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Einleitung

1. Einleitung

Kennzeichen der belebten Natur ist — neben Fortpflanzung, Wachstum und
Selbstorganisation — das Vorhandensein von Stoffwechsel. Insbesondere der Pro-
teinstoffwechsel ist von zentraler Bedeutung, denn erst die gezielte Synthese von
Struktur- und Signalproteinen sowie von Enzymen erlaubt es Zellen, extrazellulare
Signale zu verarbeiten, sich auf andernde Umweltbedingungen einzustellen sowie
aufgenommene Nahrstoffe weiter zu verarbeiten. Doch Stoffwechsel impliziert
nicht nur den gezielten Aufbau bendétigter Proteine. Kaum weniger wichtig fur die
Aufrechterhaltung einer intakten Zellfunktion ist der kontrollierte Abbau fehlgefalte-
ter, degenerierter oder nicht mehr bendtigter Proteine. Diese Aufgabe Ubernimmt

in eukaryontischen Zellen das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS).

1.1. Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Das UPS ist als essentieller Bestandteil des zelluldren Proteinstoffwechsels ver-
antwortlich fur den regulierten Abbau defekter und Uberschussiger Proteine [1,2].
Die fur die Proteolyse zustandige katalytische Einheit ist das 20S Proteasom —
eine zylindrische, spiegelsymmetrische, ca. 750 kDa schwere und 12 x 17 nm
grole Multipeptidase, die aus je zwei identischen a- und B-Ringen aufgebaut ist
[3-5]. Das katalytische Zentrum des Proteasoms formen die aus je sieben Un-
tereinheiten (B1-p7) bestehenden B-Ringe. Enzymatisch aktiv sind lediglich die
Untereinheiten B1, B2 und B5 beider B-Ringe, welche mithilfe ihrer nukleophilen,
N-terminalen Threonin-Reste Peptidbindungen hydrolysieren konnen [6]. Dabei
zeigen die drei Untereinheiten eine unterschiedliche Affinitat fir verschiedene
Aminosauresequenzen: 1 spaltet Peptidbindungen bevorzugt nach sauren Ami-
nosauren (,caspase-like“-Aktivitat), p2 nach basischen Aminosauren (,trypsin-
like“-Aktivitat) und B5 nach hydrophoben Aminosauren (,chymotrypsin-like®-
Aktivitat) [7-9]. Die beiden endstandigen a-Ringe hingegen formen den Eingang
zur katalytischen Kammer, wobei die N-Termini ihrer jeweils sieben Untereinheiten
(a1-a.7) erst durch eine Konformationsanderung nach Bindung eines Aktivators
(z.B. 19S oder 11S) den Eingang zur katalytischen Kammer freigeben [6,10,11].
Durch Bindung je eines 19S-Aktivatorkomplexes an beide a-Ringe entsteht das
physiologisch bedeutsame, hantelformige, 2500 kDa groRe 26S-Proteasom
(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Das Ubiquitin-Proteasom-System. Unter Verbrauch von Adenosintriphos-
phat (ATP) stellen das Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) sowie das Ubiquitin-carrier Pro-
tein (E2) Ubiquitin (Ub) der proteinspezifischen Ubiquitin-Ligase (E3) zur Verfligung. Die
E3-Ligase katalysiert die kovalente Bindung des Ubiquitins an das abzubauende Protein
(bzw. an zuvor bereits gebundene Ubiquitinmolekiile). Das so markierte (,ubiquitinierte®)
Protein wird ATP-abhangig vom 26S-Proteasom abgebaut. Letzteres ist ein spiegelsym-
metrisches Multimer und besteht aus einem 20S-Proteasom sowie zwei 19S-Aktivator-
Komplexen. Das 20S-Proteasom tragt die katalytische Aktivitat und besteht aus je zwei

identischen o- und B-Ringen.

Entscheidend flr den regulierten Proteinabbau ist jedoch, dass das Proteasom na-
hezu ausschlieRlich Proteine abbaut, die zuvor mit einer Kette aus mindestens vier
Ubiquitinmolekilen — einem hochkonservierten, 8 kDa groRen Polypeptid — mar-
kiert wurden [5]. Dieser Ubiquitinierung genannte Prozess wird gewahrleistet
durch eine dreistufige Enzymkaskade. Zunachst erfolgt ein Aktivierungsschritt
durch das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1, das anschlieBend Ubiquitin auf das

scarrier protein“ E2 Ubertragt. Letzteres stellt Ubiquitin einer E3 Ubiquitin-Ligase
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zur Verfugung, welche proteinspezifisch ist und Ubiquitin kovalent mit dem abzu-
bauenden Protein verbindet (Abbildung 1) [12]. AnschlieBend werden weitere
Ubiquitinmolekile mit dem bereits proteingebundenen Ubiquitin kettenférmig ver-
bunden [13]. So markierte Proteine konnen nun vom 19S-Aktivatorkomplex des
26S-Proteasoms erkannt werden. Der 19S-Aktivatorkomplex selbst besteht aus 19
Untereinheiten, wobei neun Untereinheiten die ,lid“-Struktur bilden, welche
ubiquitinierte Proteine bindet und deubiquitiniert. Die Ubrigen zehn Untereinheiten
bilden die ,base”, welche die abzubauenden Proteine ATP-abhangig entfaltet so-
wie durch Bindung am a-Ring diesen 6ffnet und so das Protein den katalytischen
Untereinheiten des 20S-Proteasoms zufuhrt [14-19]. Der zweite wichtige, gut cha-
rakterisierte Aktivator des 20S-Proteasoms, der 11S-Komplex (auch PA28 ge-
nannt), enthalt keine ATPase-Aktivitat, kann daher keine Proteine entfalten und
dem Proteasom somit nur Peptide zur Degradation zuflhren [20].

Wahrend bis dato nur wenige E1/E2-Enzyme bekannt sind, wurde in den letzten
Jahren eine grol’e Zahl von E3-Ligasen identifiziert, wobei letztere verantwortlich
zeichnen fur die hohe Spezifitat des proteasomalen Proteinabbaus [21]. Die somit
aufwandig regulierte Protein-Ubiquitinierung verhindert nicht nur den ungeplanten
Abbau intakter, weiterhin bendtigter Proteine sondern erlaubt auch eine aktive Rol-
le des UPS in diversen zellularen Regulationsprozessen. So konnten zahlreiche
Arbeiten in den letzten Jahren demonstrieren, dass das UPS an der Regulation
von Entwicklungs- und Entzindungsprozessen [22,23], Zellzyklus und Apoptose
[24,25], Transkription und Signalwegen [26-29], Proteinumsatz und
-qualitatskontrolle [30], Immunantwort und Antigenprasentation [31] sowie der

Antwort auf oxidativen Stress [32] aktiv beteiligt ist.

