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1.1 Zusammenfassung

Die meisten Todesfélle weltweit sind auf chronische Herz-Kreislauferkrankungen,
insbesondere die Arteriosklerose zuriickzufiihren. Funktionseinschrankungen des Endothels
spielen im Rahmen systemischer Erkrankungen wie Diabetes Mellitus Typ 2 und arterielle
Hypertonie fiir Entstehen und Fortschreiten atherosklerotischer Veranderungen eine zentrale
Rolle. Davon sind nicht nur die Endothelzellen selbst, sondern ebenso die Interaktion mit ihrer
unmittelbaren Umgebung betroffen. In der vorliegenden Arbeit wurden endotheliale
Funktionseinschrankungen unter Verwendung struktureller und molekularer Methoden in drei
Teilprojekten charakterisiert:

1. Durch morphometrische Analyse elektronenmikroskopischer Bilder wurde gezeigt, dass
Kapillaren der Skelettmuskulatur eine diskontinuierliche proteolytische Auflosung der
Basalmembran zwischen Endothel und Perizyten bei Patienten mit Diabetes Mellitus
aufweisen.

2. Mittels vergleichendem Immunblotting wurde nachgewiesen, dass das PML-Protein in
Plague-haltigen Segmenten humaner Koronararterien deutlich héher konzentriert ist als in
nicht-Plaque-haltigen Segmenten.

3. In Endothelzellen wurde mit einander ergdnzenden Methoden eine molekulare Interaktion
zwischen Smyd1 und PML belegt. Diese Wechselwirkung basierte auf einer PML-vermittelten
posttranslationalen Modifikation, der SUMOylierung von Smyd1. Die SUMOylierte Form von
Smyd1 wurde vermehrt dem proteasomalen Abbau zugefiuhrt. Umgekehrt kam es in Smyd1-
Uberexprimierenden Endothelzellen zu erhéhten PML-Konzentrationen und gréR3eren sowie
zahlreicheren PML-Kernkorperchen (PML-NBs). Folglich bestand ein selbstregulierendes
Gleichgewicht zwischen Smyd1-induzierter PML-Expression und PML-vermitteltem Abbau
von Smyd1. Dieses Gleichgewicht konnte durch Inkubation der Endothelzellen mit TNF-a oder
IFN-y in spezifischer Weise verschoben werden: Mit TNF-a-stimulierte Zellen enthielten mehr
Smyd1 und weniger PML, wahrend IFN-y in den Endothelzellen (ECs) mehr und gréRere PML-
NBs induzierte, wodurch SUMOyliertes Smydl vermehrt dem proteasomalem Abbau
zugefuhrt wurde. Das PML-Smyd1-Modul ist folglich auf der Ebene der posttranslationalen
und der epigenetischen Regulationsmechanismen in die Reaktion des Endothels auf
Entziindungsmediatoren einbezogen.



1.2 Abstract

Most deaths worldwide are due to chronic cardiovascular disease, especially arteriosclerosis.
Functional restrictions of the endothelium play a central role in the development and
progression of atherosclerotic changes in the context of systemic diseases such as type 2
diabetes mellitus and arterial hypertension. This affects not only the endothelial cells
themselves, but also the interaction with their immediate environment. In the present work,
endothelial functional restrictions were characterized using structural and molecular methods
in three sub-projects:

1. By morphometric analysis of electron microscopic images it was shown that capillaries of
the skeletal muscles exhibit a discontinuous proteolytic dissolution of the basement membrane
between the endothelium and pericytes in patients with diabetes mellitus.

2. Using comparative immunoblotting it was demonstrated that the PML protein is significantly
more concentrated in plaque-containing segments of human coronary arteries than in non-
plague-containing segments.

3. A molecular interaction between Smyd1 and PML was demonstrated in endothelial cells
using complementary methods. This interaction was based on a PML-mediated post-
translational modification, the SUMOQylation of Smyd1. The SUMOQylated form of Smyd1 was
increasingly used for proteasomal degradation. Conversely, in Smydl-overexpressing
endothelial cells PML concentrations were increased accompanied by larger and more
numerous PML nuclear bodies (PML-NBs). Consequently, there was a self-regulating balance
between Smyd1-induced PML expression and PML-mediated degradation of Smyd1. This
equilibrium could be shifted in a specific way by incubating the endothelial cells with TNF-a or
IFN-y: cells stimulated with TNF-a contained more Smyd1 and less PML, while IFN-y induced
more and larger PML-NBs in endothelial cells (ECs), resulting in enhanced SUMOylation of
Smydl, which lowered the total Smydl Concentration due to its increased proteasomal
degradation. The PML-Smyd1 module is therefore involved in the reaction of the endothelium
to inflammatory mediators at the level of post-translational and epigenetic regulatory
mechanisms.



2. Einfihrung/Forschungsstand

2.1. Pathomechanismen chronischer Gefalierkrankungen

Ischamische Komplikationen chronischer BlutgeféaRerkrankungen stellen weltweit mit Abstand
die haufigste Todesursache dar [1]. Das physiologische Zusammenspiel des Endothels mit
der abluminalen kontraktilen glatten Muskulatur beziehungsweise den Perizyten bildet die
Grundlage einer bedarfsadaptierten Perfusion der einzelnen Gewebe. Endothelzellen stellen
nicht nur ein Interface fur die Nahrstoffversorgung und den Gasaustausch zwischen Blut und
Gewebe dar, sie sind auch entscheidend an der Vermittlung von immunologischen und
regenerativen Prozessen beteiligt [2].

Ausbleibende oder UberschieRende Anpassungsmechanismen der Endothelzellen sind oft
grundlegend an der Entstehung von pathologischen Veranderungen beteiligt [3]. Das
Verstandnis der bisher unvollstandig aufgeklarten Pathomechanismen von komplexen
endothelialen Funktionsstérungen wird dabei sowohl durch ein breites Spektrum
morphologischer als auch biomolekularer Untersuchungen standig erweitert [4].

Gerade in Bezug auf klinisch apparente Veranderungen der Geféal3e bei Atherosklerose [5]
sowie des glomerularen Filtrationsapparates der Niere [6] und des retinalen Kapillarnetzes [7]
bei Diabetes Mellitus konnten die Rolle des Endothels an den Entstehungsmechanismen
vaskularer Pathologien abgeleitet werden. Zudem gibt es vielfaltige Hinweise darauf, dass die
glatte Muskulatur ebenfalls beim Fortschreiten atherosklerotischer GefaRveranderungen
beteiligt ist [8].

Da jedoch bisher keine allgemeingiiltigen Pathomechanismen die einzelnen makro- und
mikrovaskularen  Veranderungen beschreiben, sind weitere  gewebespezifische
Untersuchungen auf struktureller und molekularer Ebene unabdingbar [1,9,10].

