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ABKÜRZUNGEN 

AhR Arylhydrocarbonrezeptor 

AngII Angiotensin II 

ATP Adenosintriphosphat 

BMDM Engl.: Bone-marrow-derived macrophage 

CD4 Engl.: Cluster of differentiation 4 

CD69 Engl.: Cluster of differentiation 69 

CKD Chronische Niereninsuffizienz, Engl.: Chronic kidney disease 

CrP C-reaktives Protein 

COL besiedelt, Engl.: colonized 

CVD Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Engl.: cardiovascular disease 

EAE Experimentelle Autoimmunenzephalitis 

GF keimfrei, Engl.: germ-free 

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor, Engl.: G protein-coupled receptor 

GWAS Genomweite Assoziationsstudie, Engl.: Genome-wide association study 

HIF-1  h Hypoxia-inducible factor 1-alpha 

HSD Hochsalzdiät, Engl.: high-salt diet 

HTN Hypertension, Bluthochdruck 

IFN-  ɹ Interferon-  ɹ

Lˁ.-  h I-kappa-B-alpha 

IL-м ̡ Interleukin-м ̡

IL-6 Interleukin-6 

IL-10 Interleukin-10 

IL-17A Interleukin-17A 

ILA Indol-3-Laktat 

LDLR LDL-Rezeptor, Engl.: low density lipoprotein receptor 

LMP2 Low molecular mass protein 2 

LMP7 Low molecular mass protein 7 

MM Multiples Myelom 

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1, auch: CCL2 (CC-chemokine ligand 2) 

MECL-1 Multicatalytic Endopeptidase Complex-Like 1 

MHC I MHC-Klasse-I-Komplex, Engl.: Major histocompatibility complex class I 

MMP Matrixmetalloproteinasen 
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mRNA Messenger ribonucleic acid 

NF-ˁ. Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

NLRP3 NLR family pyrin domain containing 3 

NO Stickstoffmonoxid, Engl.: nitric oxide 

Nox4 NADPH-Oxidase 4 

Olfr78 Olfactory receptor-78 

RAG1 Recombination activating gene 1 

ROS Reaktive Sauerstoffspezies, Engl.: reactive oxygen species 

SCFA Kurzkettige Fettsäuren, Engl.: short-chain fatty acid 

TH1 Typ-1-T-Helferzelle 

TH17 Typ-17-T-Helferzelle 

TREG Regulatorische T-Zellen 

TMA Trimethylamin 

TMAO Trimethylamin-N-oxid 

TNF-  h Tumornekrosefaktor-  h

Trp Tryptophan 

UPS Ubiquitin-Proteasom-System 

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1 

VSMC Vaskuläre glatte Muskelzellen, Engl. Vascular smooth muscle cells 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Die Inflammation bei kardiovaskulären Erkrankungen 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind die führende Todesursache in weiten Teilen der Welt bei 

Erwachsenen ab einem Alter von 50 Jahren, angeführt von der ischämischen Herzerkrankung und dem 

Schlaganfall1. Die Atherosklerose und die essentielle (auch: primäre) arterielle Hypertonie (hier Hyper-

tonie genannt) sind dabei zentrale, prävalente ǇŀǘƘƻǇƘȅǎƛƻƭƻƎƛǎŎƘŜ α²ŜƎōŜǊŜƛǘŜǊά ŘŜr kardiovaskulä-

ren Morbidität und des kardiovaskulären Tods2, 3. Deren Progression - z.B. durch fehlende oder unzu-

reichende Behandlung trotz diverser therapeutischer Optionen - führt zu Endorganschäden, u.a. an 

Gefäßsystem, Herz und Nieren und schließlich fatalen kardiovaskulären Ereignissen. Wegweisende Er-

kenntnisse der letzten Jahrzehnte zur Pathophysiologie von Atherosklerose und Hypertonie haben sich 

in vielerlei Hinsicht in den aktuell etablierten medikamentösen Therapien niedergeschlagen. Medika-

mente aus dem kardiovaskulären Spektrum (z.B. Antihypertensiva, Statine, Thrombozytenaggregati-

onshemmer) machen heute einen Großteil der Pharmakotherapie erwachsener PatientInnen aus 4, 5. 

Dennoch verbleiben kardiovaskuläre Erkrankungen auf den vorderen Plätzen der weltweiten Morbidi-

täts- und Mortalitätsstatistiken. Folglich lässt sich aus diesen Statistiken ein Medical Need, die Not-

wendigkeit der Identifikation neuartiger therapeutischer Ziele und neuer therapeutischer Strategien, 

ableiten. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich im komplexen Themenfeld der kardiovaskulären Er-

krankungen auf die Atherosklerose und die Hypertonie. 

Ein wesentlicher Fortschritt im Verständnis der Pathophysiologie kardiovaskulärer Erkrankun-

gen ist die Erkenntnis, dass kardiovaskuläre Erkrankungen wie die Atherosklerose und die Hypertonie 

durch eine chronische inflammatorische Reaktion gekennzeichnet sind6-8, welche die Krankheitspro-

gression befördert und die Prognose betroffener PatientInnen beeinträchtigt. Obwohl sich in beiden 

Erkrankungen die Auslöser der Inflammation, die beteiligten Immunzellen und Signalwege durchaus 

unterscheiden, ist die chronische Inflammation in beiden Erkrankungen bei betroffenen PatientInnen 

messbar. Biomarker der Entzündung wie das hochsensitive C-reaktive Protein (CrP) oder Zytokine wie 

Interleukin-м ̡(IL-1 )̡ sind sowohl bei Hypertonie als auch im Rahmen der Atherosklerose erhöht und 

können hilfreich bei der Risikoprädiktion sein9-13. Viele PatientInnen weisen trotz leitliniengerechter 

Therapie eine Erhöhung der Entzündungsmarker auf, was die Notwendigkeit einer gezielten anti-in-

flammatorischen Behandlung verdeutlicht14. Die derzeitig in Leitlinien festgelegten Therapiestandards 

adressieren die Inflammation nicht direkt oder nur unzureichend.  