1.2. Proteasominhibitoren

Von grofl3er Bedeutung fur das Verstandnis von der Regulation des UPS war die
Entwicklung spezifischer Proteasominhibitoren [7]. Vorrangig zum Einsatz kom-
men dabei Inhibitoren der katalytischen -Untereinheiten, wie das Peptid-Aldehyd
MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-CHO, Abbildung 2), das eine instabile Hemiacetalbindung
mit der Hydroxylgruppe des N-terminalen Threonins der aktiven p-Untereinheiten
eingeht [7]. Potenter, selektiver und in ihrer Wirkung langer anhaltend sind Peptid-
boronate wie MG262 (Z-Leu-Leu-Leu-B(OH),, Abbildung 2) oder Bortezomib
[7,33].
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Abbildung 2: Struktur der haufig eingesetzten Proteasominhibitoren MG132 (Z-Leu-Leu-
Leu-CHO) und MG262 (Z-Leu-Leu-Leu-B(OH),).

Bereits frih erkannte man durch in vitro-Versuche mit Proteasominhibitoren, dass
Zellen ohne ein funktionierendes UPS nicht Uberlebensfahig sind [2]. Wahrend
dies einerseits die essentielle Bedeutung des UPS flur den Zellstoffwechsel unter-
strich, suggerierte anderseits die Induktion von Apoptose ein therapeutisches Po-
tential von Proteasominhibitoren [25]. Als erste Anwendung dieses neuen Thera-
pieprinzips wurde der Proteasominhibitor Bortezomib 2003 von der amerikani-
schen Food and Drug Administration flr die Behandlung des Multiplen Myeloms
zugelassen [34].

Daruber hinaus ist das UPS durch den gezielten Abbau von Mediatorproteinen an
der Regulation zahlreicher Signalwege beteiligt. Wichtigstes Beispiel fir dieses
Regulationsprinzip ist der NFkB-Signalweg, der eine zentrale Rolle in Entzin-
dungsprozessen spielt. Zum einen entsteht erst durch die limitierte Proteolyse ei-
nes 105 kDa grof3en Vorlaufer-Proteins die p50-Untereinheit von NFkB [35]. Zum
anderen ist der Abbau des NF«B-Inhibitors IkB durch das UPS der entscheidende

Schritt flr die Aktivierung des NFkB-Signalwegs [36]. Die letztgenannte Arbeit von
Palombella et al. wurde seit ihrem Erscheinen 1994 mehr als 1600-mal zitiert, was
das Interesse einer Vielzahl von Arbeitsgruppen am antiproliferativen und antiin-
flammatorischen Potential der Proteasominhibitoren unterstreicht.

FlUr den kardiovaskularen Bereich konnte unser Labor 2002 zeigen, dass lokale
Applikation eines Proteasominhibitors die Restenose-Rate nach einer Angioplastie
im Tierversuch reduziert [37]. Nachdem unsere Arbeitsgruppe in dieser Studie
durch den lokalen Einsatz eines hochdosierten Proteasominhibitors gezielt die
antiproliferativen und antiinflammatorischen Effekte einer potenten Hemmung des

UPS ausnutzten, lag der Schwerpunkt unseres Forschungsinteresses in den ver-
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gangenen Jahren auf den Effekten einer niedrig-dosierten, nicht-toxischen Protea-
sominhibition in kardiovaskularen Zellen. Ausgangspunkt hierfur war die sys-
tematische Analyse der differentiellen Effekte einer hoch-dosierten, toxischen und
einer niedrig-dosierten, nicht-toxischen Proteasomhemmung in Endothelzellen.
Dabei zeigte sich, dass niedrige Dosen der Proteasominhibitoren MG132 und
MG262 vor allem die ,chymotrypsin-like“-Aktivitat des Proteasoms inhibierten und
die Ubrigen katalytischen Untereinheiten eine hohe Restaktivitat zeigten. Im Ge-
gensatz dazu hemmten die hohen Dosen der Proteasominhibitoren alle katalyti-
schen Aktivitaten des Proteasoms in hohem Mal3. Dies korrelierte mit einer unter-
schiedlichen Anderung der Genexpression in ,whole genome microarrays®. Inte-
ressanterweise fuhrte die niedrig-dosierte Inhibition zu einer Induktion mehrerer
antioxidativer Enzyme und einer konsekutiven Protektion der Zellen vor Wasser-
stoffperoxid-induziertem oxidativen Stress. Zugleich fand sich eine Hochregulation
mehrerer an der Endothelfunktion beteiligter Gene (z.B. der endothelialen Stick-
stoffmonoxid-Synthase [eNOS]) nach niedrig-dosierter Proteasomhemmung, was
mit einer Verbesserung der Endothelfunktion in isolierten Aortenringen korrelierte
[38]. Aufbauend auf den Vorarbeiten unseres Labors, die vorwiegend die Wirkung
einer Proteasomhemmung im kardiovaskularen System beschrieben [37-41], war
das Ziel der vorliegenden Habilitationsarbeit, die molekularen Mechanismen, die
den protektiven Effekten einer partiellen Proteasomhemmung zugrunde liegen, in

verschiedenen kardiovaskularen Zelltypen im Detail zu untersuchen.
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2, Ergebnisse

21. Partielle Proteasominhibition hemmt Wachstumssignalwege und
unterdriickt die Ausbildung einer kardialen Hypertrophie

Silke Meiners*, Henryk Dreger*, Mandy Fechner, Sven Bieler, Wim Rother,

Christoph Gunther, Gert Baumann, Verena Stangl, Karl Stangl. Suppression of

cardiomyocyte hypertrophy by inhibition of the ubiquitin-proteasome system.

Hypertension. 2008;51(2):302-8.

