PCR Produkt

PCR Primer

200nt
150nt

50nt

Abbildung 3.11: Herstellung einer repräsentativen RiboProf Library. 
Nach Aufreinigung der RNA aus 80S-Monosomen wurden die RPFs anhand der Größe in Polyacrylamid (PAA) Urea 
Gelen extrahiert (A), mit einem RNA Linker ligiert (B) und in cDNA umgewandelt (C). Nach PCR Amplifikation (D) wurde 
die Größe und Reinheit mittels TapeStation analysiert (E). Abgebildet ist die Präparation einer RiboProf Library aus un-
behandelten LN308-Zellen.
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3.2.4. Detektion der Änderungen der UPR anhand von Ribosome Profiling

Ähnlich wie bei der RNA-Seq Analyse untersuchten wir bei RiboProf Experimenten signifikant hoch- 
bzw. herunterregulierte RPFs als Äquivalente zu aktiv translatierter mRNA. Die Veränderungen von 
RPFs von Protein codierenden Transkripten können entweder durch Änderungen der Abundanz von 
mRNAs oder durch eine veränderte Translationsrate hervorgerufen werden. Zur Berechnung der 
Translationseffizienz einzelner Transkripte wird die Abundanz der RPFs mit der der mRNA aus der 
RNA-Seq Analyse normalisiert (siehe 3.2.5.).

A

p-
W

er
t (

-lo
g 1

0)

2h
 B

eh
an

dl
un

g

p-
W

er
t (

-lo
g 1

0)

6h
 B

eh
an

dl
un

g

Tunicamycin ThapsigarginB

C D

hoch = 155runter= 386

0

1

2

3

4

5

hoch = 74runter = 171

RPF Änderung (log2)

0 1 2 3-1-2-3

hoch = 521runter = 594

RPF Änderung (log2)

0 1 2 3-1-2-3

0

1

2

3

4

5

hoch = 584runter = 604

Abbildung 3.12: Änderungen der RPF Abundanz nach Induktion der UPR in LN308-Zellen. 
Volcano-Plot-Darstellung von LN308-Zellen, die entweder für 2 (A+B) oder für 6 h (C+D) in 2,5 µg/ml TM oder in 200 
nM TH inkubiert wurden. Die durch Ribosomen vor dem Abbau geschützten mRNA Fragmente (RPFs) wurden mittels 
Ribosome Profiling analysiert und mit denen unbehandelter Zellen verglichen. Signifikant hoch- bzw herunterregulierte 
mRNAs sind in gelb markiert, nicht regulierte mRNAs in blau. Die Anzahl regulierter Transkripte nach Behandlung ist in 
jedem Plot angegeben.
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Hierbei erkannten wir nach zweistündiger Inkubation mit TM oder TH deutlich mehr herunterregulierte 
(171 bei TM, 386 bei TH) als hochregulierte RPFs (74 bei TM, 155 bei TH; Abb.3.12 A+B). Erklärt wird 
dies durch die Inhibition der Translation über die Phosphorylierung von eIF2α nach Aktivierung von 
PERK (Harding et al., 2000b). Im Vergleich zu TM (wie bei den RNA-Seq Daten) ist nach zweistündiger 
Inkubation mit TH eine deutlich stärkere Regulation erkennbar. Nach 6 h Behandlung ergibt die Ana-
lyse der RiboProf Daten hingegen eine ähnliche Anzahl hoch- und herunterregulierter RPFs (TM: 604 
hoch-, 584 herunterreguliert; TH: 594 hoch-, 521 herunterreguliert; Abb.3.12 C+D). 

Um die zeitliche Anpassung der Zellen an ER Stress und die Wirkmechanismen von TM und TH im 
Hinblick auf die RiboProf Ergebnisse zu überprüfen verglichen wir (ähnlich wie bei den RNA-Seq 
Daten) die zu beiden Zeitpunkten signifikant regulierten RPFs. Bei Inkubation mit TM sind nur wenige 
RPFs gemeinsam reguliert, vor allem die Überschneidung hochregulierter Transkripte ist sehr gering 
(11 hoch-, 76 herunterreguliert). Bei in TH inkubierten Zellen ist eine nur etwas größere Koregulation 
erkennbar (90 hoch-, 157 herunterreguliert; Abb.3.13 A). 

Wir ermittelten durch die niedrige gemeinsame Regulation auch eine sehr geringe Korrelation zwi-
schen den beiden Zeitpunkten (R2=0,16 für TM; R2=0,32 für TH; Abb.3.14). Hierdurch wird die zeitliche 
Abfolge der Translationshemmung und der anschließenden Induktion der Expression spezifischer 
UPR-Zielgene deutlich.
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Abbildung 3.13: Die Behandlung von LN308-Zellen zeigt eine zeit- und substanzabhängige Anpassung der Translation 
an ER Stress.
Venn-Diagramm Darstellung der signifikant regulierten RPFs aus LN308-Zellen, die entweder für 2 oder 6 h mit 2,5 µg/
ml TM bzw. 200nM TH behandelt wurden. Die Diagramme zeigen die zeitliche Regulation unter TM oder TH (A) sowie 
die Regulation beider Stimuli zum gleichen Zeitpunkt (B).

Darüber hinaus verglichen wir die Regulation der RPFs nach Inkubation in TM oder in TH. Ähnlich 
wie bei der transkriptionellen Regulation durch die UPR fanden wir bei der Analyse der RPFs nach 
2 h eine sehr geringe Anzahl an gemeinsam regulierten Transkripten (14 hoch-, 41 herunterreguliert; 
Abb.3.13 B). Dies reflektiert erneut die verschiedenen Wirkmechanismen von TM und TH sowie die 
Unterschiede in der Zellantwort nach Inkubation mit diesen beiden Stimuli.
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Nach 6 h konnten wir allerdings eine deutlich erhöhte Anzahl an koregulierten RPFs nachweisen (257 
hoch-, 221 herunterreguliert; Abb.3.13 B).

Abbildung 3.14: Scatter Plots zeigen die Änderungen der RPFs nach Induktion der UPR. 
Vergleich der Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC) durch die Induktion der UPR in LN308-Zellen nach 2 
oder 6 h. Die Scatter Plot Darstellung vergleicht die Anpassung durch die UPR zu den verschiedenen Zeitpunkten bei 
Inkubation mit TM (A) oder mit TH (B).

Ähnlich wie beim RNA-Sequencing analysierten wir die Veränderungen (in logarithmischer Darstel-
lung [log2FC]) der regulierten RPFs. Anschließend verglichen wir die Werte der über 2 oder 6 h in TM 
inkubierten Zellen mit den Veränderungen nach Inkubation in TH (Abb.3.15). 

Nach 2 h konnten wir eine nur sehr geringe Korrelation beider Datensätze zeigen (R2=0,24; Abb.3.15 
A). Diese erhöht sich nach 6 h Behandlungdauer leicht (R2=0,42), belegt jedoch weiterhin die unter-
schiedlichen zellulären Antworten auf die Inkubation in TM oder TH (Abb.3.15 B).
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Abbildung 3.15: Scatter Plot der Abundanzänderungen von RPFs nach Induktion der UPR.
Vergleich der Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC) der RPF Abundanzen von Protein codierenden Genen 
in LN308-Zellen nach Inkubation in TM oder TH für 2 (A) oder 6 h (B). Farbliche Darstellungsweise - grau: bei TM oder 
TH nicht signifikant verändert, grün: bei TM oder TH signifikant hoch- oder herunterreguliert, alternativ bei TM und TH 
gegenläufig reguliert, gelb: bei beiden Stimuli gleichläufig statistisch signifikant reguliert, rot: bekannte Komponenten der 
UPR, spezifische Komponenten sind für die genauere Beschreibung durch Pfeile markiert.

Durch unsere Analyse konnten wir erneut viele signifikant hochregulierte RPFs identifizieren, deren 
Proteine als Teil der UPR eine wichtige Rolle bei der Antwort auf ER Stress spielen. Nach 2 h fanden 
wir CHOP (DDIT3) als eines der 14 von TM und TH gemeinsam hochregulierten RPFs, welches als 
Teil der UPR sowohl auf Translations- als auch Transkriptionsebene reguliert wird (Pavitt and Ron, 
2012, Yoshida et al., 2000). Nach 6 h Behandlung wiesen wir neben CHOP noch BiP (HSPA5), PERK 
(EIF2AK3), ATF4 und XBP1 als koreguliert nach. Diese Komponenten der UPR übermitteln wichtige 
Signalwege (Abb.3.15 B). IRE1α (ERN1) als weiteres wichtiges Transmembranprotein der UPR war 
nach 6 h Inkubation in TM ebenfalls signifikant hochreguliert. 

Zum Nachweis einer möglichen Anreicherung biologischer Signalwege unter den gemeinsam hoch-
regulierten 257 RPFs nach 6 h Inkubation führten wir eine GO-Term Analyse durch. Die p-Werte 
(-log10) der zehn am meisten angereicherten Signalwege sind in Abb.3.16 dargestellt.

Durch die Betrachtung von gemeinsam hochregulierten RPFs nach Inkubation mit TM oder TH wurde 
eine Anreicherung von zellulären Prozessen erreicht, die mit der UPR bzw. der Antwort auf ER Stress 
assoziiert sind. Unter den am meisten angereicherten Signalwegen identifizierten wir „response to ER 
stress“ (GO:0034976), aber auch „ER unfolded protein response“ (GO:0030968) als generelle Antwort 
auf induzierten ER Stress und konnten auch Teile der UPR wie den „ERAD pathway“ (GO:0036503) 
nachweisen (Abb.3.16). 
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Abbildung 3.16: GO-Term Analyse der koregulierten RPFs nach Induktion der UPR.
Analyse der Anreicherung der 257 gemeinsam hochregulierten RPFs (aus 3.14) nach sechsstündiger Inkubation von 
LN308-Zellen in TM oder TH.

3.2.5. Umprogrammierung der Translation durch die UPR 

Veränderungen der RPF Abundanzen nach RiboProf sind auf Änderungen der mRNA Abundanz, 
der Translation oder auf beide Mechanismen zurückzuführen. Um die tatsächlichen Änderungen der 
Translation durch die Induktion der UPR zu ermitteln, wurden die Daten aus dem Ribosome Profi-
ling mit den RNA Abundanzen aus dem RNA-Seq verglichen. Hierbei detektierten wir eine geringe 
Korrelation (R2=0,12) der logarithmischen Veränderungen der RNA Abundanzen und der RPFs nach  
2 h Inkubation mit TM (Abb.3.17 A). Dies können verschiedene Mechanismen verursachen. Als erstes 
lässt sich vermuten, dass die Regulation der Transkription und Translation unterschiedliche Gene 
bzw. Transkripte als frühe Antwort auf ER Stress beeinflussen. Darüber hinaus kann bei einer kurzen 
Induktion die Translationskontrolle der UPR gegenüber der Transkription dominieren. Auch ein blo-
ckierter Export der RNA aus dem Zellkern kann hierbei eine wichtige Rolle spielen.

Im Gegensatz dazu konnten wir eine deutlich höhere Korrelation (R2=0,70) der Veränderungen (in 
logarithmischer Darstellung [log2FC]) der RNA Abundanzen und der RPFs nach 6 h Inkubation mit TM 
beobachten (Abb.3.17 B). Dies deutet darauf hin, dass die Anpassungen durch die UPR an ER Stress 
zu diesem späteren Zeitpunkt vor allem durch eine veränderte Genexpression und nicht durch eine 
selektive Translation bestimmt wird.
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Abbildung 3.17: Globale Analyse der UPR-vermittelten translationalen Regulation. 
Vergleich der Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC) nach RNA-Seq und RiboProf nach Inkubation von 
LN308-Zellen mit TM für 2 (A) oder 6 h (B). Signifikant veränderte mRNAs (gelb) und nicht signifikant veränderte mRNAs 
(grau) sind farblich getrennt dargestellt. Bekannte UPR Komponenten wurden in rot markiert.

Um einen genaueren Hinweis auf einzelne, auf Translationsebene regulierte mRNAs zu erhalten, nor-
malisierten wir im nächsten Schritt die RPF Abundanz mit der RNA Abundanz. Durch diesen Wert 
der ribosomalen Beladung berechneten wir die annäherungsweise mRNA Translationseffizienz für 
die einzelnen Transkripte, die ribosomale Beladung (Ingolia et al., 2009). Dieser Wert kann auf eine 
translationale Regulation hinweisen. Veränderungen in der ribosomalen Beladung können aber auch 
auf eine Blockade der Translationselongation der mRNA hindeuten. Aufgrund großer Schwankungen 
für niedrig abundante RNAs setzten wir in unserem Datensatz einen Grenzwert. 

Durch Induktion der UPR für 2 h (Abb.3.18 A) oder 6 h (Abb.3.18 B) stellten wir eine generelle Abnah-
me der ribosomalen Beladung fest. Dies wird durch die PERK-vermittelte Phosphorylierung von eIF2α 
an Serin 51 vermittelt. Bei nur wenigen Transkripten detektierten wir eine signifikante Zunahme der 
ribosomalen Beladung nach der UPR Induktion und damit eine Translationsresistenz gegenüber der 
Phosphorylierung von eIF2α nach Inkubation mit TM. Dies sehen wir für GLIS3 (GLI-Similar 3), wel-
ches nach 6 h Inkubation eine stark erhöhte ribosomale Beladung aufweist (Abb.3.18 B). Dies wurde 
schon für die durch Natriumarsenite induzierte Phosphorylierung von eIF2α durch HRI (Heme-Regu-
lated Inhibitor, auch EIF2AK1, Kinase von eIF2α unter verschiedenen Arten von Stress, zum Beispiel 
Häm-Mangel) gezeigt (Andreev et al., 2015). Darüber hinaus konnten wir auch mRNAs identifizieren, 
welche nach Phosphorylierung von eIF2α eine unterdurchschnittliche Menge der ribosomalen Be-
ladung aufweisen. Beispiele hierfür sind BLID (BH3-Like Motif Containing, Cell Death Inducer) oder 
ZNF20 (Zinc Finger Protein 20; Abb.3.18).

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Unterschiede der RPFs durch Inkubation mit TM 
über 2 als auch über 6 h überwiegend durch transkriptionelle Regulation oder veränderte Gleichge-
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wichtszustände der RNA bedingt sind. Allerdings scheinen einige mRNAs resistent oder hypersensi-
bel gegenüber der Phosphorylierung von eIF2α zu sein und damit einer translationalen Regulation zu 
unterliegen.
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Abbildung 3.18: Die ribosomale Beladung von mRNAs wird durch die Induktion der UPR verringert.
Analyse der ribosomalen Beladung von Protein codierenden Transkripten nach Inkubation von LN308-Zellen mit TM für 
2 (A) oder 6 h (B). Die gestrichelte Linie dient zur Orientierung für Veränderungen der ribosomalen Beladung. Signifikant 
veränderte mRNAs (gelb) und nicht signifikant veränderte mRNAs (grau) sind farblich getrennt dargestellt. Niedrig abun-
dante RNAs wurden nicht berücksichtigt.

Allerdings konnten wir für ATF4, ein unter Stress durch translationale Regulation exprimiertes Protein, 
keine Veränderungen der ribosomalen Beladung der LN308-Zellen nach 2 oder 6 h Inkubation nach-
weisen (Abb.3.18). Daher wollten wir einen genaueren Blick auf ATF4 werfen. Hierzu waren jedoch nur 
Daten der HEK293-Zellen verfügbar. Durch Verwendung des Integrated Genome Viewers (IGV) Ver-
sion 2.3.91 betrachteten wir die Reads aus RNA-Seq und Ribosome Profiling unter Berücksichtigung 
des humanen Referenzgenom (hg38, University of California Santa Cruz). 

Dabei analysierten wir die Lokalisierung der Sequenzierdaten auf der mRNA von ATF4. Obwohl wir 
laut des Wertes der ribosomalen Beladung keine signifikante Änderung der Translation von ATF4 be-
obachteten, wiesen wir eine Anreicherung der Reads des Ribosome Profiling innerhalb der codieren-
den Sequenz nach Inkubation in TH im Vergleich zu Kontrollzellen nach (Abb.3.19). Die Reads aus der 
RNA-Sequenzierung waren unter beiden Bedingungen ähnlich. In unbehandelten Zellen beobachte-
ten wir eine Anreicherung der Reads im überlappenden uORF (uORF2). Zusammenfassend zeigen 
die Berechnungen der ribosomalen Beladungen der einzelnen Transkripte einen guten ersten Hinweis 
auf eine Regulation der Translation, die allerdings individuell mit weiteren Verfahren und Experimenten 
überprüft werden müssen.
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Abbildung 3.19: IGV-Analyse der ATF4 mRNA. 
RNA-Seq und RiboProf Daten von unbehandelten oder 6 h in TH inkubierten HEK293- Zellen wurden mittels IGV an 
der ATF4 mRNA betrachtet. Reads des Ribosome Profiling (schwarz) und RNA-Seq (blau) sind grafisch dargestellt. Die 
mRNA (grau) und die beiden uORFs von ATF4 (rot) sind schematisch abgebildet.

3.2.6. Änderungen der Proteinspiegel durch die UPR

Neben transkriptionellen Anpassungen und Veränderungen der Translation durch Induktion der UPR 
analysierten wir die Veränderungen der Proteinspiegel mittels Shotgun Massenspektrometrie (MS) 
nach Inkubation mit TM oder TH für 6 h, 16 h oder 24 h. Dabei detektierten wir insgesamt 4131 Pro-
teine mit mindestens 2 eindeutig zuordenbaren Peptiden, von denen ungefähr 50% (2136 Proteine) 
unter einer oder mehreren Bedingungen signifikante Veränderungen der Abundanz aufwiesen. Wir 
identifizierten 309 Proteinen mit einer Veränderung (log2FC) von >+2 oder <-2 im logarithmischen 
Maßstab der Standardabweichung, was etwa 7% des gemessenen Proteoms entspricht.

Im ersten Analysenschritt der Veränderungen des Proteoms nach Induktion der UPR verglichen wir die 
zeitliche Abhängigkeit der signifikant regulierten Proteine nach Inkubation mit TM bzw. TH (Abb.3.20). 
Aufgrund der nach 6, 16 und 24 h Inkubation geringen Zahl gemeinsam hochregulierter Proteine für 
TM (3 koregulierte Proteine) und TH (5 koregulierte Proteine) wird erneut deutlich, dass die Antwort 
der UPR auf ER Stress dynamisch ist (Abb.3.20, obere Zeile). 

Eine größere Koregulation identifizierten wir bei Betrachtung der Änderungen nach 16 und 24 h (TM:13 
koreguliert, TH:11 koreguliert). Mithin sind nach 6 h noch wenige Proteine reguliert, dagegen läuft nach 
16 und 24 h die Transkription und Translation der UPR-Transkriptionsfaktoren und deren Zielgene als 
Adaption auf ER Stress ab. Allerdings identifizierten wir mehr signifikant herunterregulierte Proteine 
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(Abb.3.20, untere Zeile). Dies ist ähnlich den Ergebnissen der RNA-Sequenzierung und des Ribosome 
Profiling, bei denen vor allem nach kurzer Inkubationsdauer mehr Gene herunterreguliert waren. Bei 
den negativ regulierten Peptiden fanden wir außerdem eine leicht erhöhte Überschneidung zwischen 
den beiden Stimuli der UPR (TM: 7 koreguliert; TH: 27 koreguliert). 
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Abbildung 3.20: Zeitabhängiger Vergleich der Veränderungen regulierter Proteine nach UPR Induktion. 
LN308-Zellen wurden mit TM oder TH für 6 h, 16 h oder 24 h inkubiert und die Proteinspiegel mittels Massenspektro-
metrie analysiert. Die Koregulation der Proteine zu verschiedenen Zeitpunkten der Behandlungen wurden verglichen.

Die erhöhte Anzahl herunterregulierter Proteine wird auch beim Vergleich der substanzabhängigen 
Veränderungen zu den drei einzelnen Zeitpunkten deutlich (Abb.3.21). Nach 6 h wiesen wir insgesamt 
85 herunterregulierte Proteine (TM:32; TH:65, 12 davon gemeinsam) und 31 hochregulierte Proteine 
(TM:8; TH: 27, 4 davon gemeinsam) nach (Abb.3.21, linke Spalte). Die Änderungen des Proteoms sind 
im Gegensatz zu den Veränderungen bei der RNA-Sequenzierung und dem Ribosome Profiling erst 
verzögert messbar. Nach 16 h Inkubationsdauer identifizierten wir insgesamt 55 hochregulierte (15 
koreguliert) und 96 herunterregulierte Proteine (26 koreguliert). Nach 24 h Inkubation fanden wir 52 
hochregulierte (12 koreguliert) und 122 herunterregulierte Proteine (33 koreguliert). Ähnlich wie bei der 
RNA-Sequenzierung und dem Ribosome Profiling zeigte sich nur eine geringe gemeinsame Regula-
tion des Proteoms durch TM und TH.
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Abbildung 3.21: Vergleich der regulierten Proteine nach UPR Induktion durch TM und TH.
LN308-Zellen wurden mit TM oder TH für 6, 16 oder 24 h inkubiert und die Proteinspiegel mittels Massenspektrometrie 
analysiert. Das Venn-Diagramm vergleicht die unterschiedliche Regulation durch TM und TH zu den drei verschiedenen 
Zeitpunkten.

Diese geringe Koregulation lässt sich auch am geringen Bestimmtheitsmaß nach 6 (R2=0,42), 16 
(R2=0,45) und 24 h (R2=0,46) ablesen (Abb.3.22).

Anhand der Veränderungen überprüften wir, wie bei der RNA-Sequenzierung und dem Ribosome 
Profiling, die Regulation bekannter UPR Komponenten im Proteomics-Datensatz. Im Shotgun-Ver-
fahren der MS fanden wir jedoch aufgrund der geringen Abundanz nur BiP als wichtiges in die UPR 
involviertes Protein. Somit etablierten wir im Rahmen des SUPR-G Konsortiums einen „targeted Pro-
teomics“ Ansatz, um die Expression von insgesamt acht Schlüsselproteinen der UPR (PERK, IRE1α, 
ATF6, ATF4, XBP1, CHOP, GADD34 und ATF3) zu kontrollieren (Nguyen et al., 2019). 

Die erhöhte Regulation von BiP, welches als abundantes Protein bereits in den Shotgun-MS Daten 
detektierbar war und als wichtige UPR Komponente durch ATF6 verstärkt exprimiert wird, wiesen wir 
nach 16- und 24-stündiger Inkubation mit TM sowie mit TH nach (Abb.3.22 B+C). Vereinzelt identifi-
zierten wir noch weitere bekannte abundante UPR-Komponenten, die nach Behandlung mit TM oder 
mit TH reguliert waren (Abb.3.22, rote Punkte).

Darüber hinaus detektierten wir durch das „targeted Proteomics“ Massenspektrometrieverfahren die 
Regulation einer Mehrzahl der ausgewählten Schlüsselproteine der UPR. Allerdings fanden wir im 
Gegensatz zur RNA-Sequenzierung und zum Ribosome Profiling keine signifikant positive Regulati-
on der drei Transmembranproteine PERK (EIF2AK3), IRE1α (ERN1) und ATF6 (Abb.3.22). Für IRE1α 
wiesen wir eine Hochregulation nach 24 h Inkubation mit TM sowie TH nach (Abb.3.22 C). Dagegen 
war dieses Protein nach 16 h Inkubation mit TM negativ reguliert (Abb.3.22 B). Für PERK sahen wir zu 
keinem Zeitpunkt eine Regulation, bei ATF6 nur nach 6 h Inkubation mit TH eine herunterregulierten 
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Spiegel. Dahingegen fanden wir die Transkriptionsfaktoren ATF4, XBP1, CHOP (DDIT3) und ATF3 so-
wie GADD34 (PPP1R15A, welches die PP1C Phosphatase rekruitiert um eIF2α zu dephosphorylieren) 
mehrfach signifikant hochreguliert (Abb.3.22). Unter anderem bestimmten wir eine etwa 30-fache An-
reicherung des ATF4 Proteins nach 6 h Inkubation mit TM und TH. Für XBP1 (~60fache Anreicherung) 
und CHOP (~50fach) detektierten wir einen noch größeren Anstieg der Proteinspiegel nach Induktion 
der UPR. Diese Anreicherungen stimmen mit den Ergebnissen der RNA-Sequenzierung und des 
Ribosome Profiling überein (Abb.3.8 + 3.15), für ATF4 zusätzlich auch mit denen der Detektion mittels 
Western Blot (Abb.3.1 + 3.4).