Beide Erkrankungen sind durch eine chronische inflammatorische Aktivierung charakterisiert, 

die nach derzeitigem Kenntnisstand nicht durch die Präsenz von oder die Infektion mit pathogenen 

Mikroorganismen ausgelöst wird, sondern durch anhaltende Auslenkungen z.B. des Lipidstoffwechsels 
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oder Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) oder anderer Umweltfaktoren angestoßen und 

unterhalten wird und somit ƛƳ ǿŜƛǘŜǎǘŜƴ {ƛƴƴŜ ŀƭǎ ŜƛƴŜ αǎǘŜǊƛƭŜά LƴŦƭŀƳƳŀǘƛƻƴen bezeichnet werden 

kann. Sowohl Immunzellen des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems sind beteiligt und 

vermitteln als Mediatoren der Entzündung den resultierenden Endorganschaden, indem sie in Gefäße, 

Herz und Nieren einwandern. Beiden Erkrankungen ist ebenfalls gemein, dass sie trotz vieler in genom-

weiten Assoziationsstudien (GWAS) identifizierter, begünstigender genetischer Polymorphismen15-17 in 

einem hohen Maße abhängig von Umwelteinflüssen18, 19 wie zum Beispiel der Ernährung sind. Überge-

wicht, eine Ernährung reich an gesättigten Fetten tierischer Herkunft bzw. eine salzreiche Ernährung 

sind Einflüsse, welche vielfach mit beiden Erkrankungen assoziiert worden sind20, 21. Aus diesem wich-

tigen Einfluss diätetischer Risikofaktoren leitet sich ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ab. Diese 

untersucht das Darmmikrobiom als Mediator zwischen Umwelt und Wirtsorganismus als einen Ein-

flussfaktor und therapeutisches Ziel. 

Motivation der vorliegenden Arbeit ist die Erforschung neuartiger therapeutischer Angriffs-

punkte, um die Inflammation bei Atherosklerose und Hypertonie zu reduzieren. Dabei liegt der Fokus 

der Studien zum einen auf dem Ubiquitin-Proteasom-System als einem zellulären, wirtsseitigem Sys-

tem und zum anderen auf dem Mikrobiom des Darms als eine Schnittstelle zwischen Umwelt und Im-

munsystem. 

1.1.1 Atherosklerose und Inflammation 

Die Atherosklerose trägt wesentlich zur globalen Morbidität und Mortalität von kardiovasku-

lären Erkrankungen bei. Unter den drei häufigsten Todesursachen kardiovaskulärer Ursache in 

Deutschland führte das Statistische Bundesamt im Jahr 2022 mit der chronisch-ischämischen Herzer-

krankung, dem akuten Myokardinfarkt und der Herzinsuffizienz drei ICD-10-Diagnosen auf, welche di-

rekt oder indirekt Folge einer atherosklerotischen Erkrankung sein können22. Damit spiegeln die deut-

schen Zahlen in vergleichbarer Weise den globalen Trend wider23.  

Pathophysiologisch hat insbesondere die Erkenntnis, dass die Atherosklerose eine Lipid-getrie-

bene Erkrankung darstellt, zwar zur äußerst erfolgreichen Translation in die medizinische Grundver-

sorgung, jedoch nicht zur Verdrängung der kardiovaskulären Erkrankungen von den vorderen Plätzen 

der Statistiken geführt. Statine zählen heute zu den am meisten verschriebenen Medikamenten welt-

weit24. Zudem werten wir die Atherosklerose seit mehr als zwei Dekaden als eine chronische Erkran-

kung mit ausgeprägter inflammatorischer Komponente6, 7. Dass eine anti-inflammatorische Behand-

lung z.B. mit einem Antikörper gegen Interleukin-1 ̡  nach stattgehabtem Myokardinfarkt das Überle-

ben verbessert, konnte zwar in der großen CANTOS-Studie gezeigt werden14, hat sich jedoch unter 

anderem wegen eines erhöhten Infektionsrisikos noch nicht in der klinischen Routine durchgesetzt. 



Einleitung 

8 
 

Auch therapeutische Ansätze mit Methotrexat25 und Colchizin26 haben zum Teil einen klinischen Vorteil 

gezeigt, sich allerdings nicht durchgesetzt. 

Neben diesen relativ breiten anti-inflammatorischen Therapien bietet jedoch die komplexe Pa-

thophysiologie der Atherosklerose mit den verschiedenen involvierten Zelltypen vielfältige alternative 

Ansatzpunkte, um zukünftig die Entstehung und Progression der Atherosklerose zu verlangsamen oder 

gar zu verhindern: Kurz zusammengefasst führt die Exposition gegenüber Risikofaktoren (Hypercho-

lesterinämie im Zusammenspiel mit Risikofaktoren wie Hypertension, Adipositas, Rauchen) zu einer 

endothelialen Schädigung und Dysfunktion, zur Retention von Lipiden im subendothelialen Raum so-

wie zur Expression endothelialer Adhäsionsmoleküle und Sekretion chemotaktischer Substanzen, wel-

che die Rekrutierung, Adhäsion und Transmigration von Leukozyten aus dem Blut in die Gefäßwand 

fördern. Die hier relevanten Immunzellen umfassen u.a. Monozyten/Makrophagen, neutrophile Gra-

nulozyten aber auch T-Zellen. Monozyten werden über Integrine und Chemokin-Rezeptoren in die Ge-

fäßwand aus dem Blut rekrutiert. Als subendotheliale Makrophagen internalisieren diese dann modi-

fizierte Lipoproteine, was zur Bildung der sogenannten Schaumzellen führt. Modifizierte Lipide aktivie-

ren das NLRP3-Inflammasom in Makrophagen, was zur Produktion von IL-мʲ ŦǸƘǊǘΦ Die Interaktion von 

