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1 Einleitung

1.1 Glioblastom Epidemiologie und Therapie

Glioblastome (GB) sind mit einer Jahresinzidenz von 3,32 pro 100.000 (bei
Mannern) bzw. 2,24 pro 100.000 (bei Frauen) die haufigsten malignen primaren
Hirntumore Erwachsener und haben mit einer mittleren Uberlebensrate von unter
einem Jahr in nicht selektierten Kohorten eine schlechte Prognose (Ohgaki et al.
2004). Aktuelle Therapieansatze sind palliativ und setzen sich aus operativer
(Teil-) Resektion sowie Strahlen- und Chemotherapie mit dem alkylierenden
Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) zusammen (Stupp et al. 2005). Die
schlechte Prognose der Erkrankung resultiert aus einer ausgepragten
Therapieresistenz. Dabei lasst sich zwischen primarer Therapieresistenz, bei der
die Tumorzellen bereits initial nicht auf die Therapie ansprechen und sekundarer,
durch zellulare Anpassungsmechanismen im Verlauf der Therapie entstehender,

Therapieresistenz unterscheiden.

1.2 Gliommikromilieu und die Bedeutung der integrierten

Stressantwort
Bedingt durch das oft schnelle Tumorwachstum kommt es innerhalb des
Tumormikromilieus zu Mangelbedingungen mit verminderter Sauerstoff- oder
Nahrstoffverfigbarkeit. Um dennoch das Zelliberleben zu sichern, ermoglichen
verschiedene  Anpassungsmechanismen die  Aufrechterhaltung einer
Homodostase. In diesem Zusammenhang stellt die integrierte Stressantwort
(integrated stress response, ISR) einen wichtigen Adaptationsmechanismus dar.
Diese kann durch zahlreiche Stressoren, wie z. B. die Akkumulation fehlgefalteter
Proteine am endoplasmatischen Retikulum (ER-Stress), aber auch als Reaktion
auf Hypoxie oder Aminosaure- und Glukosemangel induziert werden (Wek et al.
2006; Rzymski et al. 2010; Pakos-Zebrucka et al. 2016; Pefiaranda Fajardo et al.
2016). Mechanistisch katalysieren verschiedene Proteinkinasen wie PERK
(protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase) oder GCN2 (general
control nonderepressible 2) bei der ISR die Phosphorylierung der alpha
Untereinheit des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors 2 (elF2a), was

eine anschlieflende translationale Induktion des aktivierenden



Transkriptionsfaktors 4 (ATF4) bedingt (Rzymski et al. 2010). ATF4 stellt den
zentralen Effektor der ISR da und wird haufig als Marker fir deren Aktivierung
verwendet (Pakos-Zebrucka et al. 2016; Ameri und Harris 2008). Uber eine
Leucin-Zipper Region interagiert ATF4 mit zahlreichen anderen
Transkriptionsfaktoren und aktiviert eine Vielzahl an Zielgenen mit Funktionen in
der Aminosauresynthese, Angiogenese, Metastasierung und Therapieresistenz
und steuert so adaptive Programme (Abb. 1) (Ameri und Harris 2008; Pakos-
Zebrucka et al. 2016).
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der ISR.

Die ISR kann auf verschiedene Weisen induziert werden. Die Kinase PERK kann
durch extrinsische Faktoren wie Hypoxie, TMZ und Glukosemangel, aber auch
durch intrinsische Faktoren wie ER-Stress, der beispielsweise durch die
Akkumulation fehl- oder ungefalteter Proteine entsteht, aktiviert werden. Unter



Aminosauremangel, welcher indirekt auch durch Glukosemangel bedingt sein
kann, kommt es Uber die Kinase GCN2 zur Aktivierung der ISR. Der zentrale
Schritt der ISR ist die Phosphorylierung von elF2a. Dies fuhrt zur Modulation der
Translation und dadurch zur Induktion des zentralen Transkriptionsfaktors ATF4,

welcher adaptive Programme steuert.

1.3 ISR-Aktivierung tuber PERK und GCN2
Vier Proteinkinasen (PERK, GCN2, PKR; HRI) kdnnen die Phosphorylierung von

elF2a an Serin 51 katalysieren, was den zentralen Vorgang zur Aktivierung der
ISR darstellt. Die Kinase PERK wird vor allem bei endoplasmatischem Retikulum
Stress aktiviert. PERK liegt im ungestressten Zustand der Zelle in monomerer
Form in der Membran des endoplasmatischen Retikulums vor und ist an der
luminalen Seite mit dem Chaperon GRP78/BIP (78-kDa Glukose-reguliertes
Protein) assoziiert (s. Kapitel 1.4). Kommt es beispielsweise zur Anhaufung
ungefalteter Proteine (UPR), dissoziiert GRP78/BIP von der luminalen Domane
ab. Dies fuhrt zu einer Dimerisierung zweier PERK Untereinheiten, was deren
Autophosphorylierung bedingt. Diese Autophosphorylierung fuhrt  zur
Aktivierung, wodurch dann elF2a phosphoryliert wird (s. Kapitel 1.4). Ein
alternativer Mechanismus, der ebenso die Phosphorylierung und somit die
Aktivierung von elF2a zur Folge hat, wird Uber die Kinase GCN2 katalysiert. Die
Aktivierung von GCN2 wird hierbei durch die Akkumulation unbeladener tRNA
unter Aminosauremangel initiiert, was zur Dimerisierung von GCN2 und

infolgedessen ebenfalls zur Phosphorylierung von elF2a fihrt (Abb. 1).

1.4 Regulation der ATF4 Translation uber den eukaryotischen
Translationsinitiationsfaktor 2

Der eukaryotische Translationsinitiationsfaktor 2 (elF2) ist ein Heterotrimer aus
drei Untereinheiten (alpha-, beta- und gamma- Untereinheit). Die alpha (a)
Untereinheit enthalt die wichtige Phosphorylierungsstelle an Serin 51. Die beta
(B) Untereinheit enthalt die Bindungsstelle fur elF2B, den Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor. Die gamma (y) Untereinheit bindet die Guanin-Nukleotide GTP
und GDP sowie die Met-tRNA (Komar und Merrick 2020).



Die Initiation der Translation erfordert die Bildung eines 80S-
Initiationskomplexes. Dazu assoziiert, in nicht gestressten Zellen,
unphosphoryliertes elF2a mit der Initiator-Methionyl-tRNA und GTP zu einem
ternaren Komplex. Dieser Ubertragt dann die Initiator-Methionyl-tRNA auf die 40S
ribosomale Untereinheit. Dadurch bildet sich der 43S- Prainitiationskomplex.
Durch die Erkennung des Startcodons auf der mRNA, durch den
Prainitiatorkomplex, erfolgt die GTP-Hydrolyse durch elF2. elF2-GDP dissoziiert
und die 60S ribosomale Untereinheit bindet elF2-GDP zur Bildung eines 80S-
Initiationskomplexes. Vor Beginn eines nachsten Translationszyklus muss GDP
uber den Guanidin-Austauschfaktor elF2B erneut durch GTP ersetzt werden
(Wortham und Proud 2015).

Durch Stressbedingungen wie endoplasmatischer Retikulum Stress mit der
Anhaufung fehl- oder ungefalteter Proteine, Hypoxie oder Aminosauremangel
kommt es Uber verschiedene Proteinkinasen wie PERK oder GCN2 zur
Phosphorylierung von elF2a. Dadurch wird die Affinitat von elF2 fur GDP
gesteigert, was wiederum die Translationsinitiation und damit die Translation fast
aller Proteine insgesamt limitiert. Im Gegensatz hierzu kommt es jedoch zu einer
Steigerung der Translation der mRNA von ATF4, welches als
Transkriptionsfaktor und Schlusselmolekul die Anpassungsreaktionen der ISR
koordiniert.

Maldgeblich fir die gesteigerte Translation von ATF4 sind zwei upstream open
reading frames (UORF) in der 5" Region seiner mMRNA. uORF1 kodiert flr ein
Oligopeptid aus drei Aminosauren. Dieses erleichtert den Scan-Prozess- und die
Reinitiation der Ribosomen an der stromabwarts kodierenden Region der ATF4
MRNA. uORF2 kodiert fur ein 59 Aminosauren langes Polypeptid, welches mit
dem Startcodon flr ATF4 Uberlappt (Rzymski et al. 2010). Im ungestressten
Zustand ist elF2a in der Zelle unphosphoryliert, was hohere elF2-GTP Level
bedingt, weshalb die Translation nicht inhibiert ist. Unter diesen Bedingungen
beginnt die Translation der ATF4 mRNA am uORF1 und reinitiiert am uORF2. Da
dieser uUORF2 mit dem eigentlichen ATF4 Startcodon Uberlappt wird hierunter die
Translation von ATF4 mRNA inhibiert (Abb. 2).
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Abbildung 2 Translationale Regulation von ATF4 unter ungestressten
Bedingungen.

Die Kinase PERK liegt im ungestressten Zustand der Zelle an das Chaperon BIP
gebunden in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) vor.

Im ungestressten Zustand bindet unphosphoryliertes elF2a die Initiator Met-tRNA
sowie GTP und transportiert die Met-tRNA an das 40S Ribosom. Durch die
Rekrutierung der 60S ribosomalen Untereinheit kommt es zur Bildung des 80S
Ribosoms als Initiationskomplex. Es kommt zur Hydrolyse von GTP durch elF2a
und die Translation beginnt. Durch elF2B wird GDP wieder durch GTP ersetzt.

Unter Stressbedingungen wird der elF2a (phospho)-GDP Komplex durch héhere
Level von phosphoryliertem elF2a stabilisiert und es steht weniger GTP-
gebundenes elF2a zur Verfugung. Dies limitiert die generelle Translation, die
dann nur verzogert ablauft. Dadurch findet auch die Reinitiation auf der ATF4
MRNA verzogert statt. Es steigt die Wahrscheinlichkeit, dass die Translation
deswegen erst am ATF4 Startcodon reinitiert und den uORF2 Uberspringt,
sodass entsprechend ATF4 unter Stressbedingungen vermehrt translatiert wird
(Abb. 3). Die Beendigung der Stressreaktion wird durch eine
Ruckkopplungsschleife Uber GADD34 und PP1 zur Dephosphorylierung von
elF2a erreicht. Im Falle irreparabler Schadigung der Zelle kann auch die

Apoptose eingeleitet werden.
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Abbildung 3 Translationale Regulation von ATF4 unter Stressbedingungen.
Unter Stressbedingungen akkumulieren un-/fehlgefaltete Proteine im ER, sodass
sich das Chaperon BIP von der Kinase PERK |6st, um die un-/fehlgefalteten
Proteine zu binden. Dadurch kommt es zur Dimerisierung, Autophosphorylierung
und Aktivierung der Kinase PERK, was dann zur Phosphorylierung von elF2a
fuhrt.

Durch die Phosphorylierung von elF2a unter Stressbedingungen wird der elF2a-
GDP Komplex stabilisiert. Es liegt dadurch weniger elF2a/GTP vor, sodass die
Reinitiation verzogert stattfindet. Der uORF2 wird (haufiger) Ubersprungen und
die Ribosomen binden direkt am ATF4 Startcodon. Es kommt zu einer
Inhibierung der globalen Translation mit gleichzeitig gesteigerter Translation der
ATF4 mRNA

1.5 Transkriptionelle Regulation von ATF4

Analysen aus humanen Gliomzellen (LN-229) legen eine mTORC2-PKC-NRF2
abhangige Regulation von ATF4 nahe. In qPCR-Analysen zeigte sich unter
Glutaminentzug einen Anstieg der ATF4 mRNA Expression. Auch die
Proteinexpression von ATF4 war sowohl unter Glutaminentzug als auch durch
die Behandlung mit dem NRF2-Aktivator Al-1 signifikant erhéht. Durch die
Behandlung mit dem mTORC2 Inhibitor Torin, sowie durch die Behandlung mit
Actinomycin D, einen Inhibitor der RNA-Synthese, konnte die ATF4 Expression
vollstandig aufgehoben- und durch den PKC-Inhibitor Ro31-8220 weitgehend
reduziert werden (Li et al. 2022).

DarUber hinaus wird die Regulation von ATF4 mit dem Enzym Protein
methyltransferase 5 (PRMT5) in Zusammenhang gebracht. PRMTS spielt eine
wesentliche Rolle bei der symmetrischen Dimethylierung von Arginin. Es
beeinflusst eine breite Palette von Zielproteinen, einschliellich Histonen,
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Transkriptionsfaktoren, Signalproteinen, SpleiRosom-Assemblierungsfaktoren
sowie vielen RNA-bindenden und -verarbeitenden Proteinen. Die vielfaltigen
Funktionen von PRMT5 umfassen die Regulation der DNA-Schadensreparatur,
des Spleilkens, der Transkription, der Translation, des Stoffwechsels und der
Stressreaktion (Szewczyk et al. 2022).