Reich et al., Figure 3 

16h
6h

24h

3

16

13

23
3

2

16h
6h

24h

7

28

25

14
21

2

2

21

6h

16h

5

1

14

11

24

24h

16h
6h

24h

27

46

16

21

24

4

10

A

B

pr
ot

ei
n 

ab
un

-
da

nc
e 

do
w

n

Tunicamycin Thapsigargin

pr
ot

ei
n 

ab
un

-
da

nc
e 

up

pr
ot

ei
n 

ab
un

-
da

nc
e 

do
w

n
pr

ot
ei

n 
ab

un
-

da
nc

e 
up

6h treatment

4

TH

4 23

TM

12

TH

5320

TM

16h treatment

15

TH

24 16

TM

26

TH

4822

TM

24h treatment

12

TH

28 22

TM

29 33 60

TH
TM

C

●

●

●

●

●

●

●

●R2 = 0.45

TH
 tr

ea
tm

en
t,

 1
6h

fo
ld

 c
ha

ng
e 

(lo
g 2

)

TM treatment, 16h
fold change (log2)

-5.0

0

2.5

≥5.0

-5.0 -2.5 2.50

-2.5

≥5.0

HSPA5

DDIT3
ATF3
PPPR15A

ATF4

XBP1

EIF2AK3
ATF6

ERN1

●

●

●

●

●

●

●

●

R2 = 0.46

TH
 tr

ea
tm

en
t, 

24
h

fo
ld

 c
ha

ng
e 

(lo
g 2

)

TM treatment, 24h
fold change (log2)

-5.0

0

2.5

≥5.0

-5.0 -2.5 2.50

-2.5

≥5.0

HSPA5

DDIT3

XBP1

ATF3

PPPR15A

ATF4

EIF2AK3

ATF6

ERN1

●

●

●

●

●

●

●

●

TH
 tr

ea
tm

en
t,

 6
h

fo
ld

 c
ha

ng
e 

(lo
g 2

)

TM treatment, 6h
fold change (log2)

-5.0

0

2.5

≥5.0

-5.0 -2.5 2.50

R2 = 0.42

-2.5

≥5.0

HSPA5

DDIT3
XBP1

ATF3

PPPR15A
ATF4

EIF2AK3

ATF6

ERN1

B
eh

an
dl

un
g 

m
it 

TH
 

Ve
rä

nd
er

un
g 

(lo
g 2F

C
)

≥5,0

≤-5,0

-2,5

2,5

0

Behandlung mit TM 
Veränderung (log2FC)

≥5,0≤-5,0 -2,5 2,50

DDIT3
XBP1

HSPA5
EIF2AK3

ATF4

ERN1

PPP1R15A

ATF3

ATF6

R2=0,42

Reich et al., Figure 3 

16h
6h

24h

3

16

13

23
3

2

16h
6h

24h

7

28

25

14
21

2

2

21

6h

16h

5

1

14

11

24

24h

16h
6h

24h

27

46

16

21

24

4

10

A

B

pr
ot

ei
n 

ab
un

-
da

nc
e 

do
w

n

Tunicamycin Thapsigargin

pr
ot

ei
n 

ab
un

-
da

nc
e 

up

pr
ot

ei
n 

ab
un

-
da

nc
e 

do
w

n
pr

ot
ei

n 
ab

un
-

da
nc

e 
up

6h treatment

4

TH

4 23

TM

12

TH

5320

TM

16h treatment

15

TH

24 16

TM

26

TH

4822

TM

24h treatment

12

TH

28 22

TM

29 33 60

TH
TM

C

●

●

●

●

●

●

●

●R2 = 0.45

TH
 tr

ea
tm

en
t,

 1
6h

fo
ld

 c
ha

ng
e 

(lo
g 2

)

TM treatment, 16h
fold change (log2)

-5.0

0

2.5

≥5.0

-5.0 -2.5 2.50

-2.5

≥5.0

HSPA5

DDIT3
ATF3
PPPR15A

ATF4

XBP1

EIF2AK3
ATF6

ERN1

●

●

●

●

●

●

●

●

R2 = 0.46

TH
 tr

ea
tm

en
t, 

24
h

fo
ld

 c
ha

ng
e 

(lo
g 2

)

TM treatment, 24h
fold change (log2)

-5.0

0

2.5

≥5.0

-5.0 -2.5 2.50

-2.5

≥5.0

HSPA5

DDIT3

XBP1

ATF3

PPPR15A

ATF4

EIF2AK3

ATF6

ERN1

●

●

●

●

●

●

●

●

TH
 tr

ea
tm

en
t,

 6
h

fo
ld

 c
ha

ng
e 

(lo
g 2

)

TM treatment, 6h
fold change (log2)

-5.0

0

2.5

≥5.0

-5.0 -2.5 2.50

R2 = 0.42

-2.5

≥5.0

HSPA5

DDIT3
XBP1

ATF3

PPPR15A
ATF4

EIF2AK3

ATF6

ERN1

R2=0,46≥5,0

≤-5,0

-2,5

2,5

0

Behandlung mit TM 
Veränderung (log2FC)

≥5,0≤-5,0 -2,5 2,50

XBP1

HSPA5

EIF2AK3

ATF4
ERN1

PPP1R15A

ATF3

ATF6

DDIT3

Reich et al., Figure 3 

16h
6h

24h

3

16

13

23
3

2

16h
6h

24h

7

28

25

14
21

2

2

21

6h

16h

5

1

14

11

24

24h

16h
6h

24h

27

46

16

21

24

4

10

A

B

pr
ot

ei
n 

ab
un

-
da

nc
e 

do
w

n

Tunicamycin Thapsigargin

pr
ot

ei
n 

ab
un

-
da

nc
e 

up

pr
ot

ei
n 

ab
un

-
da

nc
e 

do
w

n
pr

ot
ei

n 
ab

un
-

da
nc

e 
up

6h treatment

4

TH

4 23

TM

12

TH

5320

TM

16h treatment

15

TH

24 16

TM

26

TH

4822

TM

24h treatment

12

TH

28 22

TM

29 33 60

TH
TM

C

●

●

●

●

●

●

●

●R2 = 0.45

TH
 tr

ea
tm

en
t,

 1
6h

fo
ld

 c
ha

ng
e 

(lo
g 2

)

TM treatment, 16h
fold change (log2)

-5.0

0

2.5

≥5.0

-5.0 -2.5 2.50

-2.5

≥5.0

HSPA5

DDIT3
ATF3
PPPR15A

ATF4

XBP1

EIF2AK3
ATF6

ERN1

●

●

●

●

●

●

●

●

R2 = 0.46

TH
 tr

ea
tm

en
t, 

24
h

fo
ld

 c
ha

ng
e 

(lo
g 2

)

TM treatment, 24h
fold change (log2)

-5.0

0

2.5

≥5.0

-5.0 -2.5 2.50

-2.5

≥5.0

HSPA5

DDIT3

XBP1

ATF3

PPPR15A

ATF4

EIF2AK3

ATF6

ERN1

●

●

●

●

●

●

●

●

TH
 tr

ea
tm

en
t,

 6
h

fo
ld

 c
ha

ng
e 

(lo
g 2

)
TM treatment, 6h
fold change (log2)

-5.0

0

2.5

≥5.0

-5.0 -2.5 2.50

R2 = 0.42

-2.5

≥5.0

HSPA5

DDIT3
XBP1

ATF3

PPPR15A
ATF4

EIF2AK3

ATF6

ERN1

≥5,0

≤-5,0

-2,5

2,5

0

R2=0,45

Behandlung mit TM 
Veränderung (log2FC)

≥5,0≤-5,0 -2,5 2,50

DDIT3
HSPA5
EIF2AK3

ATF4

ERN1

PPP1R15A
ATF3

ATF6

XBP1

6h 16h 24h
A B C

Abbildung 3.22: Scatter Plot regulierte Proteine nach UPR Induktion durch TM und TH.
LN308-Zellen wurden mit TM oder TH für 6, 16 oder 24 h inkubiert und die Proteinspiegel mittels Massenspektrometrie 
analysiert. Die Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC)  der einzelnen Proteine nach Inkubation mit TM oder 
TH wurden verglichen. Farbliche Darstellungsweise - grau: durch beide Stimuli (TM und TH) nicht signifikant verän-
dert, grün: Nur durch einen Stimulus signifikant hoch- oder herunterreguliert, alternativ durch TM und TH gegenläufig 
reguliert, gelb: durch beide Stimuli glaichläufig statistisch signifikant reguliert, rot: bekannte Komponenten der UPR, 
spezifische UPR Komponenten sind für die genauere Beschreibung durch Pfeile markiert. Durch „targeted Proteomics“ 
gefundene zusätzliche Datenpunkte (Nguyen et al., 2019) wurden als schwarze Punkte hinzugefügt.

3.3. UPR Regulon

Durch unsere Hochdurchsatzverfahren zur Detektion des Transkriptoms, Translatoms und des Pro-
teoms konnten wir die adaptiven Veränderungen nach Induktion der UPR aufzeigen. Die größte Anrei-
cherung bekannter Komponenten der UPR detektierten wir bei einer gemeinsamen Regulation nach 
Inkubation mit TM oder TH. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass auch die Expression anderer 
unter beiden Bedingungen signifikant regulierter Gene und Proteine sehr wahrscheinlich durch die 
UPR kontrolliert wird. Aufgrund unserer Datensätze können wir daher das UPR Regulon definieren.

Hierbei konzentrierten wir uns auf Protein codierende Gene, die eine erhöhte Syntheserate nach 
UPR-Induktion aufweisen und damit vermutlich eine Funktion bei der Antwort auf ER Stress haben 
(siehe Anhang, Seite 84 ff.). Mittels RNA-Sequenzierung gefundene transkriptionell regulierte Gene 
können zwar ebenfalls als Teil des UPR Regulon betrachtet werden, allerdings muss eine erhöhte 
Abundanz der mRNA nicht gleichbedeutend mit einer gesteigerten Translationsrate oder Proteina-
bundanz sein. Deswegen beschränkten wir unser UPR Regulon zunächst auf das Ribosome Profiling 
und die MS, bei denen Regulationen zu einem veränderten Proteinspiegel führen und zur Antwort auf 

Ergebnisse



43

ER Stress beitragen können. In ähnlicher Weise berücksichtigten wir keine Proteine mit geänderter 
Abundanz wenn nicht gleichzeitig ein Anstieg der Proteinsyntheserate im Ribosome Profiling detek-
tiert wurde. Somit schlossen wir Proteine mit einem erhöhten Umsatz aus, die wahrscheinlich nicht 
direkt durch die UPR reguliert werden und die Antwort auf ER Stress nicht beeinflussen.

Insgesamt sammelten wir durch unseren Ansatz eine Liste mit 267 durch ER Stress induzierten Ge-
nen. Darunter befanden sich 37 bereits mit der UPR in Verbindung gebrachte Kandidaten, welche 
aber noch nicht als sichere UPR-Komponenten gelten. Darüber hinaus identifizierten wir eine Viel-
zahl durch ATF4-induzierte Gene. Darunter befanden sich die Gene für VEGFA (Vascular Endothelial 
Growth Factor A), EIF4EBP1 (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E Binding Protein 1) oder für ver-
schiedene Aminoacyl-tRNA-Synthethasen (AARS, CARS, EPRS, GARS, MARS, SARS, WARS) (Roy-
bal et al., 2004, Yamaguchi et al., 2008, Adams, 2007, Han et al., 2013). Außerdem wiesen wir tumo-
rassoziierte Gene nach, beispielsweise die in die Regulation des Zellzyklus involvierte PLK3 (Polo-like 
kinase 3). Diese waren bereits mit anderen Arten von Stress in Verbindung gebracht (Helmke et al., 
2016), nun wurde es auch bei ER Stress und bei der UPR nachgewiesen. Des Weiteren identifizierten 
wir die Regulation von NF-κB2 (Nuclear Factor Kappa B Subunit 2) durch die UPR. Als Untereinheit 
des Transkriptionsfaktors NF-κB ist NF-κB2 an Zellproliferation, Stressantwort oder Entzündungsre-
aktionen beteiligt (Kaneko et al., 2003, Courtois and Gilmore, 2006). 

Die Aktivierung aller Zweige der UPR zeigten wir unter anderem durch die Regulation von GFPT1 
(Glutamin-fructose-6-phosphate aminotransferase 1; auch GFAT1) und PTGS2 (Prostaglandin G/H 
synthase 2; auch COX-2 genannt) als XBP1- bzw. ATF6-Zielgene. 

Allerdings fanden wir durch Definition des UPR überwiegend Gene und Proteine, die zuvor weder 
mit der UPR noch mit einem anderen stressassoziierten Signalweg verknüpft waren. Darunter be-
fanden sich Transkriptionsfaktoren (wie KLF5 [Krueppel-like factor 5] oder LZTFL1 [Leucine Zipper 
Transcription Factor Like 1]), deren Interaktionspartner (wie BEX2 [Brain Expressed X-Linked 2] oder 
MXD1 [Max dimerization protein 1, auch MAD genant]) verschiedene Enzyme (wie PHGDH [Phospho-
glycerate Dehydrogenase], PSAT1 [Phosphoserine Aminotransferase 1] und PSPH [Phosphoserine 
Phosphatase], siehe 3.5.) sowie noch wenig studierte Proteine (wie ISOC2 [Isochorismatase Domain 
Containing 2]).

3.4. Experimentelle Validierung der UPR-abhängigen Regulation von SLFN5 

3.4.1. Expression von SLFN5 in Gliomen

Um unseren Ansatz und damit unsere Auflistung des UPR Regulon zu überprüfen, wählten wir ein 
noch nicht mit der UPR oder einer anderen Art von Stress in Verbindung gebrachtes Gen, welches 
sowohl in unserem RNA-Sequencing als auch im Ribosome Profiling durch TM sowie TH hochregu-
liert war. Dabei beschränkten wir uns auf eine Inkubation von 6 h, da nach 2 h Behandlung nur sehr 
wenige RPFs reguliert waren. Zusätzlich betrachteten wir die mittels Massenspektrometrie gefunde-
nen Proteinspiegel.

Ein interessanter Kandidat hierfür war SCHLAFEN5 (SLFN5). SLFN5 ist eines der 5 SLFN Isoformen 
(SLFN5, SLFN11, SLFN12, SLFN13 und SLFN14). Es besitzt eine Helicase-Domäne sowie ein Kernlo-
kalisierungssignal (nuclear localisation signal [NLS]) (Mavrommatis et al., 2013). Es ist bekannt, dass 
SLFN5 (wie die anderen SLFN-Isoformen) von Interferon α (IFNα) induziert wird, dass die Expression 
mit einer verringerten Invasivität von Melanom- und Nierenkarzimonzellen assoziiert ist und mit einer 
besseren Überlebensrate von Patienten mit diesen Tumoreb korreliert (Katsoulidis et al., 2010, Sas-
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sano et al., 2015). Im Gegensatz dazu wurde die erhöhte Expression von SLFN5 mit der Progredienz 
von Gliomen und Magenkrebs in Verbindung gebracht (Arslan et al., 2017, Companioni Napoles et 
al., 2017).
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Abbildung 3.23: Die Expression von SLFN5 ist in Gliomen erhöht und korreliert negativ mit der Überlebensrate von 
Patienten. 
(A) Boxplot Darstellung der Expression von SLFN5 mRNA in GBM, Oligodendriogliomen, Astrozytomen und normalem 
Hirngewebe. (B) Kaplan-Meier Diagramm von Patienten mit Gliomen mit hoher (rot) oder niedriger (blau) SLFN5 mRNA 
Expression. Die Daten stammen aus der REMBRANDT Datenbank und wurden mit der Plattform Affymetrix HG U133 
v2.0 Plus generiert.

Um die Expression von SLFN5 und die Überlebensrate von Patienten bei hoher SLFN5 Expression 
zu überprüfen  benutzten wir die Datenbank Repository of Molecular Brain Neoplasia Data (REM-
BRANDT). Diese verbindet Daten zur Genexpression und Analysen zur Variation der Kopienzahl mit 
klinischen Phänotypen von Gliompatienten (Madhavan et al., 2009). Dabei zeigt sich die erhöhte 
SLFN5 mRNA Expression in verschiedenen Formen von Gliomen im Vergleich zu gesunden Indivi-
duen (Abb.3.23 A). Außerdem ist ein Anstieg der SLFN5 Expression beim bösartigeren GBM (WHO 
Grad IV) gegenüber Astrozytomen (WHO Grad I-III) erkennbar. Deswegen überprüften wir im nächsten 
Schritt den Zusammenhang zwischen höherer SLFN5 Expression und einer schlechteren Prognose 
von Gliompatienten und fanden eine erhöhte Expression von SLFN5 mit einer verkürzten Lebensdauer 
assoziiert (Abb.3.23 B). Mithin ist SLFN5 in erhöhtem Maß in malignen Gliomen exprimiert und kann 
potentiell als Tumormarker verwendet werden.

3.4.2. Induktion von SLFN5 durch die UPR

Im nächsten Schritt wollten wir beweisen, dass SLFN5 nicht nur durch IFNα, sondern auch durch die 
UPR reguliert wird. In unserem Datensatz war IFNα bei keinem Experiment signifikant reguliert, wo-
hingegen SLFN5 eines der am stärksten regulierten Gene nach 6 h Stimulierung war (Log2FC-Werte 
RNA-Seq: TM=3,28; TH=3,73. Log2FC-Werte Ribosome Profililing: TM=2,83; TH=2,73). Auch in der 
Massenspektrometrie war SLFN5 zu späteren Zeitpunkten signifikant erhöht (Log2FC-Werte MS, 16 h: 
TM=3,68; TH=3,29. Log2FC-Werte MS, 24 h: TM=3,94; TH=3,46).

Hierzu inkubierten wir LN308 und HEK293 mit TM oder TH über unterschiedliche Zeiten und unter-
suchten die Proteinspiegel mittels Western Blot. In beiden Zelllinien sahen wir eine eindeutige Erhö-

Ergebnisse



45

hung der Konzentration von SLFN5 (Abb.3.24 A+B). Der Anstieg von SLFN5 war erst nach 12, 16 und 
24 h sichtbar. Somit nehmen wir an, dass SLFN5 auf der Ebene der Transkription und nicht auf der 
Ebene der Translation reguliert ist. 
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Abbildung 3.24: ER Stress induziert SLFN5. 
LN308- (A) oder HEK293-Zellen (B) wurden für die angegebenen Zeiträume (2-24 h) mit 2,5 µg/ml TM oder 200 nM TH inku-
biert und SLFN5 mittels Western Blot analysiert. α-Tubulin wurde als Ladekontrolle und DMSO als Kontrolle der Behandlung 
verwendet.  Die Banden des molekularen Größenmarkers sind auf der rechten Seite dargestellt. (C) SLFN5 mRNA Spiegel 
wurden durch quantitative real-time PCR nach Behandlung von LN308 oder HEK293 mit TM für 2-24 h analysiert und die 
logarithmischen Veränderungen gegenüber unbehandelten Zellen bestimmt. GAPDH wurde als interne Kontrolle für die 
Normalisierung verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus drei biologischen Replikaten in techni-
schen Triplikaten im Western Blotting bzw. mittels qRT-PCR.
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Für die Bestätigung der Regulation Ebene der mRNA ermittelten wir zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach Stimulierung mit TM die Menge der SLFN5 mRNA mittels quantitativer real-time PCR (qRT-PCR). 
Unsere Analyse zeigt, dass ER Stress zum Anstieg der SLFN5 mRNA nach 4 h mit einer Sättigung 
nach längerer Behandlungsdauer (zwischen 6 und 12 h) führt (Abb.3.24 C). Die frühere Veränderung 
der SLFN5 mRNA im Vergleich zum Protein deutet auf eine transkriptionelle Regulation von SLFN5 
nach Aktivierung eines der drei Signalwege der UPR hin.

Mithin zeigten wir, dass SLFN5, ein in seiner Expression noch nicht mit Stress in Verbindung ge-
brachtes Gen, durch die Induktion der UPR reguliert wird. Diese Regulation erfolgt wahrscheinlich auf 
transkriptioneller Ebene. Damit konnten wir einen noch nicht mit ER Stress in Verbindung gebrachtes 
Protein des UPR Regulons vorläufig validieren.
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Abbildung 3.25: Der PERK-Signalweg der UPR induziert SLFN5 bei ER Stress. 
LN308- oder HEK293-Zellen wurden über 2 h mit 1 µM GSK2606414, 50 µM STF-083010 oder 1 µM Ceapin-A7 präin-
kubiert und anschließend mit TM in Anwesenheit der Inhibitoren für 6 h stimuliert. Die Proteinspiegel in LN308 (A) und 
HEK293 (B) (von BiP, ATF4, und P-eIF2α) wurden mittels Western Blot analysiert. α-Tubulin wurde als Ladekontrolle und 
DMSO als Kontrolle der Behandlung verwendet. Die zytoplasmatische Prozessierung der XBP1 mRNA wurde per PCR auf 
Agarosegelen detektiert. Die Banden des molekularen Größenmarkers und des DNA Markers sind auf der rechten Seite 
dargestellt. (C) SLFN5 mRNA in LN308- oder HEK293-Zellen wurden durch quantitative real-time PCR analysiert und die 
Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC) gegenüber unbehandelten Zellen berechnet. GAPDH wurde als inter-
ne Kontrolle für die Normalisierung verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus drei biologischen 
Replikaten in technischen Triplikaten im Western Blotting bzw. mittels qRT-PCR. ***P<0,005; *P<0,05; n.s.: nicht signifikant. 
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3.4.3. SLFN5 wird durch den PERK-Zweig der UPR reguliert
Um herauszufinden, durch welchen Signalweg SLFN5 reguliert wird, inhibierten wir die drei der 
UPR bedeutsamen sensorischen Transmembranproteine. Die spezifische Inhibition von PERK durch 
GSK2606414 (Axten et al., 2012), von IRE1α durch STF-083010 (Papandreou et al., 2011) und von 
ATF6 durch Ceapin-A7 (Gallagher et al., 2016) erlaubt die Blockade jeweils eines der drei Zweige der 
UPR. 

Zum Nachweis der pharmakologischen Wirkung überprüften wir in LN308 und HEK293 die ATF6-ab-
hängige Expression von BiP, die Phosphorylierung von eIF2α sowie die anschließende Induktion von 
ATF4 durch PERK und die IRE1α-vermittelte Prozessierung von XBP1 (Abb.3.25 A+B). Für beide Zell-
linien wiesen wir die erfolgreiche Hemmung der einzelnen UPR-Zweige nach.

Im Anschluss untersuchten wir die mRNA Expression der behandelten LN308- und HEK293-Zellen 
mittels qRT-PCR. Während im Vergleich zur Kontrolle die Hemmung von IRE1α durch STF-083010 und 
von ATF6 durch CeapinA7 keinen signifikanten Effekt auf die TM bedingte Induktion der SLFN5 mRNA 
aufwies, war diese nach Inhibition von PERK durch GSK2606414 signifikant reduziert (Abb.3.25 C). 

3.4.4. Die Induktion von SLFN5 wird durch die Phosphorylierung von eIF2α 
vermittelt

Der UPR-Sensor PERK hat verschiedene Zielproteine, jedoch ist die Phosphorylierung von eIF2α für 
die Adaption an ER Stress essentiell. Zur Überprüfung der Signalübertragung bei der Induktion von 
SLFN5 durch PERK über die Phosphorylierung von eIF2α etablierten wir induzierbare, stabile Flp-In 
T-REx 293 Zellen mit einer phosphomimetischen Mutante (S51D) bzw. einer nicht-phosphorylierbaren 
Mutante von eIF2α (S51A). In diesen Zellen führte eine 24-stündige Stimulation mit Tetracyclin (Tet) zur 
Expression der Transgene. Wir detektierten nach dieser Stimulierung aber weder eine Aktivierung von 
PERK noch eine erhöhte Phosphorylierung von eIF2α (Abb.3.26 A). Der Nachweis der Aktivierung der 
weiteren Signalkaskade in der Mutante S51D erfolgte durch die Detektion von ATF4 im Western Blot 
(Abb.3.26 A).

Anschließend analysierten wir nach Expression der mutierten eIF2α-Proteinvarianten die Expressi-
on von SLFN5 auf Proteinebene mittels Western Blotting (Abb.3.26 B) und auf Ebene der mRNA 
per qRT-PCR (Abb.3.26 C). Nach 24-stündiger Induktion mit Tet zeigten wir einen im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle erhöhten SLFN5 Proteinspiegel in S51D-Zellen (Abb.3.26 B). Die Induktion 
der nicht-phosphorylierbaren Mutante in S51A-Zellen führte dagegen nicht zur Änderung der SLFN5 
Expression. Zudem fanden wir in S51D-Zellen nach Inkubation mit Tet einen im Vergleich zur Kontrolle 
signifikant erhöhte SLFN5 mRNA Spiegel. Dies war in S51A-Zellen mit der nicht-phosphorylierbaren 
Mutante nicht zu erkennen (Abb.3.26 C).

Zusammenfassend bedeutet dies, dass SLFN5 unter ER Stressbedingungen durch PERK und die 
Phosphorylierung von eIF2α reguliert wird.
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Abbildung 3.26: SLFN5 wird durch die Phosphorylierung von eIF2α induziert. 
Stabile induzierbare Flp-In T-REx 293 mit der phosphomimetischen Mutante 3xHA-eIF2α-S51D oder nicht phospho-
rylierbaren Mutante 3xHA-eIF2α-S51A wurden für 24 h mit Tetracyclin (Tet) induziert. Nicht induzierte Zellen dienten als 
Kontrollen. (A) Die Expression von 3xHA-eIF2α-S51D und 3xHA-eIF2α-S51A sowie vor- (PERK) und nachgeschalteter 
Proteine der UPR (ATF4) wurden per Western Blotting detektiert. (B) Die Induktion von SLFN5 durch eIF2α-S51D wurde 
per Western Blot analysiert. α-Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Banden des molekularen Größenmarkers 
sind auf der rechten Seite dargestellt. (C) SLFN5 mRNA Spiegel wurde durch quantitative real-time PCR analysiert und 
die Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC) gegenüber nicht induzierten Zellen berechnet. GAPDH wurde als 
interne Kontrolle für die Normalisierung verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus drei biologi-
schen Replikaten in technischen Triplikaten im Western Blotting bzw. mittels qRT-PCR. **P<0,01; n.s.: nicht signifikant.

3.4.5. SLFN5 wird durch den PERK-eIF2α-ATF4 Signalweg induziert

Die Phosphorylierung von eIF2α führt zu einer globalen Inhibition der Translation, jedoch werden einige 
mRNAs (beispielsweise ATF4) dabei verstärkt translatiert (Pavitt and Ron, 2012). ATF4 ist ein unter ER 
Stress aktivierter Transkriptionsfaktor, das Schlüsselprotein des PERK-eIF2α-Signalwegs und reguliert 
die Expression einer Vielzahl von Genen (Harding et al., 2003, Han et al., 2013). 