*) geteilte Erstautorenschaft

Da das UPS wie oben dargelegt an der Regulation einer Vielzahl von Signalwegen
beteiligt ist und das Wachstum proliferierender Zellen unterdrickt [25], interessier-
te uns in diesem Projekt, inwieweit eine nicht-toxische Proteasomhemmung die
Ausbildung einer kardialen Hypertrophie beeinflusst. In der Tat konnte eine Be-
handlung mit Bortezomib im Tierversuch das Ausmal} der kardialen Hypertrophie
in Dahl-Salz-sensitiven Ratten signifikant verringern. Interessanterweise unter-
druckten in vitro bereits 50 nmol/l MG132 die Entstehung einer pharmakologisch
induzierten Hypertrophie kardialer Myozyten — unabhangig vom gewahlten Stimu-
lus (getestet wurden Isoproterenol, Endothelin-1, Interleukin-1f3, transforming
growth factor f und Trijodthyronin). Als zugrunde liegenden Mechanismus identifi-
zierten wir eine Herunterregulation zentraler Signalwege (NFxB, Akt, Calcineurin
und ERK1/2).
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2.2. Kardioprotektion im oxidativen Stressmodell

Henryk Dreger, Mario Lorenz, Alexandra Kehrer, Gert Baumann, Karl Stangl,
Verena Stangl. Characteristics of catechin- and theaflavin-mediated cardioprotec-
tion. Experimental Biology and Medicine. 2008; 233(4):427-33.

Wie in der Einleitung beschrieben gaben unsere Vorarbeiten erste Hinweise flr
eine Proteasominhibitor-vermittelte Protektion vor oxidativem Stress in vaskularen
Zellen. Da oxidativer Stress auch bei myokardialen Ischamie-Reperfusions-
Schaden eine wichtige Rolle spielt, interessierte uns die Frage, ob sich die in En-
dothelzellen beobachtete Protektion auch in Kardiomyozyten nachweisen lasst.
Dazu etablierten wir zunachst ein H,O»-basiertes, oxidatives Stressmodell in ne-
onatalen Kardiomyozyten. Da die Grundlagen der protektiven Eigenschaften von
Teepolyphenolen einen zweiten Schwerpunkt unseres Labors bilden [42], verwen-
deten wir unser Stressmodell zunachst fur Versuche mit den Polyphenolen Epigal-
locatechin-3-gallat (EGCG) und Theaflavin-3,3'-digallat (TF3). Dabei zeigte sich,
dass Kardiomyozyten durch beide Teepolyphenole effektiv vor H,O,-vermitteltem,
oxidativen Stress geschutzt werden. Dieser Effekt ist unabhangig von der Aktivie-
rung der Signalwege Akt, ERK1/2 und p38. Auch eine Neusynthese antioxidativer
Enzyme spielt hierbei keine wesentliche Rolle. Vielmehr scheint der protektive,
aber nur kurz anhaltende Effekt der Polyphenole auf ihren direkten antioxidativen,

d.h. radikalfangenden Eigenschaften zu beruhen.
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2.3. Partielle Proteasominhibition aktiviert den Nrf2-Signalweg und schitzt
Kardiomyozyten vor oxidativem Stress durch Induktion antioxidativer
Enyzme

Henryk Dreger, Kera Westphal, Andrea Weller, Gert Baumann, Verena Stangl|,

Silke Meiners, Karl Stangl. Nrf2-dependent upregulation of antioxidative enzymes:

a novel pathway for proteasome inhibitor-mediated cardioprotection. Cardiovas-

cular

Research. 2009;83(2):354-61.

Nach Etablierung eines oxidativen Stressmodells in Kardiomyozyten (siehe 2.2.),
untersuchten wir im Folgenden, ob analog zu unseren Beobachtungen in En-
dothelzellen [38] eine partielle Proteasomhemmung auch Kardiomyozyten durch
Induktion antioxidativer Enzyme vor oxidativem Stress schutzt und welche Mecha-
nismen fur diesen Effekt verantwortlich zeichnen.

In der Tat induzierte eine niedrig-dosierte Proteasomhemmung auch in neonatalen
Rattenkardiomyozyten die antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase 1 (SOD1),
Katalase und Hamoxygenase 1 (HO1), was mit einem verbesserten Zelliberleben
nach Wasserstoffperoxid-induziertem oxidativen Stress assoziiert war. Als verant-
wortlichen Mechanismus identifizierten wir eine Proteasominhibitor-vermittelte
Stabilisierung des unter physiologischen Bedingungen rasch vom UPS abgebau-
ten, antioxidativen Transkriptionsfaktors Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
(Nrf2). Die auch nach niedrig-dosierter Proteasomhemmung bereits nachweisbare
Akkumulation von Nrf2 war in Reportergenversuchen verbunden mit einer deutli-
chen transkriptionellen Aktivierung der untersuchten antioxidativen Enzyme. In
Versuchen mit Kardiomyozyten aus Nrf2”-Mausen zeigten sich nach partieller
Proteasomhemmung weder eine Induktion antioxidativer Enyzme noch ein ver-
bessertes Zelliberleben im oxidativen Stressmodell, was die essentielle Rolle von
Nrf2 in der Proteasominhibitor-vermittelten Zytoprotektion vor oxidativem Stress

bestatigte.
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2.4. Partielle Proteasominhibition schiitzt Nrf2-abhdngig verschiedene
kardiovaskuldre Zelltypen vor oxidativem Stress

Henryk Dreger*, Kera Westphal*, Nicola Wilck, Gert Baumann, Verena Stangl|,

Karl Stangl, Silke Meiners. Protection of vascular cells from oxidative stress by

proteasome inhibition depends on Nrf2. Cardiovascular Research.

2010;85(2):395-403.

*) geteilte Erstautorenschaft

In Erganzung zu der unter 2.3. vorgestellten Arbeit untersuchten wir in weiteren
kardiovaskularen Zelltypen die antioxidativ-protektiven Eigenschaften von Protea-
sominhibitoren sowie die zugrunde liegende Mechanismen. Auch in humanen Na-
benschnurvenenendothelzellen (HUVEC), humanen arteriellen Endothelzellen so-
wie humanen aortalen glatten GefalRmuskelzellen lield sich eine Induktion antioxi-
dativer Enzyme nachweisen, die von einer Zytoprotektion vor Wasserstoffperoxid-
induziertem oxidativen Stress begleitet war. Als zugrunde liegenden Mechanismus
identifizierten wir mittels Reportergen-, ,nuclear run-on-“ sowie Bandshift-Assays
die transkriptionelle Aktivierung antioxidativer Enzyme durch Bindung des stabili-
sierten Transkriptionsfaktors Nrf2 an ,antioxidant response elements“ (ARE) in
deren Promoter. Die essentielle Rolle von Nrf2 konnte durch Experimente mit arte-
riellen Endothelzellen sowie glatten GefaRmuskelzellen aus Nrf2”-Mausen besta-

tigt werden.
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2.5. Partielle Proteasominhibition fuhrt durch mRNA-Induktion und
-Stabilisierung zu einer humanspezifischen Induktion der Glutathion-
peroxidase 3

Kera Westphal, Verena Stangl, Michael Fahling, Henryk Dreger, Andrea Weller,

Gert Baumann, Karl Stangl, Silke Meiners. Human-specific induction of glutathione

peroxidase-3 by proteasome inhibition in cardiovascular cells. Free Radical

Biology & Medicine. 2009 Dec 1;47(11):1652-60.

