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Genregulation

Die Bekimpfung von Tumorerkrankungen durch die Entwicklung
neuer Therapien ist eine der grofiten Herausforderungen unserer Zeit.
Die Entschliisselung des menschlichen Genoms hat zu Erkenntnissen
hinsichtlich der molekularen Grundlagen korperlicher Fehlfunktionen
gefiihrt, sodass in vielen Fillen ein Zusammenhang zwischen fehler-
haften Genen und den resultierenden Krankheitsbildern hergestellt
werden konnte. Die Modulation epigenetischer Mechanismen er-
moglicht es, den Phdnotyp einer Zelle zu beeinflussen, ohne ihren
Genotyp zu dndern. So wichtig oder schddlich der Informationsgehalt
eines einzelnen Genes auch ist — zur Entfaltung seiner Wirkung muss
es aktiv abgelesen werden. Hierbei sind epigenetische Mechanismen
mayfigeblich eingebunden, und die Transkriptionsrate eines Gens ist
direkt vom Modifikationsmuster der umgebenden Histonproteine so-
wie vom Methylierungsmuster der DNA abhdngig. Diese Vorginge
beruhen auf Enzymen und sollten daher durch spezifische Modula-
toren gezielt beeinflussbar sein. Sicherlich stehen alle Informationen
schon in Form eines Vier-Buchstaben-Codes auf der DNA geschrieben
— die Epigenetik beschreibt die Kunst, zwischen den Zeilen zu lesen.
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1. Einleitung

Die Gesamtheit der genetischen Information eines Orga-
nismus ist hinsichtlich der Expression einzelner Gene duflerst
heterogen. Bestimmte Genabschnitte werden sehr hiufig
transkribiert, andere eher selten. Die genetische Information
ist daher hoch organisiert, und es ist moglich, den Phénotyp
einer Zelle zu verdndern, ohne ihren Genotyp zu beeinflus-
sen. Dies geschieht durch epigenetische Mechanismen, die
der eigentlichen Gentranskription vorgelagert sind und durch
DNA-Methylierungs- und Histon-Modifikationsmuster co-
diert werden.

1.1. Hypothese des Histon-Codes

Das eukaryontische Genom ist im Zellkern in Form des
Chromatins zu Strukturen hoherer Ordnung gepackt. Die
grundlegende, sich wiederholende Einheit dieser Anordnung
ist das Nucleosom,""! bei dem 145-147 Basenpaare der DNA
linksgidngig um ein Core-Histon gewickelt sind, das aus
jeweils zwei Histonen H2A, H2B, H3 und H4 aufgebaut
ist.”) Das Linker-Histon H1 schlieft das Nucleosom ab und
vermittelt den Aufbau hoch geordneter Gebilde, die wahrend
der Metaphase des Zellzyklus als Chromosomen unter dem
Mikroskop erkennbar sind. Jedes Core-Histon besteht im
Wesentlichen aus einer globuliren Domine;P! einzig der
Aminoterminus wird als flexible, beziiglich der Priméarstruk-
tur hoch konservierte Kette an der Oberfliache des Nucleo-
soms prasentiert und ist dort Gegenstand zahlreicher post-
translationaler Modifikationen.** Zu diesen gehort neben
der Acetylierung spezifischer Lysinseitenketten durch
Histon-Acetyltransferasen (HATSs) auch die Methylierung
von Lysin- und Argininresten durch Histon-Methyltransfera-
sen (HMTs) sowie die Phosphorylierung von Serinresten
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durch Histon-Kinasen (HKs). Daneben wurden die Anhef-
tung von Ubiquitin- und SUMO-Einheiten (small ubiquitin-
related modifier) sowie von Poly(ADP-Ribose)-Einheiten
(PAR-Einheiten) als weitere Modifikationsmoglichkeit be-
schrieben (Abbildung 1).

Auch die funktionell zugehorigen und zur Einstellung
eines bestimmten Modifikationsgrades notwendigen Histon-
Deacetylasen (HDACs), Phosphatasen (PPs), Ubiquitin-Hy-
drolasen (Ubps) und Poly(ADP-Ribose)-Glycohydrolasen
(PARGS) wurden bereits identifiziert.*! Besonders im Fall
des Histons H3 konnte gezeigt werden, dass die beschriebe-
nen posttranslationalen Modifikationen in einem engen Zu-
sammenhang mit fundamentalen zelluldren Prozessen wie der
Aktivierung und der Repression von Transkriptionsvorgin-
gen stehen.”) So fiihrt die Acetylierung des Histons H3 an
Lysin 14 (H3-K14) ebenso wie die Phosphorylierung von H3-
S10 und die Methylierung von H3-K4 im Allgemeinen zur
Aktivierung von Transkriptionsvorgidngen. Dagegen stehen
die Deacetylierung von H3-K14 und die Methylierung von
H3-K9 im Zusammenhang mit der Repression bestimmter
Genabschnitte. [ !!

Die Histonmodifikationen beeinflussen sich in vielen
Fillen gegenseitig, sodass spezifische Muster auftreten (Ab-
bildung 2). So unterstiitzt in Hefe die Phosphorylierung von
H3-S10, ausgefiihrt durch die Histon-Kinase Snfl, die yGenS-
vermittelte Acetylierung von H3-K14."! Andererseits ist die
Methylierung von H3-K9 direkt von einer zweiten Modifika-
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Abbildung 1. Spezifische Modifikationsmuster auf den Histon-Termini
fiihren zur Rekrutierung von regulatorischen Einheiten, die den Histon-
Code in spezifische ,Downstream*“-Ereignisse iibersetzen.
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Abbildung 2. Posttranslationale Modifikationen an den Histonproteinen H3, H4, H2A und H2B.
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tion abhéngig: Ist H3-S10 phosphoryliert, so kann H3-K9
durch die Histon-Methyltransferase SUV39 nicht methyliert
werden und umgekehrt.” Aus diesen Beobachtungen ergibt
sich die Hypothese vom Histon-Code: Die verschiedenen
Histonmodifikationen auf einem oder mehreren Histon-Ter-
mini fithren in einer kombinatorischen, sequenzabhéngigen
Weise zu sperzifischen ,Downstream“-Ereignissen; sie
konnen daher als ein Vokabular der Zelle zur Steuerung
transkriptionsabhingiger Vorginge verstanden werden.!'
Eine Lesart dieses Vokabulars ist in der Bindung von
regulatorischen Proteinen zu sehen, die mithilfe bestimmter
Proteinmodule eine oder mehrere Histonmodifikationen in
einer spezifischen Umgebung erkennen konnen. So fiihrt die
Acetylierung von H3-K14 zur Rekrutierung von Proteinen
mit einer Bromodomaéne, die zur spezifischen Erkennung von
acetyliertem Lysin notwendig ist und z.B. in den Proteinen
Swi2/Snf, TAF;;250 oder Gen5 vorkommt.™ Swi2/Snf lockert
die Chromatinstruktur unter ATP-Hydrolyse partiell und
macht sie so fiir die Transkriptionsmaschinerie zugénglich.
Methylierte Lysinreste werden hingegen von Proteinen ge-
bunden, die tiber eine Chromodomine verfiigen. Zu diesen
gehort das Heterochromatin-assoziierte Protein 1 (HP1), das
spezifisch mit methyliertem H3-K9 wechselwirkt und mit der
Inaktivierung von Genen (,Silencing“) in Verbindung
steht."]

Histonproteine geben der DNA also nicht nur eine
Struktur, sondern sie dienen auch als Matrix fiir die Erstel-
lung eines Zugangscodes. Diese Beobachtung riickt die

Vorginge im Zusammenhang mit dem pos-
tulierten Histon-Code in den Mittelpunkt

& des Interesses. Auf dieser Grundlage konn-
: ten neue Therapieformen fiir Erkrankungen
entwickelt werden, deren Ursache in der
= Storung des komplexen epigenetischen
Netzwerks begriindet liegt."!

Die Anderung epigenetischer Codes
durch kleine Molekiile, die gegen histonmo-
difizierende Enzyme wirken, konnte bei
Tumorerkrankungen die Transkription von
Onkogenen unterbinden, Tumorrepressoren
aktivieren, die Apoptose von Tumorzellen
einleiten, ihnen einen Zellzyklusstopp oder
den Ubergang in die Differenzierung gewis-
sermaf3en aufzwingen.
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Dieser Aufsatz beschreibt die bekannten Histonmodifi-
kationen und diskutiert die Einsatzmoglichkeiten von Modu-
latoren der histonmodifizierenden Enzyme in Biologie und
Medizin.

2. Die Acetylierung von Histonen

Die Histon-Acetylierung zihlt zu den am besten verstan-
denen Histonmodifikationen. Dabei werden die &-Amino-
Funktionen konservierter Lysinreste acetyliert."”? Durch die
aufeinander abgestimmte Aktivitdt der Histon-Acetyltrans-
ferasen (HATSs) und Histon-Deacetylasen (HDACs) stellt
sich ein spezifischer Acetylierungsgrad ein.'® Zu den ersten
Entdeckungen im Zusammenhang mit dem Histon-Code
gehort, dass dekondensierte Bereiche des Chromatins (Eu-
chromatin) stiarker an den Histonen acetyliert sind und in
weitaus hoherem MaBe transkribiert werden als die stark
kondensierten Chromatinregionen (Heterochromatin), die
fiir die Transkriptionsmaschinerie nicht zuginglich sind.!'**!
Das Ausmaf der temporéren Transkription eines Gens hédngt
davon ab, ob es sich in einer zugénglichen oder nicht
zugidnglichen Chromatinumgebung befindet; dieser Effekt
wird als ,position effect variegation® (PEV) bezeich-
net.'%2-31 Splche Gene, deren Produkte die PEV und damit
die Transkription unterdriicken, werden zur Su(var)-Gruppe
(suppressors of variegation) gerechnet, zu der neben den
HDAGC:s auch das Heterochromatin-assoziierte Protein HP1
gehort.?*?! Dagegen zihlen PEV-verstirkende Modulatoren
zur E(var)-Gruppe (enhancers of variegation), z.B. die
HATs.627]

2.1. Histon-Acetyltransferasen (HATs)

Viele der bekannten Transkriptionsfaktoren zeigen eine
intrinsische HAT-Aktivitit.”® Aufgrund eingehender Analy-
sen wurden diese Proteine in Enzymfamilien eingeteilt, die
sich sowohl durch Ubereinstimmungen in der biologischen
Funktion als auch durch Sequenzhomologien auszeichnen
(Tabelle 1).”)

Die GNAT-Familie umfasst HAT: fiir eine iiberschaubare
Reihe von Transkriptionsaktivatoren. Sie tragen am C-Ter-
minus einer aus etwa 160 Aminosiduren aufgebauten HAT-
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Tabelle 1: HAT-Familien und die Funktionen einzelner Mitglieder.

HAT Organismus Funktion
GNAT-Familie
Gen5 Hefe, Mensch Coaktivator

PCAF Mensch Coaktivator

Elp3 Hefe Elongation

ATF-2 Hefe, Mensch Aktivator

MYST-Familie

MOZ Mensch Coaktivator

Ybf2/Sas3 Hefe Elongation

Sas2 Hefe Inaktivierung

'FipGO Mensch DNA-Reparatur, Apoptose
Esal Hefe Zellzyklusprogression
MOF Fruchtfliege ,dosage compensation“?!

CBP/p300-Familie Wurm, Mensch globaler Coaktivator

[a] ,dosage compensation“: ein regulatorischer Prozess, der sicherstellt,
dass weibliche und mannliche Organismen die gleiche Menge an X-
Chromosom-Genprodukten aufweisen.

Doméne noch eine Bromodoméne fiir die spezifische Erken-
nung von acetylierten Lysinresten.’**? Die Mitglieder der
CBP/p300-Familie sind weitaus weniger substratspezifisch
und daher globale Regulatoren der Transkription.® Sie
enthalten eine aus etwa 500 Aminosduren aufgebaute HAT-
Domane, eine Bromodoméne und ein cysteinreiches Motiv,
das wahrscheinlich Protein-Protein-Wechselwirkungen ver-
mittelt.? Die Mitglieder der MYST-Familie nehmen an
einem breiteren Spektrum von biologischen Prozessen
teil® ¥ und verfiigen auBer einer aus 250 Aminosiuren
bestehenden katalytischen Domine, in die eine zinkbindende
Domine integriert ist, zusdtzlich iiber eine cysteinreiche
Region, die durch eine N-terminale Chromodomine zur
spezifischen Erkennung von methylierten Lysinresten ergénzt
wird.P*#! Uber diese drei HAT-Hauptgruppen hinaus sind
noch mehr als ein Dutzend weiterer Proteine mit Acetyl-
transferase-Aktivitit bekannt.™!

In vivo liegen HATs immer in Form von Multiprotein-
komplexen vor, die im Allgemeinen ihre Substratselektivitit
bestimmen.*?! So ist die in Hefe vorkommende HAT yGcen5
ein Teil der Multiproteinkomplexe Ada und SAGA,*! in
denen sie zusammen mit den Proteinen Ada2 und Ada3 die
katalytische Untereinheit bildet.*! Rekombinante Gen5 ace-
tyliert zwar freie Histone, die Modifikation der nativen,
nucleosomalen Histone gelingt in der Regel jedoch nur
mithilfe der groBen Proteinkomplexe. Diese bestimmen
neben der Substratselektivitidt auch die Substratspezifitét:
Wihrend freies GenS bei Histonproteinen hauptséchlich H3-
K14 acetyliert, wird das Spektrum durch Einbindung in den
Ada-Komplex auf die Lysinreste 9, 14 und 18 erweitert.[*”
Dariiber hinaus steuert die Komplexierung der HATs auch
ihre Funktion bei der Transkription: In Abhéngigkeit des
jeweils gebildeten Komplexes werden die HATs iiber die
Wechselwirkung mit verschiedenen Aktivatoren an spezifi-
sche Promotorregionen transportiert, um dort durch die
Acetylierung der umliegenden Histone die Transkription
einzuleiten. Zur Herstellung von solchen Kontakten mit
Aktivatoren dient in Hefe das Protein Tral, das ein Teil der
Komplexe SAGA und NuA4 ist.***”! Das menschliche Ho-
mologe TRAP findet sich unter anderem in den Komplexen
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STAGAM! und Tip60,*! wo es den Kontakt zum Zellzyklus-
regulierenden c-Myc-Protein sowie zu Aktivatoren der E2F-
Familie herstellt.>*>!