PRMTS ist in zahlreichen Karzinomzellen wie Glioblastom-, Lymphom- oder
Brustkrebszellen Uberexprimiert. Die pharmakologische Hemmung von PRMT5
fuhrte zur Expression instabiler ATF4 mRNA, welche im Zellkern zurickgehalten
wurde. Gleichzeitig nahm der zytoplasmatische Anteil des gespleildten ATF4
Transkripts ab, sodass es zu niedrigeren ATF4 Proteinspiegeln und einer
Herunterregulierung der ATF4 Zielgene kam. Dies fuhrte zu Wachstumsstillstand
und vermehrtem oxidativem Stress (Szewczyk et al. 2022). Auch in
Glioblastomzellen konnte bereits gezeigt werden, dass die Ausschaltung oder
Hemmung von PRMT5 in vivo GBM-Tumore wirksam unterdrickt (Braun et al.
2017). Dabei steht allerdings der Nachweis des Zusammenhangs zu ATF4 noch

aus.

1.6 Unter Mangelbedingungen fuhrt ATF4 zu
Anpassungsvorgangen, Proliferation und Zelluberleben in
humanen Tumoren

In verschiedenen humanen Tumoren, wie dem Glioblastom, dem Adenokarzinom
der Brust, dem Zervixkarzinom und dem Melanom zeigte sich, verglichen mit
nicht tumords verandertem Gewebe, eine erhdohte ATF4 Expression. Unter
hypoxischen Bedingungen kam es zu einer Inhibition der Translation der meisten
Proteine bei gleichzeitiger Induktion der Translation von ATF4 via PERK (Bi et al.
2005; Koumenis et al. 2002). In den genannten Tumorentitdten ging ein
gesteigerter ATF4 Spiegel mit Tumorprogression und Therapieresistenz einher
(Bi et al. 2005; Singleton und Harris 2012; Blais et al. 2004; Rzymski et al. 2010).
Unter ATF4 Gensuppression kam es hingegen zur verminderten Proliferation und
vermindertem Zelliberleben. Dieser Effekt liel3 sich durch die Zugabe der nicht
essenziellen Aminosaure Asparagin revertieren, wahrend ein Asparaginmangel
in ATF4-depletierten Zellen zu einer Phosphorylierung von GCN2 und elF2a
fuhrte (Ye et al. 2010). Da die Asparaginsynthetase (ASNS) ein direktes Zielgen
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von ATF4 ist, wurde diese in ATF4 depletierten Zellen weniger exprimiert
(Gjymishka et al. 2009; Siu et al. 2002). Zur Synthese von Asparagin bendtigt die
ASNS Glutamin und Aspartat. ATF4 gensupprimierte Zellen zeigten auch unter
Glutaminmangel ein geringeres Uberleben im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ye
et al. 2010). Konnte in GCN2 depletierten Zellen unter Glutaminmangel die
GCNZ2-elF20-ATF4 Signalkaskade nicht induziert werden, resultierte dies in
einem verminderten Zelluberleben und vermehrter Apoptose (Ye et al. 2010).
Eine Aktivierung von ATF4 unter Glukosemangelbedingungen ist bisher vor allem
Uber den PERK- elF2a -ATF4 -Signalweg beschrieben (Moore et al. 2011; La
Cadena et al. 2014). Der GCN- elF2a -ATF4 Signalweg kann allerdings auch
durch Glukosemangel induziert werden. Kommt es zu Glukosemangel kann das
Kohlenstoffgerlst der Aminosauren als alternative Energiequelle im Citratzyklus
metabolisiert werden. Dadurch entsteht ein Aminosauremangel. Unbeladene
tRNA aktiviert als Folge dessen den GCN2-Signalweg. In Untersuchungen an
HT1080 Zellen konnte gezeigt werden, dass GCN2 und ATF4 Depletion zu einer
gesteigerten Empfindlichkeit auf Glukosemangel fuhrt (Ye et al. 2010).

1.7 Gesteigerte ATF4 Level fUhren zu einer verminderten TMZ

Sensibilitat humaner Glioblastomzellen

TMZ wird zur Standardtherapie des Glioblastoms eingesetzt. In U87-MG und
U251 GB Zelllinien fuhrte eine Behandlung mit TMZ zu einem Anstieg des ATF4
Spiegels. Es konnte gezeigt werden, dass die Sensibilitat ATF4
Uberexprimierender Zellen gegenuber der Therapie mit TMZ abnahm (Chen et
al. 2017b). Umgekehrt reagierten ATF4 gensupprimierte Zellen sensibler auf
TMZ Therapie. Die verminderte Sensibilitat ATF4 Uberexprimierender
Gliomzellen konnte unter anderem auf die ATF4-vermittelte Regulation des
Glutamat/Cystein Antiporters (SLC7A11, xCT) zurlckgefuhrt werden (Chen et al.
2017b).

1.8 Pharmakologische Induktion der ISR

Zur Modulation der ISR kénnen verschiedene Substanzen, wie Tunicamycin und
Thapsigargin, die pharmakologischen ER-Stress erzeugen, eingesetzt werden
(Penaranda Fajardo et al. 2016; Harding et al. 2000; Fusakio et al. 2016; Han et
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al. 2013). Der Wirkmechanismus von Tunicamycin beruht auf der Inhibition des
Enzyms DPAGT1, welches an der N-Glykosylierung von Proteinen im ER
mafgeblich beteiligt ist. Durch die Inhibition der N-Glykosylierung entstehen
vermehrt fehlgefaltete Proteine, was zu ER-Stress und zur Aktivierung der
Unfolded Protein Response (UPR) fuhrt (Bassik und Kampmann 2011).
Thapsigargin hemmt die sarkoendoplasmatische Retikulum Ca?* -ATPase
(SERCA). Dadurch kommt es zu einem Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration, da kein Kalzium mehr ins endoplasmatische Retikulum
gepumpt werden kann. Die Kalziumkonzentration im endoplasmatischen
Retikulum sinkt. Durch die verschobenen Kalziumkonzentrationen konnen
Proteine nicht mehr korrekt gefaltet werden und es kommt zur Akkumulation
fehlgefalteter Proteine und zur Aktivierung der UPR (Wang und Kaufman 2014).
Beide Substanzen wurden bereits haufig zur pharmakologischen Modulation der
integrierten Stressantwort eingesetzt (Pefiaranda Fajardo et al. 2016; Fusakio et
al. 2016).

1.9 Pharmakologische Hemmung der UPR

Die Hemmung der ISR in humanen Glioblastom Zellen konnte einen
vielversprechenden Therapieansatz darstellen. Die Kinase PERK ist mal3geblich
an der Regulation der UPR, als Antwort auf die Akkumulation fehlgefalteter
Proteine unter Stressbedingungen, beteiligt. Die Aktivierung der UPR konnte
bereits in zahlreichen Tumorgeweben nachgewiesen werden. Die Hemmung der
Funktion der Kinase PERK kdnnte zu einer verminderten Anpassungsfahigkeit
von Tumorzellen an Bedingungen im Tumormikromilieu flhren. Zur
Untersuchung dieses Zusammenhangs wurden selektive Inhibitoren der Kinase
PERK (GSK2606414 (im Folgenden GSK 414) und AMG PERK 44 (im
Folgenden AMG 44)) entwickelt (Axten et al. 2012; Smith et al. 2015). Dabei war
der Inhibitor GSK 414 zunachst fur den praklinischen Gebrauch bestimmt,
wahrend AMG 44 oral verfugbar sein sollte (Smith et al. 2015).

SH-SY5Y und HAT-29 Zellen wiesen nach alleiniger Thapsigargin Behandlung
deutlich héhere Level von phosphoryliertem elF2a auf als nach gleichzeitiger
Behandlung mit Thapsigargin und GSK 414 (Rozpedek et al. 2017). In EMT
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Zellen fuhrte die Behandlung mit GSK 414 zu einer verstarkten Sensibilitat der

Zellen gegen Thapsigargin Behandlung (Feng et al. 2014).

1.10 Hypothese

Unsere Hypothese ist, dass ATF4-vermittelte molekulare
Anpassungsmechanismen an Stressbedingungen des Tumormikromilieus (wie
z.B. Hypoxie wund Nahrstoffentzug) im Glioblastom malgeblich zur
Therapieresistenz beitragen und auch die Empfindlichkeit von GB Zellen
gegenuber TMZ beeinflussen. Mit genetischen (ShRNA) und pharmakologischen
(z.B. elF2a Inhibitoren, PERK Inhibitoren) Modellen wurden deswegen an
Glioblastomzellkulturen in  bestimmten  Paradigmen  Untersuchungen
durchgefiihrt. Ubergeordnetes Ziel ist es zu evaluieren, ob eine Inhibition der
integrierten Stressantwort Uber den Transkriptionsfaktor ATF4 die bestehende
Therapie verbessern kdénnte und einen mdglichen therapeutischen Angriffspunkt

im Glioblastom darstellt.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien, Zelllinien und Zellkultur
Tunicamycin, Thapsigargin, AMG PERK 44 (AMG 44) und GSK 2606414 (GSK

414) wurden von Tocris (Bristol, UK) erworben. Alle weiteren, nicht spezifizierten
Reagenzien wurden von Sigma (Taufkirchen, Deutschland) erworben.

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Glioblastomzelllinien LNT-229 und
G55T2 (in dieser Arbeit abgekurzt als G55) (Eckerich et al. 2009) wurden
freundlicherweise von Dr. N. de Tribolet (Lausanne, Schweiz) sowie Manfred
Westphal und Kathrin Lamszus (Hamburg, Deutschland) zur Verfugung gestellt.
Die LNT-229-Zellen wurden mittels STR-Analyse von Multiplexion (Heidelberg,
Deutschland) authentifiziert. Das STR-Profil der getesteten Zellen stimmte mit
dem bekannten Profil fur LN-229 Uberein. LNT-229- und LN-229-Zellen
unterscheiden sich nur in ihnrem p53-Status. Fur die Zelllinie G55 wurde noch kein
STR-Profil in den Datenbanken hinterlegt.

MGMT-Promotormethylierungsstatus und Mutationsstatus der Gene IDH1, p53
und PTEN in LNT-229 und G55 Zellen sind bekannt (Thiepold et al. 2017). Der
Mutationsstatus der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) wurde durch Sequenzierung
fur LNT-229-Zellen ermittelt (Birner et al. 2014); (Michel Mittelbronn, personliche
Mitteilung) und durch IDH1 R132H-spezifische Immunfarbung von Zellpellets in
allen anderen Zelllinien bestimmt (Thiepold et al. 2017). Der MGMT, IDH- p53-

und PTEN Status der verwendeten Zellen ist in Tabelle 1 zusammengefasst.

MGMT IDH1 P53 PTEN
LNT-229 | Methyliert Wildtyp | Wildtyp | Wildtyp
G55 Unmethyliert | Wildtyp | Mutant | Unbekannt

Tabelle 1 Eigenschaften der verwendeten Glioblastomzelllinien

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Vollimedium, bestehend aus Dulbecco’s
modified eagle medium mit 25 mM Glukose und 4 mM Glutamin und Pyruvat
(DMEM, Thermo Fisher Scientific, Dreieich), welches mit 10% fetalem

Kalberserum (fetal calf serum, FCS) (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) sowie
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100 1U/ml Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin (Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland) supplementiert wurde.

Fir die Untersuchungen unter Nahrstoffmangel wurde Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) ohne Glukose, Glutamin und Pyruvat (Thermo Fisher Scientific,

Dreieich) verwendet. Die Zelllinien wurden bei 37 °C und 5% COz2 kultiviert.

2.2 Mykoplasmentest

Zur Durchfuhrung eines Mykoplasmentests wurden 2 ml der Zellprobe bei 300 g
fuir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden 40 ul des Uberstandes
abgenommen und in ein frisches Gefall Uberfihrt. Aus dem MycoAlert™
Mycoplasma Detection Kit (Lonza, Basel (Schweiz)) wurden 40 pl MycoAlert™
Reagenz zur Probe gegeben. Die Inkubationszeit betrug 5 min. Die
Lumineszenz, die mit der ATP Konzentration der Probe korreliert, wurde vor und
nach Zugabe des Reagenzes mittels eines Luminometers gemessen. Im
Anschluss daran wurde das Verhaltnis der erhaltenen Werte aus zweiter und
erster Messung berechnet.