Makrophagen, T-Zellen und anderen Leukozyten unterhält die Inflammation, reaktive Sauerstoffspe-

zies (ROS), Wachstumsfaktoren und Zytokine werden freigesetzt. Vaskuläre glatte Muskelzellen 

(VSMC) proliferieren und verändern ihren Phänotyp von einem kontraktilen hin zu einem Makropha-

gen-ähnlichen Phänotyp und wandern in die Intima, wo sie extrazelluläre Matrixproteine sezernieren 

und eine fibröse Kappe der Plaque bilden. Schließlich führt die Apoptose der in der Plaque ansässigen 

Zellen zur Entstehung eines nekrotischen Kerns. Hypoxie-induzierte Neovaskularisation und die Sekre-

tion von Matrixmetalloproteinasen (MMP) durch Makrophagen können die fibröse Plaque weiter de-

stabilisieren und zu einer Ruptur der Plaque mit Thrombusbildung führen. 

Die vorliegende Arbeit beschreibt zum einen den experimentellen Ansatz, oxidativen Stress 

durch den Einsatz niedrigdosierter Proteasominhibition zu reduzieren und somit auch inflammatori-

sche Prozesse einzudämmen. Oxidativer Stress und Inflammation sind bekanntermaßen in der Athero-

sklerose gleichzeitig nachweisbar und können einander fördern. So kann oxidativer Stress pro-in-

flammatorische Genexpression über Transkriptionsfaktoren wie NF-ˁ. ǳƴŘ ILC-м  hsowie das NLRP3-

Inflammasom aktivieren, wodurch pro-inflammatorische Zytokine, Chemokine und andere Mediato-

ren gebildet werden. Die von Immunzellen ausgeschütteten Zytokine und Chemokine fördern wiede-

rum die Rekrutierung weiterer Immunzellen und eine zusätzliche ROS-Produktion, womit sich dieser 

Kreislauf verselbständigen kann und die Progression der Atherosklerose weiter gefördert wird. Da in 

der Atherosklerose vermehrt oxidativ geschädigte Proteine anfallen und über das Proteasom abgebaut 

werden müssen, untersucht die vorliegende Arbeit zudem das Immunoproteasom, dem eine wichtige 

Rolle bei der Bewältigung oxidativen Stresses zugeschrieben wurde. 
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1.1.2 Hypertonie, T-Zellen und Endorganschaden 

Die arterielle Hypertonie ist eine Systemerkrankung, welche sich nicht ausschließlich auf das 

Gefäßsystem beschränkt, sondern mehrere Organsysteme inklusive Immunsystem einschließt. Oft als 

αǎǘƛƭƭŜǊ YƛƭƭŜǊά ōŜȊŜƛŎƘƴŜǘΣ werden die klinischen Folgen der Hypertonie oft erst langfristig apparent, als 

Dysfunktionen von Gefäßsystem, Nieren, Gehirn und Herz und führen so zu einer beträchtlichen Mor-

talität und Morbidität weltweit. Unter den weltweit prävalentesten Risikofaktoren für nicht übertrag-

bare Erkrankungen belegt die Hypertonie den ersten Rang2, 20. Pathophysiologisch sind ebenfalls eine 

Vielzahl von Organen und Regelkreisen an der Entstehung von Bluthochdruck beteiligt und interagie-

ren. Hierzu zählen (Dys)regulationen der vaskulären, renalen und kardialen Struktur und Funktion, des 

Natriumhaushalts und der Blutvolumenregulation, des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und 

des vegetativen Nervensystems27. 

Die Hypothese, dass das Immunsystem im Rahmen des Bluthochdrucks eine wichtige Rolle 

spielt, kam vergleichsweise früh, bereits in den 1960er Jahren, auf, als man Lymphozyten aus Ratten 

mit unilateralem Niereninfarkt in Empfänger-Ratten transferierte, welche daraufhin Bluthochdruck 

entwickelten28. Experimentelle Studien konnten bereits damals und vermehrt in etwas jüngeren Ar-

beiten zeigen, dass ς zum Nachweis des Konzepts - eine immunsuppressive Behandlung den Bluthoch-

druck sowie den hypertensiven Endorganschaden eindämmen kann8, 29-33. Allerdings verhindern po-

tentiell schwere Nebenwirkungen (z.B. Infektionen) eine langfristige, breite Immunsuppression bei Pa-

tientInnen.  

Experimentelle, hypertensive Stimuli wie Angiotensin II (AngII) oder ein hoher Salzgehalt in der 

Nahrung führen zu einer Aktivierung von angeborenen und adaptiven Immunzellen. Der Rolle der T-

Zellen wurde große Aufmerksamkeit zuteil, obwohl die Mechanismen, die zur T-Zellen-Aktivierung füh-

ren, nach wie vor nur unzureichend definiert sind. Es ist bekannt, dass T-Zellen bei experimenteller 

Hypertonie eine wichtige Rolle spielen. RAG1-Knockout-Mäuse, denen B- und T-Zellen fehlen, haben 

einen abgeschwächten Blutdruckanstieg in Reaktion auf AngII, die durch den adoptiven Transfer von 

T-, aber nicht von B-Zellen wiederhergestellt werden kann34. T-Zellen exprimieren als Reaktion auf hy-

pertensive Stimuli Aktivierungsmarker (z. B. CD69). Es wurde gezeigt, dass sowohl CD8+ zytotoxische 