Um zu überprüfen ob ATF4 für die erhöhte Expression von SLFN5 verantwortlich ist, transfizierten wir 
LN308- und HEK293-Zellen mit 3xHA-getaggtem ATF4 oder einem Kontrollplasmid. Die erfolgreiche 
Expression von ATF4 wiesen wir 24 h nach Transfektion per Western Blotting nach. Hierbei detektier-
ten wir eine erhöhte Menge SLFN5 (Abb.3.27 A).
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Abbildung 3.27: Der Transkriptionsfaktor ATF4 induziert die Expression von SLFN5.
(A) LN308-Zellen wurden mit 3xHA-getaggtem ATF4 transient transfiziert und die Proteinspiegel von ATF4 und SLFN5 per 
Western Blot analysiert. Ein Leervektor diente als Kontrolle. α-Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Banden des 
molekularen Größenmarkers sind auf der rechten Seite dargestellt. (B) LN308 und HEK293 wurden mit 3xHA-getagg-
tem ATF4 transient transfiziert und die SLFN5 mRNA wurde durch quantitative real-time PCR analysiert. Die Veränderun-
gen (logarithmisch dargestellt; log2FC) gegenüber der mit einem Leervektor transfizierten Kontrolle wurden berechnet.  
GAPDH wurde als interne Kontrolle für die Normalisierung verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler 
aus drei biologischen Replikaten in technischen Triplikaten im Western Blotting bzw. mittels qRT-PCR. ***P<0,005; *P<0,05. 

Im darauffolgenden Schritt analysierten wir die SLFN5 mRNA nach ATF4 Transfektion in LN308- und 
HEK293-Zellen. Durch Transfektion von ATF4 detektierten wir nach 24 h Inkubation eine gegenüber 
Kontrollzellen signifikante Anreicherung von SLFN5 mRNA (Abb.3.27 B). 

Durch diese Experimente zeigten wir, dass SLFN5 durch den PERK-eIF2α-ATF4 Signalweg der UPR 
reguliert und induziert wird.

3.5. Veränderungen anderer Signalwege durch die UPR

Bei genauerer Betrachtung des UPR Regulon identifizierten wir mehrere durch PERK-eIF2α-ATF4 
aktivierte Signalwege. Unter anderem fanden wir sieben verschiedene Aminoacyl-tRNA Synthethase 
Gene (AARS, CARS, EPRS, GARS, MARS, SARS und WARS), die nach 6 h Inkubation mit TM und 
TH koinduziert waren. Insgesamt fanden wir sogar zwölf Aminoacyl-tRNA Synthethasen (zusätzlich 
NARS, TARS, IARS, YARS, FARSA), die durch eine der beiden Substanzen reguliert wurden. Die Re-
gulation der Aminoacyl-tRNA Synthethasen durch ATF4 war bereits gezeigt worden (Adams, 2007, 
Han et al., 2013). Außerdem wiesen wir die Regulation von Genen nach, die beim Transport und bei 
der Synthese von Aminosäuren, bei der Transkription sowie bei der Translation oder bei antioxidativen 
Prozessen eine Rolle spielen. 
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Abbildung 3.28: Schematische Darstellung des Serin Biosynthesewegs und des mitochondrialen 1C-Metabolismus. 
Wichtige Enzyme dieser Biosynthesewege wurden durch die UPR induziert. PHGDH: D-3-phosphoglycerate dehy-
drogenase, PSAT1: Phosphoserine aminotransferase 1, PSPH: Phosphoserine phosphatase, SHMT2: Serine hydroxy-
methyltransferase, mitochondrial, MTHFD2: Bifunctional methylenetetrahydrofolate dehydrogenase/cyclohydrolase, 
mitochondrial, ALDH1L2: Mitochondrial 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase

Weiterhin ist der aus den drei Enzymen Phosphoglycerate Dehydrogenase (PHGDH), Phosphoserine 
Aminotransferase 1 (PSAT1) und Phosphoserine Phosphatase (PSPH) bestehende Serin Biosynthese 
Weg durch die UPR reguliert. Die verstärkte Transkription dieser Gene durch ATF4 in Zusammenhang 
mit einem Defizit von Aminosäuren ist bekannt (Adams, 2007). Wir konnten in unseren Untersuchun-
gen die Regulation des Serin Synthesewegs unter ER Stress durch die UPR zeigen (Abb.3.28).

3.5.1. Umprogrammierung des mitochondrialen 1C-Metabolismus durch die 
UPR

Auch die Gene des mitochondrialen 1C-Metabolismus waren unter ER Stress induziert (Abb.3.28). 
Mittels RNA-Sequencing, Ribosome Profiling und Massenspektrometrie wiesen wir die Regulation 
von Serine-hydroxymethyltransferase 2 (SHMT2), Bifunctional Methylenetetrahydrofolate Dehydro-
genase/Cyclohydrolase 2 (MTHFD2) und Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member L2 (ALDH1L2) 
nach. Die Induktion von MTHFD2 durch die UPR wurde bereits gezeigt (Harding et al., 2003). Wir 
bestimmten aber zusätzlich die Aktivierung anderer Komponenten des mitochondrialen 1C-Metabo-
lismus als Reaktion auf ER Stress.
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Abbildung 3.29: ER Stress induziert MTHFD2 und SHMT2. 
(A) LN308-Zellen wurden für 2-24 h mit 2,5 µg/ml TM oder 200 nM TH inkubiert und MTHFD2 sowie SHMT2 per Western 
Blot analysiert. α-Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet.  Die Banden des molekularen Größenmarkers sind auf der 
rechten Seite dargestellt. (B) mRNA Spiegel von MTHFD2 und SHMT2 wurden durch quantitative real-time PCR nach 
Inkubation von LN308-Zellen mit TM für 2-24 h analysiert und die Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC) 
gegenüber unbehandelten Zellen berechnet. GAPDH wurde als interne Kontrolle für die Normalisierung verwendet. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus drei biologischen Replikaten in technischen Triplikaten im Western 
Blotting bzw. mittels qRT-PCR.

3.5.2. MTHFD2 und SHMT2 werden durch die UPR reguliert

Zur Überprüfung der Daten des UPR Regulons analysierten wir die zeitaufgelöste Regulation von 
MTHFD2 und SHMT2 durch ER Stress. Hierfür aktivierten wir die UPR in LN308-Zellen erneut durch 
die Inkubation mit TM oder TH nach verschiedenen Zeitpunkten (2-24 h) und detektierten die Ände-
rungen der Proteinmenge mittels Western Blotting. 

Anhand des Proteinspiegels konnten wir keine signifikanten Änderungen von SHMT2 durch die UPR 
finden. Dagegen war ein schwacher Anstieg der Spiegel von MTHFD2 erkennbar (Abb.3.29 A). 

Zur genaueren Analyse behandelten wir LN308-Zellen mit TM für 2-24 h und detektierten die 
mRNA mittels qRT-PCR. Im Gegensatz zum Western Blot wiesen wir eine deutliche Induktion von  
MTHFD2 und SHMT2 nach (Abb.3.29 B). Ähnlich wie bei SLFN5 konnte die Induktion von MTHFD2 
und SHMT2 zuerst der Ebene der mRNA nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine transkriptionelle 
Regulation der Enzyme des mitochondrialen 1C-Metabolismus hin.
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3.5.3. Der PERK-eIF2α-ATF4 Signalweg der UPR ist für die Induktion von MTH-
FD2 und SHMT2 verantwortlich

Der Einfluss von ATF4 auf SHMT2 wurde für Stress durch ein Aminosäuredefizit und damit einherge-
hend der Aktivierung der eIF2α-Kinase GCN2 (General Control Nonderepressible 2, auch EIF2AK4) 
gezeigt (Adams, 2007). Dagegen wurde die Induktion von MTHFD2 durch die UPR bereits nachge-
wiesen (Harding et al., 2003). Um zu zeigen, dass auch die von ER Stress abhängige Phosphorylie-
rung von eIF2α durch PERK zur Induktion von SHMT2 neben MTHFD2 führt, inhibierten wir die drei 
Zweige der UPR in LN308 mit GSK2606414, STF-083010 oder Ceapin-A7 für 2 h. Anschließend in-
kubierten wir die Zellen für 6 h mit TM in Anwesenheit der drei genannten Inhibitoren und analysierten 
die mRNA-Werte per qRT-PCR (Abb.3.30 A).

Gegenüber der DMSO-Kontrolle stellten wir keine Veränderungen der Spiegel der mRNA bei IRE1α- 
und ATF6-inhibierten Zellen fest. Allerdings inhibierten wir durch die Hemmung von PERK die Induk-
tion von MTHFD2 und SHMT2 komplett (Abb.3.30 A). 

Um die Rolle von eIF2α bei der Aktivierung von MTHFD2 und SHMT2 zu verdeutlichen, verwendeten 
wir die etablierten, stabilen, induzierbaren Zelllinien S51D und S51A (siehe 3.4.4.) und detektierten  
24 h nach Induktion der eIF2α-Mutanten die mRNA-Expression von MTHFD2 und SHMT2 mittels 
qRT-PCR.
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Abbildung 3.30: MTHFD2 und SHMT2 werden durch den PERK-eIF2α-ATF4 Signalweg der UPR reguliert. 
(A) LN308-Zellen wurden 2 h mit 1 µM GSK2606414, 50 µM STF-083010 oder 1 µM Ceapin-A7 präinkubiert und 
anschließend mit TM in Anwesenheit der Inhibitoren für 6 h stimuliert. (B) Stabile induzierbare Flp-In T-REx 293 mit 
eIF2α-S51D oder eIF2α-S51A wurden für 24 h mit Tetracyclin  induziert. Nicht induzierte Zellen dienten als Kontrollen. (C) 
LN308-Zellen wurden transient mit ATF4 transfiziert, der Leervektor diente als Kontrolle. MTHFD2 und SHMT2 mRNA 
wurden durch quantitative real-time PCR analysiert und die Veränderungen (logarithmisch dargestellt; log2FC)  gegen-
über der Kontrolle berechnet. GAPDH wurde als interne Kontrolle für die Normalisierung verwendet. Dargestellt sind 
die Mittelwerte mit Standardfehler aus drei biologischen Replikaten in technischen Triplikaten im Western Blotting bzw. 
mittels qRT-PCR. ***P<0,005; *P<0,05; n.s.: nicht signifikant.

Die Induktion von phosphomimetischem eIF2α-S51D führte zu einer erhöhten Transkription beider 
Gene des mitochondrialen 1C-Metabolismus. Dagegen sahen wir bei der unphosphorylierbaren 
Mutante S51A keine Veränderung gegenüber der Kontrolle (Abb.3.30 B).
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Um den direkten Einfluss von ATF4 auf die Expression von MTHFD2 und SHMT2 nachzuweisen, 
transfizierten wir LN308-Zellen transient mit ATF4 und analysierten die mRNA nach 24 h. Die Analyse 
der mRNA mittels qRT-PCR zeigte, dass die Transfektion von ATF4 die Expression von MTHFD2 als 
auch SHMT2 induziert (Abb.3.30 C).

Somit konnten wir durch unseren Ansatz zeigen, dass MTHFD2 und auch SHMT2 durch den 
PERK-eIF2α-ATF4-Signalweg der UPR reguliert und der mitochondriale 1C-Metabolismus unter ER 
Stressbedingungen aktiviert ist. 

3.6. Adaptionen durch die UPR führen zur Antifolatresistenz von Zellen

Der mitochondriale 1C-Metabolismus spielt eine wichtige Rolle bei der Lieferung von Ein-Kohlenstoff-
gruppen für die de novo Synthese von Purinen und Thymidylat, beim Aminosäuremetabolismus und 
bei der Methylierung von DNA (Gonen and Assaraf, 2012). Er ist des Weiteren auch Ziel bei der Be-
handlung verschiedener Tumore (Locasale, 2013). Bereits 1948 wurde Aminopterin, ein Inhibitor des 
Enzyms Dihydrofolatredukatease (DHFR), bei akuter Leukämie von Kindern eingesetzt und zeigte die 
Remission der Tumore (Farber et al., 1948). Aufgrund der Toxizität von Aminopterin wurde Methotrexat 
als Analogon entdeckt, das in klinischen Studien gegen Chorionkarzinome erfolgreich eingesetzt 
wurde (Hertz et al., 1956). Verschiedene Substanzen wurden bei der Weiterentwicklung von Folsäu-
re-Antagonisten gefunden, die gegen DHFR oder andere Enzyme des Folatzyklus wirken. Unter an-
derem konnte Pemetrexed als Substanz identifziert werden, das mehrere Enzyme inhibiert (Hemmer 
der DHFR als auch der Thymidylat-Synthase [TS], sowie der Glycinamid-Ribonukleotid-Formyltrans-
ferase [GARFT] und Aminoimidazole-Carboxamide-Formyl-Transferase [AICARFT])  (Walling, 2006). 

Aufgrund der metabolischen Umprogrammierung des mitochondrialen 1C-Metabolismus durch die 
UPR stellten wir uns die Frage, ob ER Stress zu einer veränderten Wirksamkeit von Antifolaten führt. 
Dazu untersuchten wir unter Induktion der UPR durch TM die zytotoxische Wirkung verschiedener, 
von der FDA zugelassener Chemotherapeutika auf LN308-Zellen.

In unserem Ansatz untersuchten wir die Antifolate Methotrexat (kompetitiver Inhibitor der Dihydrofo-
lat-Reduktase [DHFR]) und Pemetrexed, das als Inhibitor mehrerer Enzyme des Folatzyklus fungiert 
(Walling, 2006). 

Da wir durch das UPR Regulon mehrere aktivierte Signalwege beeinflussen können, untersuchten wir 
auch andere Klassen von Chemotherapeutika auf ihre Wirksamkeit unter ER Stress, namentlich Te-
mozolomid (ein bei Glioblastomen eingesetztes alkylierendes Zytostatikum), Doxorubicin (ein DNA-In-
terkalans) und 5-Fluorouracil (ein Basenanalogon). 
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Abbildung 3.31: Die UPR führt zur Resistenz von Zellen gegen Antifolate. 
LN308-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen der Chemotherapeutika für 24 h behandelt. Parallel dazu 
wurde die UPR mit 2,5 µg/ml TM (rote Linie) induziert. DMSO diente als Kontrolle (schwarze Linie), bei der die UPR 
nicht aktiviert wurde. Die Vitalität der Zellen wurde mittels MTA-Assay ermittelt. Dabei wurden die Überlebensraten in 
% der Vitalität nicht mit Chemotherapeutika behandelter Zellen angegeben. Die angepasste Kurve wurde anhand der 
Sigmoidfunktion nach Boltzmann erstellt. Dargestellt sind die Messwerte mit Standardfehler aus drei unabhängigen 
biologischen Replikaten.

Die Sensitivität von LN308-Zellen gegenüber Temozolomid und Doxorubicin war unter Induktion der 
UPR unverändert. Ähnliche Ergebnisse erhielten wir mit 5-Fluorouracil, für welches wir eine nahezu 
unveränderte mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) berechneten. Im Gegensatz dazu führte die 
Aktivierung der UPR zu einer nahezu kompletten Resistenz für die Antifolate Methotrexat und Pemet-
rexed (Abb. 3.31). Unter Inkubation mit TM ermittelten wir eine Veränderung der IC50 von Methotrexat 
um den Faktor 10.000. Nach UPR Induktion zeigten sich LN308-Zellen auch bei hohen Konzentrati-
onen resistent gegen Pemetrexed. Eine Ermittlung der IC50 unter ER Stressbedingungen war deshalb 
nicht möglich. Der IC50-Wert von Pemetrexed wird durch Koinkubation mit TM mehr als 10.000fach 
erhöht.

Um eine zellspezifische Resistenz von LN308 gegen die Antifolate Methotrexat und Pemetrexed aus-
zuschließen, untersuchten wir die Wirkung von Methotrexat auf stabile Flp-In T-REx 293 Zellen mit 
der phosphomimetischen Variante von eIF2α (S51D). Im Gegensatz zu der aus einem Astrozytom 
gewonnen LN308-Zellen stammt die Flp-In T-REx 293 Zelllinie aus HEK293 (humane embryonale 
Nierenzellen) und wurde durch Transfektion mit Adenovirus DNA immortalisiert.
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Abbildung 3.32: Die Induktion der UPR führt zur Resistenz von Flp-In T-REx 293 Zellen gegen Antifolate. Die Vitalität 
stabiler Flp-In T-REx Zellen wurde unter Zugabe der angegebenen Konzentrationen verschiedener Chemotherapeutika 
mittels MTA-Assay ermittelt. Dazu wurde die phosphomimetische Mutante von eIF2α (S51D) induziert (rote Linie). DMSO 
diente als Kontrolle (schwarze Linie), bei der die Mutante nicht exprimiert wurde (schwarze Linie). 24 h nach Induktion von 
eIF2α-S51D wurden die Zellen für weitere 24 h mit den genannten Konzentrationen der Chemotherapeutika inkubiert. 
Zur Normalisierung wurden die Überlebensraten der Zellen in % der Vitalität nicht mit Zytostatika behandelter Kontroll-
zellen dargestellt. Die angepasste Kurve wurde anhand der Sigmoidfunktion nach Boltzmann erstellt. Dargestellt sind 
die Messwerte mit Standardfehler aus drei unabhängigen biologischen Replikaten.

Durch die Expression der phosphomimetischen eIF2α-Mutante konnten wir eine Erhöhung der IC50 
gegen Methotrexat in S51D- Zellen um mehr als 1.000fach induzieren. Dagegen war die Sensitivität 
der Zellen gegenüber Doxorubicin auch nach Induktion dieser Mutante noch gegeben. Für 5-Fluoro-
uracil wiesen wir unter Expression der Mutante eine nur leichte, nicht signifikante Verschiebung der 
IC50-Konzentration um Faktor 10 nach (Abb.3.32).

Mithin konnten wir in unterschiedlichen Zellen eine durch den PERK-Signalweg der UPR vermittelte 
Resistenz gegen Antifolate zeigen. Auf diese Resistenz haben ATF6 und IRE1α in unserem gezeigten 
Modell keinen Einfluss. Der Mechanismus der Resistenz wird unabhängig vom Zelltyp sowie dessen 
Transformationsstatus reguliert.

Ergebnisse



56

4. Diskussion
Trotz deutlich steigender Publikationszahlen innerhalb der letzten 20 Jahre (nach Entdeckung der 
drei verschiedenen Transmembranproteine bei Säugetieren) ist die UPR immer noch ein aktuelles 
Forschungsgebiet mit vielen ungeklärten Fragen. Die Auswirkungen von ER Stress und der folgenden 
UPR werden in immer mehr Signalwegen deutlich. Neben zahlreichen Einflüssen auf verschiedene 
Krankheiten wurde auch die Bedeutung der UPR für die Reprogrammierung von somatischen Zellen 
verdeutlicht (Simic et al., 2019). Diese Rückführung differenzierter Zellen in einen pluripotenten Zu-
stand war ein wichtiger Schritt bei der Erforschung von Stammzellen, welche zahlreiche medizinische 
Anwendungen ermöglichen (Takahashi and Yamanaka, 2006, Takahashi et al., 2007). Darüber hinaus 
wurde die Beteiligung der UPR an der Bildung von Superkomplexen der Atmungskette aufgezeigt 
(Balsa et al., 2019). Der PERK-eIF2α-ATF4-Signalweg fördert die Bildung dieser Superkomplexe durch 
die Induktion von SCAF1 (supercomplex assembly factor 1, auch als COX7A2L bezeichnet), wodurch 
die Funktion und die Stabilität dieser Komplexe der Atmungskette erhöht wird (Balsa et al., 2019, 
Schagger and Pfeiffer, 2000, Lenaz and Genova, 2012).

Aufgrund der Komplexizität der UPR wurden bislang nur vereinzelte Gene und Proteine als Teil der 
ER Stressantwort identifiziert. Mit dieser Arbeit führten wir eine globale Analyse der UPR anhand ei-
nes Multi-Omics Ansatz durch und erstellten eine Liste von Genen, die mit großer Wahrscheinlichkeit 
durch die UPR reguliert werden, zuvor jedoch noch nicht mit dieser in Verbindung gebracht wurden. 
Diese Liste bezeichnen wir als UPR Regulon.

Das UPR Regulon

Die von uns generierte Gensammlung umfasst insgesamt 267 durch die UPR regulierte Kandidaten. 
Durch stringentes Filtern über die Selektion von Genen, die gemeinsam nach Induktion durch die 
Inkubation mit TM als auch mit TH reguliert werden, konnten wir substanzspezifische Effekte mini-
mieren und dadurch zuverlässig noch nicht bekannte UPR Komponenten ermitteln. Aufgrund dieser 
starken Begrenzung können wir die Beteiligung von nicht in unserem UPR Regulon aufgelisteter Gene 
nicht vollständig ausschließen. Einzelne nur durch TM oder TH signifikant regulierte Gene sind even-
tuell falsch negativ deklariert. Diese müssen separat untersucht und validiert werden.

Durch die Validierung von SLFN5, ein zuvor noch nicht mit Stress in Verbindung gebrachtes Gen, 
überprüften wir das UPR Regulon. SLFN5 fördert die Malignität von Glioblastomen. Die Regulation 
dieses Faktors durch den PERK-eIF2α-ATF4 Signalweg verbindet diese Komponente der UPR mit der 
Entstehung und Malignität von Hirntumoren sowie der Chemoresistenz dieser Tumore (Arslan et al., 
2017, Hombach-Klonisch et al., 2018). 

Neben SLFN5 identifizierten wir noch weitere interessante Kandidaten des UPR Regulons.

Weitere Kandidaten des UPR Regulons 

Wir fanden im UPR Regulon nicht nur Kandidaten des PERK-eIF2α-ATF4 Signalwegs (wie die ge-
nannten Kandidaten SLFN5, MTHFD2 und SHMT2), sondern auch Komponenten des ATF6- und des 
IRE1α-XBP1-Arms der UPR. So konnten wir mit RCAN1 (Regulator of Calcineurin 1) einen Inhibitor 
der Calcineurin-vermittelten Transkription als durch ATF6 reguliert zeigen. RCAN1 führt zu einem 
verringerten Bedarf der Proteinfaltungsprozesse, fördert die Degradation von ungefalteten Proteinen 
und damit die Adaption an ER Stress (Belmont et al., 2008, Glembotski, 2014). Außerdem unterdrückt 
RCAN1 im Gegensatz zu SLFN5 das Wachstum von humanen Gliomzellen (Chen et al., 2017b). Als 
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XBP1-Zielgen wiesen wir GFPT1 (Glutamin—fructose-6-phosphate aminotransferase 1; auch GFAT1) 
nach. Dies verbindet die UPR mit dem Hexosamin Biosyntheseweg und der Aktivierung von ERAD 
(Wang et al., 2014, Denzel et al., 2014). Durch den Nachweis der Regulation bekannter ATF6- und 
XBP1-Zielgene konnten wir die Aktivierung aller Zweige der UPR zeigen.

Teil des UPR Regulons ist auch PTGS2 (Prostaglandin G/H synthase 2; auch COX-2 genannt). Die 
Regulation von PTGS2 durch die UPR unter Beteiligung von eIF2α und ATF6 wurde bereits gezeigt 
(Rasheed and Haqqi, 2012, Cormenier et al., 2018). Möglicherweise führt die Dimerisierung der Tran-
skriptionsfaktoren ATF4 und ATF6 zur Induktion von PTGS2 (Hai and Hartman, 2001). PTGS2 ist in 
vielen Tumoren exprimiert und spielt eine Rolle bei ihrer Entwicklung und ihrer Ausbildung von Resis-
tenzen gegen Chemotherapeutika oder Bestrahlung (Hashemi Goradel et al., 2019). Darüber hinaus 
wird PTGS2 auch in Gliomen exprimiert. Diese Expression nimmt mit der Malignität des Tumors zu 
und ist mit einer kürzeren Lebenserwartung von Patienten mit GBM assoziiert (Xu et al., 2014). PTGS2 
ist daher ein interessanter Kandidat für die weitere Forschung an Gliomen.

Neben bereits mit der UPR in Verbindung gebrachten Genen konnten wir innerhalb des UPR Regu-
lons mögliche neue Komponenten der UPR nachweisen. So konnten wir den unter Stressbedingun-
gen bislang nur bei Hitzeschock reguliert nachgewiesenen Transkriptionsfaktor KLF5 (Krueppel-like 
factor 5) als neues Zielgen der UPR in unserem Multi-Omics Ansatz identifizieren. (Sun et al., 2015). 
KLF5 wird durch  verschiedene Signalwege (Ras/MAPK) und Enzyme (PKC) reguliert. Der Transkrip-
tionsfaktor ist essentiell bei der Differenzierung von Adipozyten und bei der Regulation des Zellzyklus 
sowie der Apoptose (Oishi et al., 2005, Dong and Chen, 2009). Aufgrund einer C/EBPβ und C/EBPδ 
abhängigen Expression können verschiedene Transkriptionsfaktoren der UPR (ATF6 oder CHOP) 
unter ER Stressbedingungen die Induktion von KLF5 durch Dimerisierung regulieren.

LZTFL1 (Leucine Zipper Transcription Factor Like 1) ist ein weiterer durch die UPR regulierter Kandidat 
unserer Liste. Sowohl in Magen- als auch in Lungentumoren wirkt LZTFL1 als Tumorsuppressor (Wei 
et al., 2016). Zu Gliomen sind noch keine Daten verfügbar.

