Epigenetik von
Herz-Kreislaut-
Erkrankungen

Forscher setzen auf nRNA-Therapeutika«

von Ralf Brandes

Uber epigenetische Prozesse kénnen Umweltfaktoren und Lebens-
stil unsere Entwicklung und Gesundheit beeinflussen — auch iiber
Generationen hinweg —, ohne die Sequenz der DNA zu verandern.
Erstin jlingster Zeit ist es moglich, die Mechanismen auf der
molekularen Ebene zu entschliisseln. Fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen
sind erste Ansétze fiir epigenetische Therapien in Sicht.

vor der Schwangerschaft — Einfluss auf

Gewicht, Stoffwechsel und Erkrankungs-
haufigkeiten der Nachkommen haben, wird epi-
genetisch erklart. Auch dass sich aus Bienen-
larven durch die Fiitterung mit Gelée royale
Koniginnen und nicht Arbeiterinnen entwickeln,
ist ein epigenetischer Prozess. In der Entwick-
lungsbiologie hat Epigenetik die Aufgabe, den
Entwicklungsprozess und somit die zelluldre
Differenzierung in eine Richtung zu lenken.
Beim ausgewachsenen Organismus fordert Epi-
genetik dagegen Stabilitdt, reduziert schadliche
Umwelteinfliisse und limitiert die Schwan-
kungsbreite der zelluldren Reaktion.

Die Erforschung der Mechanismen, die epi-
genetischen Phanomenen zugrunde liegen, hat
Wissenschaftler lange Zeit vor grof3e Probleme
gestellt. Es fehlten Technologien, mit denen
man das »Epigenom« beschreiben und manipu-
lieren konnte. Den methodischen Fortschritten
in der Hochdurchsatz-Sequenzierung von DNA
(»Next Generation Sequencing«) und der Bio-
informatik ist es zu verdanken, dass mittlerweile
eine Vielzahl von epigenetischen Mechanismen
identifiziert sind. Nun stellt sich die Frage, wie
man dieses Wissen therapeutisch nutzen kann.

D ass Stress und die Erndhrung der Mutter —

Ohne Anspruch auf Vollstindigkeit miissen
hierfiir drei sehr verschiedene epigenetische
Mechanismen unterschieden werden: Histon-
Modifikationen, DNA-Methylierungen und nicht
kodierende RNAs.

DNA-Methylierung inaktiviert Gene

Eine wichtige Rolle spielen beim epigenetischen
Prozess Methylgruppen, die von Enzymen (DNA-
Methyltransferasen, DNMTs) an bestimmten
Stellen der Erbsubstanz DNA angeheftet wer-
den. Gemeinhin fiihrt diese DNA-Methylierung
zu einer Inaktivierung des betreffenden Gens.
Sehr grundséatzliche Prozesse wie z.B. die Ent-
scheidung, ob sich eine Arbeiterin oder eine
Bienenkonigin entwickelt, sind Folge einer dif-
ferenziellen DNA-Methylierung. Das Wort »dif-
ferenziell« meint dabei, dass bei Arbeiterin und
Konigin unterschiedliche DNA-Bereiche methy-
liert und damit inaktiviert sind.

Einige DNA-Methylierungen werden sogar
vererbt, da bei der Neusynthese des DNA-
Strangs die Methylierung des Mutterstrangs
mithilfe eines Enzyms auf den Tochterstrang
kopiert wird. Daher gelten DNA-Methylierun-
gen als die stabilste, am wenigsten dynamische
epigenetische Modifikation. Zwar konnen Zel-
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Epigenetische Mechanismen

DNA-Methylierungen
Sie gelten als die stabilste epigenetische
Modifikation und kénnen vererbt werden.

Histon-Modifikationen

Sie kdnnen sowohl geschrieben als

auch geloscht werden und sind geeignete
Zielstrukturen fiir Medikamente.