T-Zellen als auch CD4+ T-Helferzellen hierbei eine entscheidende Rolle spielen. Aktivierte T-Zellen in-

filtrieren Zielorgane wie die Niere, wo sie pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukin-17A (IL-17A) 

und Interferon-  ɹ(IFN-ʴύ ŦǊŜƛǎŜǘȊŜƴΣ ŘƛŜ Ȋǳ ½ŜƭƭǎŎƘŅŘŜƴΣ ƻȄƛŘŀǘƛǾŜƳ {ǘǊŜǎǎ ǳƴŘ ŜƴŘƻǘƘŜƭƛŀƭŜǊ 5ȅǎŦǳƴƪπ

tion, Fibrose und schließlich zum Verlust der Organfunktion führen35, 36. Sowohl IL-17A als auch IFN-ʴ 

sind nachweislich an der Entstehung von Hypertonie und Organschäden beteiligt. Außerdem wurde 

nachgewiesen, dass IL-17A den Blutdruck erhöht, indem es die Natriumrückresorption in der Niere 

stimuliert37, 38. Hypertone Stimuli fördern die Differenzierung von T-Helferzellen in pro-inflammatori-
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sche T-Helfer-Subtypen wie z.B. Typ17- (TH17) und Typ1-(TH1) Helferzellen, die durch eine erhöhte Pro-

duktion von IL-17A bzw. IFN-ʴ ƎŜƪŜƴƴȊŜƛŎƘƴŜǘ ǎƛƴŘ39. T-Zellen mit einem Effektor-Gedächtnis-Phäno-

typ (TEM; CD44+ CD62L- CCR7-) akkumulieren bei Bluthochdruck in der Niere und sind die vorherrschen-

den Quellen von IL-17A und IFN-ʴΦ LƴǘŜǊŜǎǎŀƴǘŜǊǿŜƛǎŜ können wiederholte hypertensive Stimuli die 

Ansammlung von TEM in der Niere verstärken39, was auf die Ausbildung eines immunologischen Ge-

dächtnisses im Rahmen der Hypertonie hindeutet. Entzündungshemmende Interleukin-10 (IL-10) pro-

duzierende regulatorische T-Helferzellen (TREG) können die pro-inflammatorische Funktion der Effek-

tor-T-Zellen ausbalancieren und schützen vor Hypertonie und Endorganschäden40-42. Daher ist das 

Gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen T-Zell-Untergruppen bei Hypertonie ent-

scheidend. Therapeutische Strategien, die zur Wiederherstellung des Gleichgewichts von pro- und 

anti-inflammatorischen T-Zellen führen, könnten eine Option zur Organprotektion bei Hypertonie dar-

stellen. 
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1.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System in der Atherosklerose 

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist zentral für die Proteinhomöostase der Zelle. Das 26S 

Proteasom ist eine ATP-abhängige Protease, bestehend aus dem katalytischen Kern, dem 20S Protea-

som, und zwei 19S Regulator-Komplexen, welche für Substraterkennung und Transport der abzubau-

enden Proteinketten in das katalytische Zentrum verantwortlich sind43. Das 20S Proteasom besteht 

aus vier übereinander gelagerten Ringen, welche jeweils aus sieben Untereinheiten bestehen. Dabei 

bestehen die beiden äußeren Ringe  aus den -h¦ƴǘŜǊŜƛƴƘŜƛǘŜƴ όʰм-ʰтύΣ ŘƛŜ ōŜƛŘŜƴ ƛƴƴŜǊŜƴ Ringe aus 

den ̡ -¦ƴǘŜǊŜƛƴƘŜƛǘŜƴ όʲм-ʲтύ43.  

Das UPS ist bedeutsam für den Abbau fehlgefalteter Proteine44, als auch für die Degradation 

zentraler regulatorischer Proteine des Zellzyklus, der Transkriptionsmaschinerie und des Stoffwech-

sels45. Der selektive Abbau solcher Proteine wird über die kovalente Bindung von Ketten multipler 

Ubiquitin-Moleküle vermittelt, die als Erkennungssignal für das 26S Proteasom dienen.  

Eine wichtige Funktion des UPS besteht in der Antigenprozessierung und Immunabwehr. Die 

nach proteasomaler Degradation entstandenen Peptide werden in den Major Histocompatibility Com-

plex I (MHC I) integriert und auf der Zelloberfläche präsentiert. Vor allem in diesem Zusammenhang 

wurde man erstmals auf eine alternative Form des Proteasoms, das Immunoproteasom, aufmerksam. 

Unter Zytokin-Stimulation (z. B. durch IFN-ʴύ ŜǊŦƻƭƎǘ ŘŜǊ !ǳǎǘŀǳǎŎƘ ŘŜǊ ʲ-Untereinheiten des konstitu-

tiven Proteasoms (ʲмΣ ʲнΣ ʲр) gegen die immunoproteasomalen Untereinheiten low molecular mass 

protein 2 und 7 (LMP2, LMP7) und multicatalytic endopeptidase complex subunit 1 (MECL-1). Neben 

der Induktion durch Zytokin-Stimulation werden Immunoproteasomen gewebsspezifisch in immunre-

levanten Geweben konstitutiv exprimiert. Immunoproteasomen verfügen über eine alternative 

Schnittstellenpräferenz bei der Degradation von Proteinen und führen zur effizienten Generierung von 

Peptiden zur Präsentation über MHC I. Die transiente, Zytokin-vermittelte Hochregulation von Immu-

noproteasomen scheint ein wichtiges Element in der Immunantwort bei viralen Infektionen zu sein46. 

Weitere Studien zeigten, dass die Bedeutung des Immunoproteasoms nicht auf die Antigenpräsenta-

tion beschränkt ist. Beispielsweise führt eine LMP2-Defizienz zu einer verminderten Proteasomaktivi-

tät und Akkumulation oxidierter Proteine47. Weitere Regulatoren der immunoproteasomalen Expres-

sion, z. B. NO und Hitzeschock, wurden identifiziert und sind auch in der Atherogenese relevant48, 49. 