Letztlich miindet eine solche Zusammenlagerung funk-
tioneller Einheiten in die Transkription des betreffenden
Gens. Dies wird anhand der Regulation der menschlichen
Interferon(IFN)-B-Gene deutlich (Abbildung 3). Nach einer
viralen Infektion zeigt sich die fortschreitende Acetylierung
der Histone im Bereich des IFN-B-Genpromotors."? Eine
Enhancer-Region, ,,upstream* von der betreffenden Genre-
gion, bindet einen Multiproteinkomplex aus drei Transkrip-
tionsfaktoren (NF-«B, IRFs, ATF-2/c-Jun) und einem Ge-
riistprotein HMG I(Y)."! Dieses ,,Enhanceosom* rekrutiert
die HAT Gecn5, die zur Acetylierung von H4-K8 sowie H3-K9
fithrt. Weiterhin wird davon ausgegangen, dass eine Kinase
H3-S10 phosphoryliert und damit die Voraussetzung zur
Acetylierung von H3-K14 schafft. AnschlieBend wird der
entstandene Histon-Code durch eine, iiber Bromodominen
vermittelte, Bindung der Transkriptionskomplexe SWI/SNF
und TFIID abgelesen, und die Transkription wird eingelei-
tet.’* Die Acetylierung von H4-KS8 ist dabei notwendig, um
SWI/SNF zu rekrutieren, wihrend die Acetylierung von H3-
K9 und H3-K14 fiir die Bindung des Transkriptionsfaktors
TFIID unerlédsslich ist. Diese beiden Ergebnisse stiitzen die
Existenz des Histon-Codes.[

s‘*‘“"“‘ *, )
N H-a e
Enhanceosom
"ﬁk -\__f S
/‘\U

el ¢ Smj )
B | r‘ y S s
'\_.__ . Z\@-’l \.@, _/-'

Abbildung 3. Steuerung der Transkription durch die spezifische Acetylierung
von Histonen am Beispiel der menschlichen Interferon-3-Gene: Nach einer
Virusinfektion bildet sich am Enhancer ein Multiproteinkomplex (Enhanceo-
som), der die HAT Gcn5 rekrutiert, die anschliefend H4-K8 und H3-K9
sowie — nach Phosphorylierung von H3-S10 durch eine noch zu identifizie-
rende Kinase — H3-K14 acetyliert. Der dadurch gebildete Histon-Code fiihrt
zur Anlagerung der Transkriptionskomplexe SWI/SNF und TFIID. Beide Pro-
teine verfiigen iiber die dafiir notwendigen Bromodomainen. TFIID geht zu-
sitzlich Wechselwirkungen mit dem TATA-Box-Element der DNA und dem
Enhanceosom ein.
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Der Einfluss von HATs auf chromatinabhingige Vorgén-
ge wie die Transkription deutet an, dass auch andere, die
DNA betreffende Mechanismen durch HATSs gesteuert
werden konnen.® Hierzu zihlen Zellzyklusprogression,* !
DNA-Rekombination!® %! sowie DNA-Reparatur und Apop-
tose.”! Daneben werden HATs mit der DNA-Replikation®®”
und der Elongation,® ! aber auch mit der Inaktivierung von
Genenl®®" in Verbindung gebracht. Weiterhin akzeptieren
einige HATs auBler den Histonen auch andere Proteine als
Substrate. So acetyliert p300 das Tumorsuppressorprotein
p53%1 und beeinflusst dadurch dessen Wechselwirkung mit
DNA. Aber auch die Transkriptionsfaktoren TFII und
TFIIE die DNA bindenden Transkriptionsfaktoren
GATA-1,@ GATA-3,/*! ELKF," MyoD,™ E2F,"% cMybl""!
und dTCF™ sowie die Chromatin-assoziierten Proteine
HMG(Y),” HMG-14,51 HMG-17,% CDP/cut®™ und HIV-
Tat®® werden durch die Acetylierung in ihrer Aktivitit
moduliert, sodass Parallelen zur Phosphorylierung gezogen
werden konnen, die in Kinasekaskaden ebenfalls die Aktivi-
tét einzelner Proteine moduliert.

Dieses Bild einer breiten Prisenz von HATs in unter-
schiedlichen biologischen Prozessen bestétigten einige
Krankheiten, bei denen es aufgrund von Mutationen zur
Fehlfunktion einzelner HATs kommt. Das Rubinstein-Taybi-
Syndrom (RTS) wurde im Jahre 1957 erstmals erwihnt, aber
erst 1963 haben Rubinstein und Taybi eine Studie an sieben
Kindern beschrieben, denen breite Daumen und breite grof3e
Zehen, typische Gesichtsziige und eine verzogerte geistige
Entwicklung gemeinsam waren. Diese Erkrankung ist auf
eine Mutation in den crebbp-Genen zuriickzufiihren,®®! die
fiir die Histon-Acetyltransferase CBP codieren.

Ein Charakteristikum menschlicher Leukédmien ist die
durch chromosomale Translokationen verursachte Expressi-
on von Fusionsproteinen. Diese haben gegeniiber dem Wild-
typ-Enzym verdnderte Eigenschaften, und die Gentranskrip-
tion, die durch diese HATs im gesunden Organismus kon-
trolliert wird, verlduft fehlerhaft. Bei der akuten myelogenen
Leukimie (AML)P*%! wird beispielsweise das MOZ-Protein
—eine HAT aus der MYST-Familie — mit dem Aminoterminus
von CBP verkniipft und es entsteht ein fiir die urspriingliche
Aufgabe unbrauchbares Konstrukt.

2.1.1. Struktur und Katalysemechanismus von Gecn5

Die Ergebnisse von Kinetikstudien zeigen,® " dass die
Acetylierung von Histonen im Fall der Gen5 iiber einen
terndren Komplex aus Enzym, Histon H3 und Acetyl-CoA
verlauft.”" Infolgedessen wird die Acetylgruppe direkt auf
die Aminofunktion des Lysinrests iibertragen, ohne dass sich
intermediér eine acetylierte Enzymspezies bilden kann. Die
Core-Domiéne des Enzyms bestimmt dabei den Katalysevor-
gang und die Acetyl-CoA-Bindung, wéhrend die N- und C-
terminalen Segmente fiir die Wechselwirkung mit dem His-
tonsubstrat notwendig zu sein scheinen.

Rontgenstrukturanalysen®>*®! zufolge sind die Pantothen-
kette und die Pyrophosphatgruppen fiir die Bindung von
Acetyl-CoA zustidndig, wohingegen die Adeninbase keinen
nennenswerten Beitrag leistet. Das H3-Substrat der Gen5 aus
Tetrahymena (tGen5) bindet in eine Furche oberhalb der
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Core-Doméne und wird an den Seiten durch die C- und N-
terminalen Proteinketten flankiert. Dabei treten hauptséch-
lich Kontakte mit dem H3-Riickgrat auf, von denen Drei-
viertel] wiederum auf K14 und die fiinf C-terminal dazu
stehenden Reste zuriickgehen, sodass sich die H3-Erken-
nungssequenz auf das Motiv GKXP reduzieren ldsst. Weiter-
hin wurde in tGenS mit Glul22 eine hoch konservierte Base
identifiziert, die in einer hydrophoben Umgebung und nahe
einem Bereich mit negativem elektrostatischem Potential
liegt. Dies erhoht einerseits den pK,-Wert von Glul22,
andererseits erleichtert es die Bindung der positiv geladenen
Lysinseitenkette. Zwischen der generellen Base Glul122 und
der protonierten Aminofunktion von K14 befindet sich ein
Wassermolekiil, das durch Wasserstoffbriicken zu Tyr160 und
zum Riickgrat von Vall23 fixiert wird. Im Verlauf der
Katalyse wird die Ammoniofunktion von H3-K14 durch
Glul22 deprotoniert, und ein direkter Angriff auf das ideal
positionierte Acetyl-CoA folgt (Abbildung 4). Die entste-
hende tetraedrische Zwischenstufe stabilisiert sich zusétzlich
durch eine Wasserstoffbriicke zur Riickgrat-Amidbindung
von Leul26 und zerfillt unter Freisetzung der gewiinschten
Produkte.

2.1.2. Modulatoren der HAT-Aktivitdt
Im Jahr 2000 wurden erstmals selektive peptidische

Inhibitoren der HATs p300 und PCAF beschrieben.”’
Strukturell gesehen sind dies Disubstratanaloga aus H3-

H (e}
%(N\:)J\N/g Histon H3

o H H
Tyr1 GO\H
h 3 + /\

Angewandte

Anteilen und Acetyl-CoA. Das Inhibitionsmuster orientiert
sich an den Substratspezifitidten der getesteten HATs: Wih-
rend p300 bereits durch Lys-CoA (1) inhibiert wird, gelingt
dies bei PCAF erst durch das aus 20 Aminosduren aufgebaute
H3-CoA-20 (2; Abbildung 5). Der entscheidende Nachteil
dieser Inhibitoren liegt in ihrer schlechten Zellgangigkeit und
der geringen metabolischen Stabilitit, weshalb sie sich nur
eingeschrinkt fiir In-vivo-Untersuchungen eignen.'® Im Jahr
2003 wurde bei einem Screening von Pflanzenextrakten mit
Antitumoreigenschaften der Naturstoff Anacardinsdure (3)
als HAT-Inhibitor identifiziert."""! Damit wurde erstmals ein
kleines Molekiil als Leitstruktur fiir Inhibitoren von p300 und
PCAF beschrieben. Die Amidierung der Séurefunktion
fithrte zu 4, einem Aktivator von p300. Allerdings wurde
Anacardinsiure bereits zuvor als DNA-Polymerase-f3-Inhibi-
tor erkannt,'’”” sodass ihre biologische Selektivitit einge-
schrénkt ist.

Inzwischen hat unsere Gruppe fiir die humane HAT Gen5
den kleinen, zellgingigen Inhibitor MB-3 (5) entwickelt,!%]
dessen Grundgeriist auf das in zahlreichen Naturstoffen
vorkommende o-Methylen-y-butyrolacton-Motiv ~ zuriick-
geht.'! Diese privilegierte Struktur bewihrte sich bereits
beim Design eines Inhibitors fiir die ebenfalls Acetyl-CoA
iibertragende Fettsiure-Synthase.'"™ Durch Derivatisierung
wurde ein GenS-Inhibitor identifiziert, ohne dass ein willkiir-
liches Screening grofler Bibliotheken erforderlich war. Dabei
ist die Lange der aliphatischen Seitenkette entscheidend fiir
die biologische Aktivitt.
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Abbildung 4. Katalysemechanismus der HATs am Beispiel von tGcn5. Glu122 wirkt als Base und unterstiitzt den nucleophilen Angriff der e-Amino-

funktion eines Lysinrests auf das vorkoordinierte Acetyl-CoA. Der Ubergang

szustand wird durch die Amidfunktion von Leu126 stabilisiert und zer-

fallt unter Bildung von CoASH und dem acetylierten Lysinrest (nach Lit. [94]).
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Abbildung 5. Modulatoren der HATs: Das Disubstratanalogon Lys-CoA
(1) inhibiert die HAT p300, wihrend H3-CoA-20 (2) als Inhibitor der
PCAF beschrieben wird. Anacardinsiure (3) inhibiert sowohl p300 als
auch PCAF, das amidierte Derivat CTPB (4) ist hingegen ein Aktivator
dieses Enzyms. MB-3 (5) ist ein kleiner, zellgingiger Inhibitor der
menschlichen GenS.

Daneben hat die Natur selbst Moglichkeiten zur Modu-
lation der HAT-Aktivitdt vorgesehen, die im Fall von CBP/
p300 iiber verschiedene posttranslationale Modifikationen
gesteuert werden kann.'"! So wird CBP nach Phosphorylie-
rung durch Cyclin E/CDK?2 stimuliert und die Progression der
Zelle durch die S-Phase ermdglicht."”! Eine weitere Phos-
phorylierung in einem anderen Bereich des Enzyms (der
,»GF-Box“) ermoglicht die Bindung an den Transkriptions-
faktor AP1,1% wihrend eine Methylierung innerhalb der
CREB-Bindungsdoméne die Affinitdt zu phosphoryliertem
CREB verringert.'"”! Dariiber hinaus wird p300 nach einer
Sumoylierung zur Wechselwirkung mit HDAC6 befihigt.!""”!