AUF DEN PUNKT GEBRACHT

Dank neuer Sequenzierungstechno-

logien und der Bioinformatik ist es = }
heute mdglich, die Mechanismen der

Epigenetik zu entschliisseln.

Wichtige epigenetische Prinzipien sind
Histon-Modifikationen, DNA-Methylie-
rungen und nicht kodierende RNAs.

Histon-Modifikationen sind dynamisch
— Writer-Proteine schreiben sie, Eraser- ncRNAs \ miRNAs
Proteine ldschen sie.

m m
97 Prozent der menschlichen DNA ist UJJJ“LLLLU’LLLLIJ—LJ

nicht Protein-kodierend, sondern bildet Translation
die Blaupause fiir nicht kodierende

RNAs. Diese haben wichtige regulatori-

sche Funktionen.

. . . Nicht kodierende RNAs
Epigenetische Mechanismen tragen Sie haben regulatorische Funktionen und

zur GefaRneubildung, zu Umbaupro- konnen u.a. die Proteinexpression modulieren.
zessen des Herzens und zur Athero-

sklerose bei.

RNAs sind wichtige epigenetische

»Drug-Targets, die ein giinstiges

Wirkungs- zu Nebenwirkungsverhaltnis

versprechen.

‘ Methylierung

' Azetylierung
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Wenn eine Bienenlarve mit
Gelée royale gefiittert wird,
entwickelt sich statt einer
Arbeiterin eine Kénigin. Der
Prozess ist epigenetisch
vermittelt und geht mit
einer Anderung der DNA-
Methylierung einher.

len Methylierungen {iiber einen komplexen

Stoffwechselweg wieder entfernen - eine
Bedeutung dieses Prozesses ist jedoch bisher im
Wesentlichen nur fiir die friitheste Embryonal-
entwicklung nachgewiesen, in der sich die Zel-
len noch in unterschiedliche Zelltypen ausdiffe-
renzieren konnen (Boland et al., 2014). Fiir die
nachfolgende Entwicklung gilt, dass der DNA-
Methylierungsgrad zunimmt, je differenzierter
Organe bzw. Organismen sich entwickeln.
Einige in der Therapie hdmatologischer Krebs-
erkrankungen eingesetzte Substanzen haben

gezeigt, dass sie die DNA-Methylierung hem-
men konnen, z.B. die Substanz 5-Azacytidine.
Sie wird bei einigen Leukdmieformen (MDS,
CMML, AML) klinisch eingesetzt und ist in der
Lage, Krebs zuriickzudrangen. Damit verldn-
gert 5-Azacytidine bei relativ geringen Neben-
wirkungen deutlich die Gesamtiiberlebenszeit
(Bohl et al., 2018).

Histon-Bindungen: erkennen, verstiarken

oder léschen

Anders als bei Bakterien (Prokaryonten) ist bei
den kernhaltigen Zellen der Eukaryonten, also
auch beim Menschen, die DNA um Histon-Pro-
teine gewickelt. Hierdurch werden die langen
DNA-Molekiile in einer geordneten Struktur
soweit komprimiert, dass sie in den Zellkern pas-
sen. Aufgrund von elektrochemischen Wechsel-
wirkungen der sauren DNA mit den basischen
Histonen fiihrt diese Bindung gleichzeitig dazu,
dass die DNA nur noch bedingt fiir den Ablese-
prozess (die Transkription) zur Verfligung steht.
Durch chemische Modifikation von Seitenketten
der Histone kann die Starke der Bindung jedoch

Histon-Modifikationen bestimmen den Kondensationsgrad der DNA

Acetylierung

Euchromatin
aktive DNA

Methylierung

Heterochromatin
inaktive DNA
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10 nm