Interessanterweise zeigte sich im Rahmen unserer Versuche zu den in 2.3. und
2.4. vorgestellten Projekten, dass partielle Proteasominhibition die mMRNA-
Expression der Glutathionperoxidase 3 (GPx3) in humanen Endothelzellen um
mehr als Faktor 100 erhoht — und damit deutlich starker als in Endothelzellen aus
anderen Spezies. In einem Folgeprojekt konnten wir diese Beobachtung zunachst
fur andere Zelltypen bestatigen: in humanen vendsen und arteriellen Endothelzel-
len sowie in glatten GefaBmuskelzellen induzierte partielle Proteasomhemmung
die GPx3-mRNA-Expression um Faktor 20 bis 110. In kardiovaskularen Zellen aus
dem Rind und aus Ratten fand sich dagegen keine relevante GPx3-Induktion. Als
Mechanismus fur diese ausgepragte mRNA-Induktion in humanen Zellen identifi-
zierten wir eine Kombination aus transkriptioneller Aktivierung und mMmRNA-
Stabilisierung nach Protesomhemmung. Versuche mit dem RNA-Polymerase II-
Inhibitor a-Amanitin sowie ,nuclear run on-assays” zeigten zunachst, dass die be-
reits kurz nach Inhibition einsetzende, deutliche Zunahme der GPx3-mRNA uber-
wiegend unabhangig von einer de novo-mRNA-Synthese erfolgt. Wir analysierten
daher die 3' ,untranslated region“ (UTR) der GPx3-mRNA mittels ,UV-crosslinking
assays” und identifizierten die Bindung mehrerer 32-47 kDa grofer trans-Faktoren
als mogliche Ursache der Proteasominhibitor-induzierten GPx3-mRNA-
Stabilisierung. Luciferase-Reportergen-Versuche mit dem Wildtyp-GPx3-Promoter
wiederum bestatigten eine zusatzliche transkriptionelle Aktivierung des Promoters
nach Proteasominhibition. Experimente mit trunkierten bzw. modifizierten GPx3-
Promotern identifizierten ein vorbeschriebenes, potentielles ,antioxidant response
element® (ARE) als essentiell fur die Vermittlung der transkriptionellen Aktivierung
des Promoters nach Proteasomhemmung. Eine Bindung von trans-Faktoren an
die potentiellen ARE der Promoter der GPx3 und der HO1 konnte mit Bandshift-
Assays nach Proteasomhemmung bestatigt werden. Interessanterweise bestatig-

44



Ergebnisse

ten Supershift-Assays jedoch nur eine Bindung von Nrf2 an das ARE aus dem
HO1-Promoter. Das als ARE beschriebene cis-Element im GPx3-Promoter, das
tatsachlich nur eine geringe Ubereinstimmung mit der ARE-Konsensus-Sequenz
aufweist, ist nach unseren Ergebnissen Bindungsstelle eines anderen, bis dato
nicht identifizierten trans-Faktors.

Zusammenfassend bestatigten unsere Versuche die Rolle von Nrf2 in der Protea-
sominhibitor-vermittelten Induktion von antioxidativen Enyzmen mit einem ,klassi-
schen“ ARE im Promoter wie HO1. Die humanspezifische Induktion von GPx3
nach Proteasominhibition hingegen beruht auf einer Nrf2-unabhangigen transkrip-

tionellen Aktivierung sowie auf einer mRNA-Stabilisierung.
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2.6. Langzeiteffekte von Proteasominhibitoren: die Histonmethyltransfera-
se Ezh2 als moglicher Link zum Epigenom

Henryk Dreger, Antje Ludwig, Andrea Weller, Verena Stangl, Gert Baumann, Sil-

ke Meiners, Karl Stangl. Epigenetic regulation of cell adhesion and communication

by enhancer of zeste homolog 2 in human endothelial cells. Hypertension.

2012;60:1176-1183.

Einige der von uns beobachteten Effekte nach Proteasomhemmung persistierten
deutlich langer, als die Halbwertzeit der eingesetzten Proteasominhibitoren erwar-
ten lie. So konnten wir in bovinen pulmonalarteriellen Endothelzellen noch zehn
Tage nach einer einmaligen Behandlung mit MG132 eine erhdhte Expression der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) messen [43]. Eine mogliche
Erklarung fur derartige Langzeiteffekte sind epigenetische Modifikationen, z.B.
DNA- oder Histon-Methylierungen, da diese die Expression betroffener Gene lang-
fristig modulieren. Um dieser Hypothese nachzugehen, analysierten wir erneut
retrospektiv unsere im Rahmen verschiedener Projekte erhobenen Genexpressi-
ons-Daten mit einem speziellen Fokus auf Regulatoren des Epigenoms. Dabei
identifizierten wir eine relevante Zahl von Proteinen, die in der epigenetischen Re-
gulation der Genexpression eine Rolle spielen und nach Inhibition des UPS diffe-

rentiell exprimiert werden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Expressionsanderung ausgewahlter Gene der Epigenomregulation nach 24-
stiindiger Behandlung mit aquipotenten Dosen der Proteasominhibitoren MG132 (70
nmol/l) und MG262 (4 nmol/l) in HUVEC.

Gen MG132 MG262
enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) -5,9 -6,9
H4 histone family, member G (H4FG) -3,3 -4,3
H2A histone family, member Z (H2AFZ) -3,6 -3,6
H2A histone family, member X (H2AFX) -2,4 -2,6
histone acetyltransferase 1 (HAT1) -3,0 -3,3
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta (DNMT3B) -2,4 -2,5
suppressor of variegation 3-9 homolog 1 (SUV39H1) -1,9 -1,5
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 (DNMT1) -2,2 -2,4
H1 histone family, member X (H1FX) -1,5 -2,1

55



Ergebnisse

Insbesondere die Histonmethyltransferase Enhancer of zeste homolog 2 (Ezh2)
zeigte sich in allen Arrays nach Hemmung des UPS stabil herunterreguliert, was
sich in weiteren Versuchen in HUVEC auch auf Proteinebene bestatigen liel3
(Abbildung 3).