2.2, Histon-Deacetylasen (HDACs)

Histon-Deacetylasen katalysieren als Teil von Multipro-
teinkomplexen die Abspaltung der Acetylfunktionen von
Proteinen, insbesondere von Histonen.""!! Die Bedeutung
dieser Enzyme wird dadurch unterstrichen, das sie von den
Insekten bis hin zum Menschen evolutiondr konserviert
sind.'" Es wurden bereits 18 humane HDACs identifiziert,
die aufgrund von Sequenzhomologien in drei Klassen einge-
teilt wurden.""® Enzyme der Klasse I leiten sich von der aus
Hefe stammenden HDAC yRPD3 ab und umfassen beim
Menschen die HDACs 1, 2, 3, 8 und 11.1"¥ Thnen ist eine
kompakte Struktur gemeinsam, und sie sind vorwiegend im
Zellkern der meisten Gewebe und Zelllinien lokalisiert.""
Zu den Enzymen der Klasse II werden die Homologen von
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yHDAL1 gerechnet, die nur in einer begrenzten Anzahl von
Zelltypen exprimiert werden und nicht ausschlieBlich im
Zellkern, sondern auch im Zellplasma nachgewiesen
wurden.["">!1% Beide Klassen verfiigen iiber eine hoch kon-
servierte katalytische Doméne aus etwa 390 Aminosduren,
unterscheiden sich jedoch in Zusammensetzung und GroBe.
Die hydrolytische Spaltung der Acetylfunktion erfolgt tiber
die Aktivierung eines Wassermolekiils durch ein Zinkion des
aktiven Zentrums.''”) Die Enzyme der Klasse III (Sirtuine)
gehen auf den Transkriptionsrepressor Sir2 (silent informa-
tion regulator 2) der Hefe zuriick; aufgrund von Sequenzho-
mologien werden sie in fiinf Unterklassen gegliedert."" Das
aktive Zentrum besteht aus 275 Aminosduren und benétigt
zur Katalyse NAD* als Cofaktor.'') Weiterhin verfiigt das
Enzym zur Vermittlung von Protein-Protein- oder Protein-
DNA-Kontakten iiber zwei CXXC-Motive (Zinkfingerdo-
minen) sowie mindestens eine hydrophobe Region (Leucin-
Zipper)'[ll&lzo]

2.2.1. HDACs der Klassen | und 11

Die Deacetylierung von Histonen fiihrt zu geschlossenen
Chromatinstrukturen, die nicht mehr fiir die Transkriptions-
maschinerie zugénglich sind. Damit HDACs diese Inaktivie-
rung vermitteln, miissen sie aktiv an die entsprechenden
Promotorregionen rekrutiert werden, da die Enzyme selbst
nicht direkt mit der DNA oder den zugehorigen Histonpro-
teinen wechselwirken.''?) HDACs sind daher immer Teil
von Proteinkomplexen, die spezifisch an bestimmte DNA-
Regionen binden (Abbildung 6).

So sind Beispiele bekannt, in denen die HDACsS direkt mit
verschiedenen Transkriptionsfaktoren Komplexe bilden und
an die DNA rekrutiert werden. HDACI assoziiert beispiels-
weise mit YY1,/ wihrend die HDACs 4, 5, 7 und 9 an
Transkriptionsfaktoren der MEF-Familie binden, die mit
spezifischen Promotorregionen wechselwirken und die
Enzyme so zu ihrem Einsatzbereich fiihren.'? Im Fall von
MEF2 konkurrieren HDAC4 und die HAT p300 um dieselbe
Bindungsstelle, und der Transkriptionsfaktor kann je nach
Bindungspartner als Repressor oder Aktivator der Genex-
pression fungieren. Ein solches Umschalten der Aktivitét
geschieht calciumabhéngig: Bei HDAC4 tiberlappt die Bin-
dungsstelle fiir MEF2 mit einer weiteren fiir Calmodulin,
sodass die Deacetylase in Abhéngigkeit von der Calcium-
konzentration an Calmodulin bindet und nicht mehr mit
MEF2 wechselwirken kann. Der Transkriptionsfaktor rekru-
tiert dann p300 und aktiviert die Genexpression durch
Acetylierung des Chromatins.'*! Daneben weist HDAC4
genauso wie HDACS und HDAC7 insgesamt drei 14-3-3-
Bindungsstellen auf, in denen bestimmte Serinreste phos-
phoryliert werden kénnen. Dies fithrt zur Unterbrechung des
HDAC-MEF-Kontakts und ermoglicht die Bindung von 14-3-
3-Proteinen, sodass die HDAC aus dem Kern in das Zell-
plasma transportiert und dort in einem inaktiven Zustand
gehalten wird. Auch in diesem Fall bindet anschlieend p300
an den Transkriptionsfaktor und aktiviert die Genexpressi-
on.! Weiterhin deuten die Assoziation von HDAC4 mit
Erkl oder Erk2 und die Beobachtung, dass die Aktivierung
des Ras-MAPK-Pfades eine verstirkte Lokalisation der
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formige Tasche weitet sich
im Inneren des Enzyms zu
einem Hohlraum, der das
aktive Zentrum beherbergt.

Bildung von HDAC-Komplexen:

Sin3:
HDAC 1/2, mSin3A, RbAp46/48, SAP18/30

NuRD:
HDAC 1/2, CHD3/4, RbAp46/48, MTAZ

CoREST:
HDAC 1/2, p110, CoREST

HDAC 1/2 durch:
YY1, Rb

HDAC 3 durch:
NCoR/SMRT, HDAC 4/5

Rekrutierung der Komplexe:

Sin3 durch:
MeCP2, lkaros, REST, NCoR/SMRT, MAD

NuRD durch:
MBD2/3, Ikaros, Hunchback, PcG

CoREST durch:
REST, ZNF217

HDAC 4/5/7 durch:
MEF2, HDAC3, NCoR/SMRT

Wihrend die kanalartige
Struktur mit zahlreichen
hydrophoben Aminosédure-
resten ausgekleidet ist, ver-
fligt das aktive Zentrum zur
Koordination des Zinkions
iiber polare Histidin- und
Aspartatreste. Der Kataly-
semechanismus''?  ghnelt
dem anderer Metallo- oder
Serin-Proteasen: Das Car-
bonyl-Sauerstoffatom der
Acetylfunktion koordiniert
an das Zinkion und wird in
der Nidhe eines Wassermo-
lekiils positioniert, das sei-
nerseits fiir einen nucleo-
philen Angriff an der Car-
bonylgruppe aktiviert ist
(Abbildung 7). Intermediér
bildet sich ein Oxyanion,
das wabhrscheinlich durch
die Wechselwirkung mit
dem Zinkion und eine Was-
serstoffbriicke zu einem be-
nachbarten Tyrosinrest sta-

Rekrutierung durch Transkriptionsfaktoren:

l

Modulation der Genexpression

Abbildung 6. HDACs lagern sich mit anderen Proteinen zu Komplexen zusammen, die biologische Funktionen
erfiillen. So bilden HDACT oder 2 zusammen mit mSin3A, RpAp46/48 und SAP18/30 den Sin3-Komplex, der
beispielsweise von MeCP2 an die DNA rekrutiert wird und dort zur Inaktivierung des betreffenden Genab-
schnitts fuhrt. Ahnliches gilt fir NuRD und CoREST. AuRRerdem kénnen HDACs mit anderen HDACs direkt mit
Transkriptionsfaktoren wie YY1, MEF2 oder mit nuclearen Corepressoren wie NCoR wechselwirken.

Deacetylase im Zellkern zur Folge hat, darauf hin, dass
zwischen beiden Wegen ein Zusammenhang bestehen
konnte 1)

In anderen Beispielen binden HDACs nicht direkt, son-
dern erst in Form von Proteinkomplexen an bestimmte
Transkriptionsfaktoren. Fiir HDAC1 und HDAC2 sind die
Komplexe Sin3,2*? NuRD!"*! und CoREST!'*"*!l charak-
terisiert worden. Sin3 besteht aus HDAC1/2 und den Histon-
Bindungsproteinen RpAp46/48, die zusammen den Core-
Komplex bilden, der auch im NuRD-Komplex zu finden ist.
Hinzu kommen die Stabilisatoren SAP18 und SAP30 sowie
mSin3A, welche die Wechselwirkung mit zahlreichen DNA-
bindenden Proteinen vermitteln und den Komplex so an
bestimmte DNA-Regionen dirigieren.

Die Strukturen” von Enzymen der HDAC-Klassen I
und II bestehen aus einer einzigen Doméne, die strukturell
den offenen a/f-Hydrolasen verwandt ist. Eine tiefe, rohren-
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bilisiert wird. Beim Zerfall
dieser Zwischenstufe
werden die gewiinschten
Produkte freigesetzt, und
ein neuer Katalysezyklus
kann beginnen.

Bereits 1976 wurde der
Naturstoff — Trichostatin A
(TSA, 6) (Abbildung38)
aus Streptomyces hygrosco-
picus isoliert und als fungi-
statisches Antibiotikum be-
schrieben.'*? Erst knapp 20 Jahre spiter konnte 6 als poten-
ter Inhibitor der HDAC-Klassen I und II identifiziert werden
(K, =3.4 nm)."*3 Davor waren kurzkettige Fettsduren wie der
Antiepilepsie-Wirkstoff Valproinsdure (14) oder Phenylbuty-
rat (15) mit IC5;-Werten im millimolaren Bereich die einzigen
bekannten HDAC-Inhibitoren.'**'*! Hydroxamsiurederiva-
te wie TSA (6), SAHA (7) und CBHA (8) inhibieren das
Enzym hingegen in nanomolaren Konzentrationen bei lidn-
geren Halbwertszeiten und besserer Bioverfiigbarkeit.

Die Potenz der Inhibitoren zeigt sich auch in der Ront-
genstrukturanalyse eines Cokristallisats aus HDAC und
TSAM durch eine nahezu perfekte Einpassung: Die termi-
nale Hydroxamsiure-Funktion koordiniert optimal an das fiir
die Katalyse essenzielle Zinkion des aktiven Zentrums (Ab-
bildung 9). Die zu TSA analoge Trichostatinsdure erwies sich
in biologischen Untersuchungen erwartungsgemal als weit-
gehend inaktiv.['*
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Abbildung 7. Katalysemechanismus von HDACs der Klassen | und II: Das acetylierte Substrat wird durch die Wechselwirkung mit Y297 aktiviert,
wihrend die Nucleophilie des zur Hydrolyse notwendigen Wassermolekiils durch ein Zinkion und das Basensystem H131-D166 erhsht wird. Zur
Stabilisierung der tetraedrischen Zwischenstufe bildet das Oxyanion eine Wasserstoffbriicke zu Y297 und koordiniert zusitzlich an das Zinkion.
Das fiir den Zerfall notwendige Proton wird durch das System H132-D173 bereitgestellt.

Die aliphatische Kette von TSA ermoglicht zahlreiche
Van-der-Waals-Kontakte mit den Aminosdureresten inner-
halb des rohrenformigen Kanals der HDACs, wihrend die
aromatische Funktion als Mimetikum fiir die im natiirlichen
Substrat an den Lysinrest angrenzenden Aminosduren dient
und als Oberflichenelement wie eine ,,Kappe“ den Kanal
zum aktiven Zentrum abschlie3t. Dieses Aufbauprinzip von
TSA (Oberflichenelement-aliphatische Kette-chelatisieren-
de Gruppe) bildete die Grundlage fiir neue Inhibitoren.!*:138

Neben den Hydroxamsduren sind auch Inhibitoren mit
Phenylendiamin- (MS-275 16) oder Epoxid-Einheiten (Trap-
oxin A 23) als funktionellen Gruppen beschrieben worden.
Wihrend die Lange der aliphatischen Kette auf fiinf bis sechs
Kohlenstoffatome begrenzt bleiben muss (in 6, 7), kann sie
isoster durch einen Arenring (in 8) ersetzt werden.*'%] Die
,Kappe* sollte eine kleine planare Gruppe (in 6) oder eine
Tetrapeptid-Struktur wie in Apicidin (22) sein; dabei beein-
flusst der Strukturtyp die Aktivitét des Inhibitors: Eine kleine
planare Gruppe als ,,Kappe® fiihrt in Kombination mit einer
Carboxygruppe als funktioneller Einheit zu einem unwirksa-
men Inhibitor, wéhrend die gleiche Verbindung mit einem
Tetrapeptid-Oberflichenelement ein potenter Wirkstoff
ist.3140) Kehrt man die Konfiguration von TSA (6) um, so
erhilt man einen inaktiven Inhibitor.**!*! Das synthetische
Hybrid CHAP (21) mit einer Hydroxamséiure-Funktion und
einer Tetrapeptid-,,Kappe“ ist in nanomolaren Konzentratio-
nen ein potenter Inhibitor.'*1* Andere Naturstoffe wie das
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miBig aktive Depudecin (24) leiten sich nicht von der TSA-
Struktur ab.[146-14]

Um die biologische Funktion der einzelnen HDACs zu
evaluieren, miissen selektive Inhibitoren bereitgestellt
werden. Die strukturelle Grundlage hierfiir liegt in der
Variation derjenigen Aminosduren, die nicht direkt mit
TSA wechselwirken: Durch eine gezielte Anderung der
Struktur der ,Kappe“ konnte ein Zugang zu selektiven
Inhibitoren geschaffen werden."” In diesem Sinne wird
HDACS6 von keinem der Inhibitoren mit cyclischen Peptiden
als Oberflachenelement erkannt, denn HDACG6 unterscheidet
sich deutlich von allen anderen HDACs im Bereich von
Tyr91, einer Aminosdure am Kanaleingang, die direkt mit der
,Kappe* von TSA wechselwirkt.

Der Grund fiir die Suche nach besseren HDAC-Inhibito-
ren ist in ihrer Verwendung als Tumortherapeutika zu sehen.
Wihrend die Histon-Acetylierung die Regulation der gesam-
ten Genexpression betrifft, wird durch HDAC-Inhibitoren
immer nur die Transkription einer kleinen Gruppe von
Genen beeinflusst, die an der Kontrolle des Zellwachstums
beteiligt sind.'*! Dieser begrenzte Wirkungsbereich diirfte
darauf zuriickzufiihren sein, dass, entsprechend dem Modell
des Histon-Codes, auch andere kovalente Histonmodifika-
tionen Auswirkungen auf die Transkription haben konnen.®
Neben der Histon-Deacetylierung fiihrt auch die Histon-
Methylierung zu einer Inaktivierung von Genen, die durch
die Gabe von HDAC-Inhibitoren nicht aufgehoben werden
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Abbildung 8. HDAC-Inhibitoren lassen sich in funf Strukturklassen einteilen: Hydroxamate (6-12), aliphatische Carbonsiuren (13-15), Benzamide
(16, 17), elektrophile Ketone (18, 19), cyclische Tetrapeptide (20-23) und sonstige Verbindungen (z.B. 24).

kann. Gleiches gilt fiir die DNA-Methylierung (Ab-
schnitt 3.1.2.).11%

Trotzdem kénnen HDAC-Inhibitoren bei Leukdmien und
soliden Tumoren einen Proliferationsstopp induzieren und
die Differenzierung einleiten. Die molekularen Grundlagen
hierfiir sind bisher nur ansatzweise verstanden.!’813-154 Tp
den meisten Fillen wird in Tumorzellen durch die HDAC-
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Inhibition die Transkription des CDK-Inhibitors WAF1 (p21,
codiert durch CDKN1A) aktiviert,’® und die Inhibition
verschiedener Cycline sowie die Hypophosphorylierung des
Retinoblastom-Tumorsuppressor-Proteins Rb fithren letztlich
zur Unterbindung der S-Phasen-Progression und damit zum
Zellzyklusstopp an G1.1°% Dies blockiert die Apoptose und
leitet die Zellen in die Differenzierung. Diejenigen Tumor-
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Abbildung 9. Das von TSA abgeleitete SAHA (7) zeigt ein perfektes
Wechselwirkungsmuster mit den Kontaktstellen im aktiven Zentrum
der HDAC.

zellen, bei denen nach Behandlung mit HDAC-Inhibitoren
kein Gl-Arrest induziert wird®™”'*® (z.B. solche ohne
CDKNI1A), replizieren ihre DNA bis zum doppelten Chro-
mosomensatz und gehen dann in die Apoptose iiber.**162
Eine Erkldrung dieses Phédnomens ist moglicherweise darin
zu finden, dass die Hyperacetylierung der Histone die Cen-
tromer- und Kinetochorfunktion stort, was letztlich den Tod
der Zelle bewirkt. Bei normalen Zellen fithren die HDAC-
Inhibitoren hingegen zur Induktion eines G2-Kontrollpunkts
und damit zu einem Zellzyklusstopp mit geringer Cytotoxi-
zitit (Abbildung 10).1*!