Interpretation:

<0.9 Keine Mykoplasmen

0.9 -1.2 | Zellen Isolieren und nach 24 h erneut testen

>1.2 Mykoplasmenkontamination

Tabelle 2 Auswertung des Mykoplasmentests

2.3 Bestimmung der Zelldichte mittels Kristallviolettfarbung (KV)

Zur Zelldichtebestimmung, fir das Erstellen von Wachstumskurven und um zu
Versuchsbeginn die gleiche Zelldichte in verschiedenen Zelllinien gewahrleisten
zu kénnen, wurden Kristallviolettfarbungen durchgefuhrt (Grady et al. 1960; Roth
et al. 1997). Kristallviolett (KV) (0,5% Kristallviolett, 20% Methanol) ist ein
Triphenylmethanfarbstoff, der die adharenten und somit vitalen Zellen anfarbt
und als Indikator fur die Zelldichte genutzt wird. Eine definierte Zellzahl wurde zu
Versuchsbeginn pro Well in eine 96-well-, 24-well oder 6-well-Platte ausgesat
und dann flir 24 Stunden inkubiert. Zur Behandlung der Zellen wurde das
Vollmedium abgesaugt, um es nach einem Waschschritt mit PBS
(Phosphatgepufferte Salzlésung) durch das flr den jeweiligen Versuch bendtige
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Medium zu ersetzen. Nach den angegebenen Intervallen wurde das
Behandlungsmedium abgesaugt und die Zellen fur 5 min mit KV-Farbeldésung
gefarbt (50 ul = 96-well Platte, 150 ul = 24-well Platte, 300 yl = 6-well Platte).
AnschlieRend wurde die Kristallviolettlosung abgesaugt und alle Wells dreimal
mit vollentsalztem (VE)-Wasser gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet.
Mittels Natriumcitratpuffer (0,1 M Natriumcitrat; 50% Ethanol) wurde das KV nach
Trocknung der Platten aus den Zellen gel6st (je nach Platte mit derselben Menge
wie zur KV-Farbung) Die Platten wurden in einem Multiscan Photometer (Tecan)
bei 595 nm gemessen (Grady et al. 1960). Die Absorption verhalt sich dabei
proportional zur Zellzahl. Als Leerwert wurden Wells ohne Zellen nach oben
beschriebener Kristallviolettfarbung gemessen und der gemessene Wert jeweils
abgezogen. Der Mittelwert und die Standardabweichung errechneten sich aus

den in Tripletts durchgeflihrten Ansatzen.

2.4 Lentivirale Transduktion humaner GB Zellen zur

Gensuppression von ATF4

Die Herstellung von ATF4 gensupprimierten Zellen erfolgte mittels lentiviraler
Transduktion unter Verwendung eines pLKO.1-basierten Vektorsystems
(Addgene Watertown, USA). Hierzu wurden HEK293 Zellen mit pCMV-dR8.2
dvpr (Addgene, #8455) und pCMV-VSVG (Addgene, #8454) Plasmiden, die fur
Proteine zur Virusverpackung und Virushille kodieren, sowie den pLKO.1
Plasmiden, mit der ATF4sh Sequenz (Sigma Aldrich, TRCN0000329695) oder zu
Kontrollzwecken mit einer nicht gerichteten Zielsequenz (non-targeted sh, NTsh,
Addgene #1864) gemall dem auf Addgene hinterlegten Protokoll transduziert
und der Viruslberstand geerntet (https://www.addgene.org/protocols/plko/). Als
zusatzliches Transduktionsreagenz wurde Polybren eingesetzt. Die Selektion
transduzierter ATF4sh- und NTsh-Zellen erfolgte in DMEM mit 2 pg/ml Puromycin
(AppliChem, Darmstadt, Deutschland). Die Effizienz der Gensuppression wurde
mittels quantitativer reverser Transkriptions-PCR-Analyse (qRT-PCR) und
Immunoblot Uberpruft. Experimente wurden im Zellpool in friher Passage
durchgefuhrt.
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2.5 Nahrstoffmangelbedingungen

In Versuchen, die unter Nahrstoffmangelbedingungen durchgefuhrt wurden,
wurde Serum-freies Medium (SFM) (DMEM mit Glutamin, Pyruvat, Glukose und
Phenolrot, ohne Zugabe von FCS) oder Glukose-freies Medium (ohne: Glutamin,
Pyruvat, Glukose und Phenolrot, ohne Zugabe von FCS) verwendet. Glukose (2
mM, oder 25 mM) und Glutamin (4 mM) wurden entsprechend den

Versuchsbedingungen separat supplementiert.

2.6 Untersuchung von Zellen in der Hypoxie

Die Zellen wurden in Vollimedium ausgesat. Nach 24 Stunden erfolgte ein
Mediumswechsel auf Serum-freies Medium mit 2 mM Glukose und 4 mM
Glutamin. Die Zellen wurden dann unter normoxischen (21% O2) oder
hypoxischen (0,1% O2) Bedingungen Kkultiviert. Zur Induktion eines stark
hypoxischen Milieus wurden BD GasPak™ Beutel (Becton-Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) verwendet (Wanka et al. 2012).

2.7 Proteinextraktion

Zur Proteinextraktion wurden 1.700.000 Zellen in eine 10 cm Platte ausgesat und
entsprechend den Versuchsbedingungen behandelt. Nach der angegebenen
Inkubationszeit wurde das Behandlungsmedium entfernt und die Zellen mit
kaltem PBS gewaschen. Um die Zellmembran aufzubrechen, wurden die
Zellkulturschalen in flissigen Stickstoff gestellt. Mittels eines Zellschabers
wurden die Zellen unter Zugabe von Lysepuffer P (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 130
mM NacCl; 0,5% NP-40; 5 mM EDTA pH 8,0, zusatzlich pro 10 ml Lysepuffer P 1
Tablette Protease/Phosphatase Inhibitor (Roche complete, Mini Protease
Inhibitor Cocktail-Roche, Mannheim)) abgeschabt und in ein Reaktionsgefal
uberfuhrt. Nach 30-mindtiger Inkubation auf Eis wurden die Proben fir 10 min,
13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
uberfuhrt.

2.8 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Bestimmung des Proteingehalts der Lysate erfolgte mittels Bradford-

Methode. Diese beruht auf einem Farbumschlag des Nachweisreagenz
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Coomassie Brilliant Blue von 465 nm nach 595 nm in Gegenwart von Proteinen.
In eine 96-well Platte wurden pro Well 50 ul VE-Wasser vorgelegt. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben erfolgte durch den Vergleich
mit einer Standardreihe mit festgelegten Konzentrationen. Daflr wurde eine
BSA-Stammlésung (10 mg/ml) 1:10 mit Wasser verdinnt und nach dem
Pipettierschema (Tabelle 3) aufgetragen. Dann wurde von jeder zu
bestimmenden Probe 1 pl pro Well als Triplett pipettiert. Das Bradford Reagenz
wurde 1:4 mit VE-Wasser verdunnt und davon 150 pl in jedes Well der Platte
gegeben. Nach 15-minutiger Inkubation erfolgte die Messung der Absorption bei

595 nm im Multiscan-Photometer (Tecan, Mannedorf, Schweiz).

Oul | Ol 0 ul Probe Probe Probe

1l 1l 1l Probe 1 | Probe 1 | Probe 1

2ul | 2l 2 ul Probe 2 | Probe 2 | Probe 2

4pul |4l 4 pl Etc.

6l |6yl 6 pl

gul |8yl 8 ul

10pl |10l |10l

12pl 12l 124l

Tabelle 3 Pipettierschema

BSA-Standardreihe nach Pipettierschema aufgetragen;

Proben jeweils mit 1 ul/ Well als Triplett pipettiert.

2.9 SDS-PAA-Gelelektrophorese

Mittels SDS-PAA-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung von Proteinen
anhand ihrer Moleklilmasse und Mobilitat (Steinbach et al. 2003). Fur
Immunoblot-Analysen wurden 20 ug Proteinlysat mit einem Drittel des Volumens
an 4-fach konzentriertem Lammlipuffer (0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 8% SDS, 0,2%
Bromphenolblau, 20% Glycerol) gemischt und fur 10 min bei 95 °C auf einem
Heizblock denaturiert. Die Elektrophorese wurde nach der Gelbeladung mit einer

konstanten Spannung von 100 Volt gestartet. Die Gelkonzentration betrug 12%.
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2.10 Immunoblot und verwendete Antikorper

Mittels Immunoblot erfolgte, nach Auftrennung der Proteine, die Ubertragung auf
eine Nitrozellulosemembran. Dies erfolgte unter einer konstanten Spannung von
100 Volt Gber 60 min im Wet/Tank-Blot Verfahren. Die Ubertragung der Proteine
wurde mit einer Ponceau Farbung verifiziert. Nach Auswaschen des Ponceaus
mit VE-Wasser wurde die Membran mit 5% Milchpulver/TBST fur 1 h bei RT
geblockt. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation mit den Primarantikdrpern
Uber Nacht bei 4 °C. Als primare Antikorper wurden ATF4 (Proteintech,
Rosemont, IL, USA, 10835-1-AP und Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA, #11815), HIF-1a (Cell Signaling Technology, #3716) und Aktin (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, #sc-1616) verwendet.

Die Membranen wurden nach der Inkubation dreimal fir jeweils 10 min mit TBST
gewaschen und dann fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem HRP-
gekoppelten Sekundarantikdrper  (anti-Kaninchen-Antikorper, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA, #111-036-144 und anti-Ziege-
Antikorper, Santa Cruz,#sc-2020) (1:5.000 in 5% Milch/TBST) inkubiert. Danach
wurde die Membran erneut dreimal fur 10 min mit TBST gewaschen.

Zum Nachweis der Proteinbanden wurde eine Chemilumineszenzlosung
verwendet. Diese setzte sich aus 1 ml Losung A (200 ml 0,1 M Tris-HCI pH 8,6,
50 mg Luminol) und 100 ul Lésung B (11 mg p-Hydroxy-Coumarsaure, 10 ml
DMSO) und 0,3 pl H202 (30%) zusammen (Thiepold et al. 2017). Nach einigen
Minuten Einwirkzeit konnte die Membran mit Filmen (Fuji Super RX-N) entwickelt

werden.

2.11 RNA Extraktion und cDNA Synthese

Die Zellen wurden in einer 6-well Platte ausgesat und den Versuchen
entsprechend behandelt. Nach der angegebenen Behandlungszeit wurde das
Medium abgesaugt und 1 ml Trizol (Thermo Fisher Scientific, Hamburg,
Deutschland) fur eine Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur auf die
Zellen gegeben und diese anschliellend aufgenommen. Danach wurden 200 pl
Chloroform hinzugegeben, fir 15 Sekunden geschuttelt und fur 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 13.000 rpm

15 min und 4 °C. Die obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefall Gberfuhrt
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und 1:1 mit 70% Ethanol versetzt. Die RNA Aufreinigung erfolgte laut
Herstellerprotokoll des EXTRACTME RNA Isolation Kits (Blirt, Gdansk, Poland).
Fir die cDNA Synthese wurde das Vilo cDNA Synthese Kit (Invitogen, Carlsbad,
CA, USA) verwendet. Pro Probe wurden fur die cDNA Synthese 1,5 uyg RNA, 4
pI Vilo Master Mix (SuperScript VILO Master Mix, Invitrogen, Carlsbad) und die
entsprechende Menge Wasser fir ein Gesamtvolumen von 20 pl dazu pipettiert.
Die cDNA Synthese erfolgte auf einem Heizblock flir 10 min bei 25 °C und 2 h
bei 42 °C. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Proben fur 10 min bei 85 °C
inkubiert. Erfolgte die PCR nicht unmittelbar im Anschluss, wurde die cDNA bei
-20 °C gelagert.

2.12 Quantitative PCR Analyse und Primersequenzen

Zur Durchfihrung der quantitativen PCR (qPCR) wurde folgender Ansatz
pipettiert: 2 ul cDNA Probe, 12,5 ul SYBR Green Fluorescein g-PCR Mastermix
(ThermoFisher Scientific, Hamburg), 7 pul Wasser, 1,75 pl Primerlésung (jeweils
Jforward“ und ,reverse”. Daraus ergab dich ein Gesamtvolumen von 25 pl. Die
Primer der Referenz- /Housekeepinggene lagen in einer Stammkonzentration
von 100 pM vor und wurden auf eine Konzentration von 1 yM in Wasser
vorverdinnt. Die Primer der Testgene lagen ebenfalls in einer
Stammkonzentration von 100 pM vor und wurden auf 2 uM in Wasser
vorverdunnt. Alle Ansatze wurden in Tripletts pipettiert.