Eine NO-vermittelte Expressionszunahme von immunoproteasomalen Untereinheiten schützt En-

dothelzellen vor oxidativem Stress48. Das Proteasom ist beteiligt an der Aktivierung des Transkriptions-

faktors nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF- Bˁ), der die Expression vie-

ler inflammatorischer Proteine induziert:zum einen an der Entstehung der p50-Untereinheit aus dem 

p105 Vorläuferprotein und zum anderen an der Degradation der inhibitorischen Proteine nuclear fac-

tor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor (Lˁ.) h  ǳƴŘ ʲΣ ǿŜƭŎƘŜ ŘƛŜ ¢Ǌŀƴǎƭƻƪŀǘƛƻƴ 

von NF-ˁ. ŀǳǎ ŘŜƳ ½ȅǘƻǇƭŀǎƳŀ ƛƴ ŘŜƴ ½ŜƭƭƪŜǊƴ ǾŜǊƘƛƴŘŜǊƴΦ tǊƻ-inflammatorische Stimuli aktivieren 
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Signalkaskaden, welche zur Phosphorylierung, Ubiquitinierung und anschließenden proteasomalen 

5ŜƎǊŀŘŀǘƛƻƴ ŘŜǊ Lˁ.-Proteine führen und damit die Translokation von NF-ˁ. ƛƴ ŘŜƴ ½ŜƭƭƪŜǊƴ ŜǊƳǀƎƭƛπ

chen50. Es gibt Hinweise darauf, dass ein erhöhter Anteil von Immunoproteasomen in inflammatori-

schem Gewebe in direktem Zusammenhang mit einer erhöhten Aktivierung von NF-ˁ. ǎǘŜƘǘΦ 9ȄǇŜǊƛπ

mentell konnte gezeigt werden, dass LƳƳǳƴƻǇǊƻǘŜŀǎƻƳŜƴ Lˁ.-Proteine schneller abbauen als konsti-

tutive Proteasomen51. 

Experimentelle Daten lassen darauf schließen, dass das UPS eine Rolle in der Entstehung und 

Progression der Atherosklerose spielt. Ob das UPS dabei einen anti- oder proatherogenen Einfluss aus-

übt, ist jedoch nicht eindeutig geklärt und möglicherweise abhängig vom Stadium der Atherosklerose. 

Einen inflammationsfördernden Einfluss des UPS mit gesteigerter Aktivität legten Marfella et al. in 

Plaques der Arteria carotis von symptomatischen Patienten nahe52. Auch der entgegengesetzte Effekt 

ς eine Aktivitätsminderung des UPS in späten Stadien der Atherosklerose ς wurde von einer anderen 

Arbeitsgruppe im Tiermodell beschrieben53. Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde für das UPS 

eine duale Rolle in der Atherosklerose postuliert: Einerseits könnte eine erhöhte Aktivität des UPS für 

eine gesteigerte Aktivierung des pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-ˁ. ǾŜǊŀƴǘǿƻǊǘƭƛŎƘ 

sein, andererseits könnte eine erhöhte Proteasomaktivität notwendig sein, um die durch oxidativen 

Stress vermehrt anfallenden dysfunktionalen Proteine zu eliminieren und damit die Zelle vor toxischen 

Effekten aggregierter dysfunktionaler Proteine und vor dem Zelltod zu bewahren54. Dem Immunopro-

teasom könnte in beiden Prozessen eine besondere Bedeutung zukommen. Die im Rahmen der athero-

sklerotischen Inflammation vermehrt produzierten Zytokine könnten einen zusätzlichen Stimulus für 

die Assemblierung von Immunoproteasomen darstellen.  

Die in dieser Habilitationsschrift dargelegten Arbeiten untersuchen in Mausmodellen den Ein-

fluss des Immunoproteasoms auf die Entwicklung der Atherosklerose sowie den Effekt einer niedrig-

dosierten Proteasominhibition in der frühen Atherosklerose. 
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1.3 Die Rolle des Mikrobioms und bakterieller Metabolite in der Hypertonie 

Das intestinale Mikrobiom (hier fortan als Mikrobiom bezeichnet), d.h. die Gesamtheit der im 

Darm vorhandenen Bakterien sowie deren Gene, ist ein auf Umwelteinflüsse höchst responsives Öko-

system mit profundem Einfluss auf das Immunsystem. Verschiedenen Umweltfaktoren, insbesondere 

Bestandteile der Nahrung (z.B. Salz, Fasern oder sog. Ballaststoffe) können Veränderungen der Zusam-

mensetzung und der Funktion des Mikrobioms verursachen und somit inflammatorische Prozesse vor-

teilhaft oder aber zum Nachteil des Wirts beeinflussen. Essentiell in diesem Zusammenhang ist die 

Tatsache, dass Bakterien aus Nahrungsbestandteilen Metabolite (z.B. Tryptophan (Trp)-Metabolite o-

der Fettsäuren) generieren, die vom Wirt resorbiert werden und die Differenzierung und die Funktion 

von Immunzellen beeinflussen können. Auf diese Weise beeinflussen die Mikrobiota auch Darm-ferne 

Organe (z.B. Niere, Herz), wodurch sich verschiedene Kommunikationsachsen identifizieren lassen (z.B. 

Darm-Niere, Darm-Herz). Leitlinien zur Behandlung der arteriellen Hypertonie betonen die gesunde 

Ernährung 55-57, u.a. charakterisiert durch einen hohen Ballaststoff- und niedrigen Salzgehalt. Die vor-

liegende Arbeit demonstriert für diese Nahrungsbestandteile, dass das Mikrobiom in diesem Zusam-

menhang eine wichtige Vermittlerrolle zwischen Umwelt und Wirt einnimmt. Ein genaues Verständnis 

der Wechselwirkung von Ernährung und Mikrobiom, Metaboliten mikrobieller Herkunft und Immun-

system sowie der Auswirkungen auf die Hypertonie könnte zukünftig eine gezielte, personalisierte Be-

einflussung des Mikrobioms zur Organprotektion in der Hypertonie ermöglichen. 