BEX2 (Brain Expressed X-Linked 2) ist als Onkogen in Mammakarzinomen bekannt (Naderi, 2019). 
Auch dieser Faktor wurde in unserem Datensatz durch die UPR reguliert. BEX2 spielt eine Rolle bei 
der Entwicklung des Nervensystems sowie bei neurologischen Erkrankungen. Die Überexpression 
von BEX2 in Gliomen führt zu einer gesteigerten Zellmigration und Invasion (Zhou et al., 2013).

Wir identifizierten auch MXD1 (Max dimerization protein 1, auch MAD) unter den Genen des UPR 
Regulons. MXD1 ist ein bekannter transkriptioneller Repressor, ein mit MAX heterodimerisierender 
Antagonist von c-Myc (Ayer et al., 1993). In Astrozytomen wurde die inhibierende Wirkung von MXD1 
auf die Tumorentstehung und die Proliferation von Tumorzellen nachgewiesen (Chen et al., 1995).

ISOC2 (Isochorismatase Domain Containing 2) wiesen wir ebenfalls im UPR Regulon nach. Anhand 
von Massenspektrometrie-Messungen handelt es sich bei ISOC2 um ein abundantes Protein. ISOC2 
ist ein Inhibitor von p16INK4a (auch CDKN2A [Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A] genannt) (Huang 
et al., 2007). Durch die Hemmung von p16INK4a, welches CDK4 und CDK6 inhibiert und die Prolife-
ration von Zellen negativ reguliert, ist ISOC2 selbst ein das Tumorwachstum förderndes Gen.

Transkriptionelle Regulation von mRNAs durch die UPR

Nicht berücksichtigt im UPR Regulon sind positive Veränderungen der Abundanz von Protein codie-
renden mRNAs unter ER Stress. Obwohl eine Vielzahl von Transkripten nach Inkubation mit TM und 
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TH reguliert wird, wirken nicht alle als Teil der UPR bei der Rückgewinnung der Homöostase oder 
der Apoptose (bei anhaltendem Stress). Aufgrund der Phosphorylierung von eIF2α und der damit 
einhergehenden verringerten Translationsrate unter ER Stress werden viele mRNAs trotz erhöhter Ab-
undanz schlechter translatiert. Dies kann unveränderte oder sinkende Proteinspiegel zur Folge haben. 
Im Vergleich zu den Proteinen des UPR Regulon können wir dadurch eine Funktion dieser Gene bei 
der UPR nur mit geringerer Sicherheit vorhersagen.

Durch die Induktion der UPR fanden wir neben der Zunahme der mRNA Abundanz auch eine negati-
ve Regulation von Transkripten. Diese Abnahme der Abundanz wird vermutlich durch RIDD (regulated 
IRE1-dependent decay) ausgelöst. Unter den herunter regulierten mRNAs analysierten wir solche, 
die Membranproteine codierten. Allerdings stimmen nur wenige publizierte RIDD-Zielgene mit den 
von uns gefundenen negativ regulierten mRNAs überein. Einige der bekannten Substrate der IRE1α  
RNase, also RIDD-Ziele (zum Beispiel PDIA4 oder PER1), zeigten sogar eine erhöhte RNA-Abundanz 
nach Induktion der UPR. Im Gegensatz zu unseren Daten wurde auch eine Anreicherung von durch 
RIDD beeinflussten mRNAs für ER-lokalisierte Proteine beschrieben (Maurel et al., 2014). Mithin er-
scheint die Identifizierung von RIDD-Zieltranskripten unter ER Stressbedingungen nicht trivial. Es ist 
möglich, dass RIDD die Abnahme der Abundanz einzelner RNAs nicht alleine bestimmt.

Transkriptionelle Regulation von nichtcodierenden RNAs

Neben mRNAs reguliert die UPR nach unseren Ergebnissen auch eine Vielzahl nichtcodierender 
RNAs. Diese konnten wir nur im RNA-Seq und nicht beim Ribosome Profiling nachweisen. So sind 
nichtcodierende Transkripte auch nicht im UPR Regulon aufgelistet. Es wurde bereits gezeigt, dass 
nichtcodierende RNAs bei der Regulation der UPR eine wichtige Rolle übernehmen. Darüber hinaus 
kann die UPR auch die Expression spezifischer miRNAs steuern. Ein Beispiel hierfür ist miR-211, 
welche durch PERK induziert wird, und selbst durch Bindung an den proximalen Promoter die Ex-
pression von CHOP beeinflusst (Bartoszewska et al., 2013, McMahon et al., 2017, Maurel and Chevet, 
2013, Chitnis et al., 2012). 

Die stärkste Anreicherung nach Inkubation mit TM oder TH unter den miRNAs zeigten wir für miR-
616 (log2FC-Wert TM:2,76; TH:2,51). In HEK293- und HeLa-Zellen wurde bereits eine erhöhte Ex-
pression von miR-616 durch die UPR nachgewiesen (Dai et al., 2015). In Patienten mit Prostata- und 
Leberzellkarzinom wurde miR-616 verstärkt nachgewiesen. Dabei korrelierte die Expression mit einer 
schlechteren Überlebensprognose. In beiden Tumoren reguliert miR-616 Tumorsuppressoren (wie 
TFPI-2 [Tissue Factor Pathway Inhibitor 2] oder PTEN [Phosphatase and Tensin Homolog]), wodurch 
eine gesteigerte Proliferation sowie eine erhöhte Migration und Invasion von Tumorzellen zu beob-
achten war (Ma et al., 2011, Zhang et al., 2016). In Gliomen wurde für miR-616 eine erhöhte Expres-
sion nachgewiesen werden, was mit einer verstärkten Proliferation und Hemmung der Apoptose von 
Tumorzellen einhergeht (Bai et al., 2017). In unseren Untersuchungen identifizierten wir somit einen 
nichtcodierenden Kandidaten der UPR, der als Inhibitor von Tumorsuppressoren wirkt und damit den 
Verlauf maligner Erkrankungen beeinflusst. 

Weitere signifikant hochregulierte miRNAs in unserer Analyse sind unter anderem miR-3929, miR-
130B oder miR-635. 

Neben miRNAs konnten wir auch durch die UPR signifikant regulierte long non-coding RNAs  
(lncRNA), small nuclear RNAs (snRNA) und small nucleolar RNAs (snoRNAs) identifizieren. Um diese 
nichtcodierenden RNAs aber sicher als Teil der UPR zu etablieren müssen allerdings weiterführende 
Versuche zur Bestätigung der Ergebnisse durchgeführt werden. Zusammenfassend aber können wir 
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feststellen, dass durch die Generierung unserer Datensätze eine Auflistung geschaffen wurde, die 
nicht nur mRNAs, sondern auch verschiedene Typen nichtcodierender RNAs enthält, unter denen 
sich eine Vielzahl potenzieller UPR Komponenten befinden.

Neben hochregulierten RNAs konnten wir auch negativ regulierte, nichtcodierende RNAs identifizie-
ren. Vier durch den RIDD-Signalweg der UPR abgebaute verschiedene miRNAs sind bereits beschrie-
ben (Upton et al., 2012). Diese miRNAs wurden in unseren Versuchen jedoch entweder nicht signifi-
kant reguliert oder aufgrund der geringen Abundanz nicht berücksichtigt. Allerdings identifizierten wir 
nach Inkubation mit TM und TH signifikant herunterreguliert sowohl miR-4740 als auch verschiedene  
lncRNAs (unter anderem PCAT14 oder LINC01630) und snRNAs. Ob diese RNAs durch RIDD oder 
über andere Mechanismen reguliert werden müssen weitergehende Versuche zeigen.

UPR-abhängige translationale Veränderungen

Die Analyse der Abundanz der RNAs durch die RNA-Sequenzierung und der aktiv translatierten  
mRNAs mittels Ribosome Profiling ermöglichte uns die Berechnung der durch die UPR vermittelten 
Änderungen der Translation. Wir wiesen eine generelle Abnahme der ribosomalen Beladung und 
damit eine Reduktion der Translation aufgrund der Phosphorylierung von eIF2α durch PERK nach. 

ATF4 wurde zur Validierung der Werte der ribosomalen Beladung herangezogen. ATF4 ist das be-
kannteste Beispiel einer mRNA, die nur unter Stress nach der Phosphorylierung von eIF2α translatiert 
wird (Pavitt and Ron, 2012). Die translationale Regulation von ATF4 nach Inkubation mit TM wurde 
durch das Ribosome Profiling bereits nachgewiesen (Sidrauski et al., 2015). Wir stellten allerdings kei-
nen signifikanten Anstieg der ribosomalen Beladung für ATF4 nach Induktion der UPR sowohl nach 
2 als auch 6 h fest, sondern detektierten eine Steigerung der ATF4 mRNA-Spiegel mittels RNA-Se-
quencing. Dies ist vermutlich auf die im Vergleich zu publizierten Experimenten längere Inkubation mit 
TM zurückzuführen und erklärt die trotz unveränderter ribosomaler Beladung erhöhten ATF4-Protein-
spiegel. 

Aufgrund der schnellen Anpassung der Translation an ER Stress (Phosphorylierung von eIF2α durch 
PERK) sind die gewählten Zeitpunkte zur unmittelbaren Detektion der Veränderungen aktiv transla-
tierter mRNAs durch Ribosome Profiling möglicherweise zu lange gewählt. Zur Untersuchung der 
Translationsänderung wurden Zellen lediglich für 1h mit TM oder für 30 min in Natriumarsenit inkubiert 
(Sidrauski et al., 2015, Andreev et al., 2015). Darüber hinaus wird die ATF4 Translation als Teil der den 
PERK-Zweig der UPR beinhaltenden Integrated Stress Response (ISR) durch die Methylierung an 
N6 von Adenosin (m6A) reguliert (Zhou et al., 2018, Powers and Brar, 2018). Damit zeichnet sich ein 
komplexes Zusammenspiel verschiedener die Translation unter Stressbedingungen in zeitlicher Ab-
hängigkeit regulierender Reaktionen ab.

Trotz der fehlenden translationalen Regulation von ATF4 detektierten wir einige mRNAs mit signifi-
kanten Änderungen der ribosomalen Beladung. Während nach kurzer Inkubation (2 h) bei mehreren 
Kandidaten mit relativ geringer mRNA-Abundanz eine erhöhte ribosomale Beladung zu sehen war, 
zeigte sich dies später (6 h) vor allem für GLIS3. GLIS3 ist ein Transkriptionsfaktor der Krüppel-like 
Zinkfinger Proteine und unter anderem für die Funktion von Beta-Zellen verantwortlich. Somit spielt 
dieser Transkriptionsfaktor bei der Ausprägung von Typ1 und Typ2 Diabetes eine wichtige Rolle (Kim 
et al., 2003, Yang et al., 2013). In der 5’UTR von GLIS3 konnten wir potentielle uORFs identifzieren, 
die eine angepasste Translation nach Induktion der UPR erklären könnten. Neben GLIS3 konnten wir 
weitere Mitglieder der Krüppel-like Zinkfinger Proteine (wie KLF4 und KLF5) im UPR Regulon identifi-
zieren. Dies weist auf eine Verbindung dieser Transkriptionsfaktoren zur UPR hin.
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Neben einem Anstieg detektierten wir auch mRNAs, die nach Phosphorylierung von eIF2α eine ver-
ringerte ribosomale Beladung und damit eine reduzierte Translation zeigten. Dies gilt insbesondere für 
BLID (BH3-Like Motif Containing, auch Cell Death Inducer genannt) und ZNF20 (Zinc Finger Protein 
20). BLID ist ein proapoptotisches Protein und Teil der Bcl-2 Familie. Dagegen ist über ZNF20 sehr 
wenig bekannt (Broustas et al., 2010). Auch über die Ursache oder die Funktionen einer solchen Hy-
persensitivität von mRNAs gegenüber phosphoryliertem eIF2α oder einer Ursache hierfür sind keine 
Daten vorhanden. Durch die verringerte Translation  proapoptotische Proteine wie BLID kann die UPR 
Zeit zur Bewältigung von Stress im ER gewinnen. Diese Aussage muss aber noch durch eine genaue 
Analyse der Daten sowie vor allem durch experimentelle Validierung der Befunde bestätigt werden.

Insgesamt sollten diese Ergebnisse für die einzelnen Kandidaten mittels in vitro Translationsanalysen 
unter Zugabe von 35S-Methionin zum Nachweis der Translationsprodukte überprüft werden.

Veränderungen des Proteoms durch die UPR

Aufgrund der Dauer der Signalkaskaden, der Transkription sowie der Translation waren durch die 
Induktion der UPR hervorgerufene Veränderungen der Proteinspiegel erst nach 16 und 24 h zu se-
hen. Daher analysierten wir für die Aufstellung des UPR Regulons lediglich die Daten dieser späteren 
Zeitpunkte nach UPR Induktion.

Allerdings konnten wir, nur mit BiP als Ausnahme, die Proteine der UPR mittels MS-Shotgun-Verfah-
ren nicht detektieren. Vor dem Hintergrund einer gesteigerten Transkription (wie CHOP) oder eine 
ausschließlich unter Stress stattfindenden Translation einzelner Gene (wie ATF4) konnten wir viele 
Proteine der UPR in unbehandelten Zellen nicht nachweisen. Darüber hinaus sind die drei Trans-
membranproteine PERK, IRE1α und ATF6 niedrig abundant und daher mittels Shotgun-Verfahren 
nicht detektierbar. So etablierten wir eine „targeted Proteomics“ Methode zum Quantifizieren dieser 
Transmembranproteine sowie wichtiger Transkriptionsfaktoren der UPR (Nguyen et al., 2019). Mit 
diesem Verfahren wiesen wir die zelluläre Abundanz dieser UPR-Komponenten über eine Konzentra-
tionsspanne von wenigen Hundert bis 60.000 Molekülen pro Zelle nach. Aufgrund ihrer Flexibilität und 
Reproduzierbarkeit kann diese experimentelle Methodik auch zur Untersuchung anderer Signalwege 
und Proteine verwendet werden.

Diese Analyse zeigt eine deutliche Erhöhung der Proteinspiegel der Transkriptionsfaktoren der UPR. 
Dagegen sind die Transmembranproteine nicht oder nur unmerklich reguliert. PERK und IRE1α sind 
als Signaltransduktoren fest in der Membran des ER verankert und bleiben nach Induktion der UPR 
auf einem konstanten Niveau um auf weiteren Stress reagieren zu können. Bei einem deutlichen 
Anstieg beider Proteine muss parallel eine signifikante Steigerung von BiP erfolgen, damit in nicht 
gestresstem Zustand PERK und IRE1α gebunden und inhibiert werden. Dahingegen wird die Tran-
skription von ATF6, welches durch ER Stress im Golgi Apparat prozessiert wird und im Nukleus als 
Transkriptionsfaktor fungiert, über eine positive Rückkoppelung durch ATF6f reguliert (Namba et al., 
2007). Somit ist trotz Prozessierung im ER eine kontinuierliche Menge von ATF6 als Transmembran-
protein vorhanden. 

Nach unseren Untersuchungen werden veränderte Proteinspiegel der Transkriptionsfaktoren ATF4, 
XBP1, CHOP und ATF3 vorwiegend durch Änderungen der Transkription gesteuert. Obwohl für eine 
gesteigerte Proteinproduktion von ATF4, ATF3 und CHOP neben der transkriptionellen auch eine 
translationale Regulation gezeigt wurde (Pavitt and Ron, 2012), sahen wir dies in unseren Experimen-
ten nicht. Ein Anstieg dieser Transkriptionsfaktoren führt zu einer positiven Rückkoppelung und damit 
zu einer besseren Anpassung an Stress. Anhaltender ER Stress induziert dagegen über eine weiter 
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gesteigerte Proteinexpression von ATF4 und CHOP eine Depletion von ATP sowie oxidativen Stress 
und mündet letztlich in der Apoptose der Zelle (Han et al., 2013).

SLFN5 als neue Komponente der UPR

Zur Überprüfung des von uns aufgestellten UPR Regulons war SLFN5 ein geeigneter Kandidat, da 
wir nach Induktion der UPR sowohl mittels RNA-Sequencing als auch mittels Ribosome Profiling und 
Massenspektrometrie signifikante Änderungen auf der Ebene der mRNA oder des Proteins detektier-
ten. Über SLFN5 ist wenig bekannt, doch wurde ein Zusammenhang zwischen der Expression des 
Faktors und der Malignität von Gliomen gezeigt (Arslan et al., 2017). Eine veränderte Regulation durch 
Stress, wie zum Beispiel der UPR, wurde bei SLFN5 noch nicht nachgewiesen. 

Unsere Untersuchungen zeigen die Regulation von SLFN5 durch den PERK-eIF2α-ATF4-Signalweg 
der UPR. Die physiologische Rolle von SLFN5 wie auch die bei der UPR ist noch unklar. Allerdings 
wurde die durch den NLS bedingte nukleäre Lokalisation von SLFN5 nachgewiesen (Katsoulidis et al., 
2010). Andere Gene der SLFN Familie haben unterschiedliche Funktionen in T-Lymphozyten oder bei 
der Replikation von Viren (Liu et al., 2018). Die Expression von SLFN5 in verschiedenen Tumoren führt 
zu unterschiedlichen Effekten. SLFN5 kann entweder als Tumorsuppressor fungieren, aber auch die 
Proliferation von Tumorzellen begünstigen (Sassano et al., 2015, Arslan et al., 2017). In malignen Glio-
men ist SLFN5 vermehrt exprimiert. Weiterführende Experimente müssen zeigen, welche Funktionen 
SLFN5 hier, in ungestressten Zellen oder als Teil der UPR spielt.

Regulation des Serin Biosynthesewegs und des mitochondrialen 1C-Metabo-
lismus

Das UPR Regulon verdeutlicht, dass die Anzahl der in die Adaption an ER Stress involvierten Gene 
und Proteine erheblich größer ist als bislang bekannt. Auch Gene des Serin Biosynthesewegs und 
des daran gekoppelten mitochondrialen 1C-Metabolismus wurden in diesem Zusammenhang von uns 
identifiziert. Stress durch ein Defizit an Aminosäuren wurde bereits mit Genen der Serin Biosynthese 
in Verbindung gebracht und auch die Regulation von MTHFD2 durch PERK als Teil der UPR ist be-
kannt (Adams, 2007, Harding et al., 2003). Gemeinsam zeigen diese zellulären Adaptionen an Stress 
die Aktivierung einer Kinase, die Phosphorylierung von eIF2α und die anschließende aktive Translation 
des Transkriptionsfaktors ATF4. Dieser zentrale Effektor der sogenannten Integrated Stress Response 
(ISR) interagiert durch die Leucin-Zipper Domäne mit anderen Proteinen (wie ATF3 oder CHOP) und 
bestimmt dadurch den Ausgang der Stressantwort (Pakos-Zebrucka et al., 2016). 

Aufgrund der unterschiedlichen, weiteren durch ER Stress aktivierten Signalwege (IRE1α und ATF6) 
untersuchten wir nach Induktion der UPR unter Zugabe von spezifischen Inhibitoren essentielle Gene 
des mitochondrialen 1C-Metabolismus. Zur Bestätigung der Ergebnisse verwendeten wir zusätzlich 
mit zwei funktionell unterschiedlichen Mutanten von eIF2α transfizierte Zellen. Dabei zeigten wir, dass 
sowohl MTHFD2 als auch SHMT2 durch den PERK-eIF2α-ATF4-Signalweg der UPR reguliert wird. Wir 
sahen keine Veränderungen bei der Inhibition des IRE1α- oder ATF6-Signalwegs. Die durch Stress be-
dingte Regulation des mitochondrialen 1C-Metabolismus unabhängig von IRE1α und ATF6 legt nahe, 
dass ATF4 entweder als Homodimer oder mit durch ATF4 selbst induzierten Transkriptionsfaktoren 
interagiert.

Für ALDH1L2 als dritte Komponente des mitochondrialen 1C-Metabolismus sowie für PHGDH, PSAT1 
und PSPH als Gene des Serin Biosynthese Signalwegs müssen weiterführende Versuche die Regula-
tion durch ATF4 klären.
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Resistenzbildung gegen Antifolate nach Induktion der UPR

Ein interessantes Ergebnis unserer Arbeit ist die durch ER Stress induzierte Entstehung einer Re-
sistenz gegen zytostatisch wirkende Antifolate. Diese Resistenz unter ER Stress wiesen wir sowohl 
in LN308- als auch in HEK293-Zellen für die Antifolate Methotrexat und Pemetrexed nach. Wir sa-
hen dies nicht bei anderen Zytostatika (wie 5-Fluorouracil, Doxorubicin oder Temozolomid). Diese 
Resistenz gegen Antifolate kann aufgrund einer UPR-vermittelten Regulation des mitochondrialen 
1C-Metabolismus entstehen. 

Zur Überprüfung unserer Vermutung führten wir knockdown Versuche mit LN308- und HEK293-Zel-
len durch. Um eine komplette Hemmung des Wachstums oder eine gesteigerte Apoptoserate der 
Zellen möglichst gering zu halten, regulierten wir MTHFD2 herunter. Aufgrund des Homologs MTH-
FD2L (Bifunctional Methylenetetrahydrofolate Dehydrogenase/ Cyclohydrolase 2 Like) von MTHFD2, 
das nicht im UPR Regulon aufgelistet ist, stellten wir die Aufrechterhaltung des mitochondrialen 
1C-Metabolismus sicher.  

Allerdings erkannten wir bereits die Ausbildung der Resistenz gegenüber Antifolaten nach Transfek-
tion mit den siPools gegen MTHFD2 und auch der Kontrolle ohne Induktion der UPR. Dies wiesen 
wir bei mit TM inkubierten LN308 und den durch Tetracyclin-induzierten HEK293 mit der phospho-
mimetischen Mutante von eIF2α (S51D) nach. Die Transfektion von siRNAs mit Lipofectamin 2000 
aktiviert die UPR (Li et al., 2019). Dadurch ist die weitere Verwendung dieses Transfektionsreagenz 
ungeeignet, da LN308 und HEK293 trotz fehlender Inkubation mit TM oder Induktion durch Tet be-
reits eine Resistenz gegenüber Antifolaten ausbildeten.  

Unter Hypoxie wurde eine totale Antifolatresistenz in HeLa Zellen aufgrund eines angehaltenen Zell-
zyklus nachgewiesen (Raz et al., 2014). Hypoxie, wie die UPR und andere Arten von Stress zusam-
mengefasst zur ISR, führt ebenfalls zur Phoyphorylierung von eIF2α (Pakos-Zebrucka et al., 2016). 
Durch die globale Inhibition der Translation nach eIF2α-Phosphorylierung – mit wenigen Ausnahmen 
wie ATF4 – wird die Proliferationsrate von Zellen unter ER Stress erheblich verringert. 

Dies konnten wir durch Proliferationsexperimente bestätigen. Nach Induktion der UPR befanden sich 
LN308-Zellen zunächst in einer länger anhaltenden lag-Phase, bevor sich eine Proliferation einstellte. 
Der Wirkmechanismus von Antifolaten beruht auf der Inhibierung von von Enzymen des Folat-Zyklus, 
welche Folsäure zu Dihydrofolat (DHF) und DHF zu Tetrahydrofolat (THF) hydrieren. Damit wird die 
Biosynthese von Nukleotiden und die DNA Replikation gestört. Aus diesem Zellzyklus-abhängigen 
Wirkmechanismus resultiert, dass nur proliferierende Zellen sensitiv gegenüber Antifolaten sind.

Die Entstehung der Resistenz gegen Antifolate kann daher entweder durch die UPR vermittelte Re-
gulation des mitochondrialen 1C-Metabolismus oder einer gehemmten Proliferation vermittelt wer-
den.

Allerdings stellten wir im Gegensatz zu den postulierten Veränderungen der Enzyme des Folat-Zy-
klus unter Hypoxie keine signifikante Regulation der oben genannten Proteine nach Induktion der 
UPR fest (Raz et al., 2014). Trotz gemeinsamer Phosphorylierung von eIF2α und Translation von 
ATF4 deutet dies auf eine unterschiedliche Antwort der UPR im Vergleich zu Stress durch Hypoxie 
hin. Durch Induktion der phosphomimetischen eIF2α-Mutante S51D identifizierten wir allerdings den 
PERK-eIF2α-ATF4-Zweig der UPR als Resistenz gegen Antifolate übermittelnden Signalweg. Dies 
deutet darauf hin, dass die Enzyme des Folat-Zyklus unter Hypoxie durch andere Faktoren herun-
terreguliert werden. 
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Für den vollständigen Nachweis der Entstehung der Resistenz gegen Antifolate aufgrund der Phos-
phorylierung von eIF2α durch PERK nach Induktion der UPR können andere Kinasen der ISR in wei-
terführenden Versuchen untersucht werden. Hierbei können die vier einzelnen Kinasen durch ver-
schiedene Substanzen oder auch der Effekt der Phosphorylierung von eIF2α durch ISRIB inhibiert 
werden. ISRIB unterbindet Translationsänderungen trotz Phosphorylierung von eIF2α als Antwort 
verschiedener Arten von Stress, indem die Bildung von Stress Granules gehemmt wird (Sidrauski et 
al., 2015). Dadurch sollte trotz Induktion der UPR mit TM oder TH die Sensitivität von Zellen gegen-
über Antifolaten erhalten bleiben.