Zur Messung wurde ein iQ5 Real-Time PCR Gerat verwendet (Biorad, Munchen,
Deutschland). Die zum Nachweis verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 4
aufgefuihrt. SDHA und 78S dienten als Referenzgene zur Normalisierung. Die
Berechnung der relativen Expression erfolgte nach der Vandesompele Methode

(Vandesompele et al. 2002)
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Gen Primersequenzen
ATF4 fw: 5-ATGACCGAAATGAGCTTCCTG-3'
rev: 5-GCTGGAGAACCCATGAGGT-3
WARS1 fw: 5-AGCACCTACCAGTAATCATGGC-3
rev: 5-TCCAAACCGAACAATGAGCTT-3
XPOT1 fw: 5-AGGGAGACGCTCATATCATGG-3’
rev: 5-TTGGGCGGCTTTATTTCGTAT-3’
TRIB3 fw: 5-AAGCGGTTGGAGTTGGATGAC-3’
rev: 5-CACGATCTGGAGCAGTAGGTG-3’
18S fw: 5-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’
rev: 5-GCTGGAATTACCGCGGCT-3’
SDHA fw: 5-TGGGAACAAGAGGGCATCTG-3
rev: 5-CCACCACTGCATCAAATTCATG-3

Tabelle 4 Primersequenzen

2.13 Quantifizierung des zellularen Uberlebens

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurde die Laktatdehydrogenase (LDH)-
Freisetzungsmethode sowie die Farbung mit Propidiumiodid und die
anschlieBende durchflusszytometrische Analyse (PI-FACS) eingesetzt.
Propidiumiodid dringt Uber die porose Zellwand apoptotischer Zellen in die Zelle
ein und kann daher als Zelltodindikator genutzt werden.

Die Quantifizierung freigesetzten LDHs erfolgte unter Verwendung des
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (Roche, Mannheim, Deutschland).

Zur Messung via PI-FACS wurden die Zellen zu einer Dichte von 50.000 pro cm?
in 24-well Platten ausgesat und entsprechend den Versuchsbedingungen
behandelt. Die adharenten Zellen wurden mit PBS gewaschen, mittels Trypsin
vom Boden geldst, in PBS resuspendiert und zu dem jeweiligen Uberstand in das
FACS-Rohrchen Uberfihrt. Die Proben wurden dann bei Raumtemperatur fir 5
min bei 300 g zentrifugiert. der Uberstand wurde verworfen, das Pellet wurde in
250 pl PI-Lésung (1 pg/ml in PBS verdinnt) aufgenommen. Die Analyse erfolgte
im BD Canto Il (BD, Heidelberg, Germany). Pl-positive Zellen wurden als tote
Zellen gewertet. Es wurde der Anteil toter Zellen bezogen auf alle analysierten
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Zellen bestimmt. Die Datenauswertung erfolgte mit der BD FACS Diva-Software
(Version 6.1.3).

2.14 Klonogenitatsassay

Um die Klonogenitat zu bestimmen, wurden jeweils 500 Zellen in einer Kavitat
einer 6-well Platte ausgesat und tUber Nacht inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
jeweilige Behandlung der Zellen mit TMZ oder der Vehikelkontrolle (DMSO).
Nach weiteren 24 Stunden wurde das Behandlungsmedium durch Vollmedium
ersetzt. Das Experiment wurde mittels KV-Farbung nach funf Tagen abgestoppt.
Klone wurden manuell mit Hilfe der ImagedJ Software ausgezahlt (Fischer et al.
2014; Lorenz et al. 2021).

2.15 Sauerstoffverbrauch

Zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs wurden die Zellen in einer 24-well
Platte mit Sauerstoffsensoren (PreSens, Regensburg, Germany) ausgesat und
uber Nacht inkubiert. Nach einem Mediumswechsel wurden die Wells mit
Paraffindl (600 ul) Gberschichtet, was weiteren Sauerstoffeintrag ins Medium
verhinderte. Der Sauerstoffgehalt im Medium wurde mit Hilfe einer fluoreszenz-

basierten Messmethode bestimmt (Thiepold et al. 2017).

2.16 Statistische Berechnungen

Quantitative Daten werden als Mittelwert und Standardabweichung (SD)
angegeben. Fur die Berechnung von p-Werten wurde ein zweiseitiger t-Test
verwendet. Die Werte von p<0,01 (**) wurden als hochsignifikant, p<0,05 (*) als

signifikant und p>0,05 als nicht signifikant (n.s.) angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Humane Glioblastomzelllinien unterscheiden sich in ihrer
basalen ATF4 mRNA Expression

Um zZu untersuchen, ob die integrierte Stressantwort als
Anpassungsmechanismus in humanen Gliomzelllinien wichtig ist, wurden
zunachst die basalen ATF4 mRNA Level verschiedener Zelllinien untersucht.
Dabei zeigte sich in G55 Zellen ein, im Vergleich, hoheres basales ATF4 mRNA
Level, wahrend LNT-229 Gliomzellen ein eher niedriges basales ATF4 mRNA
Level aufwiesen. Um die Effekte der ISR sowohl in Zellen mit niedriger als auch
hoher ATF4 Expression zu analysieren, wurden die nachfolgenden Versuche mit
LNT-229 und G55 durchgefuhrt.

ATF4

0.8 1
0.7 1
0.6 1
0.5 1
0.4 1
0.3 1

0.2 1
0.1 -

Relative Geneexpression

Abbildung 4 Ermittlung der basalen ATF4 Expression in einem Panel humaner
Gliomzelllinien

Humane Gliomzelllinien wurden unter Standardbedingungen in Vollmedium
kultiviert. Die Analyse, der aus diesen Zellen isolierten cDNA erfolgte mittels
gPCR mit Primern fir ATF4. SDHA und 78S wurden zur Normalisierung
verwendet (n=3, Mittelwert £SD).
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3.2 Etablierung eines Antikorpers zur Bestimmung des ATF4
Proteingehalts

Zum Nachweis von ATF4 im Immunoblot sollte zunachst ein spezifischer,
primarer Antikorper etabliert werden. Es wurden hierzu zwei Antikorper
verglichen (ProteinTech, Rosemont, IL, USA, 10835-1-AP und CellSignaling
Technology, Danvers, MA, USA, #11815). Um die Spezifitat der Antikérper zu
Uberprufen, wurden Lysate von LNT-229 und G55 Zellen eingesetzt, welche
zuvor mit dem ISR Aktivator Tunicamycin behandelt worden waren. Es zeigte
sich, dass der getestete ATF4 Antikorper der Firma ProteinTech im Immunoblot,
zusatzliche, unspezifische Banden mit leicht gesteigerter Grofle als das zu
detektierende Protein ATF4 aufwies (Abb.5 linke Seite). Dagegen zeigte der
zweite Antikorper der Firma CellSignaling keine unspezifischen Banden
vergleichbarer Grof3e. Durch den ATF4 Antikdrper von CellSignaling konnte die
korrekte ATF4 Bande des ProteinTech Antikdrpers bestatigt werden (Abb.5

rechte Seite).

ProteinTech Cell Signaling

LNT-229 G55 LNT-229 G55
Tm (ug/ml) 0 2 0 2 0 2 0 2

ATF4 w ey -
49 kDa

Aktin | T S ——

Abbildung 5 Etablierung eines geeigneten ATF4 Antikorpers
G55 und LNT-229 Zellen wurden fir 8 Stunden in Serum-freiem Medium mit 2

pg/ml Tunicamycin (Tm) behandelt. Die Lysate wurden im Immunoblot mit

Antikorpern gegen ATF4 und Aktin analysiert.

3.3 Tunicamycin und Thapsigargin fuhren zur dosisabhangigen
ATF4 Induktion in humanen GB Zellen

Pharmakologisch Iasst sich die ISR durch die ER-Stress Induktoren Tunicamycin,
welches die Ausbildung N-glykosidischer Verbindungen hemmt, und
Thapsigargin, welches die sarko- /endoplasmatische Retikulum Ca?*-ATPase

hemmt, aktivieren (Fusakio et al. 2016; Pefiaranda Fajardo et al. 2016). Die
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Behandlung mit Tunicamycin oder Thapsigargin fuhrte in G55 Zellen und LNT-
229 (Daten nicht gezeigt) nach einer Behandlungszeit von 24 h zu einer
verminderten Zelldichte im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe, die nach
weiteren 72 h noch starker ausgepragt war (Abb. 6A). Vergleichbare Ergebnisse
wurden mit der Zelllinie LNT-229 erzielt (nicht gezeigt). Auf Proteinebene zeigte
sich durch die Behandlung der Zellen mit Tunicamycin oder Thapsigargin eine
dosisabhangige ATF4 Aktivierung (Abb. 6B). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden
fur die folgenden Versuche eine Konzentration von 2 pyg/ml Tunicamycin (2,367

MM) und 1 uM Thapsigargin (0,65 pg/ml) zur Behandlung der Zellen verwendet.

G55
0.7 24 h 14 96 h
= = T
£E 05 T 2E 4 [
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Pl 5206
0.1 0.2
0 O alen
m H = m +
Tg - + Tg +
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ATF4 --= === <50

<50
e —
Abbildung 6 Tunicamycin und Thapsigargin induzieren die Aktivierung von ATF4

<40

in humanen GB Zellen.

(A) G55 Zellen wurden in serumfreiem Medium fur die angegebenen Zeitraume
mit 2 pug/ml Tunicamycin (Tm) bzw. 1 uyM Thapsigargin (Tg) behandelt. Die
Zelldichten wurden mittels KV-Farbung ermittelt (n=3, Mittelwert £ SD). (B) G55
Zellen wurden in serumfreiem Medium mit steigenden Konzentrationen von
Tunicamycin (Tm) und Thapsigargin (Tg) fur 8 h behandelt. Die Lysate wurden
im Immunoblot mit Antikorpern fir ATF4 (hier ProteinTech, Rosemont, IL, USA,

10835-1-AP) und Aktin analysiert.

XPOT, WARS1 und TRIB3 sind in Zellmodellen als Zielgene von ATF4
beschrieben (Han et al. 2013). Auf Transkriptionsebene fiuhrte sowohl die
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Behandlung mit Tunicamycin als auch mit Thapsigargin zu einer vermehrten
Expression von ATF4 und dessen Zielgenen XPOT, WARS1 und TRIB3 in G55-
und LNT-229 Zellen (Daten nicht gezeigt) (Abb. 7).
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Abbildung 7 Tunicamycin und Thapsigargin induzieren die Aktivierung von ATF4
und dessen Zielgenen XPOT, WARS1 und TRIB3 in humanen GB Zellen.

G55 Zellen wurden Uber 8 h mit 2 pg/ml Tunicamycin (Tm) bzw. 1 uM
Thapsigargin (Tg) in serumfreiem Medium behandelt. AnschlieRend wurde die
MRNA Expression von ATF4 und den ATF4 Zielgenen XPOT, WARS1 und
TRIB3 mittels gPCR analysiert. (n = 3, Mittelwert + SD, *p <0.05, **p <0.01).

3.4 Glutaminentzug fuhrt zu einer gesteigerten ATF4 Expression

auf mMRNA und Proteinebene

ATF4 ist ein wichtiger Regulator der ISR unter Aminosauremangel (Ye et al.
2010). So zeigte sich in G55 Zellen und LNT-229 (Daten nicht gezeigt) unter
vollstandigem Glutaminentzug, eine gesteigerte ATF4 Expression auf
Proteinebene, wahrend Glukosemangelbedingungen und gleichzeitiger
Serumentzug nicht zu einer gesteigerten ATF4 Expression fuihrten (Abb. 8 A, B).
Unter Glutaminentzug zeigte sich eine Zunahme der ATF4 mRNA Expression
sowie dessen Zielgenen XPOT, WARS1 und TRIB3. Zusatzlicher
Glukosemangel flhrte zu keiner weiteren Zunahme der Expression von ATF4

sowie dessen Zielgenen (Abb. 8 C).
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Abbildung 8 Glutaminentzug fuhrt auf mMRNA und Proteinebene zur gesteigerten
ATF4 Expression in humanen GB Zellen.