Die wohl prominenteste Klasse bakterieller Metabolite sind die kurzkettigen Fettsäuren (Engl. 

short-chain fatty acids, SCFA): Fettsäuren mit einer kurzen Kettenlänge von zwei bis sechs Kohlenstoff-

atomen, die durch bakterielle Fermentation im Darm aus unverdaulichen Kohlenhydraten der Nahrung 

entstehen können. Die wichtigsten Vertreter sind Acetat (C2), Propionat (C3) und Butyrat (C4). SCFA 

sind im Blut in zum Teil hohen Konzentrationen messbar58. Mehrere Studien belegen, dass die Hyper-

tonie mit einer verminderten SCFA-Produktion assoziiert ist59, 60. Umgekehrt kann eine Ballaststoff-rei-

che Ernährung über SCFA eine Blutdruck-senkende Wirkung erzielen. Die verschiedenen SCFA binden 

an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Engl. G protein-coupled receptors, GPR), beispielsweise über 

GPR41 (auch: FFAR3), GPR43 (auch: FFAR2), GPR109A und Olfr78 (olfactory receptor 78)61, mit jeweils 

unterschiedlicher Affinität62, 63. Pluznick et al. zeigten, dass SCFA den Blutdruck über GPR41 und Olfr78 

modulieren können, da Propionat zu einem Blutdruckabfall im Mausmodell führte, außer in GPR41-

defizienten Mäusen64. GPR41 wird u.a. im vaskulären Endothel exprimiert und vermittelt eine en-

dothelabhängige Vasodilatation65. GPR41 Knockout-Mäuse weisen einen erhöhten systolischen Blut-

druck und eine höhere Gefäßsteifigkeit auf65. Propionat führt über den Olfr78-Rezeptor am juxtaglo-

merulären Apparat zur Renin-Sekretion, möglicherweise als Gegenregulation zum Blutdruck-senken-

den Effekt von Propionat am vaskulären Endothel64. Eine Ballaststoff-reiche Diät sowie die Behandlung 

mit Acetat führen im hypertensiven Rattenmodell zur Senkung des Blutdrucks66.  
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Weitere, im kardiovaskulären Spektrum bedeutsame bakterielle Metabolite sind TMA/TMAO und 

Indole. Trimethylamin-N-oxid (TMAO), das durch hepatische Sulfatierung aus dem bakteriellen Meta-

boliten Trimethylamin (TMA) entsteht, wird durch Bakterien aus Phosphatidylcholin oder L-Carnitin 

der Nahrung gebildet und gilt (in erhöhten Konzentrationen) als ein proatherogener Mediator67. Auch 

bei PatientInnen mit chronischer Nierenschädigung (chronic kidney disease, CKD) ist TMAO im Blut 

erhöht und mit einem erhöhten Mortalitätsrisiko assoziiert68. Im Rahmen der CKD können weitere bak-

terielle Metabolite in erhöhten Konzentrationen im Blut detektiert werden ς zum Teil wegen der re-

duzierten renalen Clearance, zum Teil jedoch auch wegen der erhöhten Produktion durch intestinale 

Bakterien. Indole ς bakterielle Trp-Metabolite - können über den Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) im-

munmodulatorische Effekte ausüben (insbesondere an der Darmbarriere)69, als auch toxische Effekte 

bei CKD-PatientInnen auslösen. Indoxylsulfat ist hier sicherlich der bekannteste Metabolit bakterieller 

Herkunft70, der mit einer Reihe kardiovaskulärer Pathologien in Verbindung gebracht wurde. 

Die in diese Habilitationsschrift eingehenden Studien haben zum Ziel, die Rolle des Mikrobioms 

bei Bluthochdruck näher zu charakterisieren und den Beitrag des Mikrobioms näher zu quantifizieren. 

Dabei steht der Einfluss des Mikrobioms auf die Inflammation bei Bluthochdruck im besonderen Fokus. 

Zum einen werden Einflussfaktoren der Umwelt (z. B. die salzreiche Ernährung) in Bezug auf Zusam-

mensetzung und Funktion des Mikrobioms näher charakterisiert und die Auswirkung auf die inflamm-

atorische Antwort untersucht. Zum anderen wird der Einfluss von bakteriellen Metaboliten (z. B. Trp-

Metabolite (Indole), SCFA) des Darmmikrobioms auf die Inflammation und den Endorganschaden bei 

Bluthochdruck charakterisiert. Langfristiges Ziel ist, über die Beeinflussung des Mikrobioms eine vor-

teilhafte, anti-inflammatorische Immunmodulation und Organprotektion bei Bluthochdruck zu errei-

chen. 
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2 EIGENE ARBEITEN 

2.1 Attenuation of early atherogenesis in low-density lipoprotein receptor-deficient mice 

by proteasome inhibition 

Die Bedeutung der chronischen Inflammation6, 7 und des oxidativen Stresses71, 72 für die Entwick-

lung von atherosklerotischen Läsionen ist anerkannt. Als chronische Erkrankung der Gefäßwand ist die 

Entwicklung der Atherosklerose durch eine endotheliale Dysfunktion73 und Aktivierung74, die Migra-

tion zirkulierender Leukozyten in den subendothelialen Raum, die Akkumulation Cholesterol-belade-

ner Makrophagen in der Gefäßwand6, die Freisetzung einer Reihe von Zytokinen und Chemokinen 

durch Leukozyten75, die phänotypische Transformation glatter Gefäßwandmuskelzellen76 und somit 

Wachstum der atherosklerotischen Plaque gekennzeichnet. Vorarbeiten haben in vitro77-82 und in 

vivo83 gezeigt, dass die Inhibition des Proteasoms in niedrigdosierter, nicht toxischer Konzentration die 

Expression der endothelialen NO-Synthase erhöht und endothelabhängige Vasodilatation verbessert78, 

81, die anti-oxidative Funktion stärkt79, 80, 82 und darüber hinaus anti-inflammatorische Effekte bei Hy-

pertonie-induzierter Inflammation83 hat. 