2.2. Smyd1

In den vergangenen Jahrzehnten wurde Smydl nicht nur eine wichtige Rolle bei der
embryonalen Genese der quergestreiften und kardialen Muskulatur [11], sondern auch bei der
Regulation von Genen zugesprochen, welche an Entziindungsreaktionen, dem
Zellstoffwechsel und der Zellmigration beteiligt sind [12,13]. Als Smyd1l kirzlich in ECs
nachgewiesen wurde, konnte zudem ein Einfluss von Smyd1 auf die Angiogenese Uber eine
Interaktion mit dem Serum Response Factor (SRF) belegt werden [14].

Smydl besteht, wie die vier Ubrigen Mitglieder der Smyd-Proteinfamilie, aus einer
sogenannten SET-Domaéne, welche durch eine MYND-Doméne gesplittet ist [15]. Dieser
Einschub der MYND-Domaéne beeintrachtigt die Funktion der SET-Doméane nicht, welche den
Transfer von Methylgruppen an Lysinreste von Histonen Kkatalysiert, und somit an
epigenetischen Regulationsprozessen beteiligtist [12]. Die MYND-Doméane ermdglicht Smyd1
durch ihr Zinkfinger-Motiv Interaktionen mit anderen Proteinen [16].



Ungeklart blieb bisher jedoch, wie diese Smydl-vermittelten Effekte situationsadaptiert
reguliert werden. Erste Hinweise hierzu lieferten Berkholz et al. im Jahr 2014 [17], als sie
zeigen konnten, dass Smydl posttranslational durch SUMOylierung modifiziert wird und
dadurch die Translokation von Smyd1 aus dem Zellkern ins Zytosol zusammen mit seinem
muskelspezifischen Interaktionspartner skNAC ausgelost wird. Untermauert wurde dieser
Befund durch den Nachweis eines Konsensus Motivs fir SUMOylierungen - LKDD - in der
Aminosauresequenz von Smyd1 [17].

2.3. SUMOylierung

Die Familie der Small Ubiquitin-like Modifier (SUMO) besteht aus drei jeweils ca. 100
Aminoséauren langen Proteinen. Durch ihre Bindung an nukledre wie auch zytosolische
Proteine regulieren sie den Ablauf biologischer Prozesse wie Zellteilung, intrazellularen
Transport, DNA-Reparatur, Zellstoffwechsel und Signalwege [18]. Die einzelnen Mitglieder
der SUMO Familie unterscheiden sich beispielsweise durch ihre Fahigkeit Polymere zu bilden:
SUMOL1 bildet dabei primar Monomere, wéahrend sich die in ihrer Sequenz fast identischen
Varianten 2 und 3 miteinander zu SUMO-Polymeren verbinden kénnen.

An der kovalenten Bindung von SUMO an ein Protein, auch SUMOylierung genannt, sind drei
Enzyme (E1-3) beteiligt. Dabei wird SUMO zunachst aktiviert (E1), in einem zweiten Schritt
konjugiert (E2) und schlie3lich durch eine SUMO-E3-Ligase, wie zum Beispiel PML, an das
entsprechende Protein gebunden [19]. SUMO-spezifische Proteasen konnen diese
Bindungen wieder auflésen, ein Vorgang der als DeSUMOylierung bezeichnet wird, wodurch
sich ein Gleichgewicht zwischen freiem und proteingebundenem SUMO einstellt [19].

Neben Veranderungen der intrazellularen Lokalisation oder der Komplexbildung mit
Interaktionspartnern kann SUMOylierung auch die Stabilitdt eines Proteins beeinflussen,
wenn letzteres im weiteren Verlauf durch SUMO-targeted Ubiquitin Ligasen (STUbL) dem
Ubiquitin/Proteasom-System zugefuhrt wird [20].

SUMO kann auch nicht-kovalente Bindungen mit anderen Proteinen tUber sogenannte SUMO-
Interactive-Motifs (SIMs) eingehen. SIMs zeichnen sich durch einen hydrophoben Kern
aliphatischer Aminoséauren aus, welche meist von negativ geladenen Aminosauren flankiert
werden und mit einer Doméne aus ebenfalls hydrophoben Aminosauren von SUMO
interagieren [21]. SUMOylierte Proteine kénnen ebenfalls tber diesen Mechanismus IM-
haltige Proteine erkennen und rekrutieren [21].

Ein exemplarischer Ort, an dem SUMOylierte Proteine Giber SIMs Aggregate formen, stellen
PML-Kernkdrperchen (PML-NBs) dar [22]. PML-NBs sind Doméanen des Zellkerns, welche
nach SUMOylierung des namensgebenden PML-Proteins mit dessen eigener SIM spharische
Hullstrukturen ausbilden [22]. In diesen hochdynamischen Proteinkomplexen werden alle
Faktoren zusammengefihrt, die eine adaptive Regulation einzelner Zellprozesse durch die
posttranslationale Modifikation der SUMOylierung ermdéglichen: SUMO selbst, die SUMO-
Ligasen E1-3 und natirlich eine Vielzahl von Zielproteinen [22].



2.4. PML und PML-NBs

Es existieren sieben Isoformen von PML, welche durch alternatives Spleil3en am C-terminalen
Ende entstehen [22,23]. Alle Isoformen enthalten eine RBCC Domaéne, welche die SUMO-E2
Ligase UBC9 an den darin enthaltenen RING-Finger binden kann [24]. Basierend darauf
konnte zudem flr die am besten erforschte Isoform PML-IV eine SUMO E3-Ligase Aktivitat
nachgewiesen werden [24].

PML-NBs lassen sich in jedem Zelltyp nachweisen und verandern unter oxidativem oder
inflammatorischem Stress ihre Anzahl und Grél3e, wobei die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen nicht vollstdndig geklart sind [23]. Innerhalb der PML-NB wird die Aktivitat,
Lokalisation und Stabilitdt von tGber 100 verschiedenen Proteinen durch posttranslationale
Modifikationen (PTMS), allen voran SUMOylierung, beeinflusst [22]. Hierfir wird teilweise von
einer vorausgehenden Rekrutierung von mit SIM ausgestatteten Zielproteinen durch eine
nicht-kovalente Bindung an SUMOyliertes PML ausgegangen [21].

Durch PTMs sind PML und SUMO an der Regulation vieler dynamischer, zellularer Prozesse
wie Proliferation, DNA-Reparatur und Inflammation beteiligt [23].

Das Voranschreiten chronischer Gefa3pathologien wie Atherosklerose basiert neben dem von
luminal ausgehenden erhdhten oxidativen Stress, wie er beispielsweise durch Hyperglykamie
hervorgerufen wird, ebenfalls auf kontinuierlichen immunologischen Prozessen und
Entzindungsreaktionen [25]. Diese werden unter anderem durch die Freisetzung der
inflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) und Interferon gamma (IFN-
y) aus den in Plaques eingewanderten Makrophagen von abluminal her mit verursacht [25].
Eine Untersuchung einer Beteiligung von PML, SUMO und Smydl an der Reaktion des
Endothels und der vaskularen glatten Muskulatur auf derartige Reize kénnte den Weg fiir neue
therapeutische Anséatze bahnen.