(A) G55 Zellen wurden in DMEM mit und ohne 10% FCS, unter Zugabe von 2-
oder 25 mM Glukose (Glc) und 0 mM oder 4mM Glutamin (GIn) wie angegeben
uber 8 h inkubiert. Die Zelllysate wurden dann im Immunoblot mit Antikdrpern fur
ATF4 und Aktin analysiert. (B) G55 Zellen wurden mit serumfreiem Medium, unter
Zugabe von 2 mM Glukose (Glc) und 0 mM oder 4mM Glutamin (GIn) wie
angegeben Uber 8 h inkubiert. Die Zelllysate wurden daraufhin im Immunoblot
mit Antikdrpern fur ATF4 und Aktin analysiert. (C) G55 Zellen wurden fur 8 h mit
serumfreiem  Medium  mit  verschiedenen  Glutamin-  (GIn) und
Glukosekonzentrationen (Glc) wie angegeben inkubiert. Mittels gqPCR wurde die
Expression von ATF4 und seinen Zielgenen XPOT, WARS17 und TRIB3
analysiert. (n=3, Mittelwert + SD, *p <0.05, **p <0.01).

3.5 TMZ induziert ATF4 Aktivierung

Nach Behandlung mit dem Chemotherapeutikum TMZ ist, als Folge einer ER-
Stress vermittelten Aktivierung der ISR, bereits eine Zunahme der ATF4
Expression auf mRNA- und Proteinebene beschrieben (Chen et al. 2017b).

In unseren Versuchen konnte durch die Behandlung mit TMZ sowohl eine
gesteigerte Expression von ATF4 auf Proteinebene als auch eine gesteigerte
Transkription von ATF4 und seinen Zielgenen XPOT und WARS1 festgestellt
werden (Abb. 9 A, B). Ahnliche Ergebnisse wurden in LNT-229 Zellen erzielt
(Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abbildung 9 TMZ-Behandlung induziert die Aktivierung von ATF4 und dessen

Zielgenen.

G55 Zellen wurden in serumfreiem Medium Uber 24 h mit Vehikel (DMSO) oder
400 uM TMZ behandelt. (A) Die Lysate wurden im Immunoblot mit Antikorpern
fur ATF4 und Aktin analysiert. (B) cDNA der Zellen wurde mittels qPCR
analysiert. Verwendet wurde Primer fir ATF4 und dessen Zielgene XPOT und
WARS1. (n= 3, Mittelwert £ SD, n.s. nicht signifikant, *p <0.05).

3.6 Gensuppression von ATF4 fuhrt zu reduzierter Aktivierung der
ISR unter Bedingungen des Tumormikromilieus in humanen GB

Zellen

Zur Analyse der Rolle von ATF4 fir die Adaptation humaner GB Zellen an
Mangelbedingungen des Tumormikromilieus wurden G55 und LNT-229 Zellen
mit ATF4-Gensuppression (ATF4sh) sowie entsprechende Kontrollzellen (NTsh)
hergestellt. Es konnte flir G55 Zellen eine Gensuppression von ca. 50% und bei
LNT-229 Zellen von ca. 70% im Vergleich zu den Kontrollzellen erreicht werden
(Abb. 10 A, Daten fur LNT-229 nicht gezeigt).

Mit Hilfe dieses Modells konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
Tunicamycin zu einem starken Anstieg der Proteinexpression von ATF4 in NTsh
Zellen fuhrte, wohingegen ATF4sh Zellen nur mit einem geringen Anstieg von
ATF4 auf die Behandlung reagierten (Abb. 10 B). Dieses Ergebnis konnte auf
Transkriptionsebene bestatigt werden. Die Behandlung der NTsh Zellen mit
Tunicamycin fihrte zu einem deutlicheren Anstieg der ATF4 mRNA, sowie der
Zielgene XPOT, WARS1 und TRIB3. Im Vergleich dazu, war bei der Behandlung
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der ATF4sh Zellen mit Tunicamycin ein signifikant geringerer Anstieg der ATF4
MRNA sowie der Zielgene zu beobachten (Abbildung 10 C).
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Abbildung 10 ATF4 gensupprimierte Zellen weisen ein reduziertes Ansprechen
auf pharmakologische ISR Induktion auf.

(A) G55 Zellen wurden mit Non-targeting Control (NTsh) oder ATF4
Gensuppression (ATF4sh) Plasmiden transduziert. Die stabile ATF4
Gensuppression wurde in der gPCR mit Primern fur ATF4 nachgewiesen. (n=3,
Mittelwert £ SD, ** p < 0.01). (B) G55 NTsh und ATF4sh Zellen wurden Uber 8 h
in serumfreiem Medium mit 2ug/ml Tunicamycin (Tm) behandelt. Zelllysate
wurden im Immunoblot mit Antikdrpern fur ATF4 und Aktin untersucht. (C) G55
NTsh und ATF4sh Zellen wurden Uber 8 h in serumfreiem Medium mit 2 pg/mi
Tunicamycin (Tm) behandelt. cDNA wurde mit Primern fur ATF4, XPOT, WARS1
und TRIB3 untersucht. (n = 3, Mittelwert + SD, n.s. nicht signifikant, **p <0.01).

Glutaminentzug fuhrte sowohl mit als auch ohne Glukosemangel zu einer
gesteigerten ATF4 Translation in G55 NTsh Zellen. In ATF4sh Zellen war dieser
Effekt deutlich weniger ausgepragt. Glukosemangel allein fihrte dagegen zu
keiner gesteigerten ATF4 Proteinexpression in G55 NTsh- und ATF4sh Zellen
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(Abb. 11). In LNT-229 NTsh und ATF4sh Zellen zeigten sich ahnliche Ergebnisse
(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11 Glutaminentzug fuhrt zu einem gesteigerten ATF4 Proteinlevel in

humanen GB Zellen.
G55 NTsh und ATF4sh Zellen wurden fir 8 h mit serumfreiem Medium mit
Glukose (Glc) und Glutamin (GIn) wie angegeben behandelt. Die Zelllysate

wurden im Immunoblot mit Antikérpern fir ATF4 und Aktin analysiert.

Unter hypoxischen Bedingungen und gleichzeitigem Glukosemangel ohne
Glutaminentzug konnte eine Aktivierung von ATF4 festgestellt werden, welche
nur in NTsh Zellen, nicht aber in ATF4 gensupprimierten Zellen, nachgewiesen
werden konnte (Abb. 12).

G55
NTsh _ATF4sh
Hypoxie - + -+
ATF4 -
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Abbildung 12 Hypoxie fuhrt zu einer gesteigerten Translation von ATF4.

G55 NTsh und ATF4sh Zellen wurden in serumfreiem Medium mit 2 mM Glukose
und 4 mM Glutamin Uber 8 h bei Normoxie oder Hypoxie (0,1% Oz2) inkubiert. Die
Zelllysate wurden im Immunoblot mit Antikorpern gegen ATF4 und Aktin
untersucht.
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3.7 ATF4 Gensuppression sensibilisiert humane GB Zellen fur
Hypoxie-induzierten Zelltod und erhoht den
Sauerstoffverbrauch

Eine verminderte Sauerstoffkonzentration und Nahrstoffmangel sind
charakteristisch flur das Mikromilieu maligner Gliomzellen (Jawhari et al. 2016).
Durch diese Mangelbedingungen werden Signalkaskaden zur Adaptation
aktiviert (Jawhari et al. 2016). Um die in vivo bestehenden Mangelbedingungen
zu modellieren, behandelten wir die Zellen unter hypoxischen Bedingungen
(0,1% O2) und gleichzeitigem Glukosemangel (Steinbach et al. 2003). Unter
diesen Bedingungen wurde die pharmakologische Aktivierung der ISR mittels
Tunicamycin sowie der Effekt der Gensuppression von ATF4 in humanen GB
Zellen untersucht.

In G55 Zellen und LNT-229 (Daten nicht gezeigt), bei denen eine Behandlung mit
Tunicamycin die Aktivierung von ATF4 ausloste, konnte im Kontext des Hypoxie-
induzierten Zelltods eine reduzierte LDH Freisetzung und somit ein Schutz der
Zellen durch Tunicamycin induzierte Aktivierung der ISR beobachtet werden
(Abb. 13).
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Abbildung 13 Tunicamycinbehandlung schutzt humane GB Zellen vor Hypoxie-

induziertem Zelltod.

G55 Zellen wurden in serumfreiem Medium unter Zugabe von 25 mM Glukose
und 2 pg/ml Tunicamycin oder Vehikel (DMSO) flir 4 h vorinkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen in serumfreiem Medium mit 2 mM Glukose und 4 mM Glutamin

sowie 2 pg/ml Tunicamycin oder Kontrolle (DMSO) in Normoxie oder Hypoxie
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(0.1% O2) inkubiert. Der Zelltod wurde mittels LDH Freisetzungsassay bestimmt
(n=4, Mittelwert + SD, * p < 0.05, ** p <0.01).

Im Gegensatz dazu, zeigten G55 ATF4sh und LNT-229 ATF4sh Zellen unter
hypoxischen Bedingungen mit gleichzeitigem Glukosemangel eine erhéhte LDH
Freisetzung und damit eine Sensibilisierung der Zellen gegentber Hypoxie-
induziertem Zelltod (Abb. 14).
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Abbildung 14 ATF4sh Zellen sind gegenuber Hypoxie- induziertem Zelltod
sensibilisiert.

G55 und LNT-229 NTsh und ATF4sh Zellen wurden in serumfreiem Medium mit
2 mM Glukose und 4 mM Glutamin in Normoxie und Hypoxie (0.1% O2) inkubiert.
Der Zelltod wurde durch Quantifizierung der LDH Freisetzung bestimmt (n =4,
Mittelwert + SD, **p < 0.01).

Unter gleichzeitigem Sauerstoff- und Glukosemangel zeigten G55 und LNT-229
(nicht gezeigt) ATF4sh Zellen im Vergleich zu den NTsh Zellen einen erhdéhten
Sauerstoffverbrauch (Abb. 15 A). Die pharmakologische Aktivierung der ISR mit
Tunicamycin fuhrte zum gegenteiligen Effekt: Hier zeigten Tunicamycin
behandelte G55 und LNT-229 (nicht gezeigt) Wildtyp-Zellen einen verminderten
Sauerstoffverbrauch im Vergleich zu Vehikel-behandelten Zellen. Dies zeigte
sich  sowohl unter  Zugabe  von Glukose als auch unter

Glukosemangelbedingungen (Abb. 15 A, B).
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Abbildung 15 Der erhdhte Sauerstoffverbrauch ATF4 gensupprimierter Zellen
|&sst sich durch die pharmakologische Aktivierung der ISR umkehren.

(A) G55 NTsh und ATFsh Zellen wurden in serumfreiem Medium mit 2 mM
Glukose und 4 mM Glutamin inkubiert. Der O2-Verbrauch wurde mit Hilfe einer
Fluoreszenzbasierten Messung bestimmt. Angezeigt ist die verbliebene
Sauerstoffmenge relativ zum Beginn des Experiments. (n=3, Mittelwert,
*p <0.05, **p<0.01). (B) G55 Zellen wurden in serumfreiem Medium mit 4 mM
Glutamin und 2 mM - oder 25 mM Glukose sowie 2 pg/ml Tunicamycin behandelt.
Der Sauerstoffverbrauch wurde mittels Fluoreszenzbasierter Messung
durchgefuhrt. (n = 3, Mittelwert, *p <0.05, **p <0.01).

3.8 ATF4 Gensuppression sensibilisiert GB Zellen fur TMZ

Um den Effekt von ATF4 im Kontext der Resistenzentwicklung gegen TMZ zu
untersuchen, wurden sowohl G55 NTsh und ATF4sh als auch LNT-229 NTsh und
-ATF4sh (nicht gezeigt) Gliomzellen mit TMZ behandelt und die Expression von
ATF4 untersucht. Dabei zeigten ATF4sh Zellen nach TMZ-Behandlung eine
deutlich verminderte ATF4 Expression in Vergleich zu den NTsh Zellen (Abb. 16
A). Die Klonogenitat von G55 und LNT-229 (nicht gezeigt) ATF4sh Zellen war
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nach TMZ-Behandlung im Vergleich zu NTsh Zellen stark vermindert (Abb. 16
B). Weiterhin zeigten ATF4sh Zellen unter Behandlung mit TMZ einen deutlich

erhohten Zelltod im Vergleich zu entsprechenden Kontrollzellen (Abb. 16 C).
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Abbildung 16 Unter TMZ-Behandlung zeigen ATF4sh Zellen einen reduzierten
ATF4 Anstieg und eine gréfRere Behandlungssensibilitat im Vergleich zu NTsh
Zellen.