Inkubationszeit 24 h 48 h 72 h 96 h
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Abbildung 3: Protein-Expression der Histonmethyltransferase Ezh2 nach niedrig-

dosierter Proteasomhemmung in HUVEC.

Ezh2 gehoért zu den so genannten Polycomb group (PcG)-Proteinen und ist als
katalytische Untereinheit des Polycomb repressive complex 2 (PRC2) verantwort-
lich fir die Trimethylierung von Lysin 27 im Histon 3 (H3K27me3) [44]. Letztere
bewirkt als so genannte repressive Histonmodifikation eine langfristige Verminde-
rung der Expression von Genen, die diese Modifikation in Promoter-nahen Histo-
nen aufweisen [45]. Gezielt untersucht wurde PRC2 in den letzten Jahren vorwie-
gend in Stammzellen, wo es fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz essentiell ist
[44,46]. Im Rahmen der Zelldifferenzierung kommt es zu einer verminderten Aktivi-
tat des PRC2 und konsekutiv zu einer Aktivierung der Ezh2-Zielgene [46,47]. Ins-
besondere in der Kardiogenese, der Neurogenese, der Skelettmuskeldifferenzie-
rung, der Adipogenese sowie bei der Differenzierung von epidermalen Progenitor-
zellen konnte eine Beteiligung von Ezh2 nachgewiesen werden [47-50]. Daruber
hinaus ist eine hohe Expression von Ezh2 in Tumorzellen assoziiert mit einer
schlechten Prognose [51]. Als eine Ursache dieser Beobachtung konnte kurzlich
eine Ezh2-vermittelte Suppression von Vasoinhibin-1 und eine konsekutive Steige-
rung der Tumor-Angiogenese identifiziert werden [52)].

Auf Basis unserer Vorversuche formulierten wir nun die Hypothese, dass eine
(Re-)Expression der Zielgene von Ezh2 durch eine Herunterregulation der Histo-

nmethyltransferase mogliche Langzeiteffekte einer einmaligen Proteasominhibition
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erklaren kdnnte. Da bis dato Informationen zur Funktion von Ezh2 in differenzier-
ten Endothelzellen vollig fehlten, war erstes Ziel unseres neuen Versuchspro-
gramms die Identifikation der Zielgene von Ezh2 in Endothelzellen. Dazu kombi-
nierten wir ChlP-on-chip- (d.h. Chromatin-Immunoprazipitation mit einem
H3K27me3-spezifischen Antikorper gefolgt von einem ,whole genome“-Promoter-
Array) mit mRNA-Expressions-Arrays nach siRNA-vermitteltem knock down von
Ezh2 und identifizierten 276 Ezh2-Zielgene in HUVEC. Eine bioinformatische Ana-
lyse der Ezh2-regulierten Gene erbrachte eine signifikante Haufung von Genen,
die an Zellkommunikations- und -adhasionsprozessen beteiligt sind. Eine funktio-
nelle Relevanz dieser Beobachtung bestatigten Adhasions-, Wundheilungs- und
,<tube formation“-Assays, die eine Beteiligung von Ezh2 an der Regulation von An-

giogenese-Prozessen nahelegen.
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3. Diskussion

3.1. Zelltyp- und dosisabhédngige Effekte von Proteasominhibitoren

Wie in der Einleitung umrissen, diente der Einsatz von Proteasominhibitoren zu-
nachst der Aufklarung der Funktion des UPS in verschiedenen Zellarten, wobei
durch den Einsatz hoher Dosen eine moglichst potente Hemmung des Protea-
soms angestrebt wurde. Rasch zeigte sich dabei — durch die Induktion von
Apoptose — ein therapeutisches Potential der Proteasominhibitoren fur proliferative
Erkrankungen. Als zugrunde liegende Mechanismen fur die Auslosung des pro-
grammierten Zelltods wurden die Stabilisierung von p53 und bax, eine reduzierte
Expression von Bcl-2 sowie eine Hochregulation und Aktivierung verschiedener
Caspasen und der c-jun terminalen Kinase (JNK) identifiziert [53-56].

Ende der Neunziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts begannen erste Ar-
beitsgruppen, die differentiellen Effekte von niedrig- versus hochdosierter Protea-
somhemmung zu untersuchen [57]. Dabei zeigte sich — im Gegensatz zu den
proapoptotischen Effekten einer potenten Inhibition — ein Schutz vor Apoptose
nach niedrig-dosierter Proteasomhemmung [56]. Doch dosisabhangige Unter-
schiede konnten nicht nur hinsichtlich der Apoptose gezeigt werden. So wird die
Stickstoffmonoxid-Produktion nach LPS-Stimulation in primaren Astrozyten durch
niedrig-dosierte Proteasomhemmung induziert und durch eine potente Inhibition
gehemmt [58]. Jenseits der dosisabhangigen Effekte fanden sich zudem zelltyp-
und zellzyklusabhangige Unterschiede: wahrend eine 25%ige Hemmung der
,chymotrypsin-like“-Aktivitat in Tumorzellen einen programmierten Zelltod indu-
ziert, wird selbst eine 70-80%ige Hemmung von Zellen verschiedener Gewebe wie
Myokard, Blut, Leber und Milz gut toleriert [59,60]. Ferner zeigte sich, dass aqui-
potente Dosen in proliferierenden, aber nicht in ruhenden, postmitotischen Zellen
eine Apoptose auslosen [56,61]. Diese Beobachtungen unterstrichen das thera-
peutische Potential der Proteasominhibitoren und fuhrten letztlich zur Zulassung
von Bortezomib bei Patienten mit Multiplem Myelom [34]. Neben den antiprolifera-
tiven Effekten wurde frih die antiinflammatorische Wirkung der Proteasominhibito-
ren erkannt. Inzwischen konnten zahlreiche Arbeitsgruppen einen maoglichen the-
rapeutischen Nutzen einer Proteasomhemmung in Modellen von akuten und chro-

nischen Entzindungsprozessen, z.B. Pankreatitis [62] und Polyarthritis [63], aber
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auch bei der Transplantatabstollung [64,65] und dem Ischamie-Reperfusions-
Schaden [66-71] demonstrieren.