2.5. Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollen verschiedene Ansétze verfolgt werden, um das Verstandnis fir
gewebespezifische Pathomechanismen bei chronischen GefalRerkrankungen auszubauen.
Insbesondere soll untersucht werden, ob sich Smyd1, PML und SUMO als neue Mediatoren
den hierbei beteiligten inflammatorischen Signalwegen zuordnen lassen. Hierfur wurden flnf
Ziele definiert:

1. Einleitendes Ziel der Arbeit ist das differenzierte Betrachten und Erkennen struktureller
Veranderungen in Kapillaren quergestreifter Muskulatur im Rahmen systemischer
Erkrankungen durch eine morphometrische Analyse elektronenmikroskopischer Aufnahmen
durch aktive Mitarbeit an einem Projekt definiert (Baum et al., 2020 [26]).

2. Das zweite Ziel der Arbeit ist die Analyse der Expressionsmuster von PML in
atherosklerotischen Plaques. Die daflir durchgefiihrten Versuche sind Teil eines Projektes,



welches PML mit dem Phanotyp-Switch glatter Muskelzellen in atherosklerotischen
HerzkranzgefalRen assoziiert (Karle et al., 2021 [27]).

3. Das dritte und umfassendste Ziel wird in drei Schritten verfolgt: Zuné&chst soll untersucht
werden, ob Smyd1l in Endothelzellen SUMOyliert und dadurch reguliert werden kann. Im
Anschluss soll untersucht werden, ob die Histonmethyltransferase Smydl und PML in PML-
Kernkoérperchen interagieren und ob Smyd1l PML-abhangig SUMOyliert wird. AbschlieRend
wird der Frage nachgegangen, ob und wie Smydl, SUMO1 und PML auf Stimulation von
Endothelzellen mit den inflammatorischen Zytokinen TNF-a und IFN-y reagieren. Die
Ergebnisse dieser dritten Aufgabenstellung sind unter meiner Erstautorenschaft veroffentlicht
worden (Becker et al., 2021 [31]).

3. Material und Methodik

3.1. Morphometrische Analyse elektronenmikroskopischer Aufnahmen

126 humane Muskelbiopsien des Musculus vastus lateralis (VL) waren im Rahmen flunf
internationaler Studien entnommen und nach Fixierung mit 6.25% Glutaraldehyd-haltigem
Puffer zu 5000 einzelnen elektronenmikroskopischen Bildern der Kapillaren verarbeitet
worden [26,29,30,31,32,33].

Studie 1: Gesunde Probanden (n = 10), Muskelbiopsien wurden vor und nach 8 Wochen
Ausdauertraining entnommen [29].

Studie 2: Bei gesunden Probanden (n = 12) wurden vor und nach 6 Monaten leichten
Ausdauertrainings Muskelbiopsien durchgefiihrt. In den VL-Biopsien von sechs Teilnehmern
wurde Angiogenese festgestellt (Angiogenese-Responder, AR), wahrend bei den sechs
anderen Teilnehmern eine angiogene Reaktion fehlte (Non-Angiogenese-Responder; NR)
[30].

Studie 3: Patienten mit arterieller Hypertonie (aHT) (n = 10) und altersangepasste gesunde
Kontrollpatienten (n = 9), Muskelbiopsien wurden vor und nach 8 Wochen Ausdauertraining
entnommen [31].

Studie 4: Diabetes Mellitus Typ 2 (DMT2) Patienten (n = 10), Muskelbiopsien wurden vor und
nach 8 Wochen Ausdauertraining entnommen [32].

Studie 5: Patienten mit peripherer arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) im Frihstadium

(n = 14) und gesunde Kontrollpersonen (n = 10). Drei der pAVK Patienten litten gleichzeitig
an DMT2 und elf an aHT [33].

Die 42 gesunden Teilnehmer, welche eine Altersspanne von 23 bis 75 Jahren abdecken,
bilden die Kontrollgruppen der vier Studien mit systemischen Gefal3pathologien.



Im Rahmen der Auswertung erfolgte die morphometrische Analyse des Endothels und der
umliegenden Perizyten mit Fokus auf Form und Struktur der Basalmembran durch zwei
unabhangige Forscher.

3.2. Zellkultur

Endothelzellen menschlicher Nabelschnurvenen (HUVEC) wurde nach Bewilligung durch das
Ethikkomitee der Charité und schriftlicher Einwilligung der gesunden Mutter wie beschrieben
[34] isoliert und in Endothelial Cell Growth Medium (PromoCell, Deutschland) kultiviert.
EA.hy926, C2C12 sowie H9C2 Zellen wurden in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
(DMEM) inkubiert, welches mit 10% Kalberserum (BSA) angereichert worden war. Die
Differenzierung der proliferierenden C2C12 und H9C2 wurde ab einer Konfluenz von 70-80%
durch Inkubation in DMEM mit 2% Pferdeserum induziert.

Glatte Muskelzellen aus menschlichen Koronararterien (HCASMCSs) (Cell Applications, USA)
wuchsen in Smooth Muscle Cell Growth Medium (Cell Applications, USA) und wurden ab einer
Konfluenz von 80-90% firr 5 Tage in Differentiation Medium (Cell Applications, USA) kultiviert.
Die Brutschranke waren auf 37°C in befeuchteter Atmosphare von 5% CO, eingestellt.

3.3. Zellstimulierung mit Zytokinen

EA.hy926 Zellen, HUVEC und HCASMC wurden bei allen Stimulationen mit IFN-y oder TNF-
a (Peprotech, Deutschland) mit Konzentration von 100 ng/ml inkubiert. Die Zytokine wurden
hierfir in PBS, pH 7,4 (ThermoFisher Scientific, USA) mit 1% BSA verdinnt. PBS mit 1% BSA
diente als Negativkontrolle.

3.4. Zellexperimente mit MG132 oder Cycloheximid

MG132 (finale Konzentration: 10 uM; SERVA, Deutschland) und Cycloheximid (finale
Konzentration: 10 pg/ml; Sigma-Aldrich, Deutschland) wurden in Dimethylsulfoxide (DMSO)
geldst und dem Medium hinzugefiigt. DMSO in entsprechender Konzentration diente als
Negativkontrolle.

3.5. Transfektion mit Expressionsvektoren

Transiente Transfektionen in EA.hy926 Zellen und HCASMC wurde mit Hilfe der
Expressionsplasmide pEGFP-C1-PML-IV, PML3/pSG5, pCMV2-Smyd1-flag (Sino Biological,
USA) und pCMV3-Smyd1-OFP (Sino Biological, USA), pcDNA3-Sumol-Ha, pEGFP-SuPrl,
pPEGFP-SuPr1-C466S (SuPrl-inaktive Mutante), pcDNA3-UBC9-HA und des Turbofect
Reagens (ThermoFisher Scientific, USA) unter Beachtung der Herstellervorgaben
durchgefunhrt.