Zusammenfassend konnten wir durch die hier dargestellten Multi-Omics Ansätze eine Vielzahl von 
Genen identifizieren, die bis dato noch nicht mit der UPR in Verbindung gebracht wurden. Durch die 
Betrachtung Protein codierender Gene, die eine erhöhte Syntheserate nach UPR-Induktion aufwei-
sen und damit vermutlich eine Funktion bei der Antwort auf ER Stress haben, konnten wir das UPR 
Regulon definieren. Anhand dieser Datensammlung potenzieller Kandidaten konnten wir SLFN5 als 
Teil der UPR nachweisen. Darüber hinaus identifizierten wir den Serin-Biosyntheseweg sowie den 
mitochondrialen 1C-Metabolismus als Teil der UPR. Da der mitochondriale 1C-Metabolismus seit 
vielen Jahren als Ansatzpunkt für die Chemotherapie durch Antifolate gilt, konnten wir eine weitere 
Verbindung zwischen der UPR und Tumoren herstellen. Dabei zeigte sich auch, dass durch die 
Aktivierung der UPR sowohl LN308- als auch HEK293-Zellen eine Resistenz gegenüber Antifolaten 
aufweisen.

Der Mechanismus dieser Antifolatresistenz konnte durch unseren Ansatz noch nicht identifiziert wer-
den, welcher in weiterführenden Studien ermittelt werden muss. Diese Übermittlung der Resistenz 
gegen Antifolate kann bei der Behandlung verschiedener Tumore eine zentrale Rolle spielen. Durch 
eine gezielte Steuerung der UPR könnten verschiedene Krebsarten gegenüber Antifolaten sensiti-
viert werden und damit eine Erweiterung der Chemotherapie darstellen. 

Des Weiteren konnten wir durch die Aufstellung des UPR Regulons einen Datensatz generieren, der 
nicht nur die oben genannten Gene und Synthesewege mit ER Stress assoziiert. Viel mehr soll das 
UPR Regulon Ansätze für die weitere Erforschung liefern und neue Gene identifizieren, die als Teil der 
UPR an der Antwort auf ER Stress beteiligt sind.
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5. Methoden
5.1 Methoden in der Zellkultur

Alle verwendeten Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO2 (zugesetzt zur Atmosphä-
renluft) bei hoher Luftfeuchtigkeit in DMEM Medium mit 10% fetalem Rinderserum (FBS, Thermo Fis-
her Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA), 100 U/ml Penicillin sowie 100 µg/ml Streptomycin 
(Thermo Fisher Scientific) kultiviert. Verschiedene Selektionsantibiotika zur Etablierung stabiler HEK 
Flp-In TRex Zellen wurden wie unter 5.1.1 beschrieben benutzt.

Alle Zelllinien wurden wöchentlich zweimal unter Verwendung von Trypsin-EDTA (0,25%; Thermo Fis-
her Scientific) passagiert.

5.1.1 Zellen einfrieren und auftauen

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese in T175-Zellkulturflaschen bis zu einer Dichte von 90% kulti-
viert. Die Zellen wurden trypsiniert, bei 125x G für 5 min pelletiert und anschließend in 4 ml Einfrier-
medium (DMEM mit 20% FBS und 10% DMSO) pro T175-Flasche resuspendiert. Aliquots à 1 ml 
wurden in Cryo-Röhrchen abgefüllt, über Nacht (üN) in Isopropanol bei -80°C inkubiert und daraufhin 
in flüssigem Stickstoff gelagert.

Die Zellen wurden beim Auftauen möglichst schnell im Wasserbad bei 37°C erwärmt und direkt in 
Kulturmedium überführt. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt um nicht angewachsene Zellen, 
Zelltrümmer und restliches DMSO zu entfernen.

5.1.2 Herstellung stabiler induzierbarer Flp-In T-REx 293

Das Flp-In™ 293 T-REx System (Thermo Fisher Scientific) ermöglicht die schnelle Herstellung stabiler 
Zelllinien mit einer homogenen Proteinexpression. Die Flp-In™ 293 T-REx Zellen besitzen eine stabil 
integrierte FRT (Flippase [Flp] recognition target) Erkennungssequenz an einer transkriptionell aktiven 
genomischen Stelle. Durch Ko-Transfektion der Zellen mit dem Flp-In™ Expressionsvektor und dem 
Vektor der Flp Rekombinase, pOG44, wird eine gezielte Integration des Expressionsvektors mit dem 
zu transfizierenden Gen am gleichen Lokus jeder Zelle erzielt. Dadurch wird eine homogene Genex-
pression sicher gestellt.

Zur Herstellung stabiler induzierbarer Flp-In T-REx 293 Zelllinien wurden die Zellen zunächst mit Zeo-
cin (100 µg/ml) und Blasticidin (10 mg/ml; beide Thermo Fisher Scientific) kultiviert und 24 h vor Trans-
fektion ohne Selektionsantibiotika in 6-Kavitäten Platten ausgesät. Im Verhältnis 9:1 wurden die Zellen 
mit pOG44 und pcDNA5-FRT/TO mit Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) ko-transfiziert 
und nach 24 h in eine 10 cm Zellkulturschale überführt. Zwei Tage nach der Transfektion wurden 
die Zellen durch die Zugabe von Blasticidin (10 µg/ml) und Hygromycin B (50 µg//ml; Thermo Fisher 
Scientific) in einer 15 cm Zellkulturschale selektioniert. Klone wurden 10-14 Tage nach Selektionsstart 
ausgewählt, bei einer Hygromycin B Konzentration von 100 µg/ml vereinzelt kultiviert und auf die Sen-
sitivität für Zeocin, Induzierbarkeit mit Tetracyclin (1 µg/ml; Thermo Fisher Scientific) sowie die Stärke 
der Expression getestet. Positive Klone wurden in Selektionsmedium weiter kultiviert und Stammkul-
turen angelegt (siehe 5.1.1). Zur Induktion wurden die Zellen mit Tetracyclin im Selektionsmedium für 
die angegebenen Zeitintervalle behandelt.
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5.1.3 Transfektion von Säugetierzellen

LN308 und HEK293 wurden mit pCDNA5-FRT/TO-Vektoren transient mit Lipofectamine 2000 trans-
fiziert. Dazu wurden die Zellen 24 h zuvor in 6 cm oder 10 cm Zellkulturschalen mit einer Dichte von 
~90% ausgesät. Nach den Anweisungen des Herstellers wurden 5 µg pCDNA5-FRT/TO und 10 µl 
Lipofectamine 2000 für 6 cm Schalen oder 10 µg Plasmid und 20 µl Lipofectamine 2000 für 10 cm 
Schalen für die Transfektion verwendet. Ein Mediumwechsel erfolgte 6 h nach Transfektion, die Ernte 
24 h oder 48 h nach Transfektion. 

5.1.4 Proliferationsassay 

Zur Detektion der Zellproliferation wurde der CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation 
Assay (MTS) von Promega (Promega Corporation, Fitchburg, Wisconsin, USA) verwendet. Hierzu 
wurden 1x104 LN308-Zellen oder 2x104 Flp-In T-Rex 293 eIF2α S51D Zellen in 96-Kavitäten Platten 
ausgesät. Für die Flp-In T-Rex 293 eIF2α S51D Zellen wurden die Platten für 3 h mit Poly-D-Lysin (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) inkubiert und nach Absaugen für mindestens 1 h an der Luft ge-
trocknet. Mit den entsprechenden Konzentrationen der Chemotherapeutika wurden die LN308-Zellen 
mit oder ohne TM behandelt oder Flp-In T-Rex 293 eIF2α S51D Zellen mit oder ohne Tetracyclin 
induziert. Nach der Behandlung wurde das Medium abgesaugt, 100 µl der verdünnten MTS-Lösung 
für 30 min bis zu 1 h zugegeben und die Extinktion bei 490nm bestimmt.

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA durch PCR wurde entweder mit der Phusion® High-Fidelity DNA Polyme-
rase (New England Biolabs Inc. (NEB), Ipswich, Massachusetts; oder selber hergestellt) oder Taq DNA 
Polymerase (NEB) nach den Angaben der Hersteller durchgeführt. In Tabelle 6.4 sind die verwendeten 
Primer aufgelistet. Der Standard-PCR-Reaktionsansatz wurde aus folgenden Komponenten herge-
stellt:

Tabelle 5.1: Genereller PCR-Ansatz für Phusion High Fidelity (HF) oder Taq-DNA Polymerase 

PCR-Ansatz, 50µl Phusion Taq
DNA-Template <250 ng <1.000 ng
5x Phusion HF Puffer 10 µl ---
10x Taq Reaction Puffer --- 5 µl
10 mM dNTPs 1 µl 1 µl
10 µM Primer forward 1 µl 1 µl
10 µM Primer reverse 1 µl 1 µl
Phusion DNA Polymerase 0,5 µl ---
Taq DNA Polymerase --- 0,5 µl
H2O ad 50 µl ad 50 µl
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Die PCR wurde nach dem folgenden Schema durchgeführt, wobei die Annealing-Temperatur abhän-
gig von den Schmelztemperaturen der Primerpaare war:

Tabelle 5.2: Schema für die PCR mit Phusion High Fidelity oder Taq-DNA Polymerase

Phusion Taq
Initiale Denaturierung 98°C, 2 min 95°C, 3 min
Denaturierung 98°C, 20 sec 95°C, 30 sec
Annealing X°C, 20 sec X°C, 20 sec
Elongation 72°C, 30 sec/kb 68°C, 60 sec/kb
Finale Elongation 5-10 min 5-10 min

Zur Detektion der DNA wurde die PCR auf einem Agarosegel überprüft und mittels QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen N.V.,Venlo, Niederlande) aufgereinigt.

5.2.2 Mutagenese durch überlappende PCR

Einzelne Mutationen wurden durch die Methode der PCR mit überlappenden Verlängerungen in dsD-
NA in zwei aufeinander folgenden PCRs eingefügt (Heckman and Pease, 2007). Dabei wurden zwei 
innere, überlappende Primer bei der zu mutierenden Stelle und zwei äußere Primer des kompletten, 
zu amplifizierenden DNA-Abschnitts verwendet. Bei der ersten PCR wurden zwei Produkte herge-
stellt, die vom 5‘-Ende bis zur Mutation beziehungsweise vom 3‘-Ende bis zur Mutation jeweils mit 
Überhängen amplifiziert wurden. Beim zweiten Schritt wurden beide PCR-Produkte als Template in 
äquimolarem Verhältnis eingesetzt und mit den äußeren Primern amplifiziert. 

5.2.3 Agarose-Gelelektrophorese 

DNA Fragmente wurden auf 0,7-2% (Gewicht/Volumen [w/v]) Agarosegele durch Elektrophorese bei 
100 V in 1x TBE-Puffer (TRIS-Borat-EDTA-Puffer) getrennt. Um die DNA bei UV-Licht sichtbar zu 
machen wurde 0,1 µg/ml Ethidiumbromid (EtBr) zugesetzt und im ChemiDoc Touch Imaging System 
(Bio-Rad Laoratories Inc, Hercules, California, USA) detektiert. Bei präparativen Agarosegelen wurde 
die entsprechende DNA-Bande aus dem Gel heraus geschnitten und die DNA mittels des QIAquick 
Gel Extraction Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

5.2.4 Bestimmung von DNA und RNA Konzentrationen

Die Konzentration und Reinheit von DNA- und RNA-Proben wurde durch die Messung der Absorption 
am NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) bestimmt.

5.3 Molekulare Klonierung

Die während dieser Arbeit hergestellten Plasmide sind in Tabelle 6.8 und die verwendeten Primer in 
den Tabellen 6.4 und 6.5 aufgelistet.
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5.3.1 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau bei 37°C von PCR Produkten für 1 h oder DNA-Plasmiden (ca. 5 µg) für 3 h  
wurde mit den entsprechenden HF Restriktionsenzymen (NEB) in einem Volumen von 20-50 µl durch-
geführt. Verdaute PCR Fragmente wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) aufgerei-
nigt, verdaute Plasmide zuerst über ein Agarosegel und anschließender Gel-Aufreinigung (siehe 5.3.3) 
extrahiert. 

5.3.2 Ligation und Transformation in E.coli

Mit Hilfe der T4 DNA Ligase (NEB) wurden DNA-Fragmente in linearisierten Vektoren ligiert. Hier-
bei wurden 50 ng verdauter, aufgereinigter Vektor mit verdautem DNA-Fragment in einem molaren 
Verhältnis von 1:3 mit 200 U T4 DNA Ligase und 1x T4 DNA Ligase Puffer in einem 10 µl Ansatz bei 
Raumtemperatur (RT) für 2 h inkubiert. Der gesamte Ligationsansatz wurde anschließend in 50 µl 
chemisch kompetente E.coli TOP10 transformiert. Dabei wurden die Bakterien zunächst für 30-60 
min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock für 90 sec bei 42°C wurden die Bakterien für weitere 
5-10 min auf Eis gelagert. Für die Ampicillin-Selektion wurden die Bakterien direkt auf LB-Platten 
(lysogeny broth)  mit Ampicillin (100 µg/ml) ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Bei ande-
ren Antibiotika-Resistenzen wurden die Bakterien vor dem Ausplattieren mit 500 µl LB-Medium für  
1 h bei 37°C leicht geschüttelt. Am nächsten Tag wurden 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden 
Antibiotikum (für Mini Präparation) oder 50 ml LB-Medium plus Antibiotikum (für Midi Präparation) mit 
einzelnen Kolonien inokuliert und über Nacht bei 37°C mit kontinuierlichem Schütteln inkubiert.

Für Retransformationen wurden nur 10-20 ng Plasmid mit dem oben beschriebenen Protokoll ver-
wendet.

5.3.3 Extraktion von Plasmid-DNA und Sequenzierung

Für die Extraktion von Plasmid DNA wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit oder das QIAfilter Plasmid 
Midi Kit (Qiagen) laut Herstellerangaben verwendet. Anschließend wurden 400-500 ng der aufgerei-
nigten DNA mit 2,5 µM des passenden Sequenzierprimers bei der Firma GATC Biotech AG (GATC 

Biotech AG, Konstanz, Deutschland; seit 2017: Eurofins Scientific SE, Luxemburg) sequenziert.

5.4 RNA-basierte Methoden

5.4.1 RNA Isolation

RNA-Extraktionen aus Zellen wurden mit TRIzol Reagenz (Thermo Fisher Scientific) laut den Angaben 
des Herstellers durchgeführt. Dabei wurden 0,5 ml TRIzol bei einer 6 cm Zellkulturschale verwendet, 
direkt auf die Zellen gegeben, die Zellen abgespült und in ein Reaktionsgefäß überführt. Nach ma-
ximal 5 min Inkubation wurden 120 µl Chloroform hinzugegeben, das Reaktionsgefäß invertiert und 
anschließend bei 21.000x G und 4°C für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Re-
aktionsgefäß überführt und mit 250 µl Isopropanol bei -20°C für mindestens 2 h gefällt.

Um RNA aus Flüssigkeiten zu extrahieren wurde die Probe mit dem gleichen Volumen an Roti®-Aqua-
P/C/I 25:24:1 (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 
vermischt, geschüttelt und für mindestens 15 min bei 21.000x G und 4°C zentrifugiert. Die wässrige, 
obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit dem gleichen Volumen (Vol) Chloro-
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form versetzt und erneut bei 21.000x G und 4°C für 15 min zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde 
wiederum in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die RNA mit 0,1x Vol NaOAc, 2 µl linearem 
Acrylamid und 2x Vol EtOH für mindestens 2 h bei -20°C präzipitiert. Die RNA wurde nach Inkubation 
durch Zentrifugation bei 21.000x G bei 4°C für 30 min gefällt. Die sedimentierte RNA wurde mit 80% 
EtOH gewaschen, erneut zentrifugiert, an der Luft getrocknet und in Nuklease-freiem Wasser (behan-
delt mit Diethyldicarbonat [DEPC]) resuspendiert.

5.4.2 DNAse Verdau für RNAseq Proben

Zur Vorbereitung für die Transkriptionsanalyse wurden die Proben mit TurboDNase (Thermo Fisher 
Scientific) verdaut. Dazu wurden, nach Aufreinigung mit TRIzol Reagenz, 10 µg der RNA in einem 50 µl 
 Ansatz mit 2 U TURBO DNase (Thermo Fisher Scientific) für 30 min bei 37°C verdaut, um die rest-
liche, kontaminierende DNA zu entfernen. Nach Inkubation wurde die RNA mit 0,1x Vol NaOAc, 2 µl 
linearem Acrylamid und 2x Vol EtOH präzipitiert und anschließend in 10 µl DEPC H2O resuspendiert.

5.4.3 Reverse Transkription

Für die Reverse Transkription wurde aufgereinigte RNA nach TRIzol-Extraktion verwendet. Dabei 
wurden 2,5 µg RNA für die Reaktion eingesetzt. Die RNA wurde mit 1 µl OligodT Primer (10 µM) ver-
mischt, mit DEPC H2O auf 13,5 µl aufgefüllt und bei 65°C für 5 min denaturiert. Nach Abkühlen wur-
den 4 µl 5x First Strand Puffer (FS; Thermo Fisher Scientific), 1 µl 0,1 M DTT, 1 µl dNTPS (10 µM) und 
0,5 µl SuperScript III (Thermo Fisher Scientific) zum Reaktionsansatz gegeben und für 1 h bei 50°C 
inkubiert. Durch Hitzeinaktivierung bei 85°C für 5 min wurde die Reaktion gestoppt. Durch optionale 
Zugabe von 1 µl RNase H (Thermo Fisher Scientific) und anschließender Inkubation für 20 min bei 
37°C konnte die RNA abgebaut werden.

5.4.4 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Für die qRT-PCR wurde RNA zunächst in cDNA revers transkribiert (siehe 5.4.3), und die cDNA 1:5 
mit Nuklease-freiem H2O verdünnt. Pro Ansatz wurden 10 µl SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-
Rad), 250 nM vorwärts und 250 nM reverse Primer und 1 µl cDNA (nach 1:5-Verdünnung) in 20 µl 
Endvolumen verwendet. Jede Probe wurde in technischen Triplikaten bestimmt. Die qRT-PCR wurde 
auf einem CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) laut EvaGreen Protokoll mit Enzy-
maktivierung bei 98°C für 1 min, Denaturierung bei 98°C für 5 sec und Annealing- sowie Elongati-
onsschritt bei 58°C für 15 sec mit 40 Zyklen durchgeführt. Nach der PCR wurde eine Schmelzkurve 
von 60-95°C mit Schritten von 0,5°C/5 sec gemessen. Die Analyse der Daten und die Berechnung 
der logarithmischen Veränderungen (log2FC)  wurden nach dem mathematischen Model nach Pfaffl 
(Pfaffl, 2001) durchgeführt. Die Werte wurden auf GAPDH normalisiert. Die verwendeten Primer sind 
in Tabelle 6.5 aufgelistet.

5.4.5 Polyacrylamid Harnstoff Gelelektrophorese für RNA und DNA

Zum Auftrennen und anschließender Aufreinigung kleiner RNA- und DNA-Moleküle wurden Po-
lyacrylamid (PAA) Harnstoff Gele verwendet. Dazu wurden Lösungen mit 7-8 M Harnstoff, 10-15% 
Polyacrylamid und 1x TBE in Nuklease-freiem Wasser hergestellt. Für das Gel wurden 40 ml der 
Lösung mit 300 µl 10% Ammoniumpersulfat (APS) und 30 µl Tetramethylethylendiamin (TEMED) für 
mindestens 1 h polymerisiert. Vor der Beladung wurde das Gel bei 250 V für etwa 30 min vorgewärmt 
und die Geltaschen zum Entfernen des überschüssigen Harnstoffs gespült. Die RNA und DNA wurde 
mit 2x Formaldehyd-Ladepuffer (2x FA) gemischt, für 90 sec bei 80°C erhitzt und in die Geltaschen 
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geladen. Die RNA/DNA wurden bei 15 W für 1,5-2 h auf den PAA Harnstoff-Gelen aufgetrennt. Die 
DNA nach PCR Amplifikation wurde nach der Zugabe von 2x FA-Puffer nicht erhitzt, sondern direkt 
in die Geltaschen geladen und bei 250 V getrennt. Die Gele wurden mit SYBR Gold (1:10.000 in 1x 
TBE-Puffer) für 3 min bei RT und leichtem Schütteln gefärbt und mit dem ChemiDoc Touch Imaging 
System (Bio-Rad) visualisiert. Die entsprechenden Gelbanden wurden ausgeschnitten und mit 400 µl  
RNA/DNA Gel Extraktionspuffer zunächst für 30 min in Trockeneis inkubiert. Anschließend wurde die 
RNA/DNA durch Schütteln bei RT über Nacht extrahiert und danach mit 2x Vol EtOH bei -80°C für 
mindestens 2 h gefällt.

Tabelle 5.3: Zusammensetzung 2x FA-Puffer

Puffer Zusammensetzung
2x FA-Puffer 90% (Volumen/Volumen [v/v]) Formamid; 10 mM EDTA (pH 8,0); 

Bromphenolblau; Xylencyanol

5.5 Biochemische Methoden

5.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Herstellung von Zell-Lysaten wurde entweder 1x unmodifizierter RIPA-Puffer (mit Proteinaseinhi-
bitor) oder, um den Zellkern ebenfalls zu lysieren, 1x modifizierter RIPA-Puffer (mit Proteinaseinhibitor) 
verwendet. Zellsedimente wurden mit dem entsprechenden Volumen an RIPA-Puffer resuspendiert, 
bei 4°C 20 min inkubiert und anschließend bei 4°C und 21.000x G für 10 min zentrifugiert. Um geno-
mische DNA zu entfernen wurde der Überstand bei Lyse mit 1x modifizierter RIPA-Puffer zusätzlich 
mit QIAshredder (Qiagen) durch 2 min Zentrifugation bei 21.000x G aufgereinigt. Die Proteinkonzen-
tration wurde mit dem DC™ Protein Assay (Bio-Rad) nach den Vorgaben des Herstellers bestimmt. 

Tabelle 5.4: Zusammensetzung RIPA-Puffer

Puffer Zusammensetzung
1x unmodifizierter 
RIPA-Puffer

50 mM Tris (pH 8,0); 150 mM NaCl; 1% (w/v), NP-40; 0,1% (w/v) SDS; 
0,5% (w/v) Natriumdeoxycholat

1x modifizierter  
RIPA-Puffer

20 mM Tris (pH 8,0); 150 mM NaCl; 1% (w/v), NP-40; 2% (w/v) SDS;  
5 mM EDTA

5.5.2 SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Proteine wurden 30-50 µg Lysat pro Tasche beladen und entweder mit einem 
6% oder 10% Polyacrylamid Gel aufgetrennt. Dazu wurde das Lysat mit 2x Laemmli Puffer versetzt 
und bei 95°C für 5 min aufgekocht. Die Gelelektrophorese wurde bei 100 V im Bereich des Sammel-
gels und anschließend bei 120 V im Bereich des Trenngels mit 1x SDS-Laufpuffer durchgeführt. 
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Tabelle 5.5: Zusammensetzung der SDS-PAGE Komponenten

Gel/Puffer Zusammensetzung
SDS-PAGE 
Sammelgel

5% (w/v) Acrylamid/Bis-Acrylamid Lösung (37,5:1); 125 mM Tris (pH 6,8); 
0,1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) APS; 0,05% (v/v) TEMED

SDS-PAGE Trenngel 6-10% (w/v) Acrylamid/Bis-Acrylamid Lösung (37,5:1); 375 mM Tris (pH 
8,8); 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) APS; 0,05% (v/v) TEMED

2x Laemmli Puffer 100 mM Tris (pH 6,8); 2% (w/v) SDS; 20% (w/v) Glycerol; 0,2 M DTT; 
Bromphenolblau

1x SDS-Laufpuffer 25 mM Tris; 0,2 M Glycin; 0,1% (w/v) SDS

5.5.3 Western Blot

Nach SDS-PAGE wurden die Protein zur weiteren Detektion auf eine Nitrocellulose Membran 
(Amersham™ Protran® Premium 0.45 NC, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) übertragen. Dazu 
wurden die Membran und sechs Whatman Papiere (Whatman 3MM Blotting papers; GE Healthcare) 
vorbereitet und in Transferpuffer (Bio-Rad) eingeweicht. Drei Whatman Papiere, die Membran, das 
Gel und die weiteren drei Whatman Papiere wurden von Anode nach Kathode laut Anleitung über-
einander gelegt und mit dem Trans-Blot® Turbo™ Blotting System (Bio-Rad) bei konstanten 1 mA 
für 30 min geblottet. Die Membran wurde anschließend in TBS-T mit 3% BSA für 1 h bei RT unter 
leichtem Schütteln geblockt. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde die Membran mit dem 
Primärantikörper (siehe Tabelle 6.9) in der entsprechenden Verdünnung in TBS-T mit 5% Milch (Carl 
Roth) für 2 h bei RT oder üN bei 4°C unter ständigem Schütteln inkubiert. Die Membran wurde wie-
derum dreimal mit TBS-T gewaschen und mit einem passenden Zweitantikörper (1:10.000 verdünnt in 
TBS-T mit 5% Milch; siehe 6.7) für 1 h bei RT unter leichtem Schütteln inkubiert. Daraufhin wurde die 
Membran zweimal mit TBS-T sowie TBS gewaschen. Die Proteine wurden mit dem Clarity Western 
ECL Substrate (Bio-Rad) laut Herstellerangaben detektiert und auf dem ChemiDoc™ Touch Imaging 
System (Bio-Rad) visualisiert.

Bei Mehrfachdetektion wurde die Membran mit TBS gewaschen und anschließend zweimal für  
10 min bei RT unter Schütteln in Stripping Puffer inkubiert. Die so behandelte Membran konnte für die 
Detektion weiterer Proteine verwendet werden.