] Histonschwanz

Gen nicht zugénglich

‘ Methylierung
' Azetylierung

Im Zellkern ist die DNA
um Histone gewickelt. Sie
wird dadurch komprimiert,
geordnet und geschiitzt.
Eng um Histone gewickelte
DNA (Heterochromatin)
kann jedoch nicht
abgelesen werden.
Azetylierungen (Ac) und
Methylierungen (Me)

der Histon-Seitenketten
dndern diese Interaktionen.
Azetylierung fordert so
die Genaktivitat.



modifiziert werden. So lockert z.B. die Azetylie-
rung von Lysin an Position 27 in Histon 3 oder
die Trimethylierung von Lysin an Position 4 in
Histon 3 die Bindung und ermoglicht die Genex-
pression (Boland et al., 2014). Dabei kann eine
Vielzahl von Enzymen die Histone modifizieren,
indem sie Modifikationen entweder erzeugen
(»Writer«) oder loschen (»Eraser«). Eine dritte
Klasse von Enzymen, die »Reader«-Proteine,
sind dariiber hinaus in der Lage, Histon-Modifi-
kationen zu erkennen und andere Proteine an
die DNA zu binden. Histon-Modifikationen sind
wesentlich dynamischer als DNA-Methylierun-
gen und eignen sich aufgrund der Vielzahl betei-
ligter Proteine auch besser als pharmakologische
Zielstrukturen (Boland et al., 2014).
»Epigenetische« Therapien mit Fokus auf
Histone sind fiir Krebserkrankungen bereits
heute Realitdt. Unter anderem sind Hemmstoffe
von Histondeacetylasen (»HDACs«), also Enzy-
men, die Azetylierungen von Histonen ent-
fernen, fiir verschiedene Arten von Blutkrebs
klinisch zugelassen (Ceccacci und Minucci,
2016). Auch werden derzeit Hemmstoffe fiir

eine besondere Klasse von »Reader«-Proteinen,
sogenannte Bromodomain-Inhibitoren, fiir die
Krebsbehandlung getestet.

Mebhr als evolutionarer Mill:

nicht kodierende RNAs

Es war lange Zeit rdtselhaft, dass nur ca. drei
Prozent der umgeschriebenen menschlichen DNA
fiir Proteine kodieren. Der Rest der DNA galt als
evolutiondrer Mill (»Junk-DNA«). Diese Berei-
che der DNA haben jedoch vielfdltige Funktio-
nen und sind u.a. der Ursprung von RNA-
Molekiilen, die rein regulatorische Funktionen
haben. Unter anderem konnen kurze RNAs
(»microRNAs« —miRs) proteinkodierende RNAs
destabilisieren und so die Proteinexpression
hemmen. Bei der funktionellen Aufklarung der
langeren nicht kodierenden RNAs (IncRNAs —
gesprochen LINK-RNAs) steht die Forschung
erst an den Anfdngen. Beispielsweise wird die
IncRNA XIST benotigt, um das zweite X-Chro-
mosom der Frau zu inaktivieren. Therapeutisch
sind sowohl microRNAs als auch IncRNAs aus-
gesprochen spannend. Die microRNAs sind rela-

Aktivierung von Genpromotoren

Histon3-Lysin4

Histondemethylasen
(Eraser)

Histonmethyltransferasen
(Writer)

Gen
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‘ Methylierung

Euchromatin
Das Gen wird abgelesen

i

Histon3-Lysin4-Trimethylierung markiert aktive Genpromo-
toren. Promotoren sind regulatorische Elemente von Genen,
die deren Ablesung und Aktivitdt kontrollieren. Dreifache
Methylierung von Histon3 an Lysin4 (H3K4me3) fiihrt zur
Promoteraktivierung und markiert damit aktive Promoter.
Demethylierung fiihrt zur Inaktivierung.