Zur Kontrolle der Transfektionsraten anhand der GFP- und OFP-Expression wurde ein Zeiss

Axioskop 40-Mikroskop mit Neofluar-Objektiv 16/0.4 (Carl Zeiss, Deutschland) verwendet. Die
semiquantitative Analyse der Transfektionseffizienz erfolgt mittels RT-gPCR und
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Immunblotting. Negativkontrollen wurden durch Transfektion mit entsprechenden “leeren”
Vektoren erstellt, welche keine spezifischen Gensequenzen beinhalteten.

3.6. Transfektion spezifischer siRNA

Die transiente Herunterregulation in EA.hy.926 Zellen erfolgte durch Transfektion mit
spezifischer siRNA. Hierfir wurde das Interferin-Reagens (Polyplus Transfection, France)
nach Angaben des Herstellers verwendet.

Fur PML und Smydl1 wurde jeweils eine Kombination aus vier, gegen die PML oder Smyd1l
Nucleotid-Sequenz gerichteten siRNA-Spezies in einer finalen Konzentration von 25 nM
transfiziert. Ein Mix aus ungerichteten siRNAs diente als Negativkontrolle. Die Auswertung
des Knockdowns erfolgte 24 Stunden nach Transfektion mittels Immunblotting.

3.7. Immunblotting

Lysate ganzer Zellen wurden unter Verwendung von RIPA-Puffer (Santa Cruz, USA) unter
Zugabe von Protease-Inhibitoren (Sigma-Aldrich, Deutschland) und 20 mM N-Ethylmaleimid
(Sigma-Aldrich, Deutschland) nach 15-minttiger Inkubation bei 4°C gesammelt.

Fur die fraktionierte Zell Lyse in zytoplasmatische und nukledre Anteile wurde das NE-PER
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit (ThermoFisher Scientific, USA) nach
Herstellerprotokoll angewendet.

Zur Immundetektion der einzelnen Proteine wurden folgende Antikdrper verwendet:
anti-PML (1:1000, Novus Biologicals, Deutschland), anti-SUMO-1 (1:500, Elabscience, USA),
anti-Smyd1 (1:100, H-300, Santa Cruz, Deutschland), anti-GAPDH (1:10000, Proteintech,
United Kingdom), anti-Emerin (1:2000, Abcam, United Kingdom), anti-a-Tubulin (1:1000, Cell
Signaling, Netherlands), anti-B-Actin (1:2000, Sigma Aldrich, Deutschland), anti-Flag (1:1000,
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland), anti-HA (1:1000, Santa Cruz, Deutschland) und anti-
GAPDH (1:10000, Proteintech, Vereinigtes Konigreich).

Bilder der geblotteten Membranen wurden nach der Inkubation mit primarem und passendem
Sekundar-Antikorper im Celvin-S-Entwickler (Biostep, Deutschland) aufgenommen und
anschliel3end densitometrisch mit Hilfe von ImageJ analysiert. Dabei wurden die gemessenen
Werte mit den zugehoérigen Werten fir GAPDH, alpha-Tubulin oder Emerin in Relation
gesetzt.

3.8. Immunzytochemie

EA.hy.926 Zellen und HUVECs wurden mit 4% Paraformaldehyd auf Objekttragern fixiert. Die
Koronargefalie wurden in 4% Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet, um aus ihnen 4 pm
dicke Schnitte herzustellen, die mit Hematoxylin-Eosin (HE) und Elastica-van-Gieson (EvG)
gefarbt wurden.

Die Permeabilisierung der Zellmembranen erfolgte mit PBS, pH 7.4 welchem 0.5% Triton X-
100 zugesetzt wurden folgende Primarantikdrper wurden in einer Verdinnung von 1:100
eingesetzt: anti-PML, anti-Smyd1 und anti-SUMOL1.
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Als Negativkontrolle wurden nicht-spezifische primare Antikérper der gleichen Spezies in
gleicher Konzentration verwendet.

Es folgte die Inkubation mit Spezies-spezifischen Sekundarantikérper mit Alexa Fluor
Konjugation (Life Technologies, USA) in einer Verdiinnung von 1:1000.

Zur Darstellung der Zellkerne wurde 4',6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochlorid (DAPI)
(1:10.000, Merck, Darmstadt, Deutschland) hinzugeftigt. Die Aufnahme der Fluoreszenz
erfolgte mit einem konfokalen Lasermikroskop DMI 6000 von Leica. Dabei wurden 20x und
63x Olimmersions-Objektive verwendet. Die Verarbeitung der digitalen Bilder erfolgte mit der
Leica LAS AF Lite Software.

3.9. Statistische Analyse

Die erhobenen Daten wurden mit der SigmaPlot 13.0 Software analysiert. Zunachst wurden
die Normalverteilung und Varianzhomogenitét der Daten anhand des Shapiro-Wilk Tests und
des Brown-Forsythe Tests untersucht. Bei den morphometrischen Datensétzen erfolgte dieser
Schritt anhand des Kolmogorow-Smirnow-Lilliefors-Tests sowie des Shapiro-Wilk Tests. One
way-ANOVA und Tukey-Test wurden zur Bewertung der statistischen Unterschiede der
Gruppen angewandt. Die statistische Signifikanz wurde bei allen Tests als gegeben festgelegt,
wenn p<0.05.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert £ Standardabweichung (n = 3) dargestellt.

4. Ergebnisse

4.1 Diabetes Mellitus und arterielle Hypertonie &uf3ern sich in
phanotypischer Veranderung der perikapillaren Basalmembran im
Skelettmuskel

In einem ersten Projekt sollte untersucht werden, ob sich die perikapillare Basalmembran in
Skelettmuskeln von verschiedenen Patientengruppen basierend auf ihrer Grunderkrankung
kontinuierlich verandert und welche Effekte sich dahingehend nach kdérperlichem Training
beobachten lassen. Die Analyse der 5000 Kapillaren erfolgte semiquantitativ. Im Rahmen der
vorliegenden Dissertation wurde herausgefunden, dass sich die Basalmembranen im Bereich
zwischen Perizyten und der abluminalen Seite der kapillaren Endothelzellen in den Biopsien
der Patienten mit Diabetes Mellitus (p<0,01) oder arterieller Hypertonie (p<0,05) im Vergleich
zu den gesunden Probanden vermehrt proteolytisch aufgeldst darstellten, wéhrend die
Kapillaren in den Biopsien der Patienten mit Claudicatio intermittens hierbei keine
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signifikanten Unterschiede aufwiesen.

Erythrocyte N ] ;
in lumen ’ v Erythrocyte
in lumen

N

Elektronenmikroskopische Aufnahmen humaner Kapillaren aus VL Biopsien. A: proteolytisch aufgeltste
Basalmembran (BM) (schwarze Pfeile) zwischen Endothelzelle (EC) und Perizyt (PC). B: unveranderte
Basalmembran (BM) zwischen EC und PC.