Tabelle 5.6: Zusammensetzung Stripping Puffer

Puffer Zusammensetzung
Stripping Puffer 0,2 M Glycin; 0,1% (w/v) SDS; 1% (v/v) Tween20; pH 2,2

5.6 Ribosome Profiling

HEK293- oder LN308-Zellen wurden für die entsprechenden Zeitpunkte unbehandelt oder mit  
2,5 µg/ml TM bzw. 200 nM TH (beide Sigma-Aldrich) behandelt und bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
Anschließend wurde die Translation der mRNA durch Zugabe von 100 µg/ml Cycloheximid (CHX; 
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Sigma-Aldrich) und 5-minütiger Inkubation gestoppt. Für die Ernte bei 4°C wurden das Medium ab-
gesaugt, die Zellen mit PBS + CHX gewaschen und mit einem Zellspatel von der Zellkulturschalen 
abgeschabt. Nach Zentrifugation bei 4°C und 1.500x G für 5 min wurde der Überstand abgesaugt 
und das Zellsediment bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Die Zellen einer 15 cm Zell-
kulturschale wurden mit 300 µl hypotonischem Lysepuffer resuspendiert und 20 min auf Eis inku-
biert. Nach einer Zentrifugation für 10 min bei 4°C und 21.000x G wurde die RNA-Konzentration des 
Lysats mittels NanoDrop-Messung bestimmt. 

Für den weiteren Verlauf der Gradienten wurden 200-300 µg RNA in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und mit 0,2 U RNase I / 1 µg RNA (Thermo Fisher Scientific) für 15 min bei 25°C (HEK293) 
oder 0,175 U RNase I / 1 µg RNA bei 4°C (LN308) verdaut. Eine Probe ohne RNase I diente als Kon-
trolle des Verdaus. Nach Inkubation wurde die Reaktion durch die Zugabe von 100 U SuperaseIn 
(Thermo Fisher Scientific) gestoppt. Die Proben wurden anschließend auf 12 ml 10%-50% Sucro-
se-Gradienten, welche mit Hilfe des 107 Gradient Master IP (BioComp Instruments, Fredericton, 
Kanada) hergestellt wurden, vorsichtig geschichtet. In einem SW-41 Rotor wurden die Proben für  
3 h bei 35.000 rpm in der Optima™ LE-80K Ultracentrifuge (Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, 
USA) und 4°C ultrazentrifugiert.

Mittels des ÄKTA FPLC Systems (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) wurden die ribosomalen 
Untereinheiten von den Monosomen- und Polysomen-Fraktionen getrennt. Durch die Unterschich-
tung mit einer 60%igen Sucrose-Lösung bei einer Flussrate von 0,5 ml/min wurden die Gradien-
ten beginnend mit dem niedrigsten Zuckergehalt fraktioniert. Die RNA der Monosomen-Fraktionen 
nach RNase I Verdau wurden anschließend mittels Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1; P/C/I) 
aufgereinigt. Zunächst wurden die Fraktionen 1:1 mit DEPC behandeltem H2O verdünnt, um einen 
Phasenwechsel zu vermeiden. Die Proben wurden mit 1x Vol P/C/I vermischt und bei 21.000x G und 
4°C für mindestens 20 min zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt, mit dem gleichen Volumen Chloroform gemischt und wiederum bei 21.000x G und 4°C für 
20 min zentrifugiert. Erneut wurde die wässrige Phase in ein neues Gefäß überführt und die RNA mit 
0,1x Vol 3 M NaOAc (pH 5,2), 2,5 µl GlycoBlue und 2x Vol 100% EtOH bei 80°C über Nacht gefällt.

Die aufgereinigte RNA wurde anschließend bei 21.000x G und 4°C für mindestens 30 min zentrifu-
giert, mit 80% EtOH gewaschen und in 30 µl DEPC H2O resuspendiert. Nach Zugabe von 30 µl 2x 
FA Puffer und Denaturierung bei 80°C für 90 sec wurde die RNA auf einem 15% PAA 8 M Harnstoff 
TBE-Gel bei 15 W aufgetrennt (siehe 5.4.5). Die Banden wurden mit SYBR Gold (1:10.000 in 1x TBE 
Puffer) für 3 min bei leichtem Schütteln detektiert und mit dem ChemiDoc Touch Imaging System 
(Bio-Rad) entwickelt. Die vom Ribosom geschützten RNA Fragmente der Länge 27 nt – 33 nt wur-
den aus dem Gel geschnitten und mit 400 µl RNA Extraktionspuffer aufgereinigt. Dabei wurden die 
Gelausschnitte zunächst für 30 min auf Trockeneis und anschließend über Nacht bei RT unter leich-
tem Schütteln inkubiert. Daraufhin wurde die RNA in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit  
2,5 µl GlycoBlue und 2x Vol 100% EtOH bei -80°C über Nacht gefällt.

Nach Fällung wie oben beschrieben wurde die RNA in 43 µl DEPC H2O resuspendiert und bei 80°C 
für 90 sec denaturiert. Mit 5 µl 10x PNK (Polynukleotidkinase) Puffer und 20 U T4 PNK (NEB) wurde 
die RNA bei 37°C für 1 h dephosphoryliert. Zur erneuten Präzipitation der RNA wurden 150 µl DEPC 
H2O, 0,1x Vol 3 M NaOAc (pH 5,2), 2,5 µl GlycoBlue und 2x Vol 100% EtOH zum Reaktionsansatz 
pipettiert und bei -80°C für mindestens 2 h inkubiert. Die dephosphorylierte RNA wurde nach Fäl-
lung in 10,3 µl DEPC H2O resuspendiert und abermals 90 sec bei 80°C denaturiert. Für die Ligation 
wurden 6 µl PEG4000 (Thermo Fisher Scientific), 2 µl DMSO, 2,2 µl 10x RNA Ligase Puffer (Thermo 
Fisher Scientific), 0,5 µl Universal miRNA Cloning Linker (NEB, 100 µM) und 1 µl T4 RNA Ligase 2 
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truncated zur RNA hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde über Nacht bei 4°C und anschließend 
für 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Überprüfung der Ligation wurde die RNA auf einem 15% PAA 8 M 
Harnstoff TBE-Gel bei 15 W aufgetrennt. Mit SYBR Gold wurde die RNA detektiert, das Ligations-
produkt bei einer Größe von ~50 nt ausgeschnitten und die RNA aufgereinigt.

Nach Ligation wurde die RNA in 12,7 µl DEPC H2O resuspendiert. Nach Zugabe von 0,3 µl Reverse 
Transkriptase Oligo (100µM, Sequenz siehe Tabelle 6.7) wurde die Probe über 5 min bei 65°C dena-
turiert und anschließend kurz auf Eis abgekühlt. Der Reaktionsansatz wurde dann mit 4 µl 5x First 
Strand (FS) Puffer, 1 µl dNTPS (10 mM), 1 µl DTT (100 mM) und 1 µl SuperScript III (Thermo Fisher 
Scientific) vermischt und bei 50°C für 1 h inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde mit 2x FA Puffer 
versetzt und auf einem 10% PAA 7 M Urea TBE-Gel bei 15 W aufgetrennt. Die revers transkribierte 
DNA mit einer Größe von ~140 nt wurde nach Färbung mit SYBR Gold aus dem Gel ausgeschnitten 
und mit DNA Gel Extraktion Puffer aufgereinigt. Durch alkalische Hydrolyse mit 0,1x Vol 1 M NaOH für  
20 min bei 95°C wurden die RNA-Stränge abgebaut. Zur Fällung der DNA wurden wie bei der RNA-Fäl-
lung 2,5 µl GlycoBlue und 2x Vol 100% EtOH verwendet und bei -80°C für mindestens 2 h inkubiert.

Die kontaminierenden Sequenzen aus ribosomaler RNA wurden im nächsten Schritt depletiert. Dazu 
wurde die DNA in 8 µl DEPC H2O resuspendiert und mit 1 µl SSC (20x) und 1 µl biotinylierten De-
pletionsoligos (Mix 1, PD Oligos 1-11 Bio, Tabelle 6.7) gemischt. Nach Denaturierung bei 95°C für  
90 sec wurde die Probe bei 25°C für 20 min zur Hybridisierung der komplementären Stränge inku-
biert. Zur Reaktion wurden 10 µl Streptavidin-gekoppelte Magnetic Beads (NEB), die zuvor dreimal 
in 2x Wasch/Bindepuffer gewaschen und anschließend resuspendiert wurden, zugegeben und bei 
25°C und 400 rpm im Thermomixer® comfort (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) für weitere 20 
min gemischt. Die Beads wurden mit einem Magnet für 1 min getrennt. Das Eluat wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und analog zur oben beschriebenen ersten rRNA Depletion durch 2 weitere 
Depletionsschritte, erneut mit Depletionsoligo-Mix 1 und anschließend mit Depletionsoligo-Mix 2 (PD 
Oligos 12-15 Bio, Tabelle 6.7), depletiert. Im Anschluss wurde die DNA mit H2O auf 200 µl aufgefüllt 
und mit 0,1x Vol 3 M NaOAc (pH 5,2), 2,5 µl GlycoBlue und 2x Vol 100% EtOH gefällt.

Nach Fällung wurde die DNA in 15 µl DEPC H2O resuspendiert und 2 µl 10x CircLigase II Puffer, 1 µl 
25 mM MnCl2, 1 µl 1 mM ATP und 1 µl CircLigase II ssDNA Ligase (Epicentre, Madison, Wisconsin, 
USA; 100 U/µl) zugegeben. Für die Zirkularisierung wurde der Reaktionsansatz bei 60°C für 60 min 
inkubiert und anschließend bei 80°C für 10 min hitzeinaktiviert. Nachträglich wurde nochmals 1 µl 
CircLigase II ssDNA Ligase zugegeben sowie die Reaktion erneut bei 60°C für 60 min und 80°C für 
10 min inkubiert.

Für die Amplifikation wurde per PCR 0,5 µl zirkularisierte DNA eingesetzt. Zur DNA wurden 2 µl 
10x Taq DNA Polymerase Puffer (NEB), 0,5 µl 10mM dNTPs, 0,1 µl 100 µM D5 Oligo Primer, 0,1 µl 
100 µM TrueSeq P7 Index Primer (siehe Tabelle 6.7) und 0,3 µl Taq DNA Polymerase (NEB, 5 U/µl) 
in einem 20 µl Ansatz eingesetzt. Die PCR wurde mit einer anfänglichen Denaturierung für 30 sec 
bei 95°C und anschließenden 10-18 Zyklen mit 20 sec Denaturierung bei 95°C, 20 sec Annealing 
bei 60°C und 20 sec Elongation bei 68°C durchgeführt. Nach einer finalen Elongation für 2 min bei 
68°C wurde die DNA auf einem 10% PAA 7 M Urea TBE-Gel bei 250 V für etwa 4 h aufgetrennt. Die 
erwartete Größe der DNA der Library von ~180 nt wurde aus dem Gel heraus geschnitten und wie 
zuvor beschrieben aufgereinigt sowie präzipitiert. Anschließend wurde die DNA in H2O resuspen-
diert. Analysiert wurde sie mittels einem Qubit HS dsDNA Assay (Qubit 2.0 Fluorometer, Thermo 
Fisher Scientific) und entweder einem Bioanalyzer (HS DNA, 2100 Bioanalyzer Instrument; Agilent 
Technologies, Inc., Santa Clara, USA) oder einer TapeStation (HS D1000, TapeStation 4200, Agilent 
Technologies). Alle Analysen erfolgten gemäß den Anweisungen der Hersteller.
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5.7 Massenspektrometrie

Im Folgenden sind die Arbeiten zur Generierung der Proteomics-Daten dargestellt. Diese Arbeiten 
wurden zum Großteil von Din Lien Chi Nguyen (ISAS; Dortmund) unter Leitung von Dr. Robert Ah-
rends (ISAS, Dortmund) durchgeführt.

5.7.1 Präparation der Proben für Massenspektrometrie (MS)

Für die Analyse des Proteoms wurden jeweils biologische Triplikate verwendet. LN308- oder 
HEK293-Zellen wurden wie zuvor beschrieben mit TM (2,5 µg/ml) oder TH (200 nM) für 6 h, 16 h 
oder 24 h behandelt. Nach Lyse der Zellen in 50-200 µl Lysepuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl 
(pH 7,8), 1% SDS, 1x cOmplete™; Sigma-Aldrich) wurden 1 µl Benzonase® Nuclease (Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland) und 1 µl 1 M MgCl2 pro 300 µl Volumen zu den Lysaten gegeben. Nach 
Inkubation bei 37°C für 30 min wurden die Zelltrümmer durch Zentrifugation für 30 min bei 18.000x G  
und 4°C abgetrennt. Nach Ermittlung der Proteinkonzentration (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Ther-
mo Fisher Scientific) wurden freie Sulfhydrylgruppen mit 30 mM Iodoacetamide (Sigma-Aldrich) für 
30 min bei 25°C im Dunkeln alkyliert. Die Proben wurden mittels proteolytischem Verdau und ei-
nem Präparationsprotokoll mit Filtern weiter aufgereinigt. Anschließend wurden die Proteinproben in 
SDS-Puffer gelöst und die SDS Konzentration durch Verdünnen mit Harnstoff Puffer (8 M Harnstoff in 
100 mM Tris-HCl pH 8,5) auf weniger als 0,2% reduziert. Die Proteine wurden mit einer Pall Nanosep 
Zentrifugeneinheit (Pall Corporation, Port Washington, New York, USA) und einer 30 kDa moleku-
laren Ausschluss-Größe bei 13 500x G bei 25°C aufgereinigt. Dafür wurde die Membran mit 100 µl 
Harnstoff Puffer vor Anwendung equilibriert. Nach viermaligem Waschen mit 100 µl Harnstoff Puffer 
wurde die Membran mit 100 µl 50 mM NH4HCO3 (pH 7,8) dreimal gewaschen. Für den enzymatischen 
Verdau wurde Trypsin (Trypsin Gold, Promega) in einem Verhältnis von 1:25 (Gewicht/Gewicht [w/w], 
Protease zu Substrat) in 100 µl Puffer (0,2 M Guanidin-HCl, 2 mM CaCl2, 50 mM NH4HCO3 [ph7,8]) 
verwendet und die Proben bei 37°C für maximal 15 h inkubiert. Die verdauten Proteine wurden durch 
Zentrifugation in 25 mM NH4HCO3 (pH7,8) bei 200 µl finalem Volumen gesammelt und mit 10 µl 10% 
Trifluoressigsäure (TFA) versetzt. Die Effizienz des Verdaus wurde mit der monolithischen Umkehr-
phasentrennung (Burkhart et al., 2012) überprüft. Die Peptide wurden abschließend bei -80°C bis zur 
weiteren Analyse gelagert.

5.7.2 Liquid-Chromatographie-MS/MS (LC-MS/MS) Analyse

Pro Ansatz wurde 1 µg Peptid auf ein Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid Chromatography (RSLC) 
nano System mit einem gekoppelten Q Exactive Plus Massenspektrometer (beide Thermo Fisher 
Scientific) geladen. Die Peptide wurden mit einer vorgeschalteten Säule (Acclaim C18 PepMap100, 
100 µm 2cm, Thermo Fisher Scientific) mit 0,1% TFA bei einer Flussrate von 20 µl/min gesammelt. 
Anschließend wurden die Peptide mit einer Umkehrphasensäule (Acclaim C18 PepMap100, 75 µm 50 
cm, Thermo Fisher Scientific) unter Benutzung eines binären Gradienten (A: 0,1% Ameisensäure; B: 
84% Acetonitril + 0,1% Ameisensäure) bei einer Flussrate von 250 nl/min getrennt. Der lineare Gradient 
wurde von 3 auf 42% für 180 min bei konstanter Flussgeschwindigkeit von 250 nl/min durchgeführt. 
Für die Analyse wurden die MS Scans bei einer Auflösung von 70.000 Halbwertsbreite, ein Zielwert 
von 3x106 und einer maximalen Injektionszeit von 120 ms generiert. Daten-abhängige MS Scans 
wurden mit kollisionsinduzierter Dissoziation der 15 abundantesten Ionen (Top 15) bei normalisierter 
Kollisionsenergie von 27%, Auflösung von 17.500 Halbwertsbreite, Isolationsfenster von 1,2 m/z, Ziel-
wert von 5x104 und einer maximalen Injektionszeit von 250 msec gesammelt. Nur Vorläuferionen mit 
einer Ladung zwischen 2 und 4 wurden fragmentiert.
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5.8 Quantifizierung und statistische Analyse

Die statistischen Analysen der Multi-Omics Ansätze wurden durch Dr. Grischa Tödt (EMBL, Heidel-
berg) und Dr. Canan Has (ISAS, Dortmund) durchgeführt.

5.8.1 RNA-Seq und Ribosome Profiling Analyse 

Für die statistische Datenanalyse wurden die Programme R (R_Core_Team 2019) und Python (Py-
thon_Core_Team 2019) verwendet. Nach dem Demultiplexen der Sequenzen wurden die Adapter mit 
Trimmomatic Version 0.38 abgeschnitten (Bolger et al., 2014). Daraufhin wurden die Sequenzen mit 
dem RNA-seq Aligner STAR  Version 2.5.4b an die Referenzannotation GENCODE   des humanen 
Genoms (GRCh38.primary_assembly, gencode.v26.annotation) ausgerichtet (Dobin et al., 2013, Fran-
kish et al., 2019). Die Quantifizierungen der Genexpressionsstärke wurden mittels HTSeq (Anders et 
al., 2015) durchgeführt. Für die Zählung der Rohdaten der RNA-Sequenzierung sowie für die Berech-
nung der Veränderungen wurde die DESeq2 Methode verwendet (Love et al., 2014). Die Mengen der 
ribosomalen Beladung aus den Daten der RNA-Sequenzierung und des Ribosome Profiling wurden 
mittels RiboDiff analysiert (Zhong et al., 2017). Für die Gene Ontology (GO)-basierte, funktionelle Ana-
lyse der Daten wurden die Programme DAVID oder Panther verwendet (Dennis et al., 2003, Mi and 
Thomas, 2009).

5.8.2 Ungelabelte MS Datenanalyse

Für die Datenanalyse wurde die Progenesis QI for Proteomics Software (Version 3.0 NonLinear Dyna-
mics) verwendet. Die Identifikation der Peptide wurde mit den zwei Suchalgorithmen X!Tandem (Craig 
and Beavis, 2004) mit dem SearchGUI Interface Version 2.5.0 (Vaudel et al., 2011) und Mascot 2.4 
(Matrix Science) durchgeführt. Die humane UniProt Datenbank (Heruntergeladen am 22.07.2015) wur-
de mit folgenden Parametern verwendet: Trypsin als Protease (maximal 2 verpasste proteolytische 
Spaltungen), Carbamidomethylierung an Cystein als festgesetzte Modifikation, Oxidation an Methio-
nin als variable Modifikation, 10 ppm als MS1 Toleranz und 0,02 Da als MS2 Toleranz. Um die Sucher-
gebnisse von X!Tandem und Mascot 2.4 zu kombinieren wurde PeptideShaker Version 1.9.0 (Vaudel 
et al., 2015) mit einer Fehlerquote der Befunde von 1% verwendet. Für die abschließende Analyse 
wurden nur Proteine in Betracht gezogen, die durch mindestens zwei eindeutige Peptide identifiziert 
wurden. Die R Version 3.3.1 (Codename „Bug in Your Hair“) wurde für die statistische Analyse ge-
nutzt. Die Berechnung und Datenformatierung wurde mit dem R Package reshape2 durchgeführt. Die 
Packages ggplot2 und gridExtra wurden für die graphischen Darstellungen verwendet. Die P-Werte 
wurden mit dem funktionalen t-Test (Student’s t-test, zwei Stichproben, gleiche Varianz, Konfidenzni-
veau 95%) berechnet. Proteine wurden als unterschiedlich reguliert betrachtet, wenn P<0,05 und die 
Änderung größer als die mediane Änderung plus der doppelten Standardabweichung (hochreguliert) 
oder wenn die Änderung niedriger als die mediane Änderung minus der doppelten Standardabwei-
chung (herunterreguliert) war.
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6. Material
6.1 Verbrauchsmaterial, Chemikalien und Enzyme

Verbrauchs- und andere Plastikwaren wurden von den Firmen Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland), Greiner Bio-One International GmbH (Kremsmünster, Österreich), Beckman Coulter  
(Brea, Kalifornien, USA) und GE Healthcare (Chicago, Illinois, USA) erworben. Von der Schott AG 
(Mainz, Deutschland) und VWR International (Radnor, Pennsylvania, USA) stammten die Glaswaren.

Die gängigen, für diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Unternehmen Carl Roth 
GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland), Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, Kalifornien, USA), 
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), Sigma-Aldrich (St.Louis, Missouri, USA), Promega Corpora-
tion (Fitchburg, Wisconsin, USA) und AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Die ver-
wendeten Enzyme, falls nicht anders angegeben, DNA- und RNA-Leitern sowie Protein Größenstan-
dards zur Komigration wurden von Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, USA), 
New England Biolabs Inc. (Ipswich, Massachusetts, USA) und Epicentre (Madison, Wisconsin, USA) 
erworben. 

DNA Oligonukleotide wurden von Thermo Fisher Scientific, Metabion International AG (Planegg/Stein-
kirchen, Deutschland) und Integrated DNA Technologies, Inc. (Coralville, Iowa, USA)  bezogen.

6.2 Kits und fertige Lösungen

Tabelle 6.1: Auflistung der fertigen Kits und Lösungen sowie deren Hersteller

Kit/Lösung Hersteller
30% Acrylamide/Bis Solution, 19:1 Bio-Rad Laboratories
30% Acrylamide/Bis Solution, 37.5:1 Bio-Rad Laboratories
40% Acrylamide/Bis Solution, 19:1 Bio-Rad Laboratories
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation 
Assay (MTS)

Bio-Rad Laboratories

Clarity™ Western ECL Blotting Substrate Bio-Rad Laboratories
DC™ Protein Assay Bio-Rad Laboratories
Lipofectamine® 2000 Thermo Fisher Scientific Inc.
QIAfilter Plasmid Midi Kit Qiagen N.V. (Venlo, Niederlande)
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen N.V.
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen N.V.
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen N.V.
QIAshredder Qiagen N.V.
Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Carl Roth GmbH + Co. KG
SsoFast™ EvaGreen® Supermix Bio-Rad Laboratories, Inc.
SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain Thermo Fisher Scientific Inc.
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Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini Nitrocellulose Transfer Kit Bio-Rad Laboratories, Inc.
TRIzol Reagent Thermo Fisher Scientific Inc.