(A) G55 NTsh und ATF4sh Zellen wurden in serumfreiem Medium fur 8 h mit 400
MM TMZ behandelt. Die Zelllysate wurden im Immunoblot mit Antikorpern gegen
ATF4 und Aktin analysiert. (B) G55 NTsh und ATF4sh Zellen wurden Uber 24 h
mit 200 yM TMZ oder DMSO behandelt, im Anschluss wurden die Zellen in
Vollmedium fir weitere 5 Tage inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin mit KV
gefarbt und die Anzahl der Klone ausgezahlt. Die Klonogenitat ist in Relativitat
zur Vehikelkontrolle dargestellt. (n =3, Mittelwert £ SD, *p <0.05). (C) G55 NTsh
und ATF4sh Zellen wurden fur 72 h in serumfreiem Medium mit 800 yM TMZ
behandelt. Der Zelltod wurde mittels Propidiumiodid (Pl)-Farbung analysiert und
uber die Durchflusszytometrie quantifiziert. (n=3, Mittelwert+SD, *p <0.05,
**p<0.01).
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3.9 Pharmakologische PERK-Inhibition fuhrt unter

Stressbedingungen zu einer verminderten ATF4 Expression

Zusatzlich zur genetischen Suppression, lasst sich die ATF4 Expression auch
pharmakologisch mittels der Inhibition der Kinase PERK modulieren (Abb. 1).
Dazu testeten wir zwei verschiede PERK Inhibitoren (GSK 414 und AMG 44).
Durch beide Substanzen wird selektiv die Phosphorylierung des
Translationsfaktors elF2a gehemmt, wodurch die Translation von ATF4 nur
vermindert stattfinden kann (Dadey et al. 2018; Feng et al. 2014; McGrath et al.
2018; Axten et al. 2012).

Zur Evaluation einer geeigneten Dosierung testeten wir den Einfluss der
Inhibitoren auf das Zellwachstum von G55 und LNT-229 Zellen. Nach einer
Inkubationszeit von 72 h konnte unter Verwendung und des PERK-Inhibitors
GSK 414 bis zu einer Konzentration von 1 yM sowohl bei LNT-229 als auch bei
G55 Zellen kaum einen Einfluss auf das Zellwachstum feststellt werden. Ebenso
zeigte der PERK- Inhibitor AMG 44 nach einer Behandlungsdauer von 72 h in
allen getesteten Konzentrationen keinen Einfluss auf das Zellwachstum (Abb.
17).
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Abbildung 17 Toxizitat der PERK Inhibitoren GSK 414 und AMG 44.
G55 und LNT-229 WT Zellen wurden fur 72 h in serumfreiem Medium mit den
angegebenen Konzentrationen der PERK Inhibitoren GSK 414 und AMG 44
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behandelt. Die Zelldichten wurden mittels KV-Farbung bestimmt. (n=3, Mittelwert
+ SD).

Eine kombinierte Behandlung der Gliomzellen G55 und LNT-229 mit
Tunicamycin und den PERK Inhibitoren GSK 414 und AMG 44 in aufsteigenden
Konzentrationen flhrte in einem Konzentrationsbereich von 1 uM bis 10 yM zu
einer verminderten ATF4 Expression auf Proteinebene (Abb. 18). Bei einer
Konzentration von 0,1 uM konnte keine ausreichende ATF4 Suppression mehr
erreicht werden. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden fur die Versuche 1
MM GSK 414 und 1 yM AMG 44 eingesetzt.
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Abbildung 18 Die Behandlung mit pharmakologischen PERK Inhibitoren flhrt zu

dosisabhangiger Reduktion des ATF4 Proteinlevels in humanen GB Zellen.

LNT-229 und G55 Zellen wurden in serumfreiem Medium fuar 8 h mit den
angegebenen Konzentrationen der PERK Inhibitoren GSK 414 und AMG 44
sowie mit 2 ug/ml Tunicamycin behandelt. Die Zelllysate wurden im Immunoblot

mit Antikorpern gegen ATF4 und Aktin untersucht.

Durch die gleichzeigte Behandlung von G55 und LNT-229 Gliomzellen mit den
pharmakologischen PERK Inhibitoren und Tunicamycin kam es zu einer deutlich
verminderten ATF4 Aktivierung (Abb. 19). Die durch Glutaminentzug induzierte
Aktivierung von ATF4 konnte durch die Behandlung mit den Inhibitoren ebenfalls
deutlich vermindert werden (Abb. 19).
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Abbildung 19 Die PERK Inhibitoren GSK 414 und AMG 44 hemmen die ATF4
Aktivierung in humanen GB Zellen.

G55 und LNT-229 Zellen wurden in serumfreiem Medium fur 8 h mit Tunicamycin
2 yg/ml oder 1 yM GSK 2606414 bzw. 1 uM AMG 44 oder einer Kombination aus
beiden Substanzen, wie angegeben, behandelt. Zusatzlich wurden G55 und
LNT-229 Zellen sowohl unter alleinigem Glutaminentzug als auch unter
Glutaminentzug kombiniert mit 1 yM GSK 414 oder 1 yM AMG 44 inkubiert. Die
Zelllysate wurden im Immunoblot mit Antikérpern gegen ATF4 und Aktin

analysiert.

Ebenso wie die pharmakologische ATF4 Induktion liel sich die TMZ-vermittelte
ATF4 Expression durch Kombinationsbehandlung mit den PERK-Inhibitoren
vermindern. Wahrend alleinige TMZ-Therapie zu einem Anstieg der ATF4
Expression fuhrte, konnte diese durch die Zugabe der Inhibitoren abgeschwacht
werden (Abb. 20).
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Abbildung 20 Reduzierte TMZ vermittelte ATF4 Expression nach Ko-Behandlung

mit den PERK Inhibitoren.

G55 und LNT-229 Zellen wurden in serumfreiem Medium fur 24 h mit 400 yM
TMZ und/oder jeweils 1 yM GSK 414/ 1 yM AMG 44 wie angegeben behandelt.

Die Zelllysate wurden im Immunoblot mit Antikdrpern gegen ATF4 und Aktin

analysiert.
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4 Diskussion

Um unter den im Tumormikromilieu vorherrschenden Mangelbedingungen
Uberleben zu kdnnen, missen Glioblastomzellen Strategien zur Anpassung
entwickeln. Diese Adaptationsmechanismen der Tumorzellen zielen auf die
Sicherstellung des Zelluberlebens und -wachstums. Einer dieser
Anpassungsmechanismen ist die ISR, deren zentraler Mediator der
Transkriptionsfaktor ATF4 darstellt. Die ISR kann durch ER-Stress, bedingt durch
die Akkumulation fehl- oder ungefalteter Proteine, Hypoxie, Glukosemangel oder
Chemotherapie und durch Aminosduremangel ausgelost werden. Uber
verschieden Signalkaskaden kommt es zu einer Phosphorylierung von elF2a und
dadurch zur Reduktion der allgemeinen Translation.

Durch spezielle Eigenschaften der ATF4 mRNA kommt es, trotz der generellen
Translationsinhibition, zu einer gesteigerten Expression von ATF4 und dessen
Zielgenen, die fur die Anpassung an Mangelbedingungen verantwortlich sind
(Peharanda Fajardo et al. 2016; Wek et al. 2006; Pakos-Zebrucka et al. 2016).
Eine Uberexpression von ATF4 in humanen Glioblastomzellen und dessen
Beteiligung an der Entstehung moglicher Therapieresistenzen konnte bereits
gezeigt werden (Bi et al. 2005; Chen et al. 2017b). Es scheint daher naheliegend,
dass die Inhibition von ATF4 einen mdglichen therapeutischen Angriffspunkt zur
Sensibilisierung der Tumorzellen gegenuber Mangelbedingungen im
Tumormikromilieu darstellen konnte. Von dieser Hypothese ausgehend wurde
die Rolle des Transkriptionsfaktors ATF4 fur die Adaptation humaner
Glioblastomzelllinien an Bedingungen des Tumormikromilieus sowie fur die

Entstehung von Therapieresistenzen gegenuber TMZ untersucht.

In unseren Untersuchungen zeigte sich, dass ATF4 in den humanen
Glioblastomzelllinien G55 und LNT-229 sowohl pharmakologisch, durch
Tunicamycin und Thapsigargin, als auch durch Sauerstoffmangel induziert
werden kann (Abb. 6, 12). Humane GB-Zelllinien mit stabiler ATF4
Gensuppression (ATF4sh) zeigten, im Vergleich zu Kontrollzellen, unter
Bedingungen des Glioblastommikromilieus, mit Sauerstoff- und Nahrstoffmangel,
eine Sensibilisierung gegenuber Hypoxie-induziertem Zelltod (Abb. 14). Diese
Ergebnisse zeigen die ATF4 vermittelten, protektiven Eigenschaften der ISR fur

40



das Zelliberleben unter Mangelbedingungen. Gleichzeitig zeigte sich in ATF4sh
Zellen, im Vergleich zur Kontrollzelllinie, ein erhdhter Sauerstoffverbrauch (Abb.
15A), was auf eine groere Sauerstoffabhangigkeit ATF4 gensupprimierter
Zellen  hindeutet. Der Zusammenhang zwischen einem erhohten
Sauerstoffverbrauch und der Sensibilisierung von Gliomzelllinien gegen Hypoxie
induzierten Zelltod konnte bereits gezeigt werden (Bruns et al. 2019). Die
Behandlung der Glioblastomzellen mit dem pharmakologischen ISR Induktor
Tunicamycin  fuhrte, im Gegensatz dazu, zu einem verminderten
Sauerstoffverbrauch (Abb. 15B). Dieses Verhalten kdnnte darauf hindeuten, dass
Glioblastomzellen mit intakter ISR unter Stressbedingungen ihren
Sauerstoffverbrauch reduzieren, um sich SO an die
Sauerstoffmangelbedingungen im Tumormikromilieu besser anpassen zu
konnen.

Eine weitere, haufig in humanen Glioblastomen aktivierte Signalkaskade geht
von der Kinase mTOR aus. In kirzlich publizieren Daten konnte gezeigt werden,
dass sich die Zielgene des mTOR Signalwegs und die der ISR Uberlappen (Klann
et al. 2020). Unter entsprechenden Bedingungen sensibilisierte eine Inhibition
der physiologischen Hemmung von mTOR, bedingt durch Glukosemangel,
humane Glioblastomzellen auf ahnliche Weise fur Hypoxie-induzierten Zelltod
wie eine gestorte ISR (Abb. 14).

Eine Stérung beider Stressreaktionen war mit einem erhohten
Sauerstoffverbrauch verbunden (Abb. 15A) (Thiepold et al. 2017). Diese
Ergebnisse weisen auf eine schutzende Rolle der ISR und der Expression
dessen zentralen Mediators ATF4 bei der Anpassung der Glioblastomzellen an

Bedingungen des Tumormikromilieus hin.

In ATF4sh Zellen war, im Vergleich zu den Kontrollzellen, die pharmakologische
Induktion durch Tunicamycin und Thapsigargin sowohl fur ATF4 als auch fur
dessen Zielgene stark reduziert (Abb. 10 B, C).

Neben der pharmakologischen Induktion von ATF4 kann die ISR auch durch
Aminosauremangel induziert werden (Ye et al. 2010). So ist eine
Hochregulierung von ATF4 Uber die GCN2/P-elF2a/ATF4-Achse unter
Glutaminmangelbedingungen auch in kolorektalen Adenokarzinomzellen und in

Fibrosakromzellen beschrieben (Ye et al. 2010). Auch in unseren Versuchen
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konnte ATF4 durch den Entzug der nicht essenziellen Aminosaure Glutamin
induziert werden, wohingegen alleiniger Glukosemangel nicht zu einer Induktion
von ATF4 fahrte (Abb. 8A, B und 11).

Glutamin ist eine nicht essenzielle Aminosaure, die in Tumorzellen als
vielseitiges biosynthetisches Substrat unter anderem Kohlenstoff- und
Stickstoffatome zur Synthese von Nukleotiden, Proteinen und anderen nicht
essenziellen Aminosauren bereitstellt. Von Glutamin abgeleitetes a-Ketoglutarat
kann im Zitratzyklus weiter verstoffwechselt werden und dient als zusatzliche
Energiequelle der ATP Produktion. Dartber hinaus kann Glutamin zu Glutamat,
einem Substrat der Glutathionsynthese, verstoffwechselt werden. Als wichtiges
Antioxidans schutzt Glutathion die Zelle vor oxidativem Stress.