Die Behandlung einer Vielzahl von Tumorzellen mit
HDAC-Inhibitoren fiihrt zur Apoptose./5 1361601611631 Dyapej
wird sowohl die extrinsische als auch die intrinsische Apop-
tose-Signalkaskade aktiviert. So stimulieren Apicidin (22)
und CBHA (8) die Expression des Todesrezeptors CD95 und
seines Liganden CD95L.['"1%1 Weiterhin fiihrt die Gabe von
HDAC-Inhibitoren zu einer Zunahme der Expression von
pro-apoptotischen Bcl2-Proteinen (BAX/BAK) und einer
Abnahme der anti-apoptotischen Vertreter.’#19416] Beide
beschriebenen Wege miinden letztlich in die Aktivierung von
Caspasen.

Daneben zeigen HDAC-Inhibitoren weitere Antitumor-
effekte. So verbessert die Transkription von MHC-I- und
MHC-II-Genen die Immunzellen-Erkennung.'*'%! TSA (6)
inhibiert dartiber hinaus die durch Hypoxie induzierte Ex-
pression von VEGF und unterbindet damit die Angiogene-
se 1701

Diese Untersuchungen zeigen, dass HDAC-Inhibitoren
potente Antitumorwirkstoffe sind, die sich durch ein Mini-
mum an Nebenwirkungen auszeichnen und die Behandlung
solcher Erkrankungen tiefgreifend verdndern konnten. Mit
SAHA (7), dem Depsipeptid FK-228 (20), MS-275 (16) sowie
LAQ-824 (9) befinden sich bereits einige erfolgversprechen-
de Substanzen in den Phasen I und II der klinischen Priifung.

2.2.2. HDACs der Klasse Ill: Sirtuine
Der Namensgeber aller Sirtuine ist der ,,stille Informati-
onsrepressor 2“ (Sir2) aus Hefe, dessen NAD*-abhingige

Histon-Deacetylase-Aktivitdt nicht durch TSA inhibiert
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Abbildung 10. Biologische Wirkungen der HDAC-Inhibitoren: In nor-
malen Zellen fuhrt die Gabe von HDAC-Inhibitoren zur Induktion
eines G2-Kontrollpunktes und damit zu einem Zellzyklusstopp mit ge-
ringer Toxizitit. Bei Tumorzellen wird unter dem Einfluss von HDAC-
Inhibitoren in vielen Fillen die Transkription des CDK-Inhibitors WAF1
verstarkt, der mit einem Zellzyklusstopp an G1 in Verbindung steht
und die Zelldifferenzierung auslést. Diejenigen Zellen, die nicht mit
einem G1-Arrest reagieren, replizieren ihre DNA und leiten dann die
Apoptose ein.

wird."'817!] Erste Untersuchungen zeigten, dass zur Entfer-
nung einer Acetylfunktion von einem acetylierten Lysinrest
die stochiometrische Menge an NAD* notwendig ist, das in
diesem speziellen Fall nicht als Redoxfaktor wirkt, sondern
nach Hydrolyse der Nicotinamid-Funktion als Acetylaccep-
tor.'”?! Ausfiihrliche Strukturuntersuchungen haben gezeigt,
dass Sir2 iiber eine Core-Doméne verfiigt, die an ihren Enden
durch eine Rossmann-Fold und ein flexibles Zinkbindungs-
motiv abgeschlossen wird. Beide Strukturelemente sind iiber
eine Reihe von Schleifen miteinander verbunden; diese
bilden in der zentralen Region der Core-Domine eine
Furche, an deren gegeniiberliegenden Seiten Acetyllysin
und das Cosubstrat NAD* gebunden werden.['*17°!

Die Rontgenstrukturanalyse eines Sir2-Homologen aus
Saccharomyces cerevisiae (yHst2), cokristallisiert mit acety-
liertem H4 und carba-NAD™ (einem hydrolysebestindigen
NAD*-Derivat, das anstelle des Riboserings eine 2,3-Dihy-
droxycyclopentan-Einheit enthilt), lieferte neue Einsichten
in den Katalysemechanismus (Abbildung 11).'7"" Auf der
Grundlage dieser Ergebnisse wurde postuliert, dass Nicotin-
amid im ersten Schritt hydrolytisch abgespalten wird und das
entstehende Oxykation durch ein an Asnl16 koordiniertes
Wassermolekiil stabilisiert wird. In einem zweiten Schritt
greift das Carbonyl-Sauerstoffatom des Acetyllysinrests nuc-
leophil am aktivierten Ribosering an, und das entstehende
Imin-artige Intermediat wird durch einen von His135 unter-
stiitzten Angriff der Ribose-2'-OH-Funktion abgefangen. Die
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Abbildung 11. Katalysemechanismus der Sirtuine: Wahrend das Acetyllysin-Substrat an den beiden Hydroxyfunktionen des Riboserings koordiniert
wird, erfolgt die Abspaltung von Nicotinamid unter dem Einfluss eines an Asn116 gebundenen Wassermolekiils, das zur Stabilisierung des inter-
mediir gebildeten Ribose-Oxykations dient. Der nucleophile Angriff des Acetyllysins fithrt zu einer Imin-artigen Struktur, die unter Vermittlung von
His135 durch die 2-OH-Funktion des Riboserings nucleophil abgefangen wird. Eine abschliefende Hydrolyse liefert den freien Lysinrest und 2'-O-
Acetyl-ADP-ribose.

Acetal-analoge Struktur wird nachfolgend durch das an  unterschiedlichen Komplexen vor.'”! Der erste Komplex
Asnl16 koordinierte Wassermolekiil und unter Beteiligung  Sir2/Sir3/Sir4 (SIR-Komplex) bewirkt die Inaktivierung an
des protonierten His135, zum freien Lysin und zur 2'-O-  der Telomerenregion und diirfte eine wichtige Rolle bei deren
Acetyl-ADP-ribose hydrolysiert. Wihrend dieser Reaktions-  Stabilisierung als Heterochromatin spielen.®” Eine Deletion
sequenz dndern sowohl der Ribosering des Cosubstrats, als  in Sir3 oder Sir4 fiithrt zur Verkiirzung der Telomere und zu
auch die hoch konservierte $1-02-Schleife des Enzyms deut-  einer fehlgeleiteten Mitose, wihrend die Uberexpression von

lich ihre Positionen. Sir4 eine Verlidngerung der Telomere zur Folge hat (Abbil-
Sir2 steht mit der Inaktivierung bestimmter Gene in  dung 12).8
Verbindung.'® Tm Fall von ySir2p sind diesbeziiglich drei Der zweite Komplex, Sir2/Netl/Cdcl4, fiihrt zur Bildung

Regionen innerhalb des Hefegenoms zu beriicksichtigen:  geschlossener Chromatinstrukturen an der ribosomalen DNA
Gene, die sich entweder angrenzend zu den Telomeren, im  (rDNA).'" Dort existieren ungefihr 100-200 Kopien von
Bereich ribosomaler DNA (rDNA) oder am ,silent mating  Genen, die fiir rRNA codieren. Die Vielzahl sich wiederho-
type loci befinden.'™ Sir2 liegt dazu in Form von zwei lender DNA-Sequenzen ermoglicht einen SpleiBprozess

{ sir2 ) .
Skd — ®
s R

Sas2

Heterochramatin Euchromatin ‘

s-.:'"z '. e f" () [ ®

(&) e % = A e . ¢ Ha —
@ —~_ [P~ e s o

Abbildung 12. Sir2-vermittelte Inaktivierung von Genen an der Telomerenregion: Das DNA-Bindungsprotein Rap1 rekrutiert Sir4, Sir3 und Sir2.'®'
'3 Letzteres deacetyliert das nichstliegende Histon H4 an K16 und schafft so einen Ankerpunkt fur die Bildung des nichsten Sirtuinkomplexes,
und der Zyklus wiederholt sich."®'¥l Die damit verbundene Ausbreitung des Heterochromatins wird durch einen zweiten Prozess beschrinkt:
Die HAT Sas2 wirkt der Sirtuinfunktion entgegen, indem sie H4-K16 acetyliert.'® "% Die Lage des Gleichgewichts zwischen diesen gegenlaufigen
Vorgingen bestimmt, wieviel Heterochromatin an der Telomerenregion vorliegt.
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unter Bildung von extrachromosomalen DNA-Ringen
(ERGCs), die fiir die Zelle toxisch sind und deren Lebens-
spanne verkiirzen.'”!! Dies ldsst sich durch die kiinstliche
Einfiihrung von ERCs beweisen. Umgekehrt erhoht die
Einfiithrung einer weiteren Kopie von Sir2 die Lebensspanne,
da durch Inaktivierung der rDNA-Regionen die Bildung von
ERCs unterdriickt wird.'” Erstaunlicherweise erhoht auch
ein Glucose-Entzug bei vielen Organismen die Lebensspan-
ne.'"”! Dies kann dadurch erkliart werden, dass der Stoff-
wechselzustand einer Zelle iiber den NAD*-Spiegel direkt
mit der Sir2-Aktivitit gekoppelt ist.'* Eine geringe Gluco-
seaufnahme fithrt zu einer geringeren Stoffwechselaktivitét
und damit zur Oxidation von NADH zu NAD?. Die hohere
NAD*-Konzentration steigert direkt die Sir2-Aktivitit, und
durch Inaktivierung der rDNA wird die Bildung toxischer
extrachromosomaler DNA-Ringe unterdriickt. Das Kontroll-
experiment zeigt: Eine Mutation im NAD"-Biosyntheseweg
der Hefe verkiirzt die Lebensspanne, was sich weder durch
eine Mutation im Glucosepfad noch von Sir2 aufhalten
lasst. 14

Die biologische Funktion der Sirtuine kann im Sinne eines
chemisch-genetischen Ansatzes nur mithilfe geeigneter Mo-
dulatoren erforscht werden. Als erster Inhibitor wurde ein
nicht hydrolysierbares NAD'-Analogon beschrieben, das
nicht zellgingig und somit nur bedingt einsetzbar war.l”]
Der Gruppe um Schreiber gelang hingegen die Identifikation
von Sirtinol (25), einem Inhibitor mit zentraler 2-Hydroxy-1-
naphthyl-Einheit als notwendigem und fiir die Inhibition
hinreichendem Strukturelement (Abbildung 13)."%! Weiter-
hin ergab das Screening einer Bibliothek mit 6000 Substan-
zen, dass Splitomicin (28) in mikromolaren Konzentrationen
als Inhibitor von Sir2 wirkt."®” Daneben wurde mit Resvera-
trol (3,5,4-Trihydroxy-(E)-stilben, 29) inzwischen auch ein
potenter Stimulator der Sirtuine entdeckt."® Dieser Inhalts-
stoff des Rotweins wird zur groBen Gruppe der sekundéren
Pflanzenmetabolite gerechnet.'””) Aus dieser Familie konnten

(. 0
N
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oH 07 NH OO |
o
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Sirtinol (25) A3 (26)

OH
OH OH
HO HO O O
OH CH O

Resveratrol (29) Butein (30)
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mit dem Chalkonderivat Butein (30) und dem Flavonderivat
Quercetin (31) weitere, wenn auch im Vergleich zu Resvera-
trol 29 weniger wirksamere, Sirtuin-Aktivatoren (sirtuin
activating compounds, STACs) identifiziert werden.

3. Die Histon-Methylierung

Die Histon-Methylierung wurde bereits vor {ber
30 Jahren entdeckt,!'! riickte allerdings erst in jiingster Zeit
als wichtiger Bestandteil der Regulation der Genexpression
in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. Seit
dem Jahr 2000 wurde eine Vielzahl von Histon-Methyltrans-
ferasen (HMTs) identifiziert und Wechselwirkungen zwi-
schen den Histonmodifikationen nachgewiesen.[!”-2]

Die spezifische Methylierung von Lysinresten findet am
Histon H3 an den Positionen K4, K9, K27, K36 und K79 sowie
am Histon H4 an K20 statt. Die Arginin-Methylierung erfolgt
am Histon H3 an R2, R17 und R26 sowie am Histon H4 an
R3. Ebenso wurde iiber eine K-Methylierung am H1-Ami-
noterminus®" und iiber die Methylierung von Nicht-Histon-
proteinen®?2 berichtet.

Die Histon-Methylierung ist eine stabile epigenetische
Markierung, die zwar die Gesamtladung der Histone nicht
andert, jedoch in Abhingigkeit des Methylierungsgrads (Ab-
bildung 14)¥ die Basizitit, die Hydrophobie und die Affinit:t
gegeniiber anionischen Molekiilen wie DNA beein-
flusst.?*2%] Die HMTs sind erstaunlich spezifisch beziiglich
des Methylierungsgrads, dem kiirzlich eine Bedeutung bei der
Transkription zugesprochen wurde.?*!