6.3 Puffer und Lösungen

Tabelle 6.2: Auflistung der verwendeten, selbstgemachten Puffer und Lösungen und die Zusammensetzung

Puffer/Lösung Zusammensetzung
DNA Gel Extraktionspuffer 0,3 M NaCl; 1 mM EDTA (pH 8,0); 10 mM Tris (pH 8,0)
2x FA-Puffer 90% (v/v) Formamid; 10 mM EDTA (pH 8,0); Bromphenolblau; 

Xylencyanol
2x Laemmli Puffer 100 mM Tris (pH 6,8); 2% (w/v) SDS; 20% (w/v) Glycerol;  

0,2 M DTT; Bromphenolblau
LB Medium 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 1% (w/v) NaCl; pH 7,5
LB Platten 1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 1% (w/v) NaCl;  

1,5% (w/v) Agar-Agar; pH 7,5
Hypotonischer Lysepuffer 5 mM Tris (pH 7,4); 1,5 mM KCl; 5 mM MgCl2; 0,5% (v/v) Triton 

X-100; 0,5% (w/v) Na-Deoxycholate; 100 µg/ml Cycloheximid;  
1x RNasin; 1x Protease-Inhibitor cOmplete™

Lysepuffer MS 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl (pH 7,8), 1% SDS, 1x cOmplete™
1x PBS 130 mM NaCl; 774 mM Na2HPO4; 226 mM NaH2HPO4

1x modifizierter RIPA-Puffer 20 mM Tris (pH 8,0); 150 mM NaCl; 1%(w/v) NP-40; 2% (w/v) SDS;  
5 mM EDTA

1x unmodifizierter RIPA-
Puffer

50 mM Tris (pH 8,0); 150 mM NaCl; 1% (w/v) NP-40;  
0,1% (w/v) SDS; 0,5% (w/v) Natriumdeoxycholat

RNA Gel Extraktionspuffer 0,3 M Natriumacetat; 1 mM EDTA (pH 8,0); 0,25% (w/v) SDS
SDS-PAGE Sammelgel 5% (w/v) Acrylamid/Bis-Acrylamid Lösung (37,5:1); 125 mM Tris (pH 

6,8); 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) APS; 0,05% (v/v) TEMED 
SDS-PAGE Trenngel 6-10% (w/v) Acrylamid/Bis-Acrylamid Lösung (37,5:1); 375 mM Tris 

(pH 8,8); 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) APS; 0,05% (v/v) TEMED
1x SDS-Laufpuffer 25 mM Tris; 0,2 M Glycin; 0,1% (w/v) SDS
Stripping Puffer 0,2 M Glycin; 0,1% (w/v) SDS; 1% (v/v) Tween20; pH 2,2
Sucrose-Lösung (10%) 10% (w/v) Sucrose; 20 mM Tris (pH 7,4); 150 mM NaCl;  

5 mM MgCl2; 1 mM DTT; 100 µg/ml Cycloheximid
Sucrose-Lösung (50%) 50% (w/v) Sucrose; 20 mM Tris (pH 7,4); 150 mM NaCl;  

5 mM MgCl2; 1 mM DTT; 100 µg/ml Cycloheximid
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Sucrose-Lösung (60%) 60% (w/v) Sucrose; 60 mM Tris (pH 7,4); 450 mM NaCl; 15 mM 
MgCl2

20x SSC 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0
1x TBE 89 mM Tris (pH 8,3); 89 mM Borsäure; 2,5 mM EDTA
1X TBS 10 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NaCl
1x TBS-T 10 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NaCl; 0,05% (v/v) Tween 20
Verdau-Puffer MS 0,2 M Guanidin-HCl, 2 mM CaCl2, 50 mM NH4HCO3 (ph 7,8)
2x Wasch/Bindepuffer 2 M NaCl, 1 mM EDTA (pH 8,0); 5 mM Tris (pH 7,4); 0,2% (v/v) Triton 

X-100

6.4 Laborausstattung

Tabelle 6.3: Auflistung der benutzten Laborgeräte und deren Hersteller

Gerät Hersteller
Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Inc.
4200 TapeStation System Agilent Technologies
ÄKTApurifier™ system GE Healthcare
Centrifuge 5424 Eppendorf AG
Centrifuge 5424 R Eppendorf AG
Zentrifuge Avanti J-20 XP Beckman Coulter Diagnostics
Optima™ LE-80K Ultracentrifuge Beckman Coulter Diagnostics
Heraeus Megafuge 40R Thermo Fisher Scientific 
CO2 Inkubator HeraCell™ 240i Thermo Fisher Scientific 
ChemiDoc Touch Imaging System Bio-Rad Laboratories

Mikroplattenleser Mithras LB940
Berthold Technologies 
(Bad Wildbad, Deutschland)

PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad Laboratories
Consort™ Elektrophorese Netzgerät EV233 Consort bvba (Turnhout, Belgien)
Consort™ Elektrophorese Netzgerät EV233 Consort bvba (Turnhout, Belgien)
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System Bio-Rad Laboratories
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Bio-Rad Laboratories
T100™ Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories
Thermomixer® comfort Eppendorf AG
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Model 107 Gradient Master IP BioComp Instruments

Shaker DRS-12
neoLab Migge GmbH 
(Heidelberg, Deutschland)

HeraSafe™ KS Thermo Fisher Scientific
Ultrospec 3300pro GE Healthcare

6.5 DNA Oligonukleotide

6.5.1 DNA Oligonukleotide für Klonierungen und Mutagenese

Tabelle 6.4: Auflistung der DNA Oligonukleotide für die molekulare Klonierung mit Angabe des Restriktionsenzyms

Name Sequenz 5’ -> 3’
ATF4 for SbfI GCTAGACCTGCAGGCATGACCGAAATGAGCTTCCTGA GC
ATF4 rev NotI CGTAATGCGGCCGCCTAGGGGACCCTTTTCTTCCC
XBP1s for SbfI CGATCGCCTGCAGGTATGGTGGTGGTGGCAGCCGC
XBP1s rev NotI CGTCATGCGGCCGCTTAGACACTAATCAGCTGGGG
ATF6f for SbfI CGACTACCTGCAGGAATGGGGGAGCCGGCTGGGGTT GC
ATF6f rev NotI CGTCTAGCGGCCGCCTAGTTCTCTGACACAACTTCAT CCAGC
eIF2α for SbfI GCGGGAATCACACACACCTGCAGGAATGCCGGGTC
eIF2α rev BamHI ACAGCCGGATCCCGCTGCTCTGTGTTCCTTAAATTG
eIF2α S51A for TCTTAGTGAATTAGCCAGAAGGCGTATCCG
eIF2α S51A rev CGGATACGCCTTCTGGCTAATTCACTAAGA
eIF2α S51D for TCTTAGTGAATTAGACAGAAGGCGTATCCG
eIF2α S51D rev CGGATACGCCTTCTGTCTAATTCACTAAGA

6.5.2 DNA Oligonukleotide für qRT-PCR und Splicing

Tabelle 6.5: Auflistung der DNA Oligonukleotide für qRT-PCR Versuche und Splicing von XBP1 mit Angabe des Restrik-
tionsenzyms

Name Sequenz 5’->3‘
GAPDH for GGTCTCCTCTGACTTCAACA
GAPDH rev AGCCAAATTCGTTGTCATAC
MTHFD2 for CTTGTTCAGTTGCCTCTTCC
MTHFD2 rev CCACACACCCCATGGAGTAGCC
SHMT2 for TCAATGTCCAGCCCTACTCC
SHMT2 rev GCTTGACGTCAGACATGTAGC
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SLFN5 for CAACCGTGTGAGACAATTGC
SLFN5 rev GCTGCTCTTTCAGACATTCC
XBP1 for CCTGGTTGCTGAAGAGGAGG
XBP1 rev CCATGGGGAGATGTTCTGGAG

6.5.3 DNA Oligonukleotide für Sequenzierungen

Tabelle 6.6: Auflistung der DNA Oligonukleotide für Sequenzierungen

Name Sequenz 5’->3‘
CMV for CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
BGH rev TAGAAGGCACAGTCGAGG

6.5.4 DNA Oligonukleotide für Ribosome Profiling Library Präparation

Die nachfolgenden Oligonukleotide wurden zur Herstellung der Ribosome Profiling Libraries verwen-
det. Die Depletionsoligos PD Oligo 1 Bio bis PD Oligo 11 Bio wurden als Depletionsoligos-Mix 1, PD 
Oligo 12 Bio bis PD Oligo 15 als Mix 2 bezeichnet.

Tabelle 6.7: Auflistung der DNA Oligonukleotide bei der Herstellung der Ribosome Profiling Libraries. 
Diese Tabelle beinhaltet DNA Oligonukleotide für die Reverse Transkription, die rRNA Depletion und die DNA Amplifikation

Name Sequenz 5’ –> 3’
D5 PCR Oligo AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTCTTTC 

CCTACACGACGCTCTTCCG
PD Oligo 1 Bio 5’Biotin-GGGGGGATGCGTGCATTTATCAGATCA
PD Oligo 2 Bio 5’Biotin-TTGGTGACTCTAGATAACCTCGGGCCGATCG CACG
PD Oligo 3 Bio 5’Biotin-GAGCCGCCTGGATACCGCAGCTAGGAATAAT GGAAT
PD Oligo 4 Bio 5’Biotin-TCGTGGGGGGCCCAAGTCCTTCTGATCGAGG CCC
PD Oligo 5 Bio 5’Biotin-GCACTCGCCGAATCCCGGGGCCGAGGGAGC GA
PD Oligo 6 Bio 5’Biotin-GGGGCCGGGCCACCCCTCCCACGGCGCG
PD Oligo 7 Bio 5’Biotin-CCCAGTGCGCCCCGGGCGTCGTCGCGCCGTCGGGTCCCGGG
PD Oligo 8 Bio 5’Biotin-AGGGGCTCTCGCTTCTGGCGCCAAGCGT
PD Oligo 9 Bio 5’Biotin-GAGCCTCGGTTGGCCTCGGATAGCCGGTCCC CCGC
PD Oligo 10 Bio 5’Biotin-TCGCTGCGATCTATTGAAAGTCAGCCCTCGA CACA
PD Oligo 11 Bio 5’Biotin-TCCTCCCGGGGCTACGCCTGTCTGAGCGTCG CT
PD Oligo 12 Bio 5’Biotin-AACCCGGCGGCGGGTCCGGCCGTGTCGGC
PD Oligo 13 Bio 5’Biotin-CTCGCCGGCCGAGGTGGGATCCCGAGG
PD Oligo 14 Bio 5’Biotin-TCTCGCTTCTGGCGCCAAGCGCCCGCCCG
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PD Oligo 15 Bio 5’Biotin-ATTGAAAGTCAGCCCTCGACACAAGGGTTT
RT Oligo Primer 5’Phospho-AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGA/ Int/ Spacer18/ 

CACTCA/ IntSpacer18/GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC 
CGATCTNNNNNNATTGATGGTGCCTACAG

TruSeq P7 Index 4 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACT 
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCC

TruSeq P7 Index 6 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACT 
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCC

TruSeq P7 Index 
12

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACT 
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCC

TruSeq P7 Index 
24

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTACCGTGACT 
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCC

TruSeq P7 Index 
31

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCGTGGTGACT 
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCC

TruSeq P7 Index 
37

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTCCGGTGACT 
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCC

TruSeq P7 Index 
42

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGATTAGTGACT 
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCC

TruSeq P7 Index 
47

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGAATGAGTGACT 
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCC

6.6 Plasmide

Tabelle 6.8: Auflistung der verwendeten Plasmide mit Anmerkungen

Name Anmerkungen

pcDNA5/FRT/TO
Expression in Säugetierzellen, induzierbarer Vektor mit dem Flp-In™ 
T-Rex™ System 

pOG44
Flp-Recombinase Expressionsvektor, Klonierung und Expression im 
Flp-In™ T-Rex™ System

Beide Plasmide wurden von Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, USA) bezogen.
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6.7 Antikörper

Tabelle 6.9: Verwendete Primärantikörper für Western Blot.
Zusätzlich werden Immunglobulin (Ig)-Spezies, genaue Spezifikation, verwendete Verdünnung und Herkunft des An-
tikörpers angegeben.

Antigen Ig-Spezies Spezifikation Anwendung 
(Verdünnung)

Herkunft

ATF4 Kaninchen mAb (D4B8) WB (1:1.000) Cell Signaling Technology 
(Cambridge, UK)

BiP Kaninchen mAb (C50B12) WB (1:1.000) Cell Signaling Technology
eIF2α Kaninchen pAb WB (1:1.000) Cell Signaling Technology
P-eIF2α 
(phospho S51)

Kaninchen mAb (E90) WB (1:2.000) Abcam plc. (Cambridge, UK)

HA Maus mAb (HA-7) WB (1:1.000) Sigma-Aldrich (St.Louis, 
Missouri, USA)

MTHFD2 Kaninchen mAb (D8W9U) WB (1:1.000) Cell Signaling Technology
PERK Kaninchen mAb (C33E10) WB (1:1.000) Cell Signaling Technology
SHMT2 Kaninchen pAb WB (1:1.000) Cell Signaling Technology
SLFN5 Kaninchen pAb WB (1:2.000) Sigma-Aldrich
α-Tubulin Maus mAb (DM1A) WB (1:4.000) Sigma-Aldrich

Zur Detektion der Primärantikörper wurde ein HRP-gekoppelter Ziege anti-Maus IgG (polyklonal, spe-
zifisch für die leichte Kette; 1:10.000 verdünnt) oder ein HRP-gekoppelter Maus anti-Kaninchen IgG 
(monoklonal, spezifisch für die leichte Kette; 1:10.000 verdünnt) als Zweitantikörper verwendet (beide 
Zweitantikörper bezogen von Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., Cambridgeshire, UK).

6.8 bakterielle Stämme und Medien

Im Folgenden sind die E.coli Stämme und die verwendeten Medien aufgeführt, die für Klonierungen 
verwendet wurden.

6.8.1 Bakterien

Tabelle 6.10: Verwendete Bakterienstämme

Bakterienstamm Genotyp
TOP10 F- mcrA Δ( mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 Δ lacX74 recA1 araD139 Δ( 

araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG
DH5a F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA 

supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-
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6.8.2 Medien

Tabelle 6.11: Verwendete Medien 

LB (lysogeny broth) Medium 5 g Hefeextrakt; 10 g Trypton; 10 g NaCl; ad 1 l H2O
LB Agar 1 l LB Medium; 16,4 g Agar 

Ampicillin (100 µg/ml) oder Kanamycin (30 µg/ml) wurden dem LB Medium und den LB Agarplatten 
für Mini oder Midi Präparationen von Plasmid DNA zugegeben. Für Blau/Weiß Selektionen wurden 
40 µl einer X-Gal Lösung (20 mg/ml) 30 min vor dem Ausplattieren der Bakterien auf LB Agarplatten 
verteilt.

6.9 Säugetierzelllinien und Medien

6.9.1 Verwendete Säugerzellen

Nachfolgend sind die verschiedenen Zelllinien und Medien aufgeführt, die in dieser Arbeit verwendet 
wurden. Die stabilen, induzierbaren Zelllinien wurden wie unter 5.1.2 beschrieben hergestellt. Alle 
Zelllinien wuchsen adhärent. 

Tabelle 6.12: Verwendete Säugetierzellkulturen

Flp-In T-REx 293 humane embryonale Nierenzellen, stabile Expression des lacZ-Zeocin 
Fusionsgens und Tet Repressors, geeignet für die Herstellung einer stabilen, 
Tetracyclin-induzierbaren Zelllinie mittels Flp-In T-Rex System (Thermo Fisher 
Scientific)

Flp-In T-REx 293 
S51A

stabile, Tetracyclin-induzierbare Zelllinie mit humanem, unphosphorylierbarem 
eIF2α S51A

Flp-In T-REx 293 
S51D

stabile, Tetracyclin-induzierbare Zelllinie mit einer phosphomimetischen 
Mutante des humanen eIF2α (S51D)

HEK293 humane embryonale Nierenzellen, weiblich
NIH/3T3 murine embryonale Fibroblasten 
LN308 humane Glioblastom-Zelllinie, ursprünglich entnommen von einem 

männlichen, 60-jährigen Patienten, Defizienz des zellulären Tumor Antigens 
p53 (TP53)

6.9.2 Medien der Zellkultur

Tabelle 6.13: Verwendete Medien für die Kultivierung der Säugetierzelllinien

Medium Zusatz
Zellkulturmedium Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM); 10% (v/v) FBS; 1% (v/v) 

Penicillin/Streptomycin
Einfriermedium DMEM; 20% (v/v) FBS; 10% (v/v) DMSO
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DMEM Zeo/Blast DMEM; 10% (v/v) FBS; 100 µg/ml Zeocin; 10µg /ml Blasticidin
DMEM HygB/Blast DMEM; 10% (v/v) FBS; 50 µg/ml / 100 µg/ml Hygromycin B; 10 µg/ml 

Blasticidin 
OptiMEM -

Für die Induktion der stabilen Zelllinien wurden zum DMEM HygB/Blast Medium 0,1% (v/v) Tetracyclin 
zugegeben und für die angegeben Zeiträume inkubiert. OptiMEM Medium wurde für die stabile und 
transiente Transfektion von Zellen verwendet.

Alle Medien und Zusätze waren von Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA.
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Anhang
Farbcode

bekannte UPR Faktoren
x im MS nicht detektiert

n.r. keine Regulation detektiert
n.s. nicht signifikant reguliert

down herunterreguliert
up hochreguliert

UPR Regulon
Gen Genname Entrez RPF 

Anzahl bei
Protein 

Abundanz bei
(bekannte UPR Faktoren in blau hervorgehebt) 2h 6h 6h 16h 24h
AAK1 AP2 associated kinase 1(AAK1) 22848 n.r. up n.s. n.r. n.s.
AARS alanyl-tRNA synthetase(AARS) 16 n.r. up n.s. n.r. n.r.

ABCF3 ATP binding cassette subfamily F member 
3(ABCF3) 55324 n.r. up x n.r. n.s.

ADM2 adrenomedullin 2(ADM2) 79924 n.r. up x x x
AKNA AT-hook transcription factor(AKNA) 80709 n.r. up x x x

ALDH1L2 aldehyde dehydrogenase 1 family member 
L2(ALDH1L2) 160428 n.r. up x up up

ALG2 ALG2, alpha-1,3/1,6-
mannosyltransferase(ALG2) 85365 n.r. up up n.r. n.r.

AP3D1 adaptor related protein complex 3 delta 1 
subunit(AP3D1) 8943 n.r. up n.s. n.r. n.r.

AP4B1 adaptor related protein complex 4 beta 1 
subunit(AP4B1) 10717 n.r. up x x x

ARFGAP3 ADP ribosylation factor GTPase activating 
protein 3(ARFGAP3) 26286 n.r. up n.s. n.s. n.r.

ARFGEF3 ARFGEF family member 3(ARFGEF3) 57221 n.r. up x x x

ARFIP2 ADP ribosylation factor interacting protein 
2(ARFIP2) 23647 n.r. up n.s. n.r. n.r.

ARHGEF2 Rho/Rac guanine nucleotide exchange 
factor 2(ARHGEF2) 9181 n.r. up n.r. n.r. n.r.
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ASNS asparagine synthetase (glutamine-
hydrolyzing)(ASNS) 440 n.r. up n.r. n.r. n.r.

ATF3 activating transcription factor 3(ATF3) 467 up up up up up
ATF4 activating transcription factor 4(ATF4) 468 n.r. up up up up
ATG101 autophagy related 101(ATG101) 60673 n.r. up x x x
ATG13 autophagy related 13(ATG13) 9776 n.r. up x x x
AVPI1 arginine vasopressin induced 1(AVPI1) 60370 n.r. up x x x
BAG3 BCL2 associated athanogene 3(BAG3) 9531 n.r. up n.s. n.s. n.s.

BET1 Bet1 golgi vesicular membrane trafficking 
protein(BET1) 10282 n.r. up n.r. n.r. n.r.

BET1L Bet1 golgi vesicular membrane trafficking 
protein like(BET1L) 51272 n.r. up x x x

BEX2 brain expressed X-linked 2(BEX2) 84707 n.r. up x x x

BHLHA15 basic helix-loop-helix family member 
a15(BHLHA15) 168620 n.r. up x x x

BLOC1S3 biogenesis of lysosomal organelles 
complex 1 subunit 3(BLOC1S3) 388552 n.r. up x x x

BOLA1 bolA family member 1(BOLA1) 51027 n.r. up x x x
BTG1 BTG anti-proliferation factor 1(BTG1) 694 n.r. up x x x

C12orf10 chromosome 12 open reading frame 
10(C12orf10) 60314 n.r. up n.r. n.s. n.r.

C14orf28 chromosome 14 open reading frame 
28(C14orf28) 122525 n.r. up x x x

C1GALT1
core 1 synthase, glycoprotein-
N-acetylgalactosamine 3-beta-
galactosyltransferase 1(C1GALT1)

56913 n.r. up x x n.s.

C6orf48 chromosome 6 open reading frame 
48(C6orf48) 50854 n.r. up x x x

CAMTA2 calmodulin binding transcription activator 
2(CAMTA2) 23125 n.r. up x x x

CARS cysteinyl-tRNA synthetase(CARS) 833 n.r. up n.s. n.r. n.r.
CBLB Cbl proto-oncogene B(CBLB) 868 n.r. up x x x

CCDC174 coiled-coil domain containing 
174(CCDC174) 51244 n.r. up x x x

CCDC9 coiled-coil domain containing 9(CCDC9) 26093 n.r. up x x x
CCNYL1 cyclin Y like 1(CCNYL1) 151195 n.r. up x x x
CDC6 cell division cycle 6(CDC6) 990 n.r. up x x x
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CDK2AP2 cyclin dependent kinase 2 associated 
protein 2(CDK2AP2) 10263 n.r. up x x x

CDKN1B cyclin dependent kinase inhibitor 
1B(CDKN1B) 1027 n.r. up x x x

CDR2 cerebellar degeneration related protein 
2(CDR2) 1039 n.r. up x x x

CEBPB CCAAT/enhancer binding protein 
beta(CEBPB) 1051 n.r. up up n.r. n.r.

CEBPG CCAAT/enhancer binding protein 
gamma(CEBPG) 1054 n.r. up x x x

CEP120 centrosomal protein 120(CEP120) 153241 n.r. up x x x

CHAC1 ChaC glutathione specific gamma-
glutamylcyclotransferase 1(CHAC1) 79094 up up x x x

CISD2 CDGSH iron sulfur domain 2(CISD2) 493856 n.r. up n.s. n.r. n.r.

CPEB4 cytoplasmic polyadenylation element 
binding protein 4(CPEB4) 80315 n.r. up n.s. up up

CRELD2 cysteine rich with EGF like domains 
2(CRELD2) 79174 n.r. up n.r. up up

CTH cystathionine gamma-lyase(CTH) 1491 n.r. up x x x

CXorf40B chromosome X open reading frame 
40B(CXorf40B) 541578 n.r. up x x x

DDIT3 DNA damage inducible transcript 
3(DDIT3) 1649 up up up up up

DDIT4 DNA damage inducible transcript 4(DDIT4) 54541 n.r. up x x x
DDX49 DEAD-box helicase 49(DDX49) 54555 n.r. up x n.s. n.s.
DDX59 DEAD-box helicase 59(DDX59) 83479 n.r. up x x x
DEDD2 death effector domain containing 2(DEDD2) 162989 n.r. up x x x
DEPDC7 DEP domain containing 7(DEPDC7) 91614 up up x x x
DERL2 derlin 2(DERL2) 51009 n.r. up x n.r. n.s.
DERL3 derlin 3(DERL3) 91319 n.r. up x x x

DHDDS dehydrodolichyl diphosphate synthase 
subunit(DHDDS) 79947 n.r. up x x x

DNAJB11 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) 
member B11(DNAJB11) 51726 n.r. up n.r. n.s. n.r.

DNAJB5 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) 
member B5(DNAJB5) 25822 n.r. up x x x

DNAJB9 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) 
member B9(DNAJB9) 4189 n.r. up x up up
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DNAJC3 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) 
member C3(DNAJC3) 5611 n.r. up n.s. up n.r.

DYNLL1 Dynein Light Chain LC8-Type 1 8655 up n.r. n.s. n.s. n.s.

DYRK3 dual specificity tyrosine phosphorylation 
regulated kinase 3(DYRK3) 8444 n.r. up x x x

E2F7 E2F transcription factor 7(E2F7) 144455 up up x x x
EAF1 ELL associated factor 1(EAF1) 85403 n.r. up x x x

EDEM1 ER degradation enhancing alpha-
mannosidase like protein 1(EDEM1) 9695 n.r. up x x x

EGR2 Early Growth Response 2 1959 up n.r. x x x
EGR3 Early Growth Response 3 1960 up n.r. x x x

EIF1B eukaryotic translation initiation factor 
1B(EIF1B) 10289 n.r. up x x x

EIF2AK3 eukaryotic translation initiation factor 
2 alpha kinase 3(EIF2AK3) 9451 n.r. up n.s. n.s. down

EIF4EBP1 eukaryotic translation initiation factor 4E 
binding protein 1(EIF4EBP1) 1978 n.r. up n.s. x x

EPRS glutamyl-prolyl-tRNA synthetase(EPRS) 2058 n.r. up n.s. n.r. n.s.

ERO1B endoplasmic reticulum oxidoreductase 1 
beta(ERO1B) 56605 n.r. up x x up

EXOSC1 exosome component 1(EXOSC1) 51013 n.r. up n.s. n.s. n.s.

FAM110B family with sequence similarity 110 
member B(FAM110B) 90362 n.r. up x x x

FAM129A family with sequence similarity 129 
member A(FAM129A) 116496 n.r. up n.r. n.r. n.r.

FAM161B family with sequence similarity 161 
member B(FAM161B) 145483 n.r. up x x x

FICD FIC domain containing(FICD) 11153 n.r. up x x x
FKBP11 FK506 binding protein 11(FKBP11) 51303 n.r. up n.s. up up

FNDC3B fibronectin type III domain containing 
3B(FNDC3B) 64778 n.r. up n.s. up n.r.

FRMD3 FERM Domain Containing 3 257019 up n.r. x x x

GADD45A growth arrest and DNA damage inducible 
alpha(GADD45A) 1647 n.r. up x x x

GARS glycyl-tRNA synthetase(GARS) 2617 n.r. up n.s. n.r. n.r.

GCC1 GRIP and coiled-coil domain containing 
1(GCC1) 79571 n.r. up n.r. n.s. x

GDF15 growth differentiation factor 15(GDF15) 9518 n.r. up x up up
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GFPT1 glutamine--fructose-6-phosphate 
transaminase 1(GFPT1) 2673 n.r. up n.s. up n.r.

GHITM growth hormone inducible transmembrane 
protein(GHITM) 27069 n.r. up x x x

GLRX glutaredoxin(GLRX) 2745 n.r. up x up n.r.
GLRX2 glutaredoxin 2(GLRX2) 51022 n.r. up x x x

GMPPA GDP-mannose pyrophosphorylase 
A(GMPPA) 29926 n.r. up n.s. n.r. n.r.

GMPPB GDP-mannose pyrophosphorylase 
B(GMPPB) 29925 n.r. up n.r. n.r. n.r.

GNL3 G protein nucleolar 3(GNL3) 26354 n.r. up n.s. n.r. n.r.
GOLPH3L golgi phosphoprotein 3 like(GOLPH3L) 55204 n.r. up x x x
GORAB golgin, RAB6 interacting(GORAB) 92344 n.r. up x x x

GORASP2 golgi reassembly stacking protein 
2(GORASP2) 26003 n.r. up n.r. n.r. n.r.

GOT1 glutamic-oxaloacetic transaminase 
1(GOT1) 2805 n.r. up n.s. n.r. n.r.

GPR1 G protein-coupled receptor 1(GPR1) 2825 n.r. up x x x
GPT2 glutamic--pyruvic transaminase 2(GPT2) 84706 n.r. up n.s. up up
GRM8 glutamate metabotropic receptor 8(GRM8) 2918 n.r. up x x x
GTPBP2 GTP binding protein 2(GTPBP2) 54676 n.r. up x x x
H1F0 H1 histone family member 0(H1F0) 3005 n.r. up n.r. n.s. n.s.

HERPUD1 homocysteine inducible ER protein 
with ubiquitin like domain 1(HERPUD1) 9709 up up x x x

HGS hepatocyte growth factor-regulated 
tyrosine kinase substrate(HGS) 9146 n.r. up n.r. n.s. n.s.

HID1 HID1 domain containing(HID1) 283987 n.r. up x x x

HIF1A hypoxia inducible factor 1 alpha 
subunit(HIF1A) 3091 n.r. up x x x

HIST1H3H histone cluster 1 H3 family member 
h(HIST1H3H) 8357 n.r. up x x x

HIST1H3I histone cluster 1 H3 family member 
i(HIST1H3I) 8354 n.r. up x x x

HIST3H2BB histone cluster 3 H2B family member 
b(HIST3H2BB) 128312 n.r. up x x x

HOXB9 homeobox B9(HOXB9) 3219 n.r. up x x x

HSPA5 heat shock protein family A (Hsp70) 
member 5(HSPA5) 3309 n.r. up up up up
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HSPA9 heat shock protein family A (Hsp70) 
member 9(HSPA9) 3313 n.r. up n.s. n.s. n.r.

