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Histon-Proteine sind basische Komponenten des eukaryoti-
schen Chromatins.[1] Sie bestehen aus einer direkt mit der
DNA wechselwirkenden globul"ren Dom"ne und einem
flexibleren N-terminalen Bereich,[2] der Ziel zahlreicher
posttranslationaler Modifikationen ist. Zu diesen geh+ren
neben der Acetylierung und Methylierung von Lysin- bzw.
Argininresten auch die Phosphorylierung von Serinresten
sowie die Anheftung einer Ubiquitin-Einheit.[3] Die Hypo-
these des „Histon-Codes“[4] geht davon aus, dass sich mithilfe
dieser Modifikationen spezifische Substitutionsmuster auf
den Histonen erzeugen lassen, die von regulatorischen Pro-
teinen abgelesen und dadurch mit fundamentalen zellul"ren
Prozessen wie der Aktivierung oder Repression von Tran-
skriptionsvorg"ngen in Zusammenhang gebracht werden
k+nnen. Die bislang am besten untersuchte Modifikation ist
die Histonacetylierung. So konnte gezeigt werden, dass die
Einstellung eines spezifischen Acetylierungsgrades an den
Histon-N-termini innerhalb einer bestimmten Genregion,
durch das Zusammenspiel selektiver Histon-Acetyltransfera-
sen (HATs) und Histon-Deacetylasen (HDACs) erfolgt.[5]

Eine gezielte Beeinflussung dieser Vorg"nge durch nieder-
molekulare, zellpermeable Inhibitoren ist f=r die Entschl=s-
selung des „Histon-Codes“ von außerordentlicher Bedeutung
und er+ffnet neue Therapiem+glichkeiten f=r Erkrankungen
wie Krebs.[5,6] W"hrend f=r die HDACs inzwischen eine ganze
Reihe niedermolekularer Inhibitoren beschrieben wurde, von
denen sich bereits einige in der klinischen Pr=fung befinden,[7]

sind f=r Histon-Acetyltransferasen kaum solche Verbindun-

gen bekannt. Erst k=rzlich konnte die Anacards"ure bei
einem breiten Screening von Pflanzenextrakten mit Anti-
tumoreigenschaften als niedermolekularer Inhibitor der HAT
p300 identifiziert werden.[8]

Viele der bekannten Transkriptionsfaktoren haben eine
intrinsische HAT-Aktivit"t gemeinsam.[9] Auf der Basis von
Sequenzhomologien, aber auch durch Ebereinstimmungen
hinsichtlich ihrer biologischen Funktion, k+nnen die HATs in
drei Familien eingegliedert werden: die GNAT-, CBP/p300-
und MYST-Familie.[9] In vivo sind die Histon-Acetyltrans-
ferasen immer mit großen Multiproteinkomplexen assoziiert.
So ist die in Hefe vorkommende HAT yGcn5 beispielsweise
Teil der Multiproteinkomplexe Ada und SAGA, die sich in
den Substratselektivit"ten vom freien Enzym unterschie-
den.[9]

Wir berichten hier =ber die gezielte Entwicklung und die
biologische Evaluierung des ersten niedermolekularen Inhi-
bitors der humanen Histon-Acetyltransferase Gcn5, eines
prominenten GNAT-Vertreters mit hoher Pr"ferenz f=r das
Histon H3 als Substrat. Ausgehend von einer Arbeitshypo-
these auf der Basis von bekannten kinetischen Studien und
Mechanismusvorschl"gen,[9, 10] wurden die a-Methylen-g-
butyrolactone als Inhibitoren etabliert.