Ebenso wie die Acetylierung kann die Histon-Methylie-
rung die Wechselwirkung mit DNA und Chromatin-assozi-
ierten Proteinen modulieren, was zu veridnderten nucleo-
somalen Strukturen und Funktionen fithrt und in den ver-
schiedensten biologischen Wirkungen resultiert.?"’)

M15 (27) Splitomicin (28)

Quercetin (31)

Abbildung 13. Sirtuin-Modulatoren: Sirtinol (25), A3 (26), M15 (27) und Splitomicin (28) sind Sirtuin-Inhibitoren, wihrend Resveratrol (29),

Butein (30) und das Flavonderivat Quercetin (31) als Aktivatoren wirken.
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Abbildung 14. Die Stufen der Lysin-Methylierung. HKMT: Histon-Lysin-Methyltransferase; ?: unbe-

kannter Demethylierungsmechanismus.

3.1. Histon-Lysin-Methyltransferasen (HKMTs)

Im Jahre 2000 konnte SUV39 in Drosophila als erste
Histon-Lysin-Methyltransferase identifiziert und ihre direkte
Aktivitidt bezogen auf H3-K9 nachgewiesen werden.!”! Die
HKMTs verwenden S-Adenosylmethionin (SAM) als Cofak-
tor,®” jhre Cofaktor-Bindungsstelle ist erstaunlicherweise
jedoch nicht mit den klassischen SAM-Bindungstaschen von
DNA- und Arginin-Methyltransferasen verwandt.!

Die katalytische Doméne liegt innerhalb einer hoch
konservierten globuldren Struktur aus ungefahr 130 Amino-
sdureresten, die in Anlehnung an die drei Drosophila-Gene,
die in epigenetische Prozesse involviert sind, als SET-
Domine (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax) bezeich-
net wird. Fiir die enzymatische Aktivitit sind cysteinreiche,
weniger stark konservierte Sequenzen (PRE-SET- oder
POST-SET-Domiénen) essenziell, welche die SET-Doméne
flankieren.?®2%:2”l Durch Sequenzvergleiche wurden drei
hoch konservierte Aminosiuren identifiziert (Asn241, His242
und Tyr283), die mit der enzymatischen Aktivitit in Verbin-
dung stehen.?®212121 Bin Austausch von Asn241 beeinflusst
dariiber hinaus auch die SAM-Bindung,[**!

Bisher sind mehr als 300 Proteine mit einer SET-Doméne
identifiziert worden;'* sie wurden in vier Hauptklassen
unterteilt: SUV39, SET1, SET2 und RIZ-SET. Die Klassifi-
zierung basiert einerseits auf der Sequenzhomologie zwischen
den einzelnen SET-Doméinen und andererseits auf ihrem
Verwandtschaftsgrad zu den SET-Doménen in der Hefe
S. cerevisiae.”?"®! Die Mitglieder einzelner Enzymfamilien
zeigen weitere gleichartige Strukturmerkmale wie Bromo-,
Chromo-, PRE-SET- oder POST-SET-Domainen, und ihre
Substratspezifitiit scheint dhnlich zu sein.2°*20520%

So verfiigt nur die SUV39-Familie iiber eine PRE-SET-
und eine Chromodoméne, die kein methyliertes H3-K9
binden kann, aber wahrscheinlich andere methylierte Lysin-
reste oder Proteine erkennt.”® Solche Unterschiede in der
Bindungsspezifitdt der Chromodoménen sind von anderen
Proteinen bekannt, und moglicherweise reguliert der Methy-
lierungsgrad die Bindung.*'*?"! Die zur SET1-Familie geho-
rende HKMT MLL verfiigt iiber eine Bromodoméine und
eine methylbindende Domine (MBD).?'®! Auch ASH1 aus
der SET2-Familie weist eine Bromodoméne auf und kann
genauso wie MLLP'! mit der CBP-Acetyltransferase assozi-
ieren (Abschnitt 2.1.).2%!

Die Mitglieder der RIZ-Familie (retinoblastoma-interac-
ting zinc finger) sind Transkriptionsregulatoren, die bei der
Differenzierung eine Kontrollfunktion ausiiben und bei einer
Vielzahl von Tumoren nachgewiesen wurden.”*?*?? Bis-
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HC.s _cn, lang ist jedoch fiir kein RIZ-Protein
H,c eine HMT-AKktivitit bekannt.

(CH:) Inzwischen liegen einige Kristall-
strukturanalysen von HKMTSs vor
(z.B. Dim-521 CIr4,?® LSMTE!
und vier SET7/9-Strukturen in ver-
schiedenen Konfigurationenl?!!:22+2261),
Allerdings sind nicht alle SET-Pro-
teine auch HKMTs, sie konnten aber
evolutionér desaktivierte HKMTs dar-
stellen.[1%2*]

Im Jahre 2002 wurde mit Dotl erstmals eine H3-K79-
spezifische HKMT ohne SET-Domine identifiziert.””” Aus
diesem Grund sollten HKMTs nach epigenetischen Gesichts-
punkten nicht mehr in sequenzhomologe Klassen eingeteilt,
sondern beziiglich ihrer Histonspezifitdt betrachtet werden
(Tabelle 2).

Bislang ist nicht geklart, wie HKMTs die Mono-, Di- oder
Trimethylierung katalysieren und wie sich diese unterschied-
lichen Substitutionsmuster auf die Transkription auswir-
ken.[?®]

+ —
H,N" ~co0

e-N-Trimethyllysin

Tabelle 2: Spezifitit der Histon-Lysin-Methyltransferasen.

Spezifitit Histon-Lysin-Methyltransferasel

H3-K4  ySetl, Trx, 2% Ash1,20-231 Set7/9 1224232 A | 1 2331 MLL, 4
ALR,Z ALR-1,23% SMYD32¢]

H3-K9 SUV39,27 Suy39h1,* 28 Suy39h2,% Clrg, 3215240 Dim-
5,210240 G9a 42 Ey-HMTase 1,21 ESET,**4 SETDB1,!
Ash-l [230,231]

H3-K27  E(Z),P1P*1 Ezh2, P4 G9al**?

H3-K36  ySet2,*¥l NSD12#!

H3-K79  Dot1,%% Dot1L 272" Dot1p2

H4-K20  PR-Set7,9®3 Ash1 2021 NSD1,24! Suv4-20h1/2/4

[a] ALL-1: acute lymphoblastic leukaemia 1, ALR: ALL related gene, Ash1:
absent, small, or homeotic discs 1, Clr4: cryptic loci regulator, Dot1:
disrupter of telomeric silencing, Dot1L: disrupter of telomeric silencing
like, E(Z): enhancer of zeste, ESET: ERG (ets-related gene)-associated
protein with SET domain, Eu-HMTase |: euchromatic histone methyl-
transferase 1, Ezh2: enhancer of zeste homolog 2, ySetl: yeast SET
domain containing 1, ySet2: yeast SET domain containing 2, MLL:
mixed-lineage leukemia, NSD1: nuclear receptor-binding SET-domain
protein 1, PR-Set7: PR-SET containing protein 07, Set7/9: SET domain
containing 7/9, SET 8: SET domain containing 8, SETDB1: SET domain
bifurcated 1, SMYD3: SET- and MYND-domain-containing protein 3,
SUV39: suppressor of variegation 3-9, Suv39h: SUV39 homolog, Trx:
Trithorax. [b] Im nativen Komplex ist auch die H3-K9-Methylierung von
E(Z) beschrieben worden.” [c] Auch als SET8 bezeichnet.**

3.1.1. Histon-Methylierung und Genrepression (H3-K9, H3-K27,
H4-K20)

Die Histonposition H3-K9 scheint eine iiberaus wichtige
epigenetische Modifikationsstelle zu sein: Sie kann sowohl
acetyliert als auch methyliert werden, und je nach Modifika-
tion wird die Bildung von Euchromatin oder Heterochroma-
tin unterstiitzt. Methylierungen an H3-K27 und H4-K20
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stehen ebenfalls mit der Genrepression in Verbindung, z.B.
bei der Inaktivierung des X-Chromosoms.

Bei der epigenetischen Inaktivierung durch die Bildung
von Heterochromatin scheint das histonbindende Protein
HP1 (heterochromatin-associated Protein 1) eine entschei-
dende Rolle zu spielen. Bei diesem konservierten Prozess
kooperieren HDACs, HKMTs und HP1 (Abbildung 15).

SUv39
B a0 — W
N w
e R& Ko 510 K14

Abbildung 15. Inaktivierung von Genen durch Histon-Methylierung:
HDACs deacetylieren H3-K9, das anschlieRend durch SUV39 methyliert
werden kann. HP1 erkennt und bindet das methylierte H3-K9. Nach
dem gleichen Schema werden weitere Histone methyliert und von HP1
gebunden. Dieser Prozess fiihrt zur Bildung von Heterochromatin und
zur Genrepression.

Nach Methylierung von H3-K9 durch SUV39 kann der
Transkriptionsrepressor HP1 (ein Produkt eines zweiten
SU[VAR]-Gens, Su(var)2-5) durch seine Chromodomine
selektiv binden.”'**>?*] Das HP1-Protein enthilt zwei hoch
konservierte Regionen, die Chromodoméne und die Chromo-
Shadow-Domine.””! Mit der Chromodomine erkennt HP1
methyliertes H3-K9 und bindet selektiv, wihrend die
Chromo-Shadow-Doméne die Wechselwirkung mit Proteinen
wie SUV39 vermitteln konnte.***! Diese Wechselwirkung
fiihrt zu weiteren H3-K9-Methylierungen, und die HP1-
Proteine verteilen sich unter Bildung von Heterochromatin
iiber weite Chromosomenbereiche.”*!

Auch bei der Inaktivierung von Genen in Hefe ist die
Rekrutierung von HP1 an centromerem Chromatin durch das
SUV39-Homologe Clr4 nachweislich wichtig.?'>2*! Auf wel-
chem Wege HP1 jedoch die hoch kompakten Chromatin-
strukturen generiert und die Transkription hemmt, ist noch
nicht geklart.'"“*!! Zwei Molekile HP1 konnten durch
Wechselwirkungen der Chromo-Shadow-Doménen dimeri-
sieren und dadurch die Bildung von Heterochromatin indu-
zieren.?"”

Die H3-Methylierung, besonders die H3-K9- und die H3-
K27-Methylierung, stehen mit der X-Chromosom-Inaktivie-
rung (Xi) im Zusammenhang.”** Jedoch weist dieser
Prozess keine Rekrutierung von HP1 auf, und es scheint,
dass Xi durch einen RNA-abhéngigen Prozess induziert wird.
Dieser rekrutiert einen Ezh2-Komplex mit HKMT-Aktivitit,
der nachfolgend die H3-K27- und H3-K9-Methylierungen
vollzieht 2472255266272 Jedoch muss die grundlegende Bezie-
hung zwischen Histon-Methylierung und X-Chromosom-In-
aktivierung noch vollstindig aufgeklart werden.

RNA-Anteile sind auch bei der Bildung von Heterochro-
matin beteiligt, z. B. konnten sie Bindungsstellen fiir HMTs
bereitstellen oder den Aufbau hoher geordneter Chromatin-
strukturen vermitteln.?’>
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Die Acetylierung von H3-K9 und H3-K14 sowie die
Phosphorylierung von H3-S10 verhindern im Allgemeinen
die Bildung von Heterochromatin (Abschnitt 1.1).113.240¢273]

Weiterhin entstehen durch die spezifische Methylierung
von H3 Bindungsstellen fiir bestimmte Repressorproteine,
die ihrerseits einen Repressorkomplex bilden konnen. Die
spezifische Genrepression durch HKMTs, die H3-K9, H3-
K27 und H4-K20 methylieren, ist jedoch noch weitgehend
unverstanden.

Beispielsweise kann das Polycomb(PC)-Protein iiber
seine Chromodomine spezifisch an methyliertes H3-K27
binden, und dieses Ereignis fiihrt spezifisch zu einem aktiven
Polycomb-Repressor-Komplex.2474:255:269.276-278]

Ein weiteres Beispiel fiir die Repression der Transkription
am Euchromatin ist das Retinoblastom(Rb)-Protein, das den
hemmenden SUV39/HP1-Komplex an Zellzyklus-kontrollie-
rende Gene wie Cyclin E rekrutiert (Abbildung 16).2°%27:250]
Cyclin E ist wichtig fiir die Regulation des Zellzyklus beim
Ubergang von der G1- zur S-Phase. Die Senkung der Cyclin-
E-Aktivitit fithrt zur Proliferation und somit moglicherweise
auch zum Tumorwachstum.?*!

suvie HP1
~—, M8

Rb 3
R8 K9 510

Abbildung 16. Histon-Methylierung und Repression der Transkription:
Durch E2F/Rb wird die Histon-Lysin-Methyltransferase SUV39 an be-

stimmte Promotorsequenzen lokalisiert. Das Protein HP1 initiiert da-
raufhin eine Repression der Transkription am Euchromatin.

Hierbei wird Rb durch die Wechselwirkung mit dem
Zellzyklus-regulierenden, DNA-spezifischen Bindungsprote-
in E2F an die entsprechenden Promotoren rekrutiert.?s%]
Nachfolgend wird SUV39 gebunden, entsprechende Histon
H3-Anteile werden methyliert und HP1 wird an diese sehr
speziellen Promotorregionen lokalisiert. HP1 unterdriickt
somit die Transkription ohne verstdrkte Bildung von Hete-
rochromatin.