HYOU1 hypoxia up-regulated 1(HYOU1) 10525 n.r. up n.r. n.r. n.r.

IFRD1 interferon related developmental regulator 
1(IFRD1) 3475 n.r. up up up up

IGFBP3 insulin like growth factor binding protein 
3(IGFBP3) 3486 n.r. up x x x

IL20RB interleukin 20 receptor subunit 
beta(IL20RB) 53833 n.r. up x x x

INHBE inhibin beta E subunit(INHBE) 83729 n.r. up x x x
IQCG IQ motif containing G(IQCG) 84223 n.r. up x x x
IRF7 interferon regulatory factor 7(IRF7) 3665 n.r. up x x x
ISL2 ISL LIM homeobox 2(ISL2) 64843 n.r. up x x x

ISOC2 isochorismatase domain containing 
2(ISOC2) 79763 n.r. up n.r. up up

JUNB JunB Proto-Oncogene, AP-1 Transcription 
Factor Subunit 3726 up n.r. x x x

KCTD5 potassium channel tetramerization domain 
containing 5(KCTD5) 54442 n.r. up x n.r. x

KDM4A lysine demethylase 4A(KDM4A) 9682 n.r. up x x x
KIAA0040 KIAA0040(KIAA0040) 9674 n.r. up x x x
KIF2C kinesin family member 2C(KIF2C) 11004 n.r. up n.s. n.r.
KLF4 Kruppel like factor 4(KLF4) 9314 n.r. up x x x
KLF5 Kruppel like factor 5(KLF5) 688 n.r. up x x x
KLHDC7B kelch domain containing 7B(KLHDC7B) 113730 n.r. up x x x

LARP1B La ribonucleoprotein domain family 
member 1B(LARP1B) 55132 n.r. up x x x

LARP6 La ribonucleoprotein domain family 
member 6(LARP6) 55323 n.r. up x x x

LCA5 LCA5, lebercilin(LCA5) 167691 n.r. up x x x

LIN54 lin-54 DREAM MuvB core complex 
component(LIN54) 132660 n.r. up x x x

LONP1 lon peptidase 1, mitochondrial(LONP1) 9361 n.r. up n.r. n.r. n.r.
LRRC59 leucine rich repeat containing 59(LRRC59) 55379 n.r. up n.s. n.r. n.r.
LYSMD3 LysM domain containing 3(LYSMD3) 116068 n.r. up x x x

LZTFL1 leucine zipper transcription factor like 
1(LZTFL1) 54585 n.r. up x n.r. up
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MANF mesencephalic astrocyte derived 
neurotrophic factor(MANF) 7873 n.r. up n.r. n.r. n.r.

MARS methionyl-tRNA synthetase(MARS) 4141 n.r. up n.r. n.s. n.s.

MBD1 methyl-CpG binding domain protein 
1(MBD1) 4152 n.r. up n.r. n.r. n.s.

MBNL2 muscleblind like splicing regulator 
2(MBNL2) 10150 n.r. up x up n.r.

MCEE methylmalonyl-CoA epimerase(MCEE) 84693 n.r. up x x x
MED8 mediator complex subunit 8(MED8) 112950 n.r. up x x x
MID1IP1 MID1 interacting protein 1(MID1IP1) 58526 n.r. up x x x

MIS12 MIS12, kinetochore complex 
component(MIS12) 79003 n.r. up x x x

MON1B MON1 homolog B, secretory trafficking 
associated(MON1B) 22879 n.r. up x x x

MPV17L2 MPV17 mitochondrial inner membrane 
protein like 2(MPV17L2) 84769 n.r. up x x x

MSTO1 misato 1, mitochondrial distribution and 
morphology regulator(MSTO1) 55154 n.r. up x x x

MTHFD2

methylenetetrahydrofolate 
dehydrogenase (NADP+ dependent) 
2, methenyltetrahydrofolate 
cyclohydrolase(MTHFD2)

10797 n.r. up n.r. n.r. n.r.

MTMR4 myotubularin related protein 4(MTMR4) 9110 n.r. up x x x
MXD1 MAX dimerization protein 1(MXD1) 4084 n.r. up x x x

NAMPT nicotinamide 
phosphoribosyltransferase(NAMPT) 10135 n.r. up n.s. up n.r.

NANS N-acetylneuraminate synthase(NANS) 54187 n.r. up n.r. n.r. n.r.
NCKAP5L NCK associated protein 5 like(NCKAP5L) 57701 n.r. up x x x

NFIL3 nuclear factor, interleukin 3 
regulated(NFIL3) 4783 n.r. up x x x

NFKB2 nuclear factor kappa B subunit 2(NFKB2) 4791 n.r. up n.s. x n.s.
NFKBIA NFKB Inhibitor Alpha 4792 up n.r. x x x
NFKBIZ NFKB inhibitor zeta(NFKBIZ) 64332 n.r. up x x x

NMNAT2 nicotinamide nucleotide adenylyltransferase 
2(NMNAT2) 23057 n.r. up x x x

NRBF2 nuclear receptor binding factor 2(NRBF2) 29982 n.r. up x x x
NUCB2 nucleobindin 2(NUCB2) 4925 n.r. up n.s. up n.r.
OSBP oxysterol binding protein(OSBP) 5007 n.r. up n.r. n.r. n.r.
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PARP2 poly(ADP-ribose) polymerase 2(PARP2) 10038 n.r. up n.s. n.s. x

PCK2 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2, 
mitochondrial(PCK2) 5106 n.r. up n.r. up up

PDE4D phosphodiesterase 4D(PDE4D) 5144 n.r. up x x x

PDE4DIP phosphodiesterase 4D interacting 
protein(PDE4DIP) 9659 n.r. up x x x

PDIA4 protein disulfide isomerase family A 
member 4(PDIA4) 9601 n.r. up n.r. n.r. n.r.

PELO pelota homolog (Drosophila)(PELO) 53918 n.r. up n.s. n.s. n.s.
PFDN2 prefoldin subunit 2(PFDN2) 5202 n.r. up n.s. n.s. n.r.
PGM3 phosphoglucomutase 3(PGM3) 5238 n.r. up n.r. n.s. n.s.
PHGDH phosphoglycerate dehydrogenase(PHGDH) 26227 n.r. up n.s. n.r. n.r.

PIGA phosphatidylinositol glycan anchor 
biosynthesis class A(PIGA) 5277 n.r. up x x x

PJA1 praja ring finger ubiquitin ligase 1(PJA1) 64219 n.r. up x x x

PLEKHF1 pleckstrin homology and FYVE domain 
containing 1(PLEKHF1) 79156 n.r. up x x x

PLK3 polo like kinase 3(PLK3) 1263 n.r. up x x x
PLPP5 phospholipid phosphatase 5(PLPP5) 84513 n.r. up x x x

PMAIP1 phorbol-12-myristate-13-acetate-induced 
protein 1(PMAIP1) 5366 n.r. up x x x

PNP purine nucleoside phosphorylase(PNP) 4860 n.r. up x x x

PNPLA8 patatin like phospholipase domain 
containing 8(PNPLA8) 50640 n.r. up x x x

POLR3C RNA polymerase III subunit C(POLR3C) 10623 n.r. up n.s. n.r. n.r.

PPP1R15A protein phosphatase 1 regulatory 
subunit 15A(PPP1R15A) 23645 n.r. up x x x

PREB prolactin regulatory element 
binding(PREB) 10113 n.r. up n.s. up n.r.

PRRC1 proline rich coiled-coil 1(PRRC1) 133619 n.r. up n.r. n.r. n.r.
PSAT1 phosphoserine aminotransferase 1(PSAT1) 29968 n.r. up n.r. n.r. n.r.

PSMG1 proteasome assembly chaperone 
1(PSMG1) 8624 n.r. up n.s. n.s. n.r.

PSPH phosphoserine phosphatase(PSPH) 5723 n.r. up n.r. n.r. up

PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 
2(PTGS2) 5743 n.r. up up up up

PTPRH protein tyrosine phosphatase, receptor 
type H(PTPRH) 5794 n.r. up x x x
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PXK PX domain containing serine/threonine 
kinase like(PXK) 54899 n.r. up x x x

PYCR1 pyrroline-5-carboxylate reductase 
1(PYCR1) 5831 n.r. up n.s. n.r. n.r.

RAB36 RAB36, member RAS oncogene 
family(RAB36) 9609 n.r. up x x x

RAB39B RAB39B, member RAS oncogene 
family(RAB39B) 116442 n.r. up x x x

RAD9A RAD9 checkpoint clamp component 
A(RAD9A) 5883 n.r. up x x x

RCAN1 regulator of calcineurin 1(RCAN1) 1827 n.r. up x x x

RGAG1 retrotransposon gag domain containing 
1(RGAG1) 57529 n.r. up x x x

RNF181 ring finger protein 181(RNF181) 51255 n.r. up x x x
RNF41 ring finger protein 41(RNF41) 10193 n.r. up x x x
RPS27 ribosomal protein S27(RPS27) 6232 n.r. up n.s. n.s. n.s.
RWDD2A RWD domain containing 2A(RWDD2A) 112611 n.r. up x x x
SARS seryl-tRNA synthetase(SARS) 6301 n.r. up n.s. n.r. n.r.

SDF2L1 stromal cell derived factor 2 like 
1(SDF2L1) 23753 n.r. up n.r. n.r. up

SEC11C SEC11 homolog C, signal peptidase 
complex subunit(SEC11C) 90701 n.r. up n.r. n.r. n.r.

SEC13 SEC13 homolog, nuclear pore and COPII 
coat complex component(SEC13) 6396 n.r. up n.s. n.s. n.s.

SEC23B Sec23 homolog B, coat complex II 
component(SEC23B) 10483 n.r. up n.s. n.r. n.r.

SEC24D SEC24 homolog D, COPII coat complex 
component(SEC24D) 9871 n.r. up n.r. n.r. n.s.

SEC31A SEC31 homolog A, COPII coat complex 
component(SEC31A) 22872 n.r. up n.s. n.r. n.r.

SEC61B Sec61 translocon beta 
subunit(SEC61B) 10952 n.r. up n.s. n.r. n.r.

SEC61G Sec61 translocon gamma 
subunit(SEC61G) 23480 n.r. up n.r. n.r. n.r.

SEL1L SEL1L ERAD E3 ligase adaptor 
subunit(SEL1L) 6400 n.r. up n.s. n.r. n.r.

SELENOK selenoprotein K(SELENOK) 58515 n.r. up x up x
SELENOS selenoprotein S(SELENOS) 55829 n.r. up n.s. up up
SEPHS2 selenophosphate synthetase 2(SEPHS2) 22928 n.r. up x x x
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SERP1 stress associated endoplasmic 
reticulum protein 1(SERP1) 27230 n.r. up x x x

SESN2 sestrin 2(SESN2) 83667 up up x up x

SGTB small glutamine rich tetratricopeptide 
repeat containing beta(SGTB) 54557 n.r. up x up up

SH3BGR SH3 domain binding glutamate rich 
protein(SH3BGR) 6450 n.r. up x x x

SH3RF1 SH3 domain containing ring finger 
1(SH3RF1) 57630 n.r. up x x x

SHCBP1 SHC binding and spindle associated 
1(SHCBP1) 79801 n.r. up n.s. n.s. down

SHMT2 serine hydroxymethyltransferase 2(SHMT2) 6472 n.r. up n.r. n.s. n.s.
SIAH2 siah E3 ubiquitin protein ligase 2(SIAH2) 6478 n.r. up x x x

SLC10A7 solute carrier family 10 member 
7(SLC10A7) 84068 n.r. up x x x

SLC31A1 solute carrier family 31 member 
1(SLC31A1) 1317 n.r. up x x x

SLC35B1 solute carrier family 35 member 
B1(SLC35B1) 10237 n.r. up x x x

SLC6A9 solute carrier family 6 member 9(SLC6A9) 6536 n.r. up x x x
SLFN5 schlafen family member 5(SLFN5) 162394 n.r. up x up up

SNRPA small nuclear ribonucleoprotein polypeptide 
A(SNRPA) 6626 n.r. up n.s. n.r. n.s.

SPRYD3 SPRY domain containing 3(SPRYD3) 84926 n.r. up x x x
SRA1 steroid receptor RNA activator 1(SRA1) 10011 n.r. up n.r. n.s. n.s.
SRP68 signal recognition particle 68(SRP68) 6730 n.r. up n.s. n.s. n.s.

STARD4 StAR related lipid transfer domain 
containing 4(STARD4) 134429 n.r. up x x x

STOX2 storkhead box 2(STOX2) 56977 n.r. up x x x
STX5 syntaxin 5(STX5) 6811 n.r. up x n.r. up
SYBU syntabulin(SYBU) 55638 n.r. up x x x
SYVN1 synoviolin 1(SYVN1) 84447 n.r. up up up up
TFG TRK-fused gene(TFG) 10342 n.r. up n.s. n.s. n.s.
TGIF1 TGFB induced factor homeobox 1(TGIF1) 7050 n.r. up x x x

TIMM17A
translocase of inner mitochondrial 
membrane 17 homolog A (yeast)
(TIMM17A)

10440 n.r. up x n.s. up
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TIMM44 translocase of inner mitochondrial 
membrane 44(TIMM44) 10469 n.r. up n.r. n.r. n.r.

TMCC3 transmembrane and coiled-coil domain 
family 3(TMCC3) 57458 n.r. up x x x

TMEM214 transmembrane protein 214(TMEM214) 54867 n.r. up n.r. n.r. n.r.
TNFSF9 TNF Superfamily Member 9 8744 up n.r. x x x
TRIB3 tribbles pseudokinase 3(TRIB3) 57761 n.r. up x x x
TRIM16 tripartite motif containing 16(TRIM16) 10626 n.r. up x x n.r.
TRIM25 tripartite motif containing 25(TRIM25) 7706 n.r. up n.r. n.r. n.r.
TUBE1 tubulin epsilon 1(TUBE1) 51175 n.r. up x x x
TUFT1 tuftelin 1(TUFT1) 7286 n.r. up x x x
TULP3 tubby like protein 3(TULP3) 7289 n.r. up x x x

TXNDC11 thioredoxin domain containing 
11(TXNDC11) 51061 n.r. up x x x

UBC ubiquitin C(UBC) 7316 n.r. up x x x

UBE2J1 ubiquitin conjugating enzyme E2 
J1(UBE2J1) 51465 n.r. up x n.r. n.r.

UFM1 ubiquitin fold modifier 1(UFM1) 51569 n.r. up n.s. n.s. n.r.
UGDH UDP-glucose 6-dehydrogenase(UGDH) 7358 n.r. up n.s. n.r. n.r.
UHRF1BP1 UHRF1 binding protein 1(UHRF1BP1) 54887 n.r. up x x x
ULK4 unc-51 like kinase 4(ULK4) 54986 n.r. up x x x
VCP valosin containing protein(VCP) 7415 n.r. up n.s. n.r. n.r.

VEGFA vascular endothelial growth factor 
A(VEGFA) 7422 n.r. up x x x

WARS tryptophanyl-tRNA synthetase(WARS) 7453 n.r. up n.r. up up
WFDC2 WAP four-disulfide core domain 2(WFDC2) 10406 n.r. up x x x

WFS1 wolframin ER transmembrane 
glycoprotein(WFS1) 7466 n.r. up n.s. n.s. n.r.

WIPI1 WD repeat domain, phosphoinositide 
interacting 1(WIPI1) 55062 n.r. up x x x

XBP1 X-box binding protein 1(XBP1) 7494 n.r. up up up up

ZFAND2A zinc finger AN1-type containing 
2A(ZFAND2A) 90637 n.r. up x x x

ZNF213 zinc finger protein 213(ZNF213) 7760 n.r. up x x x
ZNF446 zinc finger protein 446(ZNF446) 55663 n.r. up x x x
ZNF622 zinc finger protein 622(ZNF622) 90441 n.r. up n.r. n.s. n.s.
ZNF70 zinc finger protein 70(ZNF70) 7621 n.r. up x x x

Anhang



95

Abbildungsverzeichnis
1.1	 BiP als Sensor der UPR mit drei Signalzweigen
1.2	 IRE1 vermittelt das Spleißen des Transkriptionsfaktors XBP1, RIDD und die Aktivierung des 

JNK Signalwegs unter ER Stress
1.3	 Die Aktivierung von PERK führt zur Inhibition der Translation und Transkription spezifischer 

Gene gegen Stress
1.4	 Schematische Übersicht des Scanmechanismus der Translationsinitiation in Eukaryoten
1.5	 ATF6 wird als Antwort auf ER Stress prozessiert und reguliert die Transkription verschiedener 

UPR-Zielgene
1.6	 Übersicht der Beteiligung von ER Stress und der UPR in menschlichen Krankheiten
3.1	 Zeitliche Aktivierung von PERK und nachgeordneter Proteine als Teil der UPR-Induktion in 

LN308 und HEK293 durch TM oder TH
3.2	 Zeitliche Abhängigkeit des Spleißen von XBP1 nach Induktion in LN308-Zellen durch TM
3.3	 Schematische Darstellung der gezeiteten Probennahme für die Entzifferung der UPR
3.4	 Aktivierung der UPR durch TM oder TH nach 2 oder 6 h in LN308 und HEK293
3.5	 Die Auswertung der mRNAs enthüllt die Adaption an ER Stress in LN308- Zellen
3.6	 LN308- Zellen zeigen eine zeit- und eine substanzabhängige Anpassung der Transkription 

an ER Stress
3.7	 Scatter Plots zeigen die transkriptionelle und zeitliche Änderung der Genexpression durch 

die UPR über zwei Zeitpunkte
3.8	 Scatter Plot der Transkriptionsänderungen nach UPR Induktion
3.9	 Die RNA Expression der signifikant hochregulierten Transkripte nach Inkubation mit TM 

oder TH zeigt eine Anreicherung von Komponenten der UPR
3.10	 Repräsentative Sucrose Gradienten von LN308 und HEK293 zur Auftrennung von 

80S-Monosomen für das Ribosome Profiling
3.11	 Herstellung einer repräsentativen RiboProf Library
3.12	 Änderungen der RPF Abundanz nach Induktion der UPR in LN308- Zellen
3.13	 Die Behandlung von LN308- Zellen zeigt eine zeit- und substanzabhängige Anpassung der 

Translation an ER Stress
3.14	 Scatter Plots zeigen die Änderungen der RPFs nach Induktion der UPR
3.15	 Scatter Plot der Abundanzänderungen von RPFs nach Induktion der UPR
3.16	 GO-Term Analyse der koregulierten RPFs nach Induktion der UPR
3.17	 Globale Analyse der UPR-vermittelten translationalen Regulation
3.18	 Die ribosomale Beladung von mRNAs wird durch die Induktion der UPR verringert
3.19	 IGV-Analyse der ATF4 mRNA
3.20	 Zeitabhängiger Vergleich der Veränderungen regulierter Proteine nach UPR Induktion
3.21	 Vergleich der regulierten Proteine nach UPR Induktion durch TM und TH
3.22	 Scatter Plot regulierter Proteine nach UPR Induktion durch TM und TH
3.23	 Die Expression von SLFN5 ist in Gliomen erhöht und korreliert negativ mit der Überlebensrate 

von Patienten
3.24	 ER Stress induziert SLFN5
3.25	 Der PERK-Signalweg der UPR induziert SLFN5 bei ER Stress
3.26	 SLFN5 wird durch die Phosphorylierung von eIF2α induziert
3.27	 Der Transkriptionsfaktor ATF4 induziert die Expression von SLFN5
3.28	 Schematische Darstellung des Serin Biosynthese Signalwegs und des mitochondrialen 

1C-Metabolismus
3.29	 ER Stress induziert MTHFD2 und SHMT2
3.30	 MTHFD2 und SHMT2 werden durch den PERK-eIF2α-ATF4 Signalweg der UPR reguliert

Abbildungsverzeichnis



96

3.31	 Die UPR führt zur Resistenz von Zellen gegen Antifolate
3.32	 Die Induktion der UPR führt zur Resistenz von Flp-In T-REx 293 Zellen gegen Antifolate

Abbildungsverzeichnis



97

Tabellenverzeichnis
5.1	 Genereller PCR-Ansatz für Phusion High Fidelity (HF) oder Taq-DNA Polymerase
5.2	 Schema für die PCR mit Phusion High Fidelity oder Taq-DNA Polymerase
5.3 	 Zusammensetzung 2x FA-Puffer
5.4	 Zusammensetzung RIPA-Puffer
5.5	 Zusammensetzung SDS-PAGE Komponenten
5.6.	 Zusammensetzung Stripping Puffer
6.1	 Auflistung der fertigen Kits und Lösungen sowie deren Hersteller
6.2	 Auflistung der verwendeten, selbstgemachten Puffer und Lösungen und die 

Zusammensetzung
6.3	 Auflistung der benutzten Laborgeräte und deren Hersteller
6.4	 Auflistung der DNA Oligonukleotide für die molekulare Klonierung mit Angabe des 

Restriktionsenzyms
6.5	 Auflistung der DNA Oligonukleotide für qRT-PCR Versuche und Splicing von XBP1 mit 

Angabe des Restriktionsenzyms
6.6	 Auflistung der DNA Oligonukleotide für Sequenzierungen
6.7	 Auflistung der DNA Oligonukleotide bei der Herstellung der Ribosome Profiling Libraries
6.8	 Auflistung der verwendeten Plasmide mit Anmerkungen
6.9	 Verwendete Primärantikörper für Western Blot
6.10	 Verwendete Bakterienstämme
6.11	 Verwendete Medien
6.12	 Verwendete Säugetierzellkulturen
6.13 	 Verwendete Medien für die Kultivierung der Säugetierzelllinien

Tabellenverzeichnis



98

Abkürzungsverzeichnis
A	 Alanin
APS	 Ammoniumperoxidisulfat
ATP	 Adenosintriphosphat
bp	 Basenpaare
bZIP	 Basic Leucin Zipper
cDNA	 komplementäre DNA
CHX	 Cycloheximid
cm	 Zentimeter
D	 Asparaginsäure
Da	 Dalton
DEPC	 Diethyldicarbonat
DMEM	 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO	 Dimethylsulfoxid
DNA	 Desoxyribonukleinsäure
dNTPs	 Desoxyribonukleosidtriphosphate
ds 	 doppelsträngig
DTT	 Dithiothreitol
EDTA	 Ethylendiamintetraessigsäure
ER	 endoplasmatisches Retikulum
ERSE	 ER Stress response element
EtBr	 Ethidiumbromid
EtOH	 Ethanol
FA	 Formaldehyd
FBS	 fetales Rinderserum
FS	 First Strand
g	 Gramm
G	 Gewichtskraft
GDP	 Guanosindiphosphat
GLS	 Golgi Translokationsstellen
GO	 Gene Ontology
GTP	 Guanosintriphosphat
h	 Stunde
HF	 High Fidelity
Ig	 Immunglobulin
kb	 Kilobase
IC50	 mittlere inhibitorische Konzentration
IGV	 Integrated Genome Viewer
l	 Liter
LB	 lysogeny broth
lncRNA		 long non-coding RNA
M	 molar
mAb	 monoklonaler Antikörper
min	 Minute
miRNA	 micro RNA
mRNA	 Boten-RNA (messenger RNA)
MS	 Massenspektrometrie
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MTS	 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium

NaOAc	 Natriumacetat
NLS	 Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal)
nt	 Nukleotid
ORF	 Open Reading Frame
PAA	 Polyacrylamid
pAb	 polyklonaler Antikörper
PAGE	 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS	 Phosphatgepufferte Kochsalzlösung
PCR	 Polymerase-Kettenreaktion
PIC	 Prä-Initiations Komplex
PNK	 Polynukleotidkinase
qRT	 quantitativ real-time
REMBRANDT	 REpository of Molecular BRAin Neoplasia Data
RiboProf	 Ribosome Profiling
RIPA	 Radioimmunpräzipitationsassay
RNA	 Ribonukleinsäure
RNA-Seq	 RNA-Sequenzierung
ROS	 reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
RPFs	 ribosomal geschützte mRNA Fragmente (ribosome protected fragments)
rpm	 Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
rRNA	 ribosomale RNA
RT	 Raumtemperatur
S	 Serin
SDS	 Natriumdodecylsulfat
sec	 Sekunde
SERCA	 Ca2+ ATPase  des sarko/endoplasmatischen Retikulums
snRNA	 small nuclear RNA
snoRNA	 small nucleolar RNA
Ssc	 Natriumchlorid/Natriumcitrat
ssDNA	 einzelsträngige DNA
T	 Threonin
Taq	 Thermus aquaticus
TBE	 Tris-Borat-EDTA
TBS	 Tris-gepufferte Kochsalzlösung
TBS-T	 Tris-gepuffertes Kochsalzlösung mit Tween20
TC	 tertiäre Komplex
TEMED	 Tetramethylethylendiamin
Tet	 Tetracyclin
TFA	 Trifluoressigsäure
TH	 Thapsigargin
TM	 Tunicamycin
tRNAiMet	 Initiator Methionyl-tRNA
U	 Enzymeinheit
üN	 über Nacht
uORF	 upstream Open Reading Frame
UPR	 Unfolded Protein Response
UTR	 untranslatierte Region
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V	 Volt
v/v	 Volumen pro Volumen
Vol	 Volumen
W	 Watt
WHO	 Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)
w/v		 Gewicht pro Volumen
w/w		 Gewicht pro Gewicht
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