OO
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Endotheliale IncRNAs haben
vielféaltige Funktionen

Angiogenese,
Zellzyklus

Endothelzelle ANRIL

Kardiovaskuldres
Risiko

Endothelzell-
Phéanotyp

Die IncRNA MALAT1

MALAT1 steht fiir nMetastasis Associated Lung Adenocarcinoma
Transcript 1«. Bei verschiedenen Krebserkrankungen ist die Menge dieser
langen, nicht Protein-kodierenden RNA (IncRNA) massiv gesteigert.
Anders als viele andere IncRNAs ist MALAT1 in Sdugetieren »konserviert«
—d.h. sowohl z.B. Mause als auch Menschen exprimieren sie. Es gibt
vielfaltige Versuche, den Wirkmechanismus von MALAT1 zu erkléren.
Unter anderem scheint MALAT1 microRNAs zu binden und so die Genex-
pression zu beeinflussen. Auch wird eine Funktion als »arcRNA« diskutiert,
also einer RNA, die die Architektur des Zellkerns beeinflusst. Hierliber
konnte MALAT1 Proteine und andere RNAs in funktionell-inaktiven
Bereichen des Zellkerns fixieren. MALAT1 war die erste IncRNA, fiir die
eine Bedeutung im vaskularen System gezeigt wurde. Wissenschaftler

im CPl wiesen dabei nach, dass der Verlust von MALAT1 die Angiogenese
(GeféaRneubildung) reduziert (Michalik et al., 2014) und die Atherosklerose
fordert.

Anril — IncRNAs als kardiovaskularer
Risikofaktor?

Genome-wide association studies« (GWAS-Studien) versuchen, die
genetische Basis von Erkrankungen zu identifizieren, indem sie die
Haufigkeit bestimmter genetischer Marker mit der Haufigkeit des Auf-
tretens von Erkrankungen assoziieren. GWAS-Studien haben vielfach
nachgewiesen, dass eine DNA-Region auf Chromosom 9 (Chr9p21) einen
Risikofaktor fiir das Auftreten von Atherosklerose trégt. Nur befindet sich
in dieser Region kein fiir ein Protein kodierendes Gen! Vielmehr liegt dort
die IncRNA ANRIL (antisense non coding RNA in the INK4 locus). Interes-
santerweise zeigte sich, dass der genetische Status die Produktion des
IncRNA ANRIL beeinflusst. Durch alternatives Splicen wird entweder ein
langes lineares RNA-Molekiil produziert oder eine kreisférmige, zirkulare
RNA. Zirkulares ANRIL versetzt glatte GefaBmuskelzellen und Fresszellen
der angeborenen Immunitat (Makrophagen) in den Ruhezustand. Lineares
ANRIL regt sie dagegen zum Wachsen und Auswandern an, was Athero-
sklerose begiinstigt (Holdt und Teupser, 2018).
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tiv leicht therapeutisch beeinflussbar und haben
komplexe Auswirkungen auf die Genexpres-
sion. IncRNAs sind dagegen bedeutend komple-
xer, zeigen jedoch eine starkere Gewebespezifitat
und teilweise sehr selektive Effekte (siehe » Micro-
RNAs hemmen - Herzkrankheiten heilen«,
Seite 25) (Lucas et al., 2018).

Epigenetische Regulation von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Da die Epigenetik starke Einfliisse auf die
Genexpression hat, ist es nicht iiberraschend,
dass sie bei chronisch verlaufenden Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt.
So wirken Hemmstoffe der Histon-modifizie-
rende Enzyme aus der Familie der HDACs (His-
tondeacetylaseinhibitoren) wie Trichostatin A
oder Valproinsdure im Tiermodell hemmend auf
das tiberschielRende Wachstum glatter Muskel-
zellen nach GetdRverletzung z.B. im Rahmen
einer Ballondilatation eines verengten Herz-
kranzgefalRes. Nach einem Herzinfarkt kommt
es hdufig zu ungiinstigen Umbauprozessen des
verbleibenden Herzgewebes (»Remodelling«), was
ebenfalls durch HDAC-Inhibitoren gehemmt
werden kann. SchlieBlich foérdern die Substan-
zen die Bildung neuer BlutgefdRe (Angioge-
nese). Die Kombination von verstarkter Gefal3-
neubildung bei gleichzeitigem Schutz des
Herzens machen HDAC-Inhibitoren zu attrakti-
ven Molekiilen in der Therapie von Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen. Eine dhnliche Entwicklung
zeichnet sich fiir die bereits erwdahnten Bromo-
domain-Inhibitoren ab: Das Molekiil JQ1, welches
das Reader-Protein BRD4 hemmt, reduziert
z.B. ebenfalls das ungiinstige Remodelling nach
Herzinfarkt (Alexanian et al., 2019).