Durch Mutation des Rb-Proteins ist die Assoziation von
Rb und SUV39 gestort, der Cyclin-E-Promotor an H3-K9
untermethyliert, und als Folge ist HP1 nicht mit dem Cyclin-
E-Promotor verbunden.” Diese Ergebnisse legen nahe, dass
die H3-K9-Methylierung durch die Vermittlung von Repres-
sorproteinen, hier Rb, an ganz bestimmten Promotorstellen
stattfindet. Wahrscheinlich wird bei diesem Prozess auch eine
Deacetylase rekrutiert, die H3-K9 vor der Methylierung
deacetyliert.'3237.284]

Unklar ist allerdings weiterhin die Bedeutung von HP1.
Wenn die SUV39-Methylierung fiir die Repression von
Cyclin E und anderen Rb-regulierten Genen, z.B. des Dihy-
drofolat-Reduktase(DHFR)-Promotors, nétig ist, sollte die
nachfolgende Bindung von HP1 zur Repression fiihren. 27!
Im Einzelnen konnte diese Inaktivierung dadurch vermittelt
werden, dass HP1 weitere Regulatoren, wie Deacetylasen
und ATPasen, an die Promotoren rekrutiert.”” HP1 konnte
alternativ die H3-K9-Methylierungen vor einem Abbau, z.B.
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durch bisher nicht bekannte Demethylasen, schiitzen. Wenn
allerdings HP1 an der Inaktivierung von Cyclin E beteiligt ist,
kann die Assoziation mit dem Promotor nur voriibergehend
sein, weil Cyclin E in der S-Phase aktiviert wird. Dies konnte
iiber Phosphorylierungen vermittelt werden, da HP1 hoch
phosphoryliert werden kann.™® Allerdings kénnte auch die
Phosphorylierung von Rb die Assoziation mit SUV39 aufhe-
ben, sodass hier auch andere Kinasen beteiligt sein
konnen.”™ Als Folge der Phosphorylierung wird E2F freige-
setzt und die Transkription aktiviert.”® HP1 spielt nicht nur
bei der Regulation von Rb-abhingigen Genen eine Rolle,
sondern es assoziiert auch mit Transkriptionsregulatoren®”
wie dem Ikaros-Protein®*%" oder KAP1 (KR AB-associated
protein 1).1285-2%

Auch die H4-K20-Methylierung wird mit der Repression
der Transkription in Verbindung gebracht. So fiihrt die
spezifische Methylierung an H4-K20 durch PRSet7 zu kon-
densierten Chromosomenbereichen bei Drosophila.?>"!
Weiterhin konnten In-vitro- und In-vivo-Studien zeigen, dass
eine H4-K20-Methylierung die H4-K16-Acetylierung inhi-
bieren kann, die fiir das hyperaktive ménnliche X-Chromo-
som bei Drosophila®? und die aktivierte Transkription bei
humanen Zellen steht.”! Weitere Studien miissen kliren,
weshalb H4-K20 in mono-, di- und trimethyliertem Zustand
vorliegen kann.”*¥

3.1.2. Histon- und DNA-Methylierung

Die anomale DNA-Methylierung von Promotor-Regio-
nen scheint erheblich zur Tumorentstehung beizutra-
gen.?2*! Diese konnte beispielsweise von Fehlern bei der
DNA-Methylierung nach der Replikation, der De-novo-
DNA-Methylierung oder falschen DNA-Reparaturmechanis-
men abhingen.’™ Die enzymatische Ubertragung von Me-
thylgruppen auf die C5-Position der Cytosin-Nucleotide bei
der DNA-Methylierung fiihrt unmittelbar zur Inaktivierung
von Genen, die zugrunde liegenden Mechanismen sind
jedoch weitgehend unbekannt.

Kiirzlich wurde nachgewiesen, dass die DNA-Methylie-
rung bei dem Pilz Neurospora crassa auch von spezifischen
Histon-Methylierungen abhingt;**® ein ghnlicher Zusam-
menhang wurde fiir Arabidopsis thaliana beschrieben.?*” In
N. crassa konnte weiterhin eine H3-K9-spezifische Methyl-
transferase — Dim-5 — identifiziert werden, die fiir die DNA-
Methylierung und die Inaktivierung von Genen essenziell
iSt.[24la]

Auch SUV39 und G9a sind mit der DNA-Methylierung in
Zusammenhang gebracht worden.F"1 Weiterhin ist be-
kannt, dass DNA-Methyltransferasen (DNMT) mit HP1-
Homologen assoziieren konnen,%-3%8-3101

So konnte Dim-5 im ersten Schritt H3-K9 trimethylie-
rent™! und HP1 iiber seine Chromodomiine binden. HP1
rekrutiert dann weitere DNMTsP'?33] an das Chromatin, die
daraufhin die DNA methylieren. Erst kiirzlich wurde nach-
gewiesen, dass sowohl die H3-K9-Trimethylierung,*"!! als
auch HP1P¥ fiir eine DNA-Methylierung bei N. crassa
erforderlich sind. HP1 konnte daher eine Verbindung zwi-
schen Histon-Methylierung und DNA-Methylierung herstel-
len.
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In einer weiteren Phase der Inaktivierung konnten zu-
sitzlich methylbindende Proteine (MBPs), mit ihrer MB-
Domane, die methylierte DNA erkennen. MBPs wie MeCP2
rekrutieren darauthin HDACs, die Lysinreste deacetylieren
und fiir weitere Methylierungen zuginglich machen (Ab-
schnitt 2.2.1.).513% In vitro und in vivo konnte nachgewiesen
werden, dass MeCP2 nicht nur HDACS rekrutieren, sondern
auch Histon-Methyltransferasen binden kann, die H3-K9
selektiv methylieren.®"”) Welche HKMT hierbei rekrutiert
wird, ist bisher nicht bekannt, jedoch wechselwirkt MBP mit
dem Suv39h1-HP1-Komplex.”™! Mutationen in Gensequen-
zen, die fiir MeCP2 codieren, fithren zum Rett-Syndrom, das
sich in der geistigen Retardiertheit von jungen Midchen
duBert.’*'~%] Hierbei kommt es bemerkenswerterweise nicht
zu einer globalen Derepression von Genen, sondern die
Auswirkungen beschrénken sich nur auf neuronale Gene, die
zum entsprechenden Krankheitsbild fiihren.?2+3%)

Ebenso sind auch Methyltransferasen beschrieben
worden, die MB-Doménen zur Erkennung von DNA-Methy-
lierungen enthalten, z.B. die humane SETDB1 und ihr
Homologes ESET in Mzusen.”™™ SETDB1 wird ebenfalls
mit der H3-K9-Methylierung wihrend der DNA-Replikation
in Verbindung gebracht.”! Weiterhin ist mit SMYD3 eine
neue HKMT identifiziert worden, die an bestimmte DNA-
Sequenzen bindet.’””) Erstaunlicherweise konnen auch
DNMTs in vitro und in vivo H3-K9-spezifische HKMTs wie
Suv39hl rekrutieren und somit weitere Histon-Methylierun-
gen moglich machen.®®! Diese fortwihrenden Zyklen von
Histon- und DNA-Methylierung weiten die Gen-Inaktivie-
rung aus (Abbildung 17).2%

Chemie

e HKMT
DNMT)
DIM-5 p | \
HP1 ; |
\\ QBED&C\;EE N ESET

Abbildung 17. Das komplexe Zusammenspiel von Histon- und DNA-Methy-
lierung: Nach Bindung von HP1 an methyliertes H3-K9 werden DNA-Methyl-
transferasen (DNMTs) rekrutiert, die daraufhin die DNA methylieren. MBP-

Proteine erkennen diese DNA-Methylierung und rekrutieren HDACs, die

andere Histonbereiche den Histon-Lysin-Methyltransferasen mit methylbin-
denden Domianen (MBD), z.B. ESET, zugédnglich machen. Sowohl MBP-Pro-
teine als auch DNMTs kénnen Histon-Lysin-Methyltransferasen rekrutieren.

Interessanterweise konnte ein Zusammenhang zwischen
DNA-Methylierung und H3-K9-Methylierung in anderen
Spezies, z. B. dem Pilz Saccharomyces cerevisiae, nicht nach-
gewiesen werden.'*® Folglich besteht die Beziehung zwi-
schen Histon- und DNA-Methylierung nicht bei allen Orga-
nismen. Diese Erkenntnis wird dadurch gestiitzt, dass in der
Fruchtfliege, Drosophila melanogaster, oder der Hefe Schi-
zosaccharomyces pombe keine methylierten DNA-Regionen
bekannt sind, aber dennoch Inaktivierung durch Histon-
Methylierungen stattfindet.”*! In diesen Organismen fiihren
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Histon-Deacetylierung, nachfolgende Histon-Methylierung
und Bindung eines repressiven  Proteins, z.B.
HP1,214215:20.258] 731 Tnaktivierung von Genen.

Die Kombination von vermehrter Histon- und DNA-
Methylierung konnte auch bei weiblichen Wirbeltieren zur
Inaktivierung von einer der zwei Kopien des X-Chromosoms
genutzt werden.

Inhibitoren der DNA-Methylierung reaktivieren schnell
die Expression von epigenetisch inaktivierten Genen, beson-
ders wenn diese Inaktivierung auf einen pathologischen
Zustand zuriickgeht. Die DNA-Methylierungsinhibitoren 5-
Azacytidin®” (5-aza-CR, 32) und 5-Aza-2'-desoxycytidin®*"
(5-aza-CdR, 33) induzieren die Genexpression und die Dif-
ferenzierung in Zellkulturen.”*"3 Diese Aza-Nucleoside
sind jedoch chemisch instabil, toxisch und nicht oral verab-
reichbar. Aus diesem Grund wurden stabilere Analoga ent-
wickelt, z.B. 5-Fluor-2’-desoxycytidin®* (FCDR, 34) und
Zebularin®* (35; Abbildung 18).5%!

I N o
| /l\%
N WY
5-Azacytidin (32) 5-Aza-2'-desoxycytidin (33) FCDR (34)

Zebularin (35)

HO

Br

Abbildung 18. Strukturen von Inhibitoren der DNA-Methylierung: 5-Azacytidin (5-aza-CR,
32), 5-Aza-2’-desoxycytidin (5-aza-CdR, 33), 5-Fluor-2"-desoxycytidin (FCDR, 34), Zebula-
rin (35), Procainamid®® (36), Epigallocatechin®” (EGCG, 37) und Psammaplin AP*®

(38).
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Da die epigenetische Inaktivierung mit der Histon-De-
acetylierung in Verbindung steht, wurden Kombinationsthe-
rapien mit DNA-Methylierungs- und HDAC-Inhibitoren
entwickelt, die bemerkenswerte Erfolge gegen Tumorzellen
erzielten.’®%! Kiirzlich zeigte eine Studie einen starken
Synergismus zwischen 5-aza-CdR (33) und dem HDAC-
Inhibitor Phenylbutyrat (15, Abbildung 8) bei Miusen.**!
Kombinationspriaparate aus 33 und HDAC-Inhibitoren be-
finden sich bereits in der klinischen Priifung (Ab-
schnitt 2.2.1).09
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3.1.3. Histon-Methylierung und aktivierte Transkription (H3-K4,
H3-K36, H3-K79)

Aktives Euchromatin kann an drei Positionen methyliert
sein: H3-K4, H3-K36 und H3-K79; zudem scheint der
Methylierungsgrad an H3-K4 eine entscheidende Rolle zu
spielen.!*”)

Die H3-K4-Methylierung durch Set7/9 vermindert die
Suv39hl-vermittelte H3-K9-spezifische Methylierung und
wirkt so der Bildung von Heterochromatin entgegen (Abbil-
dung 19).”**! Ebenso wird die Bindung des Histon-Deacety-
lase-NuRD-Repressorkomplexes (NuRD) (Abschnitt 2.2.1)
an H3 durch die H3-K4-Methylierung ausgeschlossen.’*! Die
Dimethylierung von H3-K4 als globale epigenetische Mar-
kierung am Euchromatin vermittelt vielleicht diese generel-
len Mechanismen, wohingegen die Trimethylierung von H3-
K4 mit der aktiven Transkription korreliert.?34]
Erstaunlicherweise wird H3-K4 von SET7/9 nur mono-

methyliert,? 2> wohingegen ySET1 ausschlieBlich die
Di- oder Trimethylierung katalysiert.”?*! So steht die
H3-K4-Methylierung im Zusammenhang mit Euchro-
matin und einer aktivierten Transkription.’***! Dies
wird durch Acetylierungen an H3-K9 unterstiitzt.
Weiterhin ist die Methylierung von H3-K4 evolutiondr
hoch konserviert, und in Heterochromatinregionen
wurden bisher noch keine H3-K4-Methylierungen
nachgewiesen.?**3%]

Ebenso scheint auch die H3-K79-Methylierung
durch Dotl die Bildung von Heterochromatin zu
verhindern,”" an der die Sirtuine beteiligt sind (Ab-
schnitt 2.2.2).2#% Umgekehrt blockiert die Sir-Bin-
dung die Dotl-vermittelte  H3-K79-Methylie-
rung 250252

Die mRNA-Synthese in eukaryontischen Organis-
men ist ein biologischer Schliisselprozess, der einer
komplexen Regulation unterliegt. Verschiedene Studi-
en haben gezeigt, dass die Histon-Methylierung an H3-
K4, H3-K36 und H3-K79 durch spezifische HKMTs
funktionell mit der RNA-Polymerase II (RNAP II)
und der RNA-Elongation in Verbindung steht.[=%

Es scheint erwiesen, dass die H3-K4- und die H3-
K9-Methylierung gegensétzliche biologische Wirkun-
gen haben, jedoch wurden auch HKMTs beschrieben,
die sowohl H3-K4 als auch H3-K9 methylieren, z.B.

OH

eine gekiirzte Form der Drosophila-HKMT
HDAC fres
HAT
ySET /
W ® </ @ — (S0
M3 ke K79

Abbildung 19. Histon-Methylierung und aktivierte Transkription:
Sowohl die H3-K4-Methylierung als auch die H3-K9-Acetylierung
stehen fiir eine aktive Transkription. Ebenso blockiert die Dot1-vermit-
telte H3-K79-Methylierung die Sir-vermittelte Genrepression.
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Ash1.?2232] Diese besondere Art der doppelten Methylie-
rung wird mit der Aktivierung von Genen in Verbindung
gebracht, die normalerweise einer Repression unterliegen.['””)
Weitere Untersuchungen miissen folgen, um dieses unge-
wohnliche Methylierungsmuster zu erkléren.