Unter veranderten Glutaminkonzentrationen ist zudem ein verandertes
Methylierungsmuster der DNS und dadurch eine veranderte Genexpression
beschrieben (Jiang et al. 2019). In der menschlichen Fibrosarkom-Zelllinie
HT1080 fuhrte der Glutaminmangel in ATF4 gensupprimierten Zellen zu einer
50% Reduktion des Zelliberlebens, wahrend es in den Kontrollzellen nur zu einer
25% Reduktion des Zelliberlebens kam (Ye et al. 2010). Unsere Ergebnisse
unterstreichen die Rolle des Glutaminmangels im Zusammenhang mit der ISR in
menschlichen GB-Zellen, wobei eine ATF4-Hochregulierung den Tumorzellen

moglicherweise hilft, sich an die veranderte Nahrstoffverfugbarkeit anzupassen.

In  der Behandlung des Glioblastoms spielt das alkylierende
Chemotherapeutikum TMZ eine zentrale Rolle. Friuhere Studien konnten eine
erhohte ATF4 Expression in humanen Glioblastomzelllinien unter Behandlung
mit TMZ zeigen (Chen et al. 2017a; Chen et al. 2017b). In unseren Versuchen
bestatigte sich in G55 und LNT-229 Zellen die Aktivierung von ATF4 und dessen
Zielgenen nach TMZ-Behandlung auf Transkriptions- und Proteinebene (Abb.9
A, B). In ATF4 gensupprimierten G55 und LNT 229 Zellen dagegen, war unter
TMZ-Behandlung keine erhdhte ATF4 Expression zu beobachten, weshalb diese
Zellen als gutes Modell zur Untersuchung von ATF4-abhangigen Effekten der
TMZ-Sensitivitat verwendet werden kénnen (Abb. 16A).

Verglichen mit den entsprechenden Kontrollzellen fuhrte die TMZ-Behandlung in
ATF4sh Zellen zu einer reduzierten Klonogenitat (Abb. 16 B). Unter TMZ-
Behandlung war die Zelldichte der ATF4sh Zellen im Vergleich zu den
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Kontrollzellen vermindert (Abb. 16B). Dies deutet auf eine héhere Empfindlichkeit
ATF4 gensupprimierter Zellen auf Chemotherapie mit TMZ hin. Zudem zeigte
sich eine hohere Sensibilitat der ATF4sh Zellen gegen TMZ-induzierten Zelltod
(Abb. 16 C). Dies belegt eine mogliche Relevanz der Induktion von ATF4 fur die
Entstehung von Resistenzmechanismen in humanen Glioblastomzellen gegen
die Behandlung mit TMZ.

Durch ihre Bedeutung bei der Anpassung von Tumorzellen an das
Tumormikromilieu stellt die ISR einen potenziellen therapeutischen Zielort dar.
Der zentrale Vorgang zur Anpassung an ER-Stress ist die Phosphorylierung von
elF2a durch die Kinase PERK. Einige Studien zeigten bereits, dass eine
Inhibition der Kinase PERK ein moglicher Ansatz in der Tumortherapie sein kann
(Soni et al. 2020; Atkins et al. 2013; Dey et al. 2015). Beispielsweise konnte in
Glioblastomzelllinien eine PERK abhangige Regulation der proangiogenetischen
Peptidylglyzin alpha-Amidating Monooxygenase (PAM) gezeigt werden (Soni et
al. 2020). In EMT Zellen (Ubergang vom Epithel zum Mesenchym) verringerte
sich, durch die Inhibition von PERK, sowohl die Fahigkeit der EMT-Zellen
Tumorspharen zu bilden als auch die Migrationsfahigkeit der Zellen. Weiterhin
fuhrte im Mausmodell die Vorbehandlung metastasierender 4T1-Zellen mit dem
PERK-Inhibitor GSK 414 zu einer signifikant verringerten
Metastasierungsfahigkeit. Im Zusammenhang mit Prioneninfektionen in
Mausmodellen hatte die Behandlung mit dem PERK Inhibitor GSK 414
neuroprotektive Effekte (Moreno et al. 2013).

In unseren Versuchen wurden die PERK Inhibitoren GSK 414 und AMG 44
getestet. Ein Einfluss auf das Zellwachstum humaner Glioblastomzellen zeigte
sich lediglich in der hochsten untersuchten Konzentration des PERK-Inhibitors
GSK 414 (Abb.17). Nach pharmakologischer ER-Stress Induktion waren die
Effekte flr den Inhibitor GSK 414 bei 100 uM am starksten. Der Inhibitor AMG 44
zeigte sich bei einer Konzentration von 1 yM am potentesten. Fur die weiteren
Versuche wahlten wir, zur Vergleichbarkeit und um off-target Effekte bei hohen
Konzentrationen zu minimieren, dennoch die Konzentration von 1 uM fur beide
Inhibitoren. Sowohl die durch Tunicamycin induzierte, als auch die durch

Glutaminentzug gesteigerte Expression von ATF4 lie3en sich durch Behandlung
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mit den jeweiligen PERK Inhibitoren abmildern (Abb. 19). Es war ebenfalls ein
Effekt auf die durch TMZ-Behandlung gesteigerte ATF4 Expression erkennbar
(Abb. 20). Allerdings zeigte sich unter alleiniger Behandlung mit den Inhibitoren,
besonders in hohen Konzentrationen, auch eine geringe Zunahme der ATF4
Konzentration, was auf einen off-Target Effekt der PERK-Inhibitoren hindeuten
konnte (Abb. 18).

Der Inhibitor GSK 414 wird mit einer in vitro IC50 von weniger als 1 nM als hoch
wirksamer PERK Inhibitor beschrieben (Mahameed et al. 2019). Unter extremem
ER-Stress waren jedoch 30 nM GSK 414 erforderlich, um die
Autophosphorylierung von PERK vollstandig zu blockieren (Axten et al. 2012).
Aufgrund der Ausrichtung des Inhibitors GSK 414 auf die ATP-Bindungsstelle
von PERK wurden bereits Bedenken hinsichtlich seiner Selektivitat beschrieben
(Mahameed et al. 2019). In der Charakterisierung von GSK 414 zeigte sich der
Tyrosinkinase-Rezeptor KIT mit einer IC50 von 154 nM als empfindlichste Kinase
nach PERK (Axten et al. 2012). KIT spielt eine entscheidende Rolle bei
Wachstum, Entwicklung, Zelliberleben, Stoffwechsel und Differenzierung. In
bestimmten Tumorentitdten, wie gastrointestinalen Stromatumoren oder
Mastozytose, ist KIT das Hauptziel der Therapie (Stankov et al. 2014). Es konnte
nachgewiesen werden, dass GSK 414 die KIT-SignalUbertragung bei
submikromolaren Konzentrationen, die normalerweise zur Hemmung von PERK
verwendet werden, hemmt (Mahameed et al. 2019). Durch GSK 414 wurde
demnach auch die Lebensfahigkeit von Zellen (MEL526, HepG2 und 293T
Zellen) beeintrachtigt, die auf die KIT-Signalubertragung angewiesen sind
(Mahameed et al. 2019).

Daruber hinaus wurde nachgewiesen, dass GSK 414 auch RIPK1 hemmt. Diese
Kinase ist am TNFa-vermittelten Zelltod beteiligt. Eine vollstandige Hemmung
des TNFa-vermittelten RIPK1-abhangigen Zelltods trat schon Dbei
Konzentrationen auf, unter denen die PERK-Aktivitdt der Zellen nicht
beeintrachtigt wurde (Mahameed et al. 2019; Rojas-Rivera et al. 2017). Diese
Ergebnisse deuten auf eine teilweise eingeschrankte Spezifitit des PERK
Inhibitors GSK 414 hin und es besteht die Gefahr von Fehlinterpretationen bei
der Verwendung im Zusammenhang mit ER-Stress und Zelltod.

Neben der fraglichen Selektivitdt kam es bei der Behandlung mit dem Inhibitor

GSK 414 in Mausmodellen auch zu toxischen Effekten an der
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Bauchspeicheldrise, da Pankreaszellen aufgrund der hohen Proteinsyntheselast
zur  Bewaltigung von ER-Stress auf die P-elF2a vermittelte
Translationsrepression angewiesen sind (Halliday et al. 2015). Die Toxizitat
aulerte sich in Hyperglykamie, Zerstorung des exokrinen Pankreasgewebes und

Reduktion des Gesamtgewichtes der Bauchspeicheldrise (Halliday et al. 2015).

AMG 44 zeigte im Gegensatz zu GSK 414 bis zu einer Konzentration von 20 yM
keinen Einfluss auf die KIT-Phosphorylierung und reduzierte auch nicht die KIT-
Expression der Zelloberflache (Mahameed et al. 2019). Allerdings weist GCN2 in
der Kinasedomane eine enge Homologie mit PERK auf. In der Entwicklung des
Inhibitors AMG 44 ergab sich das Problem, dass der Inhibitor sowohl PERK als
auch GCN2 inhibierte (Smith et al. 2015). Die finale Struktur des Inhibitors war in
vitro allerdings 1000-fach selektiver fir PERK und es ergaben sich keine
messbaren Effekte einer GCN2-Hemmung (Smith et al. 2015). In unserer
Untersuchung zeigte sich dennoch ein Effekt der beiden PERK Inhibitoren auf
ATF4 unter Glutaminentzug. Dies ist in der Literatur bislang nicht beschreiben

und weitere Untersuchungen stehen aus.

Die Hemmung der ISR kdnnte ein vielversprechender therapeutischer Ansatz
sein. Aufgrund der beschriebenen toxischen Wirkung des Inhibitors GSK 414 an
der Bauchspeicheldrise und der fraglichen Spezifitat beider getesteter
Inhibitoren ist es allerdings notwendig, weitere Inhibitoren der ISR zu etablieren.
Ein Kandidat hierfur stellt ISRIB (Integrated Stress Response Inhibitor) dar
(Halliday et al. 2015). ISRIB unterdruckt durch die Inhibition von elF2B, das als
Guanidin-Nukleotid-Austauschfaktor im Translationsinitiationsprozess benotigt
wird, die Wirkung der elF2a-Phosphorylierung (Rabouw et al. 2019; Sidrauski et
al. 2015). Durch die Behandlung humaner Glioblastomzellen mit ISRIB kam es
zu einer Sensibilisierung der Zellen fur Hypoxie. Eine ISR-Hemmung fuhrt
demnach zu einer erhohten Sensibilitat gegenuber Bedingungen des
Tumormikromilieus (Hypoxie, Nahrstoffmangel) und einer Beeintrachtigung des
Tumorzelliberlebens (Lorenz et al. 2021). Unter Verwendung einer kombinierten
TMZ- und ISRIB-Behandlung kam es zu einer erhohten TMZ-Empfindlichkeit

(Lorenz et al. 2021). Dies unterstreicht die Bedeutung der ISR- und insbesondere
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der ATF4-Induktion flr die TMZ-Resistenz in humanen Glioblastomzellen
(Lorenz et al. 2021).

In vivo konnten bei mit Prionen infizierten Mausen, durch die Behandlung mit
ISRIB, neuroprotektive Effekte erzielt werden wodurch sich das
Gesamtuberleben verlangerte (Halliday et al. 2015). Im Vergleich zur
Behandlung mit GSK 414 kam es nach der Behandlung mit ISRIB nicht zu
toxischen Effekten am Pankreas (Halliday et al. 2015).

Dies lasst sich vor allem durch eine weniger starke Hemmung der Phospho-
elF2a vermittelten Translationsunterdrickung durch ISRIB erklaren. Wahrend
ISRIB nur als partieller Inhibitor der Translationshemmung wirkt, erfolgt durch die
Behandlung mit GSK 414 die vollstandige Unterdrickung der Phospho-elF2a
vermittelten Translationshemmung. Die fur das Zelliberleben des Pankreas
notwendige Translation kann daher auch nach der Behandlung mit ISRIB
weiterhin stattfinden (Halliday et al. 2015).