Auf Basis der Beobachtungen, dass Proteasominhibitoren in proliferierenden Zel-
len einen Zellteilungsstopp auslésen, formulierten wir als Ausgangspunkt des in
2.1. vorgestellten Projekts die Hypothese, dass auch in irreversibel postmitoti-
schen Zellen wie Kardiomyozyten Proteasominhibitoren Wachstumssignalwege
hemmen und so zu einer Verminderung des Zellwachstums fuhren konnten. In der
Tat konnten wir in vitro und in vivo zeigen, dass Proteasominhibitoren die Ausbil-
dung einer kardialen Hypertrophie unterdricken. Als Ursache identifizierten wir die
Hemmung mehrerer zentraler Signalwege, wie z.B. NFkB, Akt, ERK 1/2 und Cal-
cineurin [72]. Ahnliche Ergebnisse konnten inzwischen von anderen Arbeitsgrup-
pen publiziert werden [59,73,74].

Ausgangspunkt gleich mehrerer Projekte der vergangenen Jahre war die bereits in
der Einleitung vorgestellte Arbeit unseres Labors, in der wir erstmals die Induktion
eines antioxidativen Genprogramms mit Hochregulation mehrerer antioxidativer
Enzyme in Endothelzellen zeigen konnten [38]. Diese Beobachtungen waren as-
soziiert mit einem verbesserten Zelluberleben nach oxidativem Stress und gaben
AnstoR fur eine Reihe weiterer Arbeiten, in denen wir den Mechanismus, Uber den
Proteasominhibitoren zur Induktion antiodixativer Enzyme beitragen, in kardiovas-
kularen Zellen aufklarten. Dazu bestatigten wir die beobachtete Zytoprotektion vor
oxidativem Stress zunachst in mehreren kardiovaskularen Zelltypen. Die zuvor
beobachtete Induktion der antioxidativen Enzyme HO1, SOD1 und Katalase war
dabei sowohl in Kardiomyozyten als auch in Endothel- und glatten GefalRmuskel-
zellen nachweisbar und verbunden mit einem verbesserten Abbau der experimen-
tell induzierten freien Radikale im oxidativen Stressmodell [75,76]. Die Induktion
der zelleigenen, antioxidativen Abwehrmechanismen durch Proteasominhibitoren
steht im Gegensatz zu den Ergebnissen, die wir in Versuchen mit Teepolypheno-
len im gleichen oxidativen Stressmodell beobachten konnten. Auch Behandlung
mit EGCG und TF3 schutzte Kardiomyozyten vor oxidativem Stress — allerdings
ausschlieBlich durch die direkten, radikalfangenden Eigenschaften der Polypheno-
le [42] und nicht durch Induktion antioxidativer Enzyme oder Aktivierung protekti-
ver Signalkaskaden. Dementsprechend zeigte sich der verliehene Schutz nur kurz

anhaltend — entsprechend der Halbwertzeit der Polyphenole im Kulturmedium [77].
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Als zugrunde liegenden Mechanismus flr die Proteasominhibitor-vermittelte Induk-
tion antioxidativer Enzyme identifizierten wir den Nrf2-Signalweg, der eine zentrale
Rolle in der zellularen Antwort auf oxidativen Stress spielt. Unter physiologischen
Bedingungen wird Nrf2 im Zytosol gebunden durch das Inhibitorprotein Kelch like-
ECH-associated protein 1 (KEAP1), was in einer raschen Ubiquitinierung und pro-
teasomalen Degradation des Transkriptionsfaktors Nrf2 resultiert [78]. Supraphy-
siologische Konzentrationen freier Radikale dagegen bewirken eine Dissoziation
von Nrf2 und KEAP1 sowie eine konsekutive Induktion antioxidativer Enzyme
(Abbildung 4) [79].

— mG132
‘ HO1
SOD1
Zellkern Katalase

Abbildung 4: Der Nrf2/KEAP1-Signalweg. Unter physiologischen Bedingungen wird Nrf2
(vermittelt durch KEAP1) vom UPS abgebaut. Hohe Spiegel reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) fuhren zu einer Stabilisierung von Nrf2 sowie zu einer Induktion antioxidativer En-
zyme durch Bindung von Nrf2 an ,antioxidant response elements® (ARE). Einen ver-

gleichbaren Effekt hat die Stabilisierung von Nrf2 durch partielle Proteasominhibition.

Da die Wirkung von Nrf2 unter physiologischen Bedingungen somit durch einen
proteasomalen Abbau limitiert wird, ist dieser Signalweg in besonderem Malde von
einem intakten UPS abhangig. Dementsprechend konnten wir zeigen, dass bereits

eine partielle, nicht-toxische Hemmung des UPS zu einer Stabilisierung von Nrf2
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und so zur Aktivierung des Signalwegs flhrt. Dass dies tatsachlich der entschei-
dende Mechanismus ist, bestétigten Experimente mit Zellen aus Nrf2”-Mausen, in
denen Proteasominhibitoren weder eine Induktion antioxidativer Enzyme noch ei-
ne Zytoprotektion vor oxidativem Stress bewirkten. Einen vergleichbaren Schutz
vor oxidativem Stress konnte inzwischen durch verschiedene Arbeitsgruppen in
neuronalen Zellen gezeigt werden [80-83].

Im Gegensatz zu den antioxidativen Enzymen SOD1, HO1 und Katalase zeigte
sich die Induktion der Glutathionperoxidase 3 nur in humanen Zellen. Die rasch
einsetzende und stark ausgepragte GPx3-mRNA-Induktion nach Proteasomhem-
mung ist zudem unabhangig von Nrf2 und beruht auf einer Kombination aus tran-
skriptioneller Aktivierung und mRNA-Stabilisierung [84].