3.2. Histon-Arginin-Methyltransferasen (HRMTs)

Methylierungen von Argininresten finden an den Histo-
nen H3 (R2, R17, R26) und H4 (R3) statt. An ihrer
Guanidino-Funktion kénnen Argininreste entweder mono-
oder dimethyliert werden (Abbildung 20). Zwei Haupten-
zymklassen werden unterschieden: Typ-I-Enzyme katalysie-
ren die asymmetrische Bildung von w-N %N “-Dimethylargi-
ninresten, wihrend Typ-II-Enzyme symmetrische w-N%NC-
Dimethylargininreste bilden.

i
HNe Lo N
Y CH,
r}IH
<
Y\@“;_\ (CHy)
CH D + _
. L0 % H,N" coo
H2N~j7NH2 HZNYNH ’
w-N,N-Dimethylarginin
NH _HRMT_ NH asymmetrisch
| -— |
(CH), ? (CH),
+ _ + _
HN" cod HN" “cod ;"?/147 GHs CH
w&/\ HNact o NH
Arginin w-N-Methylarginin 2 Y
IIIH
(CH,),
A
H;N Ccoo
w-N,N'-Dimethylarginin
symmetrisch

Abbildung 20. Die Stufen der Arginin-Methylierung. HRMT: Histon-
Arginin-Methyltransferase; ?: unbekannter Demethylierungsmechanis-
mus.

Bisher sind 7 Protein-Arginin-Methyltransferasen
(PRMTs) bei Sdugern bekannt, die alle iiber eine hoch
konservierte katalytische Doméne verfiigen (Tabelle 3). Bei
Drosophila sind 9 Drosophila-Arginin-Methylfransferasen
(DART) identifiziert worden.

Im Unterschied zu Histon-Lysin-Methyltransferasen ent-
halten HRMTs auBer der katalytischen nur wenige weitere
Doménen. So verfiigt PRMT3 iiber eine Zinkfingerstruktur

Tabelle 3: Bekannte Histon-Arginin-Methyltransferasen (HRMTs) 20!

HRMT Spezifitit Art der Methylierung
PRMT1EE-36 H4-R3 asymmetrisch
PRMT4/CARM1E®8367  H3.R2 H3-R17, H3-R26 asymmetrisch
PRMTS5/)BP11368:364] H2A, H4 symmetrisch

[a] PRMT2 wurde bisher nicht als Enzym nachgewiesen,®*% PRMT3,F>"-
339 13601 7 B61.362 sind nicht als HRMTs bekannt. PRMT: Protein-Arginin-
N-Methyltransferase, CARM: Coaktivator-assozierte Arginin-Methyl-
transferase, |BP: Janus-Kinase-Bindungsprotein.
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und PRMT?2 iiber eine SH3-Domiine, die wahrscheinlich die
Substratspezifitit steuert.["”)

Nicht nur Histone konnen an Argininresten methyliert
werden, sondern auch andere Proteine,* die mit der Signal-
transduktion,’”**"l dem mRNA-SpleiBen,?"**7 dem RNA-
Transport®*=7l oder mit Protein-Protein-Wechselwirkun-
genP™ in Verbindung stehen.

Weiterhin wurde die In-vivo-Methylierung von Arginin-
resten der HAT CBP/p300 durch PRMT4/CARM1 beschrie-
ben. Diese Modifikation verhindert die Assoziation von CBP/
p300 mit dem Transkriptionsfaktor CREB und beeinflusst
somit die Regulation der Transkription (Kapitel 2.1.2.).1")

Die Arginin-Methyltransferase CARM1/PRMT4 methy-
liert spezifisch H3-R2, H3-R17 und H3-R26 in vitro und ist
ein Coaktivator von nuclearen Rezeptoren.P%3¢7:3 PRMT1
methyliert H4-R3 in vivo,**¥®! jedoch wurden die entspre-
chenden Promotoren noch nicht identifiziert. PRMTS zeigt
eine Priferenz fiir H2A und H4 in vitro, aber der genaue Ort
der Methylierung ist unbekannt.”™ Es wurde ebenfalls
berichtet, dass die H4-R3-Methylierung eine nachfolgende
Acetylierung von H4 verstirkt.*$!

Die Arginin-Methylierung reprisentiert damit genauso
wie die Histon-Acetylierung eine Histonmodifikation, die zu
einer aktivierten Transkription fiihrt.

Im Jahre 2004 konnte der erste Arginin-Methyltransfera-
se-Inhibitor, AMI-1 (39), identifizert werden, der die Histon-
Lysin-Methylierung nicht beeinflusst (Abbildung 21).%!

OH

OO i
N)I\N
H H

AMI-1(39)

O\\S
~

A\
*Na © 0

Abbildung 21. Struktur des spezifischen PRMT-Inhibitors AMI-T (39).

Zudem ist AMI-1 zellgéngig und scheint mit der Substrat-
bindungstasche der HRMT wechselzuwirken. Kiirzlich wurde
AMI-1 auch als selektiver Inhibitor der reversen Transkrip-
tase von HIV-1 identifiziert; diese Studie zeigte auch, dass
AMI-1 keine Zelltoxizitit aufweist.**

In diesem Zusammenhang wurden acht weitere Inhibito-
ren und zwei Aktivatoren der PRMTs identifiziert, die jedoch
unterschiedliche Selektivititen fiir die PRMT-Isoformen und
die HKMTs zeigen [

3.3. Histon-Demethylierung

Da die repressive Histon-Methylierung sowohl bei Hete-
rochromatin, als auch bei Euchromatin auftritt, stellt sich
zwangslaufig die Frage nach der Stabilitdt der Methylmar-
kierung. Unter thermodynamischen Gesichtspunkten ist
diese Modifikation stabiler als Acetyl- und Phosphorylmar-
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kierungen, die durch HDACs bzw. Phosphatasen (PP) spalt-
bar und damit reversibel sind. Aktive Histon-Demethylasen
(HDMasen) sind bisher zwar nicht bekannt, im Jahr 2002
wurde aber eine HAT mit einer N-terminalen Doméne
identifiziert, die Homologien zu der katalytischen Doméne
von radikalisch reagierenden S-Adenosylmethionin-abhéngi-
gen Enzymen aufweist. Auf dieser Grundlage wurde eine
radikalische Demethylase-Aktivitit postuliert.”! Auch wei-
tere demethylierende Enzyme sind bekannt.**7 Bei all
diesen enzymvermittelten Reaktionen wird Formaldehyd
gebildet, sodass die Demethylierung iiber einen oxidativen
Mechanismus verlaufen konnte.*!

Weiterhin konnten wiederholte Zyklen der DNA-Repli-
kation langsam die Histon-Methylierung abschwichen.!'*2""]
Als alternativer Mechanismus kdme der Ersatz von modifi-
zierten Histonen durch eine nicht modifizierte Histon-Versi-
on infrage, z.B. durch Histon-Varianten.®®! Ein weiterer
potenzieller Demethylierungsmechanismus wire die proteo-
lytische Spaltung der Histon-Aminotermini, wie sie z.B. von
Tetrahymena bekannt ist.'**1 Auch die Ubiquitinylierung
konnte an der Histon-Demethylierung beteiligt sein.*3

Kiirzlich wurde eine Demethylierung von Argininresten
in Histonen beschrieben. Die Peptidylarginin-Deiminase 4
(PAD4/PADI4)™! katalysiert in vitro und in vivo die Um-
wandlung entsprechender nicht- und monomethylierter Ar-
gininreste zu Citrullin-Derivaten; dimethylierte Argininreste
werden von PAD4/PADI4 nicht umgewandelt. Es wird un-
tersucht, ob die Citrullin-Histone einen Effekt auf die Chro-
matinstruktur haben oder von anderen Proteinen erkannt und
gebunden werden.?*?3%

Bisher ist kein spezifischer Demethylierungsmechanismus
fiir Lysinreste in Histonen nachgewiesen worden, und weitere
Untersuchungen miissen folgen.

4. Die Histon-Phosphorylierung

Die Histon-Phosphorylierung wurde bereits in den 60er
Jahren beschrieben.® Seit dieser Zeit sind Phosphorylie-
rungen an allen Histonen nachgewiesen worden, und wichtige
Phosphorylierungsstellen wie H3-S10 und H3-S28 wurden
identifiziert. Diese sind sowohl im Verlauf des Zellzyklus
withrend der Mitose™®*" oder Meiose, als auch bei der
Aktivierung von Genen wihrend der Interphase beteiligt,
obwohl beiden Mechanismen eine gegensitzliche Verdnde-
rung der Chromatinstruktur zugrunde liegt. Alle phosphory-
lierbaren Serinreste scheinen sich in einer hoch konservierten
Aminosiuresequenz Ala-Arg-Lys-Ser (ARKS) zu befin-
den.P

4.1. H3-Phosphorylierung in der Mitose und Meiose

Die H3-S10-Phosphorylierung wurde in Zusammenhang
mit der Chromosomenkondensation und der Zellteilung
withrend der Mitose und Meiose beschrieben.**" Auch H3-
S28P*1 und H3-T114%! wurden als mitosespezifische Phos-
phorylierungsstellen identifiziert, bislang ist allerdings unklar,
ob diese Modifikationen miteinander in Verbindung stehen.
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Bei Siugern™ und in T thermophila™® ist die Histon-
Phosphorylierung eng mit der Chromosomenkondensation
verkniipft.

Die H3-S10-Phosphorylierung beginnt in der spiten G2/
M-Phase an pericentrischem Heterochromatin und breitet
sich bis zum Ende der Prophase iiber das Genom aus.[*>4"]
Auf diesen Vorgang folgt eine allgemeine Dephosphorylie-
rung wihrend der Zellteilung zur Telophase.*””

Die mitotische Phosphorylierung von H3-S10 bewirken
Mitglieder der Aurora-Kinase-Familie: Ipll-Kinase in Hefe
und Nematoden,** Aurora B in Drosophila® sowie Auro-
raB (und A) in Siugern."*™ AuroraB ist auch an der
mitotischen Phosphorylierung von H3-S28 beteiligt™”! und
wird eher als H3-S10-Kinase angesehen, weil ihre subzellu-
lare Lokalisation®! hierzu besser geeignet scheint als die von
Aurora A, einem centrosomalen Protein.**! Diese Kinasen
sind auch mit der Rekrutierung des Condensin-Komplexes
und dem Zusammenbau des mitotischen Spindelapparats mit
der H3-Phosphorylierung verkniipft.“*!

Die Einstellung des Phosphorylierungsgrads und die
ordnungsgemiBe Chromosomenkondensation wihrend der
Zellteilung hingt mit Typ-1-Phosphatasen (PP1) zusam-
men. [404.410-412]

Fine Reihe von Daten sprechen allerdings gegen eine
Beteiligung der  H3-Phosphorylierung an  Mitose/
Meiose,*3#% yund diese Rolle wird zunehmend kontrovers
diskutiert.*"”! Eventuell wirkt die H3-Phosphorylierung nicht
direkt auf die Chromosomenkondensation, sondern indirekt
auf die komplexen Mechanismen des Chromosomenum-
baus.*”

4.2. H3-Phosphorylierung wiihrend der Transkription

Bei Sdugern wurde die Histon-Phosphorylierung mit der
Aktivierung von ,immediate early response“(IER)-Genen
wie c-fos-, c-myc- und c-jun wihrend der Interphase™” in
Verbindung gebracht.*5*? Diese Gene sind direkt mit den
intrazellularen Signalkaskaden verkniipft und bendtigen
keine neue Proteinsynthese.”™ Eine solche stimulationsab-
héngige H3-Phosphorylierung ist schnell, voriibergehend und
betrifft nicht das gesamte Genom, sondern nur eine bestimm-
te Gruppe von Genen. Zusitzlich sind diese phosphorylierten
H3-Histone empfindlich gegeniiber einer Uberacetylie-
rung,?! wodurch beide Modifikationen bei der Aktivierung
der Transkription durch die MAP-Kinase-Signalkaskade ver-
kniipft werden.*?*?! Somit sind es bei der MAP-Kinase-
Signalkaskade!**! nicht nur Transkriptionsfaktoren oder Co-
aktivatoren der entsprechenden Gene, die phosphoryliert
werden, sondern auch das Histon H3. Andere Signalkaskaden
konnten jedoch auch bei der Aktivierung von IER-Genen
involviert sein, wie die ,JJanus-Kinase/signal transducer and
activator of transcription® (JAK/STAT)* oder der nucleare
Faktor xB (NF-xB).*”” Untersuchungen mit Inhibitoren,
unter anderem auch mit relativ spezifischen MAP-Kinase-
Inhibitoren, konnten zeigen, dass bei Sdugern die H3-Phos-
phorylierung je nach Stimulus durch den ERK- oder p38-
MAP-Kinase-Signalweg vermittelt wird, nicht aber durch den
INK/SAPK-Signalweg,[43:424:428.429]
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Obwohl diese beiden Signalwege an der Phosphorylie-
rung beteiligt sind, wird die Phosphorylierung der Histone
von ,,Downstream“-Kinasen vermittelt und nicht von der
MAP-Kinase. Hierbei konnten die Kinasen der RSK-*=3
und MSK-Familien*?*%3#4 eine Rolle spielen,*™ jedoch
scheint die MSK-Kinase-Familie die H3-Kinasen zu stel-
len.P #4431 MSK1 und MSK2 sind im Zellkern lokalisiert
und durch den ERK- oder p38-Signalweg aktivierbar (Ab-
bildung 22).[%¢ In-vitro-Studien haben gezeigt, dass MSK1
das Histon H3 effizienter phosphoryliert als RSK1/2.3!
Mutationen in Gensequenzen, die RSK2 codieren, fithren
zum Coffin-Lowry-Syndrom, dessen Krankheitsbild dem
Rubinstein-Taybi-Syndrom entspricht (Abschnitt 2.1).1%37:4]

EGF
bFGF

TPA
\

Sltress
UW-Strahlung

IKKa

Zellkern

PKB/Akt

Abbildung 22. Signalwege, die zur H3-S10-Phophorylierung und nach-
folgender Genexpression fithren: Die Aktivierung der MAP-Kinase-Kas-
kade oder der p38-Kaskade durch Mitogene, Wachstumsfaktoren,
Stress oder UV-Strahlung fuhrt zur Aktivierung von MSK1/2-Kinasen,
die H3-510 phosphorylieren und Gene wie c-fos oder c-jun aktivieren.
Auch die Aktivierung von IKK-a,, PKB/Akt oder Snfl fiihrt zur H3-S10-
Phosphorylierung. EGF: epidermaler Wachstumsfaktor; ERK: extrazel-
luldre signalregulierte Kinase, FGF: Fibroblasten-Wachstumsfaktor,
IKKa: IKB-Kinase o, MEK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase/ERK
Kinase, MEKK: MEK Kinase, MSK: Mitogen- und Stress-aktivierte
Kinase, PKB: Proteinkinase B, Raf: ras-aktivierter Faktor, Ras: Ratten-
sarkom, RKT: Rezeptor-Tyrosin-Kinase, SAPK: Stress-aktivierte Protein-
kinase, Snfl: sucrose non-fermented 1, TPA: 12-O-Tetradecanoylphor-
bol-13-acetat.