In Kenntnis der beschriebenen Effekte niedrigdosierter Proteasominhibition auf vaskuläre Zellen 

untersucht diese experimentelle Studie, ob eine niedrigdosierte Proteasominhibition in vivo tatsäch-

lich die Entstehung von Atherosklerose günstig beeinflussen kann. Als Modell wurde die Low-density 

Lipoprotein Rezeptorςdefiziente Maus (LDLR-/ -) gewählt. Um ein frühes Stadium der Atherosklerose 

zu untersuchen, wurden 10 Wochen alte Mäuse mit einer Western Diät für 6 Wochen gefüttert. Als 

klinisch relevanter Proteasominhibitor kam in diesen 6 Wochen Bortezomib zum Einsatz, allerdings in 

weitaus niedrigerer Dosis (50µg/kg Körpergewicht zweimalig pro Woche i.p.) als bei der Behandlung 

des Multiplen Myeloms. Die Arbeit beschreibt zunächst die Dosisfindung einer effektiven, jedoch nicht 

toxischen Dosis im Mausmodell und stellt die Reduktion früher atherosklerotischer Läsionen anhand 

von histologischen Schnitten durch die Aortenklappenebene dar. Die anti-inflammatorische Wirkung 

ließ sich insbesondere durch eine signifikante Verminderung der Serumspiegel von IL-6 und MCP-1 

nachweisen. Zudem reduzierte Bortezomib die Lipidperoxidation und die Expression der Nox4-Un-

tereinheit der NADPH-Oxidase. Die Untersuchung des aortalen Expressionsprofils mittels eines mRNA 

Microarrays offenbarte eine Dysregulation von Adhäsionsmolekülen, inflammatorischen Mediatoren 

und der oxidativen Stressantwort, welche durch die niedrigdosierte Bortezomib-Behandlung in Rich-

tung des Expressionsprofils der gesunden Kontrollen verändert werden konnte. Interessanterweise 

war die Reduktion der atherosklerotischen Läsionen durch Bortezomib unabhängig von den Mausmo-

dell-typisch hohen Cholesterol- und Triglyzerid-Spiegeln, was die Bedeutung der anti-inflammatori-

schen und anti-oxidativen Wirkungen niedrigdosierter Proteasominhibition unterstreicht. 
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Originalpublikation 1 

Wilck N, Fechner M, Dreger H, Hewing B, Arias A, Meiners S, Baumann G, Stangl V, Stangl K and Ludwig 

A. Attenuation of early atherogenesis in low-density lipoprotein receptor-deficient mice by pro-

teasome inhibition. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology. 2012;32:1418-26. 

https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.112.249342 

 

Nachfolgend die Zusammenfassung (Abstract), reproduziert aus der Originalveröffentlichung: 

 

Objective: Low and nontoxic proteasome inhibition has anti- inflammatory, antiproliferative, and anti-

oxidative effects on vascular cells in vitro and in vivo. We hypothesized that low- dose inhibition of the 

proteasome could provide antiatherogenic protection. The present study investigated the effect of 

low- dose proteasome inhibition on early lesion formation in low- density lipoprotein receptorςdefi-

cient mice fed a Western- type diet. 

Methods and Results: Male low- density lipoprotein receptorςdeficient mice, 10 weeks old, were fed a 

Western- type diet for 6 weeks with intraperitoneal injections of bortezomib or solvent. Bortezomib 

was injected at a dose of 50 mg/kg body weight. Cholesterol plasma levels were not affected by borte-

zomib treatment. En face Oil Red O staining of aortae and aortic root cryosections demonstrated sig-

nificant reduction of atherosclerotic lesion coverage in bortezomib- treated animals. Bortezomib sig-

nificantly reduced vascular cellular adhesion molecule-1 expression and macrophage infiltration as 

shown by histological analysis. Bortezomib treatment resulted in a significant reduction of superoxide 

content, lipid peroxidation and protein oxidation products, serum levels of monocyte chemoattractant 

protein-1, and interleukin-6. Gene expression microarray analysis showed that expressional changes 

induced by Western- type diet were attenuated by treatment with low- dose bortezomib.  

Conclusion: Low- dose proteasome inhibition exerts antioxidative and anti- inflammatory effects and 

attenuates development of atherosclerotic lesions in low- density lipoprotein receptorςdeficient mice.  

https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.112.249342
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2.2 Immunoproteasome subunit ss5i/LMP7-deficiency in atherosclerosis 

In dieser Studie wurde die Fragestellung untersucht, inwiefern die genetische Defizienz der im-

ƳǳƴƻǇǊƻǘŜŀǎƻƳŀƭŜƴ ¦ƴǘŜǊŜƛƴƘŜƛǘ ʲрƛκ[atт das Ubiqutin-Proteasom-System (UPS) in Makrophagen 

sowie die frühe und späte Atherosklerose im LDLR-/ - Mausmodell beeinflusst.  

Der zugrundeliegenden Fragestellung gehen zwei wichtige Erkenntnisse zur Pathophysiologie 

der Atherosklerose voraus: erstens die bereits diskutierten Beobachtungen, dass die Atherosklerose 

durch eine chronisch-inflammatorische Reaktion der Gefäßwand6, 7 sowie durch oxidativen Stress71 ge-

kennzeichnet ist. Oxidativer Stress führt zur Modifikation von zellulären Proteinen mit verstärkter Not-

wendigkeit der proteasomalen Degradation dieser geschädigten und dysfunktionalen Proteine84.  