Dass der durch Proteasominhibition vermittelte Schutz vor oxidativem Stress auch
in vivo ein therapeutisches Potential besitzt, konnten wir inzwischen mit einer wei-
teren Arbeit demonstrieren. Oxidativer Stress spielt auch im Rahmen der Athero-
genese eine zentrale Rolle [85]. In einem Tiermodell mit ,low density“-Lipoprotein-
Rezeptor (LDLR)-defizienten Mause untersuchten wir daher die Hypothese, dass
eine partielle Proteasominhibition durch die Induktion antioxidativer Enzyme die
Atherogenese gunstig beeinflussen kann. In der Tat fand sich in LDLR"-M4usen,
die mit einer niedrigen Dosis des Proteasominhibitors Bortezomib behandelt wor-
den, eine geringere aortale Plaquelast als bei den Kontrolltieren. Neben antiin-
flammatorischen Effekten wie einer Reduktion von Interleukin 6 und einer vermin-
derten Makrophageninfiltration konnten wir reduzierte Spiegel von Superoxidanio-
nen und oxidierten Lipiden im Serum sowie von oxidierten Proteinen in Aorten-
schnitten nachweisen. Microarrays zeigten zudem, dass die Anderungen der Gen-
expression in der Aorta, die durch die Atherosklerose-induzierende ,western type*“-
Diat in den Versuchstieren ausgelost werden, durch Behandlung mit dem Protea-
sominhibitor abgemildert wurden. Unsere Daten legen somit den Schluss nahe,
dass eine niedrig-dosierte Proteasomhemmung tatsachlich antiatherogene Effekte
zeigt [86].
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3.2. Langzeiteffekte von Proteasominhibitoren — ein Link zum Epigenom?
Wie unter 2.6. bereits dargestellt, beobachtete unsere Arbeitsgruppe unter ande-
rem in Endothelzellen nach einer Einmalgabe des reversiblen Proteasominhibitors
MG132 Uber Tage anhaltende Effekte wie beispielsweise eine erhdhte Expression
der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) [43]. Eine denkbare Erkla-
rung fur diese Beobachtung ist die Beeinflussung epigenetischer Modifikationen
durch Hemmung des Proteasoms. Diese Hypothese wurde gestutzt durch unsere
Array-Daten, in denen sich nach Proteasominhibition eine signifikante Expressi-
onsanderung mehrerer an epigenetischen Regulationsprozessen beteiligter Gene
fand (Tabelle 1). Ein besonders interessanter Kandidat — die Histonmethyltrans-
ferase Enhancer of zeste homolog 2 (Ezh2) — zeigte reproduzierbar eine reduzier-
te Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene (Abbildung 3) nach
partieller Inhibition des Proteasoms in humanen Endothelzellen. Unser nachstes
Projekt zielte daher darauf zu klaren, ob die langfristig nach einmaliger Behand-
lung mit Proteasominhibitoren regulierten Gene zu den Zielgenen von Ezh2 geho-
ren. Da zur Funktion von Ezh2 in differenzierten Endothelzellen bis dato keine In-
formationen vorlagen, identifizierten wir zunachst die Ezh2-Zielgene in HUVEC
durch eine Kombination von mRNA-Expressions-Arrays nach Ezh2-knock down
und ChlP-on-chip-Versuchen [87]. Etwa ein Viertel der durch diesen Ansatz identi-
fizierten Ezh2-Zielgene wird auch nach Proteasominhibition differentiell exprimiert.
Inwieweit Ezh2 an den Mechanismen, die der langfristigen Regulation von Genen
nach Proteasominhibition zugrunde liegen, beteiligt ist, ist derzeit Gegenstand un-
seres Forschungsinteresses.

Doch auch Uber einen moglichen Link zwischen Proteasomhemmung und dem
Epigenom hinaus weckten die von uns erstmals identifizierten Zielgene von Ezh2
unser Interesse. So suggerierte eine bioinformatische Analyse der Zielgene eine
Rolle von Ezh2 in der Regulation von Angiogeneseprozessen, was wir inzwischen
mit funktionellen Angiogenese-Tests bestatigen konnten [87]. Damit konnten wir
erstmals eine regulatorische Rolle von Ezh2 in differenzierten Endothelzellen zei-
gen. Neben diesem funktionellen Aspekt sind unsere Daten von weiterem Interes-
se, da sie helfen, bisher unerklarte Phanomene zu verstehen. So wird die indu-
zierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), die wir als Ezh2-Zielgen identifizie-
ren konnten, in arteriosklerotischen Plaques in glatten GefaRmuskelzellen sowie in

Makrophagen exprimiert [88,89] wahrend sie in humanen Endothelzellen, die den
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gleichen parakrinen Faktoren ausgesetzt sind, nahezu nicht induzierbar ist [90].
Um eine maogliche Regulation von iNOS durch Ezh2 weiter zu bestatigen, fuhrten
wir inzwischen ChIP-PCR-Versuche mit DNA-Primern, die im Bereich der mit
H3K27me3 assoziierten Genloci liegen (Abbildung 5), durch. Dabei fand sich im
Vergleich zum unspezifischen Kontroll-Antikérper eine deutliche INOS-DNA-
Anreicherung durch den H3K27me3-spezifischen Antikorper. Dass diese Assozia-
tion des iINOS-Promoters mit H3K27me3 tatsachlich durch Ezh2 vermittelt wird,
bestatigten Versuche nach knock down von Ezh2, in denen die DNA-Anreicherung

erheblich vermindert war (Abbildung 6).
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Abbildung 5: iINOS-DNA-Anreicherung in ChlP-on-chip-Versuchen mit einem
H3K27me3-spezifischen Antikdrper als Hinweis auf eine Assoziation des iINOS-Promoters

mit der durch Ezh2-vermittelten epigenetischen Modifikation H3K27me3.

Eine funktionelle Relevanz der Ezh2-vermittelten epigenetischen Modifikation im
INOS-Promoter erbrachte die mRNA-Expressionsanalyse von iNOS nach Zytokin-
Stimulation und knock down von Ezh2: wahrend die INOS-Expression nach Trans-
fektion mit einer Kontroll-siRNA nur um etwa Faktor 25 anstieg, resultierte der
knock down von Ezh2 in einer iNOS-Induktion um Faktor 65 nach Zytokin-
Behandlung (Abbildung 7). Ein Manuskript zu diesen Ergebnissen ist derzeit in

Vorbereitung.
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Abbildung 6: ChIP-PCR-Versuche erbrachten eine deutliche iNOS-DNA-Anreicherung
durch den H3K27me3-spezifischen Antikdrper im Vergleich zum unspezifischen Kontroll-
Antikérper als Nachweis einer Assoziation des iINOS-Promoters mit H3K27me3. Ein Ver-
lust der DNA-Anreicherung nach knock down von Ezh2 bestatigte, dass die epigenetische