Das gegenwartige Forschungsinteresse foku-
ssiert jedoch stark auf nicht kodierende RNAs,
da wir davon weit mehr besitzen als von
den Histon-modifizierenden Enzymen. Wahrend
unser Genom fiir weniger als 100 Histon-modi-
fizierende Enzyme kodiert, konnen von ihm
weit mehr als 10000 nicht kodierende RNA-
Molekiile abgeschrieben werden. Somit ist es
moglich, nicht kodierende RNAs zu identi-
fizieren, die z.B. nur im Erkrankungsfall pro-
duziert werden, nur in der erkrankten Zelle vor-
liegen und spezifisch die Erkrankung vermitteln.
Zumindest konzeptionell lasst dies im Falle einer
therapeutischen Nutzung ein giinstigeres Wir-
kungs- zu Nebenwirkungsverhaltnis erwarten.
Am besten sind bisher die microRNAs unter-
sucht: Diese konnen im Tiermodell sowohl
fordernd (z.B. miR-21, miR-208) als auch
hemmend (z.B. miR-133, miR-29) auf die Ent-
wicklung der Herzinsuffizienz wirken. Ahn-
liches gilt fiir das GefdBwachstum, z.B. nach
Verletzung durch Ballondilatation oder bei
der Entwicklung einer Atherosklerose. miR-23b
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MANTIS schiitzt vor Atherosklerose

Da Endothelzellen das Innere von BlutgefaRen Komplex namens SWI/SNF, so dass die Histondeko-
auskleiden, sind sie standig dem Blutstrom ausge- ration der DNA verédndert wird. Infolgedessen fiihren
setzt. Dieser erzeugt an den Zellen eine Schubspan- Endothelzellen ein spezielles genetisches Programm
nung, die einen schiitzenden Effekt auf die Zellen hat ~ aus, was zur Ausprégung ihres endothelialen

und die endotheliale Genexpression beeinflusst. Phanotyps fiihrt. MANTIS ermdglicht z.B., dass sich
MANTIS ist eine der IncRNAs, die in dieser Situation Endothelzellen entlang des Blutstroms ausrichten
von der Zelle produziert wird. Der Name MANTIS und befahigt sie zur GefdRneubildung (Leisegang
(engl. fiir Gottesanbeterin) spielt auf die vorher- et al., 2017). Die schiitzenden Effekte von Cholesterin-
gesagte 3D-Struktur der IncRNA an. Funktionell senkern der Klasse der »Statine« werden u.a. iiber
rekrutiert MANTIS einen Chromatin-Remodelling- MANTIS vermittelt (Leisegang et al., 2019).

Die IncRNA MANTIS fordert die Angiogenese

Die Histondemethylase JARID1b vermittelt

die Inaktivierung des MANTIS Promoters.
Herabregulation von JARIB1b induziert
MANTIS. Diese rekrutiert darauf BRG1 und
BAF155 an die DNA im Bereich angiogener
Gene. Die beiden Proteine verschieben Histone
entlang der DNA und 6ffnen so das Chromatin.
Die RNA-Polymerase Il kann darauf rekrutiert
werden. Als Folge wird die Expression von
angiogenen Genen gesteigert.