Aus Baum et al, Fig. 1 [26].

Nach kdrperlichem Training wurde interessanterweise ausschlieZlich bei den Gruppen mit
Diabetes oder Hypertonie eine Zunahme diskontinuierlicher Basalmembranen beobachtet, in
allen anderen Gruppen konnten hierbei keine signifikanten Unterschiede (p<0,05) festgestellt
werden [siehe Tabelle 2, Baum et al [27]].

4.2. PML wird vermehrt in atherosklerotischen Plaques exprimiert

In einem weiteren Projekt wurde das Expressionsmuster des bereits mit vielen
inflammatorischen Prozessen assoziierten PML-Proteins in chronisch verdnderten
Herzkranzgefal3en untersucht.

Hierzu wurden aus 16 im Rahmen von Transplantationen entnommenen menschlichen
Herzen jeweils eine Koronararterie untersucht. Sieben dieser Patienten litten an ischamischer
Herzinsuffizienz in Folge von atherosklerotischen HerzkranzgefaRen. Die anderen neun
Patienten waren aufgrund einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) transplantiert worden
[siehe Tabelle 1, Karle et al [27]].

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die Konzentration des PML-Proteins in
Lysaten dieser Gefalie per Immunblot bestimmt. Dabei wurde eine 2,2-fach (p<0,001) hohere
Konzentration an PML in den Lysaten atherosklerotisch veranderter Arterien nachgewiesen
als in den nicht durch Atherosklerose betroffenen Arterien der DCM-Patienten [siehe Fig.
1A/C, Karle et al [27]].

Nach Aufteilung von sechs der atherosklerotischen Arterien in Plague-haltige und Plaque-freie
Anteile ergab die Quantifizierung von PML mittels Immunblot in den Plaque-haltigen
Segmenten eine 3,3-fach (p<0,001) héhere PML-Konzentrationen als in den Plaque-freien
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Arealen [siehe Fig. 1C/D, Karle et al [27]]. Das in den folgenden Abbildungen erkennbare
Spektrum PML-positiver Banden unterschiedlicher MolekulargroRe lasst sich auf

verschiedene Isoformen von PML zuriickzufiuhren.
non-

atherosclerotic atherosclerotic non-plaque plaque

1 2 3 1 2 3 1 2 1 2

PML

PML 100kDa -

70 kDa - H

37 kDa -

70 kDa -

i L |
GAPDH 37 kDa - [l WD | ::roH

Immunblots von Lysaten aus koronaren HerzkranzgefaRRen. Links: Aufteilung in nicht-atherosklerotische Gefalie
(Dilatative Kardiomyopathie) und atherosklerotische GefaRRe (Ischamische Kardiomyopathie). Rechts: Aufteilung
in Plaque-haltige und Plaque-freie Segmente atherosklerotischer Koronararterien.

Aus Karle et al, Fig. 1C/D [27].

4.3. Smyd1 ko-lokalisiert mit PML in menschlichen Endothelzellen.

Im dritten Projekt der vorliegenden Dissertation sollte zunéchst die Interaktion von PML und
Smydl in Endothelzellen untersucht werden. Da die Expression von Smydl bisher
vornehmlich in Muskelzellen untersucht wurde, erfolgte initial eine vergleichende Erfassung
der Smyd1-Proteinkonzentrationen in ECs (HUVEC, EA.hy926) und Muskelzellen (HCASMC,
C2C12, H9C2).

Die dafir durchgefiihrten Immunblots ergaben &hnlich kraftige Banden fur Smyd1 bei 54 kDa
in ECs, HCASMCssowie in den differenzierten C2C12 und H9C2 Zellen. In den
proliferierenden C2C12 und H9C2 Zellen wurde im Vergleich dazu weniger Smydl
nachgewiesen. Interessanterweise zeigte sich hierbei eine weitere, Smyd1-positive Bande bei
64 kDa in allen untersuchten Muskelzelltypen [siehe Fig 1B, Becker et al [28]].

Es folgte anschlieRend eine Analyse der intrazellularen Verteilung von Smyd1l in ECs per
Immunzytochemie. Dabei zeigten sich in EA.hy926 Zellen und HUVECs Fluoreszenzsignale
fur Smyd1l sowohl im Zytosol als auch intranukledr. Letztere prasentierte sich in einem
charakteristischen Muster, welches sich typischerweise auch bei der
Immunfluoreszenzfarbung von PML-NBs zeigt.

Basierend auf dieser Beobachtung erfolgte eine parallele Immunfarbung von PML und Smyd1
in den untersuchten Endothelzelllinien. Dabei konnte eine rdumliche Beziehung von Smyd1
zu PML-NBs durch kongruente Signale fir Smydl und PML innerhalb des Zellkerns
nachgewiesen werden [siehe Fig 1C/D, Becker et al [28]]. Durch die entsprechenden
Immunfarbungen einer koronaren Arteriole und Venole erfolgte ebenfalls der Nachweis der
Ko-lokalisation von Smyd1 und PML ex vivo [siehe Suppl. Fig S1, Becker et al [28]].
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anti-PML anti-Smyd1 Merge

Venule

Arteriole

HE Farbung einer Arteriole und Venole menschlicher Herzkranzgefalie (links) sowie Immunfluoreszenz von PML
und Smyd1 desselben Schnittes (rechts oben/unten).
Aus Becker et al [28].

4.4. SUMOyliertes Smydl1 wird in Endothelzellen vermehrt
proteasomalem Abbau zugefuhrt

Da PML-NBs wie eingangs beschrieben Plattformen flir SUMOylierungsreaktionen darstellen
kénnen [22,23], schien es plausibel, dass Smyd1 wahrend seines “Aufenthaltes” in PML-NBs
ebenfalls dieser posttranslationalen Modifikation unterzogen wird.

Diesbeziiglich konnte im Rahmen des dritten Projektes der vorliegenden Arbeit von Forschern
der Arbeitsgruppe durch Anwendung von Ko-Immunprazipitationen sowie bioinformatischen
Analysen mittels molekularer Dockingstudien gezeigt werden, dass Smydl und SUMOL1 in
ECs eine stabile kovalente Verbindung miteinander eingehen kénnen.

Um die Effekte einer derartigen Verbindung auf die Expression von Smydl in ECs zu
untersuchen, wurden EA.hy926 Zellen mit den verschiedenen Expressionsvektoren
transfiziert. Zum einen wurde ein Vektor verwendet, der fir die SUMO1 Protease SuPrl
codiert. Um unspezifische Effekte durch die Transfektion von SuPrl abgrenzen zu kénnen,
wurden Expressionsplasmide einer inaktiven SuPrl-Mutante transfiziert, welche keine
Proteaseaktivitdt aufweist. Zum anderen wurde in einem weiteren Ansatz durch eine
Kombination der Vektoren fir SUMO1 und UBC9 ein erhéhtes Angebot der an
SUMOylierungen beteiligten Faktoren bereitstellt, um die Anzahl dieser PTM unspezifisch zu
steigern. UBC9 stellt dabei als einzige bekannte SUMO E2-Ligase des menschlichen Korpers
einen restriktiven Faktor der maximal méglichen Anzahl von SUMOylierungsreaktionen pro
Zeiteinheit dar. Als Kontrollansatze dienten EA.hy926 Zellen, welche einen Vektor ohne
spezifisches Gen erhalten hatten.