Viele Verbindungen mit g-Butyrolacton-Grundger=st
sind biologisch aktiv,[11] und diese Substanzen decken ein
breites Wirkungsspektrum ab. Da das gemeinsame Struktur-
motiv von der Natur privilegiert zu sein scheint, fassten wir
die Entwicklung neuartiger HAT-Inhibitoren aus der Klasse
der g-Butyrolactone ins Auge (Abbildung 1b). Die Auswahl

geeigneter Substituenten an den Positionen 2 bis 4 orientiert
sich dabei an den Erfordernissen des postulierten Katalyse-
mechanismus.[10] Man geht davon aus, dass nach der Bindung
von Acetyl-CoA an Gcn5 entsprechend dem Induced-fit-
Modell die Bindungstasche f=r das Histon zug"nglich wird
und sich so ein tern"rer Komplex aus Enzym, Acetyl-CoA
und Histon bildet. Hierbei deprotoniert die stark konser-
vierte, generelle Base Glu173, die zur Erh+hung ihrer
Basizit"t von hydrophoben Aminos"uren umgeben ist, die
e-Aminofunktion der Lysinseitenkette des Histons und
erm+glicht dadurch einen nucleophilen Angriff auf die
Sulfanylcarbonylfunktion von benachbartem Acetyl-CoA
(Abbildung 1a). Das entstehende tetraedrische Intermediat

Abbildung 1. a) Tetraedrisches Intermediat im postulierten Katalyseme-
chanismus von Gcn5; b) allgemeine Struktur der Inhibitoren mit Buty-
rolactonger�st. (R=Alkylkette; siehe Text f�r Details)
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wird durch eine Wasserstoffbr=cke zur R=ckgrat-Amidbin-
dung von Cys177 stabilisiert, und zerf"llt abschließend zur
generellen Base Glu173, CoASH und acetyliertem Histon.

Die Ebersetzung dieser mechanistischen Vorgaben in
eine einfache Arbeitshypothese zur Entwicklung neuartiger
HAT-Inhibitoren f=hrt zu der grundlegenden Einsicht, dass
eine geeignete Struktur =ber einen Wasserstoffbr=cken-
Acceptor f=r die R=ckgrat-Amidbindung von Cys177 und
eine polare Gruppe zur Wechselwirkung mit Glu173 verf=gen
sollte. Dar=ber hinaus sollte das Molek=l eine "hnlich
aliphatische Seitenkette enthalten wie Lysin.

Die Synthese der g-Butyrolactone 1–5[12] beginnt mit der
regioselektiven Kffnung von Itacons"ureanhydrid 6 zum 4-
Methoxybenzylitaconat 7, das anschließend durch Lithium-
bis(trimethylsilyl)amid in das entsprechende Esterenolat
=berf=hrt und mit einem aliphatischen Aldehyd zur Hydroxy-
carbons"ure 8 umgesetzt wird. Der Ringschluss zum Lacton 9
erfolgt ohne vorherige Isolierung von 8 in einem Chloroform/
Ethanol-Gemisch, und Erhitzen in einer essigsauren Phenol-
schmelze ergibt die Endprodukte 1–5 durch Esterspaltung
und Freisetzung der Carboxygruppe unter milden Bedingun-
gen (Schema 1).

Die Butyrolactone 1–5 wurden in einem In-vitro-HAT-
Assay mit rekombinantem Gcn5[13] oder CBP[14] und kom-
merziellen Core-Histonen auf ihre inhibitorische Wirkung
untersucht. Wie aus Abbildung 2 hervorgeht, f=hren die
Verbindungen 3, 4 und 5 zur Inhibition von CBP, wohingegen
lediglich 3 gegen=ber Gcn5 wirksam ist. Zur Ermittlung der
IC50-Werte wurde die Menge an enzymatisch acetyliertem
Histon in Abh"ngigkeit von der Inhibitorkonzentration
bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass die Verbindungen 3–5
eine schwache Inhibition von CBP hervorrufen (IC50-Werte
f=r CBP: 3 : 0.5 mm, 4 und 5 : 1.7–2 mm); das Butyrolacton 3

inhibiert Gcn5 hingegen mit einem IC50-Wert von 100 mm

(Abbildung 3). In diesem Zusammenhang erscheint es uns
wichtig anzumerken, dass der Kd-Wert f=r die Bindung des
Histons H3 durch Gcn5 (oder auch PCAF) in Gegenwart von
Acetyl-CoA bei ca. 100 mm liegt.[9a,15,16] Unser Inhibitor zeigt
also eine vergleichbare Affinit"t zu Gcn5 wie das nat=rliche
Substrat H3 und ist somit ein guter Ausgangspunkt zur
Aufstellung von Struktur-Aktivit"ts-Beziehungen.