Die zweite Grundlage ist das Wissen um den besonderen Aufbau des Proteasoms unter Bedingungen 

der Inflammation und oxidativem Stress. Unter dem Einfluss von Zytokinen (z.B. Interferon-ʴΣ ¢bC-ʰύ 

werden anstelle der konstitutiven katalytischen Untereinheiten sogenannte immunoproteasomale 

Untereinheiten (ʲрƛκ[atтΣ ʲмƛκ[atн ŀƴŘ ʲнƛκa9/[-1) exprimiert und in das 20S Proteasom einge-

baut85-88. Von Bedeutung ist das Immunoproteasom insbesondere bei der Herstellung antigener Pep-

tide für die MHC Klasse I-abhänge Antigenpräsentation85, 89, 90. Vorarbeiten anderer Arbeitsgruppen 

haben zudem die Frage diskutiert, ob das Immunoproteasom von besonderer Bedeutung für die Pro-

teinhomöostase bei Zytokin-induziertem oxidativen Stress ist und das Immunoproteasom polyubiquiti-

nierte Proteine womöglich schneller abbaut ς mit gegensätzlichen Ergebnissen91, 92. Die pharmakolo-

gische Inhibition der ̡ рƛκ[atт Untereinheit zeigte vorteilhafte Effekte in verschiedenen experimen-

tellen Modellen inflammatorischer Erkrankungen93-95. 

Für diese Studie wurden ̡ рƛκ[atт-defiziente LDLR-/ - Mäuse όα5ƻǇǇŜƭƪƴƻŎƪƻǳǘάύ gezüchtet, 

mit ʲрƛκ[atт-exprimierenden LDLR-/ - όα9ƛƴŦŀŎƘƪƴƻŎƪƻǳǘάύ ǾŜǊƎƭƛŎƘŜƴ und ausschließlich Wurfge-

schwister (Engl. Littermates) verwendet. Die Arbeit zeigt, dass die ʲрƛκ[atт-Defizienz die Atheroskle-

rose in LDLR-/ - Mäusen weder zu einem frühen (d.h. nach 6 Wochen Western Diät) noch zu einem 

späteren Zeitpunkt (d.h. nach 24 Wochen Western Diät) verstärkt. Auch die in vitro Polarisation von 

Knochenmarksmakrophagen (Engl. bone marrow-derived macrophages) war nicht unterschiedlich zwi-

schen ̡ рƛκ[atт-defizienten und -exprimierenden Makrophagen. Interessanterweise konnten auch 

keine wesentlichen, durch den ̡рƛκ[atт-Knockout verursachten Änderungen der proteasomalen pro-

teolytischen Aktivitäten festgestellt werden. Insbesondere war ersichtlich, dass die ʲрƛκ[atт-Defizi-

enz durch den Einbau der konstitutiven ̡ рƛ-Isoform kompensiert wurde, was zum einen die Bedeutung 

intermediärer Proteasomformen und zum anderen enorme Plastizität des Proteasoms hinsichtlich sei-

ner Zusammensetzung unterstreicht. 
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Originalpublikation 2 

Hewing B, Ludwig A, Dan C, Potzsch M, Hannemann C, Petry A, Lauer D, Gorlach A, Kaschina E, Muller 

DN, Baumann G, Stangl V, Stangl K and Wilck N. Immunoproteasome subunit ss5i/LMP7-deficiency in 

atherosclerosis. Scientific reports. 2017;7:13342. https://doi.org/10.1038/s41598-017-13592-w 

 

Nachfolgend die Zusammenfassung (Abstract), reproduziert aus der Originalveröffentlichung: 

 

Management of protein homeostasis by the ubiquitin-proteasome system is critical for atherosclerosis 

development. Recent studies showed controversial results on the role of immunoproteasome (IP) sub-

unit 5̡i/LMP7 in maintenance of protein homeostasis under cytokine induced oxidative stress. The 

present study aimed to investigate the effect of 5̡i/LMP7-deficiency on the initiation and progression 

ƻŦ ŀǘƘŜǊƻǎŎƭŜǊƻǎƛǎ ŀǎ ŀ ŎƘǊƻƴƛŎ ƛƴŦƭŀƳƳŀǘƻǊȅΣ ƛƳƳǳƴŜ ŎŜƭƭ ŘǊƛǾŜƴ ŘƛǎŜŀǎŜΦ [5[wҍκҍ[atтҍκҍ ŀƴŘ 

[5[wҍκҍ ƳƛŎŜ ǿŜǊŜ ŦŜŘ a Western-type diet for either 6 or 24 weeks to induce early and advanced 

stage atherosclerosis, respectively. Lesion burden was similar between genotypes in both stages. Mac-

rophage content and abundance of polyubiquitin conjugates in aortic root plaques were unaltered by 

5̡i/LMP7-deficiency. In vitro experiments using bone marrow-derived macrophages (BMDM) showed 

that 5̡i/LMP7-deficiency did not influence macrophage polarization or accumulation of polyubiqui-

tinated proteins and cell survival upon hydrogen peroxide and interferon-  ɹtreatment. Analyses of pro-

teasome core particle composition by Western blot revealed incorporation of standard proteasome 

subunits in ̡ 5i/LMP7-deficient BMDM and spleen. Chymotrypsin-, trypsin- and caspase-like activities 

assessed by using short fluorogenic peptides in BMDM whole cell lysates were similar in both geno-

types. Taken together, deficiency of IP subunit 5̡i/LMP7 does not disturb protein homeostasis and 

ŘƻŜǎ ƴƻǘ ŀƎƎǊŀǾŀǘŜ ŀǘƘŜǊƻƎŜƴŜǎƛǎ ƛƴ [5[wҍκҍ ƳƛŎŜΦ 
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