Es folgte eine semiquantitative Analyse der gewonnen Zelllysate mittels Immunblots.
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Dabei zeigten sich in den mit SuPrl transfizierten Zelllysaten im Vergleich zu den anderen
Zelllysaten, erhohte Smydl Proteinkonzentrationen [siehe Fig 3B, Becker et al [28]].
Basierend darauf lasst sich als erste Annahme eine Beeinflussung der Stabilitat des Smyd1-
Proteins durch SUMOylierung ableiten.

Veranderungen der zellularen Lokalisation von Smyd1 durch dessen SUMOylierung wurden
bereits in Muskelzellen beschrieben [17]. Um einen derartigen Effekt auf Smydl in ECs zu
untersuchen, wurden EA.hy926 Zellen wie oben beschrieben transfiziert und nach 24 Stunden
in zytosolische und nukleare Lysate subfraktioniert.

Dabei wurden sowohl im Zytosol als auch im Zellkern von mit SuPrl transfizierten Zellen
erhéhte Proteinkonzentrationen von Smydl im Vergleich zu den Zellen, welche die
funktionslose SuPrl Mutante oder den Kontrollvektor erhalten hatten, nachgewiesen [siehe
Fig 3C, Becker et al [28]]. Passend zur Hypothese der negativen Beeinflussung der Stabilitat
von Smyd1l durch SUMOylierung, zeigte sich hierbei zudem im Vergleich mit den anderen
Zellen in den SUMO1/UBCS9 transfizierten Zellen eine erniedrigte Konzentration von Smyd1
in der zytosolischen Fraktion.

pEGFP-SuPri + - - - + - - =
pEGFP-SuPr1-mutant . + . - . + = =
pcDNA-HA-SUMO1/UBC9 - - + - - - + -
controi - - - + - - - +

- 70 kDa

syt [ — = o 55 kDa

o-Tubulin (WM ENPE - = |- 50kDa

Emerin | -‘--L 30 kDa

Cytoplasm Nucleus

Immunblot zytosolischer und nukle&rer Lysate von EA.hy926 Zellen, die mit den angegebenen Expressions-
plasmiden transfiziert wurden. Der Nachweis der erfolgreichen Zellfraktionierung erfolgte durch das Zytosol
spezifische Haushaltsgen alpha-Tubulin beziehungsweise dem Zellkern-spezifischen Haushaltsgen Emerin .

Aus Becker et al, Fig 3C [28].

Es folgte eine vertiefende Analyse zugrundeliegender Mechanismen der SUMOylierungs-
abhangingen Stabilitat von Smyd1. Hierfir wurden EA.hy926 Zellen zunachst mit SuPrl
transfiziert. Kontrollzellen erhielten einen Vektor ohne spezifisches Gen. Um festzustellen, ob
die gesteigerte Smydl1-Konzentration nach Transfektion von SuPrl auf einer gesteigerten
Translation basiert, wurde 24 Stunden nach der Transfektion die Proteinsynthese durch
Hinzufugen von Cycloheximid (CHX) blockiert. In den nach sechs weiteren Stunden
gewonnenen Lysaten der mit SuPrl transfizierten Zellen wurden trotz
Cycloheximidbehandlung héhere Smyd1-Proteinmengen festgestellt als in den Lysaten jener
Zellen, die den leeren Kontrollvektor erhalten hatten [siehe Fig 3D, Becker et al [28]]. Dadurch
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konnte ein Einfluss der Translation auf die im Rahmen der von SuPrl-abhéngigen
DeSUMOylierung erhdhten Proteinkonzentration von Smyd1 ausgeschlossen werden.

Die Kinetik von Smydl wurde anschlieRend beziiglich potentieller Abbaumechanismen
untersucht, indem EA.hy926 Zellen mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 Uber einen Zeitraum
von 3 Stunden inkubiert wurden. Dabei zeigten sich in Immunblots bereits nach der ersten
Stunde erhdéhte Smyd1-Konzentrationen.

Interessanterweise wurde durch die experimentelle Blockade des Proteasoms mittels MG132
eine zusatzliche Bande flr Smyd1 bei etwa 64 kDa hervorgerufen [siehe Fig 3E, Becker et al
[28]], passend zu jener, die in den initial untersuchten Muskelzellen nachgewiesen wurde
[siehe Fig 1B, Becker et al [28]].

Da die Differenz von 12 kDa zur molekularen Masse von Smyd1 von 52 kDa der molekularen
Massen von SUMO1 entspricht, wurde angenommen, dass es sich bei dieser zusatzlichen
Bande um SUMOyliertes Smyd1 handelt.

Um diese Hypothese unter erhbhtem SUMOZ1-Angebot zu Uberprifen, wurden EA.hy926
Zellen mit einem SUMO1-Expressionsplasmid oder einem leeren Kontrollvektor transfiziert.
Nach 24 Stunden wurde durch Zugabe von MG132 der proteasomale Abbau blockiert. In den
nach 3 Stunden gewonnenen Zelllysaten der mit SUMOL1 transfizierten Zellen konnte dabei
im Vergleich zu den Kontrollzellen eine verdickte Bande bei 64 kDa festgestellt werden,
welche folglich auf SUMOyliertes Smyd1 zurtickzufihren ist [siehe Fig 3F, Becker et al [28]].
Rekapitulierend lasst sich festhalten, dass zum einen die DeSUMOYylierung von Smyd1 durch
SuPrl zu einer erhéhten Smyd1l Konzentration ohne Steigerung der Proteinsynthese fuhrt.
Zum anderen l&sst sich die im Rahmen der Transfektion von SUMO1 und UBC9 beobachtete
Depletion von SUMOyliertem Smyd1 durch Blockade des Proteasoms verhindern.
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Smydl in seiner
SUMOylierten Form starker dem proteasomalen Abbau zugefiihrt wird als in seiner nicht-
SUMOylierten Form.

4.5. Wechselwirkung von Smyd1 und PML in menschlichen
Endothelzellen

Mit Hilfe von Ko-Immunprazipitationsexperimenten konnten Mitglieder der Arbeitsgruppe
einen Einfluss auf die Konzentration von SUMOyliertem Smyd1 nach transientem Knockdown
mit PML spezifischer siRNA nachweisen.