MANTIS ¢

oo DR ING IR Nt Nt Nt N “{*&g AngiogeneT
Funktionen

Effekt von MANTIS auf die Flussausrichtung von Endothelzellen
Kontrolle IncRNA MANTIS fehlt

Humane Nabelschnurendothelzellen wurden in Zellkultur kontinuierlich fiir zwei Tage mit Zellkulturmedium iiberspiilt, um
den Blutfluss zu simulieren. Eine typische, spezifische Eigenschaft von Endothelzellen ist, dass sie den Blutfluss erfassen
konnen. In Folge richten sie sich entlang des Blutflusses aus. Verlust der IncRNA MANTIS verhindert die Auspragung des
typischen endothelialen Phanotyps. U. a. verlieren die Zellen die Fahigkeit, sich im Fluss auszurichten.
Durchlichtmikroskopie. Eichmarke: 100pm
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und miR-126 hemmen den Prozess, wahrend
miR-21, miR-29 und miR-92a ihn zu férdern
scheinen (Lucas et al., 2018).

Auch im Bereich der IncRNAs gibt es tier-
experimentell bereits einige ermutigende Befunde.
Hemmung der IncRNAs Chast und Meg3 wirk-
ten negativen Umbauprozessen im erkrankten
Herzen entgegen. Eine Hemmung der IncRNA
lincRNA-p21 reduzierte im Mausmodell das
Gefdllwachstum nach Verletzung.

Auf dem Weg zu epigenetischen Therapien

Die Wissenschaftler des Cardio-Pulmonary Ins-
titute (CPI) beschiftigen sich intensiv mit
der Rolle der Epigenetik in Erkrankungen
des kardiopulmonalen Systems. Unter ande-
rem identifizierten sie die Funktion verschiede-
ner Histon-Deazetylasen und Demethylasen
in Herzmuskel- und Endothelzellen. Endothel-
zellen kleiden BlutgefdRe aus und sind damit
essenziell fiir vaskuldre Reparaturprozesse und
die Angiogenese. Im CPI wurde ebenfalls erst-
mals die Rolle von RNA-Editing, d. h. der geziel-
ten chemischen Modifikation von RNAs, im
Gefal3system beschrieben. Viele epigenetisch be-
deutsame RNAs wurden identifiziert und cha-
rakterisiert, darunter auch die erst kiirzlich ent-
deckten zirkuldaren RNAs (Boeckel et al., 2015)
und die bereits erwdhnten IncRNAs. Diese
werden seit Juni dieses Jahres von Frankfurter
Forschern aus dem CPI auch im Rahmen
des Transregio-Sonderforschungsbereichs »Non-
coding RNAs im Herz-Kreislauf-System« zusam-
men mit der TU Miinchen vertiefend unter-
sucht.

Grundsdtzlich werden an neue Therapeutika
— zu Recht - sehr hohe Anforderungen in Hin-
blick auf Sicherheit und Wirksamkeit gestellt.
Herz-Kreislauf-Erkrankungen verlaufen hdufig
chronisch; die lange Therapiedauer bzw. die
lange Lebenserwartung unter bzw. nach einer
Therapie bringen besondere Herausforderungen
fiir die Sicherheit mit sich. Vor diesem Hinter-
grund scheinen Substanzen, die Histon-Modifi-
kationen oder DNA-Methylierung beeinflussen,
aufgrund ihrer systemischen Wirkung thera-
peutisch nicht ideal.

RNAs sind dagegen als Zielstrukturen deut-
lich attraktiver: Viele dieser Molekiile sind zell-
spezifisch exprimiert und zumindest hypothe-
tisch besteht die Mdéglichkeit, mit spezifischen
Applikationstechniken RNAs gezielt in einzel-
nen Geweben und Zellen zu beeinflussen.
»RNA-Therapeutika« werden z.B. gegenwartig
entwickelt fiir GefiBerkrankungen des Auges
und erbliche Muskeldystrophie, die auch zur
Herzschwache fiihrt (Lucas et al., 2018). ®
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