Modifikation im iINOS-Promoter tatsachlich durch Ezh2 vermittelt wird.
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Abbildung 7: INOS-mRNA-Expression nach Transfektion mit Kontroll- bzw. Ezh2-siRNA
sowie Behandlung mit Tumor-Nekrosefaktor oo (TNFa), Interleukin $ (ILB) und Interferon y
(IFNy).
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Unsere Daten belegen erstmals, dass die bis dato nur in Stamm- und Tumorzellen
untersuchte Histonmethyltransferase Ezh2 an der Regulation von Angiogenese-
prozessen in Endothelzellen beteiligt ist. Da die Dysregulation der NO-Produktion
eine Rolle in der endothelialen Dysfunktion spielt, haben unsere Ergebnisse zur
iINOS-Regulation durch Ezh2 auch klinische Relevanz. So ist eine langfristige epi-
genetische Modulation der Induzierbarkeit von iNOS durch Umwelteinfliisse denk-
bar und derzeit Gegenstand weiterer Forschungsvorhaben. Gestltzt werden diese
Uberlegungen durch Studien zum Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom, bei dem
eine epigenetische Dysregulation mit Verlust von H3K27me3 zur Ausbildung einer
akzelerierten Atherosklerose beitragt [91,92]. Daruber hinaus belegen Zwillings-
studien, dass mit zunehmender epigenetischer Diskordanz sich auch Genexpres-
sion und Anamnese bei eineiigen Zwillingen verstarkt unterscheiden [93]. Zusam-
menfassend bildet die in 2.6. vorgestellte Arbeit zum einen die Basis fur weitere
Untersuchungen zur Verbindung des UPS mit dem Epigenom. Zum anderen ist sie
Ausgangspunkt fur Folgeprojekte zur epigenetischen Regulation der Endothelfunk-

tion durch die Histonmethyltransferase Ezh2.

3.3. Fazit und Ausblick

Zusammenfassend erweiterten unsere Arbeiten der vergangenen Jahre das Ver-
stéandnis der zelltyp- und dosisabhangigen Effekte von Proteasominhibitoren im
kardiovaskularen System. Wahrend bis dato die zytoprotektiven Effekte der Pro-
teasominhibitoren meist auf eine Hemmung des NF«kB-Signalwegs und auf eine
Stabilisierung von Hitzeschockproteinen zuruckgefuhrt wurden, konnten wir mit
dem Nrf2/KEAP1-Signalweg einen neuen, zentralen Mechanismus fur Proteaso-
minhibitor-vermittelte zytoprotektive Effekte aufzeigen. In der Zusammenschau
legen unsere Daten ein therapeutisches Potential der Proteasominhibitoren auch
bei kardiovaskularen Erkrankungen nahe. Entsprechend ihrer dosis-, spezies- und
zelltypabhangigen Effekte finden sich in der Literatur — bei anderen Tiermodellen
und unter Einsatz anderer Inhibitoren — jedoch auch Hinweise fir mogliche
proatherogene Effekte von Proteasominhibitoren [94,95]. Zudem sprechen Be-
obachtungen zu kardiotoxischen Nebenwirkungen von Bortezomib bei Patienten
mit multiplem Myelom flr eine geringe therapeutische Breite der Proteasominhibi-
toren [96,97]. Die weitere Entwicklung der Proteasominhibitoren vom reinen ,rese-

arch tool” hin zu potentiell therapeutisch einsetzbaren Substanzen bedarf also
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noch weiterer Forschung und setzt letztlich die Entwicklung zell- und aktivitatsspe-
zifischer Inhibitoren voraus [98]. Hoffnung machen dabei neue, aktivitatsspezifi-
sche Inhibitoren wie das Epoxyketon ONX-0912, das praktisch ausschliefdlich die
~chymotrypsin-like“-Aktivitat des Proteasoms hemmt und somit nur eine partielle
Proteasominhibition bewirkt [99,100].
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4. Zusammenfassung

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist als zentraler Proteinabbaumechanis-
mus eukaryontischer Zellen verantwortlich fur die Degradation defekter und nicht
mehr bendtigter Proteine. Zugleich ist es durch den regulierten Abbau von Medi-
atorproteinen an der Regulation zahlreicher Signalwege beteiligt. Entsprechend
seiner essentiellen Bedeutung induziert eine potente Hemmung des UPS regelhaft
eine Apoptose. Demgegenuber konnten wir in mehreren Arbeiten zeigen, dass
eine partielle Hemmung des Proteasoms kardiovaskulare Zellen vor oxidativem
Stress schutzt. Als zugrunde liegenden Mechanismus identifizierten wir eine Nrf2-
vermittelte Induktion antioxidativer Enzyme in Kardiomyozyten, glatten Gefallmus-
kelzellen sowie Endothelzellen. Diese nachhaltige Aktivierung der zelleigenen,
antioxidativen Abwehrmechanismen steht im Kontrast zur Wirkung der von uns in
einem parallelen Projekt untersuchten Polyphenole EGCG und TF3, die in unse-
rem Stressmodell Kardiomyozyten durch ihre direkte antioxidative, d.h. radikalfan-
gende Wirkung vor oxidativem Stress schutzten. Das therapeutische Potential ei-
ner partiellen Proteasomhemmung unterstrichen Versuche in LDL-Rezeptor-
defizienten Mausen, in denen eine Behandlung mit Proteasominhibitoren die Ak-
kumulation oxidierter Lipide und Proteine im Serum und in der Aorta reduzierte,
was mit einer verringerten Atherogenese assoziiert war. In einem weiteren Projekt
konnten wir zeigen, dass die aus sich teilenden Zellen bekannte antiproliferative
Wirkung von Proteasominhibitoren durch Hemmung zentraler Wachstumssignal-
wege auch in postmitotischen Zellen positive Effekte haben kann: sowohl in vitro
als auch in vivo fuhrte eine niedrig-dosierte Proteasomhemmung zur Verminde-
rung einer kardialen Hypertrophie. Schwerpunkt unserer jungsten Projekte ist die
Aufklarung einer moglichen Verbindung zwischen dem UPS und epigenetischen
Regulationsmechanismen. In diesem Zusammenhang konnten wir erstmals zei-
gen, dass partielle Proteasominhibition in einer verminderten Expression der His-
tonmethyltransferase Ezh2 resultiert. Da zur physiologischen Rolle von Ezh2 in
differenzierten Zellen bis dato keine Informationen vorlagen, identifizierten wir
kdrzlich die Zielgene von Ezh2 in Endothelzellen und konnten zeigen, dass Ezh2
an der epigenetischen Regulation von Angiogenese-Prozessen beteiligt ist.
Zusammenfassend suggerieren unsere Ergebnisse ein therapeutisches Potential

fur Proteasominhibitoren bei kardiovaskularen Erkrankungen, das derzeit jedoch
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limitiert wird durch das Fehlen zelltypspezifischer Inhibitoren. Zugleich sind unsere
Daten ein erster Hinweis auf eine mdgliche Verbindung zwischen dem UPS und

epigenetischen Regulationsmechanismen.
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