Um der moglichen Beeinflussung der Expression von Smydl je nach Angebot von PML
nachzugehen, wurden EA.hy926 Zellen nach Transfektion eines PML-IV-
Expressionsplasmids, PML-spezifischer siRNA oder eines entsprechenden Kontrollvektors
beziglich der Expression von Smydl analysiert. Dabei zeigten PML-Uberexprimierenden
Zellen niedrigere  und mit PML-siRNA-transfizierte  Zellen hohere  Smyd1-
Proteinkonzentrationen [siehe Fig 4K/M, Becker et al [28]].

In Zusammenhang mit der beschriebenen Vermittlung von SUMOylierungsreaktionen von
Smyd1 durch PML, suggerieren diese Ergebnisse einen negativen Einfluss von PML auf die
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Stabilitat von Smydl in ECs, welcher auf der Initiierung des proteasomalen Abbaus von
Smyd1 nach dessen SUMOylierung basiert.

Um im Gegenzug den Einfluss von Smyd1 auf die Expression von PML in Endothelzellen zu
untersuchen, wurden Immunblots von EA.hy926 Zelllysaten angefertigt, die im Vorfeld
entweder mit einem Smyd1-Expressionsvektor, Smydl-spezifischer sSiRNA oder einem leeren
Kontrollvektor, welcher kein spezifisches Gen enthélt, transfiziert wurden.

In den mit Smyd1-transfizierten Zellen, wurden verglichen mit den Kontrollzellen, erhdhte
Proteinkonzentrationen von PML nachgewiesen [siehe Fig. 4B/G, Becker et al [28]]. Die
analog dazu erfolgten immunzytochemischen-Versuche zeigten nach der Transfektion von
Smydl auRerdem eine hohere Anzahl von PML-NBs verglichen mit den Zellen, die mit dem
Kontrollvektor transfiziert worden waren [siehe Fig 3E/F, Becker et al [28]].

Entsprechend verminderte Werte der PML-Proteinkonzentration wurde in den mit Smyd1l
siRNA-transfizierten EA.hy926 Zellen festgestellt [siehe Fig 4D, Becker et al [28]]. Auch die
Anzahl an PML-NBs zeigte sich hier im Vergleich erniedrigt [siehe Fig 3E/F, Becker et al [28]].

4.6. TNF-a oder IFN-y regulieren die Smyd1 Konzentration in
Endothelzellen

EA.hy926 Zellen wurden im letzten Teilprojektteil mit TNF-a oder IFN-y Gber 6 h stimuliert, um
humorale beziehungsweise parakrine Signalwege zu erfassen, welche Zytokin-vermittelt
Einfluss auf die Smyd1-Expression im Zusammenhang mit PML in ECs nehmen kdnnen.

In beiden Zellanséatzen waren verglichen mit der Kontrolle hohere Smydl- und PML-
Konzentrationen festzustellen [siehe Fig 5C, Becker et al [28]].

Bei genauerer Analyse dieser Effekte liber einen Zeitraum von 24 Stunden hinweg, resultierte
die Stimulation von TNF-a in einem kontinuierlichen Anstieg der Smyd1-Signale im Immunblot
[siehe Fig 5E, Becker et al [28]]. In der analog dazu durchgefuhrten Immunzytochemie waren
mehr zytosolische Signale fir Smydl und eine leicht reduzierte Anzahl von PML-NBs im
Vergleich zu nicht-stimulierten Zellen zu beobachten [siehe Fig 5G, Becker et al [28]].

Demgegentiber erreichten die Proteinkonzentrationen von Smyd1 durch Stimulation mit IFN-
y nach 6 Stunden ihr Maximum, um im weiteren Verlauf der untersuchten 24 Stunden auf das
Ausgangsniveau vor der Stimulation zuriickzufallen [siehe Fig 5E, Becker et al [28]]. Dabei
wurde eine erhdhte Anzahl und Gré3e von PML-NBs beobachtet, deren nukleéaren Signale
vermehrt mit denen von Smyd1 ko-lokalisierten [siehe Fig 5G, Becker et al [28]].
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EA.hy926 Zellen nach Stimulation mit TNF-a oder IFN-y uber 24 Stunden. Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte
mit anti-Smyd1- und anti-PML-Antikérpern sowie Drag5 als Kernmarker.
Aus Becker et al, Fig. 5G [28].

5. Diskussion

Die beobachteten strukturellen Unterschiede der Basalmembran im Raum zwischen
kapillarem Endothel und Perizyten erweitern das Spektrum beschriebener morphologischer
Auswirkungen auf das Gefaldsystem in der Skelettmuskulatur (a.e. [36,37,38]) bei
systemischen Erkrankungen wie Diabetes Mellitus und arterieller Hypertonie. Die Licken in
der BM konnten auf die erhthte Aktivitdt von Matrixmetalloproteinasen zuriickgehen, ein
Effekt, der bereits in Zusammenhang mit erhdhtem oxidativem Stress im Rahmen von
Hyperglykdmie sowie durch Stimulation mit IFN-y in vitro nachgewiesen werden konnte
[39,40]. Zu klaren waére, ob und inwiefern sich aus diesen verdnderten Strukturen auch
funktionellen Konsequenzen flr die Versorgung des umliegenden Gewebes ergeben.

Da die Bildung von gréReren PML-NBs ebenfalls mit gesteigertem oxidativem Stress
assoziiert ist, lasst der Nachweis erhtéhter PML-Konzentrationen in von Atherosklerose
betroffenen GefalRsegmenten im Vergleich zu denen ohne Plague vermuten, dass PML ein
wichtiger Vermittler jener zellularen Adaptationsmechanismen der Intima und Media ist,
welche in dieser vaskularen Pathologie minden. Dieser Ansatz ist aufgrund der
nachgewiesenen Einbindung von PML in stressinduzierten Prozessen [22] gut mit den
aktuellen Erklarungsmodellen zur Pathogenese von Atherosklerose durch erhdhten
Scherstress sowie oxidativen- und metabolischen Stress der BlutgefaRe vereinbar [4].

Da eine Vielzahl von Faktoren durch ihre Interaktion mit PML-NBs reguliert werden, ist eine
isolierte  Untersuchung potentieller Effektoren vaskuldrer Pathomechanismen im
Zusammenhang mit PML erforderlich, um eine korrekte Einordnung der erhéhten PML-
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Konzentrationen bezuglich der daraus resultierenden molekularbiologischen Konsequenzen
ableiten zu kbnnen.

Ein duRerst interessantes Untersuchungsziel in diesem Kontext ist Smyd1l. Smyd1 ist zum
einen bekannt fur seine wichtige Rolle in der embryonalen Genese des Herzens und in der
Regulation des kardialen Metabolismus. Zum anderen finden sich neue Erkenntnisse, die
Smydl auch mit dem vaskuldaren System verbinden, wie durch die in ECs nachgewiesene
Interaktion von Smydl mit dem Serum Response Faktor, einem wichtigen Mediator der
Angiogenese und Gefal3stabilitat [41].