Verglichen mit gesundem Hirngewebe deuten Datenbankanalysen auf eine
erhdhte ATF4-Expression in Gliomen hin. Zudem besteht eine Assoziation
zwischen einer erhohten ATF4-Transkription und einem schlechteren
Gesamtuberleben (Chen et al. 2017a; Chen et al. 2017b). ATF4 wurde bereits in
mehreren in vitro Untersuchungen sowohl mit einer zytoprotektiven als auch mit
einer zytotoxischen Rolle in Verbindung gebracht. Es konnte gezeigt werden,
dass ATF4 die Ferroptose unter Dihydroartemisinin-induziertem ER-Stress oder
Sorafenib-Behandlung abschwécht, um das Uberleben von Gliomzellen zu
sichern. Eine Hemmung dieser Achse wurde daher als therapeutische Strategie
in Erwagung gezogen (Chen et al. 2019). Eine weitere Studie zeigte im
Gegensatz dazu eine nach Loperamidbehandlung durch ATF4-vermittelte
Induktion des autophagischen Zelltods durch Retikulophagie (d. h. den selektiven
Abbau des endoplasmatischen Retikulums) in GB Zellen. Zur Tumortherapie
wurde in diesem Zusammenhang die Aktivierung von ATF4 als vorteilhaft
angesehen. Diese Studien unterstreichen den ambivalenten Charakter der ATF4-
vermittelten Stressreaktion in Abhangigkeit vom experimentellen Kontext. Ein
tieferes Verstandnis der ATF4-vermittelten Effekte ist daher vor Durchfuhrung
klinischer Studien dringend erforderlich. In unserer Untersuchung haben wir die

Tumormikromilieu Bedingungen im Hinblick auf Metabolische- (Sauerstoff- und
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Glukosemangel) und auf Behandlungsstrategien (mit TMZ als Standard-
Chemotherapeutikum fur Glioblastome) untersucht. In beiden Szenarien
vermittelte ATF4 eine schutzende Anpassung in GB-Zellen. Ein nachster Schritt
besteht darin, die Vorteile eines kombinierten TMZ- und anti-ATF4-Ansatzes

(z.B. durch ISRIB-Behandlung) in vivo-GB-Mausmodellen zu validieren.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die ISR und ATF4 in humanen
Glioblastomzellen mafRgeblich an der Resistenz gegen Mikromilieubedingungen
(Nahrstoffmangel und Hypoxie) sowie gegen Temozolomid beteiligt ist und die

entsprechende Inhibition einen therapeutischen Angriffspunkt darstellt (Abb. 21).

NTsh ATF4sh

Hypoxie, TMZ Hypoxie, TMZ

Glukosemangel Glukosemangel

Aminosduremangel Aminosduremangel

[Extrinsische Faktoren) (Extrinsische Faktaren] (Estrinsische Faktoren) (Extrinsische Faktoren)
ER-Stress - UPR f— Tunicamycin ER-5tress - UPR e Tunicamycin
(intrinsische Faktoren) Thapsigargin {Intrinsische Faktoren) Thapsigargin
GSK 414 GSK 414
GCN2 | | PERK | I— | GCN2 | | PERK | I—
| AMG 44 AMG 44

N/ N/

ATF4
e . e \ / . , \
s Gesteigertes Zelliberleben i Reduziertes Zelliiberleben
Resistenz gegen TMZ Gesteigerte Empfindlichkeit fiir TMZ
Resistenz gegen Hypoxie-induzierten Zelltod Sensibilisierung fir Hypoxie-induzierten Zelltod
—»Aktivierung werminderte Aktivierung —Inhibition

Abbildung 21 Aktivierung von ATF4 in NTsh — und ATF4sh Zellen.

Die integrierte Stressantwort (ISR) wird durch verschiedene Faktoren wie
Mangelbedingungen (Aminosauremangel) oder ER-Stress aktiviert. ER-Stress
lasst sich pharmakologisch durch Tunicamycin/Thapsigargin oder durch
Bedingungen des Tumormikromilieus, wie Hypoxie oder Glukosemangel,
ausldsen. Auch die Behandlung mit dem Chemotherapeutikum TMZ fihrt zu ER-
Stress. Infolgedessen kommt es zur PERK-vermittelten Phosphorylierung von
elF2a. Auch Aminosauremangel fuhrt Gber die Serin/Threonin Kinase GCN2 zur
elF2a Phosphorylierung. Dadurch wird in NTsh Zellen (linkes Bild) ATF4 induziert
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und bedingt die Expression von Zielgenen, die das Zelliberleben erhdhen. Im
Gegensatz dazu kénnen ATF4sh Zellen (rechtes Bild) ATF4 nur stark vermindert
exprimieren. Dadurch unterbleibt auch die ATF4-vermittelte
Anpassungsreaktion. Die pharmakologische PERK-Hemmung mit GSK 414 oder
AMG 44 reduziert die PERK vermittelte ATF4-Induktion. Zellen mit gestorter
ATF4-Induktion, z. B. durch ATF4-Gensuppression (ATF4sh) oder GSK 414 oder
AMG 44-Behandlung, sind fur Hypoxie und TMZ-Behandlung sensibilisiert
(rechtes Bild).
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5 Zusammenfassung

Das schnelle und unkontrollierte Wachstum von Tumorzellen bedingt beim
Glioblastom ein heterogenes Tumormikromilieu, mit lokalem Sauerstoff- und
Nahrstoffmangel. Lokaler Selektionsdruck bedingt eine Evolution besonders
anpassungsfahiger Klone. Die integrierte Stressantwort (integrated stress
response, ISR) ist ein zellulares Programm, das durch zahlreiche Stressoren, wie
endoplasmatische Retikulum Stress (ER-Stress), durch die Akkumulation
ungefalteter Proteine, Hypoxie, Glukose- oder Aminosauremangel aktiviert wird.
Ein zentraler Schritt zur Aktivierung der ISR ist die Phosphorylierung der alpha
Untereinheit des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors 2 (elF2a) an Serin
51. Die Phosphorylierung von elF2a fuhrt zur Modulation der Translation mit
Induktion des Transkriptionsfaktors ATF4 (Activating Transcription Factor 4), der
dann zellulare Anpassungsvorgange einleitet.

Unsere Hypothese lautete, dass ATF4-vermittelte molekulare
Anpassungsmechanismen menschlicher Glioblastom (GB)-Zellen an die
Bedingungen der Tumormikroumgebung (wie z.B. Hypoxie und Nahrstoffentzug)
malfdgeblich zur Therapieresistenz beitragen und auch die Empfindlichkeit gegen
TMZ-Chemotherapie beeinflussen. Somit kdnnte eine Inhibition der integrierten
Stressantwort Uber den zentralen Mediator ATF4 zu einem gesteigerten
Ansprechen auf Therapiebedingungen flhren.

Um die ISR und ATF4 als mdgliche therapeutische Angriffspunkte im Glioblastom
zu evaluieren, wurde die ATF4 Induktion in Glioblastomzellen pharmakologisch
und genetisch moduliert und im Zusammenhang mit TMZ-Behandlung sowie
Glukose- und Sauerstoffentzug untersucht. Unter Glutaminentzug, Hypoxie und
TMZ-Behandlung, welche Aspekte der GB-Mikroumgebung widerspiegeln,
zeigten sich erhdhte ATF4 Proteinspiegel. ATF4-gensupprimierte GB-Zellen
(ATF4sh) exprimierten unter gleicher Behandlung wesentlich weniger ATF4.

Im Einklang mit der Hypothese, dass ATF4 zur Therapieresistenz humaner
Glioblastomzellen beitragt, waren ATF4-gensupprimierte GB-Zellen (ATF4sh) im
Vergleich zur Kontrollzelllinie empfindlicher gegen Hypoxie-induzierten Zelltod
und zeigten einen erhdhten Sauerstoffverbrauch. Umgekehrt zeigten GB-Zellen
nach pharmakologischer ISR Induktion einen verminderten Sauerstoffverbrauch.
Auch nach Behandlung mit TMZ war die Uberlebensrate in ATF4sh Zellen im
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Vergleich zur Kontrollgruppe geringer. Zur Hemmung der ISR wurden
verschiedenen Inhibitoren der Kinase PERK (Protein kinase R-like endoplasmic
reticulum kinase) entwickelt. In unseren Untersuchungen war nach der
Behandlung der GB-Zelllinien eine verminderte ATF4 Expression festzustellen.
Dabei kam es allerdings gleichzeitig bei der Behandlung mit hoheren
Inhibitorkonzentrationen zu einer Induktion von ATF4. Fur den PERK-Inhibitor
GSK 414 wurde in der Literatur auch die Hemmung anderer Kinasen wie KIT und
RIPK1 gezeigt. Daher konnte bei den Konzentrationen, die fur eine vollstandige
PERK-Inhibition erforderlich waren, keine selektive Hemmung von PERK mehr
gewahrleistet werden. Besonders aufgrund ihrer Toxizitat auf die Funktion des
Pankreas eignen sich diese Inhibitoren nicht fur eine in vivo Erprobung. Da aber
durch die Inhibition der ISR eine neuroprotektive Wirkung beschrieben ist,
besteht die Notwendigkeit, weitere Inhibitoren zur Hemmung der ISR zu
entwickeln. ISRIB (/Integrated Stress Response Inhibitor) ist ein partieller ISR
Inhibitor, der elF2B angreift, was als Guanidin-Nukleotid-Austauschfaktor im
Translationsinitiationsprozess bendétigt wird. Fur ISRIB wurde bereits in vitro und
in vivo eine neuroprotektive, aber keine toxische Wirkung beschrieben.

Zusammenfassend lieferten unsere Untersuchungen Hinweise auf die wichtige
Rolle von ATF4 fir die Anpassung humaner GB-Zellen an Bedingungen der
Tumormikroumgebung und fur die Entstehung von TMZ-Resistenzen. Die
Hemmung der ISR in GB-Zellen kénnte daher ein vielversprechender

Therapieansatz sein.
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6 Summary

The rapid growth of glioblastoma cells results in a heterogeneous composition of
the tumor microenvironment with local oxygen and nutrient deficiency. Local
selection pressure triggers an evolution of particularly adaptive clones. The
Integrated Stress Response (ISR) is a cellular adaptive program activated by
numerous stressors such as endoplasmic reticulum stress through accumulation
of unfolded proteins, hypoxia, glucose or amino acid starvation. A central step in
activating the ISR is the phosphorylation of the alpha subunit of the eukaryotic
translation initiation factor 2 (elF2a) at serine 51. The phosphorylation of elF2a
leads to the modulation of translation with the induction of the transcription factor
ATF4 (Activating Transcription Factor 4), which then initiates cellular adaptation
processes. Our hypothesis was that ATF4-mediated molecular adaptation
mechanisms of human glioblastoma (GB) cells to the condition of the tumor
microenvironment (such as hypoxia and nutrient deprivation) contribute
significantly to therapy resistance and also influence the sensitivity to
temozolomide (TMZ) chemotherapy. Thus, inhibition of the integrated stress
response via the central mediator ATF4 could lead to an improved response to
therapy conditions.

In order to evaluate ISR and ATF4 as possible therapeutic targets in
glioblastoma, ATF4 induction in glioblastoma cells was modulated
pharmacologically and genetically. Sensitivity to TMZ treatment and glucose and
oxygen deprivation was analyzed. ATF4 was induced by glutamine deprivation,
and hypoxia. Also, TMZ treatment resulted in ISR induction via ATF4. ATF4
expression was significantly reduced in ATF4 gene-suppressed GB (ATF4sh)
cells. In line with the hypothesis that ATF4 contributes to therapy resistance of
human glioblastoma cells, in ATF4 gene-suppressed GB cells (ATF4sh)
sensitivity to hypoxia-induced cell death was increased. Additionally, ATFsh cells
showed an increased oxygen consumption compared to the control cells and
pharmacological ISR induction with tunicamycin led to reduced oxygen
consumption. Treatment with TMZ led to reduced survival of ATF4sh cells
compared to control cells. To inhibit ISR, various inhibitors of the kinase PERK
(Protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase) have already been
developed. In our investigations, ATF4 expression was decreased by
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pharmacological PERK inhibition using the established compounds GSK 414 and
AMG 44. At the same time however, treatment with higher inhibitor
concentrations led to an induction of ATF4. For the PERK inhibitor GSK 414 an
off-target inhibition of other kinases has previously been demonstrated in the
higher concentration range. Therefore, it is plausible that concentrations required
for a complete PERK inhibition in our cell models also influence other kinases.
Especially because of the toxicity to the function of the pancreas, these inhibitors
are not suitable for an in vivo evaluation. However, since a neuroprotective effect
has been described by inhibiting the ISR, novel compounds for inhibiting the ISR
need to be established. ISRIB (Integrated Stress Response Inhibitor) is a partial
ISR inhibitor targeting elF2B, which is required as a guanidine nucleotide
exchange factor in the translation initiation process. A neuroprotective but no
toxic effect has yet been described for ISRIB in vitro and in vivo.

In summary, our experimental study provides evidence for an important role of
ATF4 in the adaptation of human GB cells under conditions of the tumor
microenvironment, such as low oxygen and nutrient availability, and in the
development of TMZ resistance. Inhibition of ISR in GB cells could therefore be

a promising therapeutic approach.
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