Die L"nge der aliphatischen Kette an Position 4 des
Butyrolactons scheint ausschlaggebend f=r die biologische
Wirksamkeit zu sein. In enzymatischen Untersuchungen
stellten wir zudem fest, dass die Inhibition nicht zeitabh"ngig
verl"uft. Diese Ergebnisse sprechen f=r eine nicht-irrever-
sible Hemmung des Enzyms. Durch die Variation des

Schema 1. Synthese der Butyrolactone 1–5 : a) 4-Methoxybenzylalkohol,
n-Hexan, Toluol, 60 8C, 36 h, 88%; b) LiHMDS, THF, �78 8C, 1 h;
c) RCHO, THF, �78 8C, 12 h; d) CHCl3, EtOH, RT, 72 h; e) Phenol,
HOAc, 60 8C, 3 h.

Abbildung 2. Inhibition der HATs CBP und Gcn5 durch die Verbindun-
gen 3, 4 und 5: W?hrend CBP durch 3, 4 und 5 inhibiert wird, zeigt
ausschließlich Verbindung 3 gegen�ber der Gcn5 eine entsprechende
Wirksamkeit. Die Kontrolle C enth?lt 10 mg Core-Histon, 0.05 mCi [3H]-
Acetyl-CoA sowie 10 ng CBP bzw. 100 ng GST-Gcn5. Die Inhibitoren
wurden jeweils in einer Konzentration von 5 mm eingesetzt. Die Auf-
trennung der Histone erfolgte durch SDS-Gelelektrophorese
(12% SDS) mit nachfolgender Quantifizierung im Phosphoimager. H3:
Histon 3; H4: Histon 4.

Abbildung 3. Zur Bestimmung des IC50-Werts wurde das Butyrolacton
3 in verschiedenen Konzentrationen c zusammen mit 100 ng Gcn5,
3 mg Core-Histon (Sigma) sowie 0.05 mCi [14C]-Acetyl-CoA (Amersham)
inkubiert. Die Menge des dabei acetylierten Histons wurde nach Auf-
trennung mittels SDS-Gelelektrophorese (12% SDS) quantifiziert.
Jeder Messpunkt repr?sentiert den Mittelwert aus zwei unabh?ngigen
Messungen. EA=Enzymaktivit?t.
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Substituenten an Position 2 steht dar=ber hinaus eine
M+glichkeit f=r die Optimierung des Inhibitors 3 offen.

Die Identifizierung niedermolekularer Inhibitoren f=r
Histon-Acetyltransferasen ist eine unabdingbare Vorausset-
zung f=r die Untersuchung von Prozessen, die mit dem
Modell des „Histon-Codes“ in Zusammenhang stehen. Auf-
bauend auf den bisher beschriebenen kinetischen Studien und
Enzymkatalysemechanismen konnten wir durch rationales
Design den Gcn5-Inhibitor 3 identifizieren. Weiterhin wurde
f=r 3 eine nicht-irreversible Inhibition der Gcn5 ermittelt,
sodass eine 1,4-Addition von nucleophilen Gruppen des
Enzyms an die Enon-Einheit wenig wahrscheinlich ist.
Infolgedessen er+ffnet die Derivatisierung des Butyrolactons
3[17] an Position 2 einen erfolgversprechenden Weg zum
Studium von Struktur-Aktivit"ts-Beziehungen.

Eingegangen am 29. Januar 2004,
ver"nderte Fassung am 28. April 2004 [Z53879]
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