Smydl lasst sich in Endothelzellen nachweisen und ko-lokalisiert hier mit PML und SUMOL1
im Zellkern [28,34,41]. Basierend auf den hier prasentierten Ergebnissen wird die Stabilitat
des Smydl-Proteins in diesem Zelltyp Uber die posttranslationale Modifikation der
SUMOylierung reguliert. Untermauert wird diese Protein-Wechselwirkung durch den
reproduzierbaren Nachweis von sowohl SUMO1 und Smyd1 als auch von Smyd1 und PML in
Ko-Immunprazipiationsversuchen [28].

Die Hypothese der direkten Interaktion von PML und Smydl, welche konsekutiv zur
SUMOylierung von Smyd1 fihrt, wurde auch durch Simulationsrechnungen unterstitzt. Diese
konnten anhand eines auf der Kristallstruktur von murinem Smyd1 basierenden homologen
Models von Smydl Uber Protein-Docking Analysen die raumliche Nahe zwischen den
entscheidenden Lysin- und Glycin-Resten von Smyd1l und SUMOL1 ermittelen, welche eine
stabile kovalente Verbindung von Smyd1 und SUMO1 sehr wahrscheinlich macht [28].
Unklar bleibt inwiefern weitere Faktoren die Effizienz der PML vermittelten SUMOylierung von
Smyd1 beeinflussen.

Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen, dass die SUMOylierung von Smydl in
Endothelzellen im Gegensatz zu Skelettmuskelzellen [17] weniger dem gezielten Transport
aus dem Zellkern ins Zytoplasma dient, sondern eine “Markierung” flr den proteasomalen
Abbau bewirkt. Diese Aussage lasst sich aus drei Ergebnissen ableiten:

1. Die Konzentration von Smyd1 in Endothelzellen war nach Transfektion der SUMO-Protease
sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma erhdht.

2. Nach der Behandlung der EA.hy 926 Zellen mit dem Proteasominhibitor MG132 liel3 sich
ein starkes Signal der zweiten, SUMOylierten Smyd1 Bande bei 64 kDa nachweisen.

3. Die kombinierte Transfektion von SUMO1 und der UBC9 E2-Ligase, welche zu weniger
Smyd1-Signalen als in den Kontrollzellen fuhrte, deutet dartber hinaus darauf hin, dass
Smyd1 durch SUMOylierung in ECs destabilisiert wird.

Die theoretische Uberfiihrung SUMOylierter Proteine zum proteasomalen Abbau ergibt sich
durch die Klasse der SUMO-targeted Ubiquitin Ligasen (STUbL) [20], deren Beteiligung es in
dieser Konstellation experimentell zu bestatigen gilt.

Der Anstieg der Konzentrationen von PML-mRNA [28] und PML-Protein in Smyd1-

transfizierten EA.hy926 Zellen lasst sich durch die Steigerung der Methyltransferase-Aktivitat
von Smydl erklaren. Hierdurch wirde eine Downstream-Regulation von Genen uber
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Histonmodifikation durch Smyd1 in Endothelzellen induziert werden, die in anderen Zelltypen
bereits bestatigt wurde [12].

Demgegeniiber hatte die Uberexpression von PML in EA.hy926 Zellen eine verminderte und
ein durch siRNA-induzierter PML-Knockdown eine erhdhte Smyd1-Proteinkonzentration zur
Folge. Ein Einfluss auf die Transskriptionsrate von Smyd1 konnte dabei nicht nachgewiesen
werden. Daraus lasst sich ein negativer Effekt von PML auf die Stabilitat von Smyd1 ableiten,
welcher mit dem oben beschriebenen Mechanismus des durch SUMOylierung getriggerten
proteasomalen Abbaus von Smyd1 vereinbar ist.

Zusammengenommen lasst sich ein selbstregulierendes Gleichgewicht zwischen PML und
Smyd1 erkennen, in dem ein Smyd1-induzierter Anstieg der PML-Konzentration durch eine
PML-abhéngige Depletion von Smyd1 antagonisiert wird.

Die steigende Zahl der Erkenntnisse Uber die Beteiligung von Smyd1 an der Vermittlung von
immunologischen Prozessen [1] und den bereits nachgewiesenen Einfluss diverser Zytokine
auf die Expression von PML [42] legten eine Untersuchung der Interaktion von PML und
Smyd1 in Endothelzellen durch Zytokine nahe. Die Entscheidung, den Einfluss von TNF-a zu
untersuchen, beruht unter anderem auf der Assoziation mit kardiovaskuldren Erkrankungen
[43], wahrend IFN-y durch die beschriebene induzierten Veranderung des PML-vermittelten
SUMOylierungsmusters in HEK293 [44] ein attraktives inflammatorisches Stimulanz fir das
hier untersuchte EA.hy926-Zellmodell darstellt.

Durch die Stimulation von EA.hy926-Zellen mit TNF-a stieg die Konzentration von Smyd1
kontinuierlich dber 24 h, was sich immunzytochemisch in einer zytoplasmatischen
Anreicherung von Smyd1-Signalen aufRerte. Gleichzeitig verminderte sich die Anzahl und
GroélRe der PML-NBs. TNF-a scheint daher einen positiven Effekt auf die Stabilitat von Smyd1
zu vermitteln.

Wurden EA.hy926-Zellen mit IFN-y stimuliert, fiihrte dieses zu mehr und grél3eren PML-NBs,
einer Ballung der Smyd1-Signale in den PML-NBs sowie einem Anstieg von SUMOyliertem
Smyd1l. Der Abfall der initial steigenden Smydl-Konzentration ist mit einem zunehmenden
proteasomalen Abbau durch vermehrte PML-abhéangige SUMOylierung von Smyd1 vereinbar.

Zusammengenommen beeinflussen diese Zytokine offensichtlich trotz gemeinsamer initialer
Steigerung der Smyd1-Konzentration nach 24 Stunden die Smyd1-Konzentration gegenlaufig,
woflr das hier postulierte Interaktionsmodell zwischen PML und Smyd1 eine mechanistische
Erklarungsgrundlage darstellen konnte.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit kbnnten somit weitere Bausteine im Verstandnis der
molekularen Genese der unterschiedlichen Morphologie vaskularer Erkrankungen liefern.
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Schematische Darstellung des Interaktionsmechanismus zwischen PML und Smydl dber SUMOL in
Endothelzellen. 1.Smyd1 wird in PML-Kernkérpern (PML-NBs) durch PML vermehrt SUMOyliert. 2.Dies fuhrt zum
proteasomalen Abbau von Smyd1 nach Translokation ins Zytosol. 3. Im Nukleus verbleibendes Smyd1 steigert die
Transkription des PML Gens mit konsekutiv erhdhter PML Proteinkonzentration. 4. Durch die Stimulation mit IFN-
y wird die SUMOylierung von Smyd1 gesteigert und Smyd1 somit vermehrt abgebaut. 5. Die Stimulation mit TNF-
a verstarkt demgegenuber die Translokation von Smyd1 ins Zytosol.

aus Becker et al [28]
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