Andere Histon-Kinasen wie Snfl,l'”) PKB/Akt**#0 oder
die IKB-Kinase a (IKK-a)*"*? sind ebenfalls mit der Tran-
skription verkniipft.

Auch iiber die stimulationsabhéngige MAP-Kinase-ver-
mittelte Phosphorylierung von H3-S28 wurde berich-
tet.¥*+#3:44] Jedoch konnte noch kein konkreter Zusammen-
hang zwischen der H3-S28-Phosphorylierung und der Tran-
skription nachgewiesen werden.*®!

H3-S10 ist in einer Region lokalisiert, die auch das Ziel
von anderen Modifikationen ist. So konnen H3-K9 und H3-
K14 acetyliert werden, was normalerweise eine aktivierte
Transkription kennzeichnet. Die H3-K9-Methylierung kann
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hingegen zur Bildung von Heterochromatin und zur Inakti-
vierung von Genen fithren. In-vitro- und In-vivo-Experimen-
te unterstiitzen diese Vermutung der gegenseitigen Beein-
flussung (Abschnitt 1.1).144)

4.3. Phosphorylierung und Acetylierung

Sowohl die Phosphorylierung als auch die Acetylierung
von Histonen sind mit der Transkription verkniipft. Durch
Antikorper-Experimente konnte nachgewiesen werden, dass
die doppelt modifizierte H3-Isoform in vivo existiert.?” %!
Wie sich die beiden Modifikationen gegenseitig beeinflussen,
ist noch nicht abschlieBend geklart. Zwei Modelle werden
diskutiert: das synergistische und das parallel-unabhingige
Modell.

4.3.1. Das synergistische Modell

In-vitro-Experimente belegen, dass die HAT yGenS be-
vorzugt an phosphoryliertes H3-S10 bindet.?>#¢#7 Die
Kristallstruktur von GenS aus Hefe” und Tetrahymena®™
mit phosphoryliertem Histon H3, indizierte die essenziellen
Aminosdurewechselwirkungen. Hierbei zeigt yGen5 eine
sechs- bis zehnfach hohere Substratspezifitit fiir phosphory-
liertes H3-S10"*7] als Folge eines erhohten K,-Werts bei
nahezu unveridndertem k,, . Die H3-S10-Phosphorylierung
verbessert also eher die Bindung als den katalytischen
Umsatz des Enzyms yGenS.

Auch Promotoren von MAP-Kinase-aktivierten Genen
wie c-fos weisen acetylierte und phosphorylierte H3-Histone
auf.”” Beide Modifikationen konnten einen synergistischen
Mechanismus bilden, wobei der MAP-Kinase-Signalweg zur
Phosphorylierung von H3-S10 fiihrt. Dieser phosphorylierte
Serinrest wird von Gcen5 bevorzugt gebunden, die daraufhin
durch Acetylierung von H3-K14 die Transkription aktiviert
(Abbildung 23).147]

M5K1/2

NS

Abbildung 23. Synergistisches Modell: Die H3-S10-Phosphorylierung
durch die Kinase MSK1/2 erzeugt eine Bindungsstelle fiir die Histon-
Acetyltransferase Gen5. Nach der Bindung wird H3-K14 acetyliert, was
zur Genaktivierung fiihrt.

Chromatin-Immunprézipitationsexperimente (ChIP)
zeigen hingegen fiir eine Vielzahl von Hefe-Promotoren,
dass yGenS mit Ausnahme von K14 alle Positionen an H3
acetylieren kann.**! Weiterhin bevorzugt GenS im nativen
SAGA-Komplex (Abschnitt 2.1) phosphoryliertes H3 nicht
gegeniiber nicht phosphoryliertem H3.! Ein Grund fiir
diese Diskrepanz konnte darin liegen, dass andere Unterein-
heiten des SAGA-Komplexes die Bindung an H3 vermitteln.
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4.3.2. Das parallel-unabhdngige Modell

Die Stimulierung von Mausfibroblasten mit EGF fiihrt
zur Phosphorylierung und Acetylierung von H3; die Modifi-
kationen werden jedoch unabhéngig voneinander iibertra-
gen." Daher muss die H3-S10-Phosphorylierung nicht
zwangslaufig ein Signal fiir die folgende Acetylierung von
K14 sein. Die Analyse der Induktion von c-jun-Genen
bestiitigt dieses Ergebnis.*” Die MAP-Kinase-abhingige
H3-Phosphorylierung konnte ebenfalls an aktiven, bereits
acetylierten Regionen der Genexpression nachgewiesen
werden. Weiterhin ist die Acetylierung ein dynamischer
Prozess, der auf einem Gleichgewicht zwischen HATSs und
HDACS beruht (Abbildung 24).1"

Auflerdem fithren die Mutation der MSK-Kinasen oder
die Inhibierung der MSK1/2 zu verringerter Phosphorylie-
rung, jedoch nicht zu einem nachweisbaren Abfall der
Acetylierung, sodass beide Ereignisse nicht miteinander
verbunden zu sein scheinen.+#1421 Al dies stiitzt das
Modell, dass eine Histonmodifikation nicht notwendigerwei-
se zu weiteren Modifikationen fiihrt.

Die genomweite Verteilung der H3-K14-Acetylierung
und die H3-S10-Phosphorylierung nach einem Hitzeschock
wurde in Drosophila analysiert.*”® Thermaler Stress fiihrt
normalerweise zur globalen Inaktivierung der Transkription
und zur Induktion derjenigen Gene, die beim Hitzeschock
involviert sind.[****> Hierbei bleibt die Verteilung der acety-
lierten Histonreste von H3 und H4 gleich, die Verteilung der
H3-S10-Phosphorylierung dndert sich jedoch drastisch: Sie
wird nur noch in den Regionen nachgewiesen, die an der
Transkription von Hitzeschock-Genen beteiligt sind. Die
Kinase dieser H3-S10-Phosphorylierung ist bisher noch
nicht identifiziert worden, ein Kandidat wire aber Jil-1,
eine Tandemkinase, die Ahnlichkeiten zu humanen MSK-
Kinasen aufweist.**]

Diese Ergebnisse zeigen, dass bei Drosophila die
Histon-Phosphorylierung dynamisch schwanken kann

A. Giannis et al.

K9 510 K14

HAT
HDAC
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K9 510 K14

H3

MSK1/2

@@J@:‘
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Abbildung 24. Parallel-unabhingiges Modell: Histon-Acetyltransferasen
(HATs) und Histon-Deacetylasen (HDACs) stellen ein Gleichgewicht
beziiglich der Acetylierung von H3-K9 und H3-K14 ein. Eine MSK1/2-
Kinase phosphoryliert das bereits diacetylierte Histon H3 und aktiviert
dadurch die Gentranskription.

H3

repressiven Zustand iiberschreiben. Durch die dynamische
Dephosphorylierung kann aber schnell der repressive Zu-
stand wiederhergestellt werden (Abbildung 25). Alternativ
konnte die Phosphorylierung Bindungsstellen fiir andere
Enzyme schaffen, z.B. bisher nicht bekannte Histon-Deme-
thylasen, die H3-K9 demethylieren und damit fiir eine
Acetylierung zugénglich machen.

X
und dass die Prdsenz von acetylierten Histonen nicht F é
notwendigerweise Regionen aktiver Gentranskription  n3 Kim:s 3
Kennzeichnet 159 RE K9 510 ———  RBK9 510
S J 5 S PP2A g j- J S
4-4. Phosphorylierung und Methylierung HKMT o
w21 ' ? 1 | vkt
Wie konnen Zellen von einer repressiven Modifi- %
kation wie der H3-K9-Methylierung zu einer aktivier-
ten Transkription gelangen? Die ,,Hypothese des bini- HP1
ren Schalters“ geht von der Beobachtung aus, dass viele t% Kinase ®
repressive Methylierungen an H3 benachbart zu Serin- "3 gakas1o — = M kaen
oder Threoninresten erfolgen.*! Das Konzept postu- 5 5 -— j J
liert daher, dass die Phosphorylierung die Bindung von et ~—— | PP2A S— ~—
HP1

repressiven Proteinen blockiert, die normalerweise
Histon-Methylierungen erkennen. Untermauert wird
dies durch die in vivo nachgewiesene Coexistenz von
Phosphorylierung und Methylierung in HelLa-
Zellen.**! So konnte die Phosphorylierung an H3-S10
die kinetisch kontrollierte Bindung von HP1 an H3-
K940 yerhindern und andere Enzyme zulassen, z. B.
HATs, die durch Acetylierung an anderen Stellen den
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Abbildung 25. ,Hypothese des binidren Schalters“: Posttranslationale Histon-

modifizierung fiihrt zur Bindung der Effektorproteine HP1 oder X. Zusitzliche
Modifikationen in der Nihe, z. B. H3-K9-Methylierung durch eine Histon-Lysin-
Methyltransferase (HKMT), verdringen diese Effektorproteine und heben ihre
biologische Wirkung auf. PP2A: Protein-Phosphatase Typ 2A, ?: unbekannter
Demethylierungsmechanismus, X: theoretisches Bindungsprotein fiir Phos-

phorylierungen.

www.angewandte.de

Angew. Chem. 2005, 117, 3248 —3280


http://www.angewandte.de

Genregulation

Sollte sich dieses Konzept als korrekt erweisen, so konn-
ten weitere Kombinationen von Modifikationen, z.B. Acety-
lierung/Phosphorylierung oder Ubiquitinylierung/Phosphory-
lierung, das Leseraster des Histon-Codes ausbauen.

4.5. Histon-Dephosphorylierung

Das Vorhandensein von Kinase-Phosphatase-Paaren, die
den Phosphorylierungsgrad wihrend der Mitose regulieren,
fithrte zu der Vermutung, dass dhnliche Mechanismen auch
bei der Transkription vorherrschen.

Nach einem Hitzeschock wird bei Drosophila die Induk-
tion von Hitzeschock-Genen durch die De-novo-Phosphory-
lierung von H3-S10 begleitet, wihrend diese Modifikation im
restlichen Genom verschwindet. Die Behandlung von Zellen
mit Phosphatase-Typ-2(PP2A)-Inhibitoren oder Mutationen
von PP2A-Genen verringern die H3-Dephosphorylierung.
Die Genexpression wihrend des Hitzeschocks hédngt dem-
nach vom Phosphorylierungsgrad des Histons H3 ab, der
durch eine Anderung in der PP2A-Aktivitit reguliert sein
konnte [0V

5. Die Ubiquitinylierung von Histonen

Ubiquitin (Ub) ist ein hoch konserviertes Protein aus 76
Aminosidureeinheiten, dessen Name auf seine verbreitete
Prisenz in allen eukaryontischen Zellen hindeutet.“? Die
kovalente Anheftung von Ubiquitin an andere Proteine
wurde bereits vor etwa 30 Jahren am Beispiel der Histone
entdeckt," aber der genaue Zweck dieser Modifikation wird
immer noch diskutiert. Meist dient die Ubiquitinylierung als
Markierung zum proteolytischen, ATP-abhéngigen Abbau
von Proteinen durch das Proteasom.“*! Hierzu werden durch
eine Kaskade von drei enzymatischen Schritten mehrere
Ubiquitin-Einheiten auf das entsprechende Protein iibertra-
gen.*®! Das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 bindet den C-
Terminus des Ubiquitins unter ATP-Hydrolyse in Form eines
reaktiven Thioesters und katalysiert anschlieBend in einer
Umesterung die Ubertragung des aktivierten Ubiquitins auf
das Ubiquitin-konjugierende Enzym E2. Unter Bildung einer
Isopeptidbindung transferiert die Ubiquitin-Ligase E3 dann
das Ubiquitin von E2 auf die e-Aminofunktion eines Ziel-
proteins. Da Ubiquitin mit Lys48 selbst iiber einen internen
Lysinrest verfiigt, wiederholt sich die katalytische Kaskade
und mehrere Ubiquitin-Einheiten werden als Kette hinter-
einander an das Zielprotein gebunden [

Inzwischen gibt es zahlreiche Hinweise dafiir, dass die
Ubiquitinylierung mehr als nur eine Markierung zum Abbau
iiberfliissig gewordener Proteine darstellt und, in Anlehnung
an die Phosphorylierung, als Signal fiir unterschiedliche
zellulire Prozesse fungiert.”* So spielt sie bei Zellzyklus-
regulation, Transkription und Signaltransduktion, DNA-Re-
paratur, Endocytose, Apoptose sowie Immunantwort eine
wichtige Rolle.*®®! Fiir ihre Arbeiten zur Ubiquitinylierung
erhielten Ciechanover, Hershko und Rose im Jahr 2004 den
Chemie-Nobelpreis.
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Das Histonprotein H2B wird in der C-terminalen Region
am hoch konservierten Lysinrest 123 monoubiquitiny-
liert.*®#%1 Diese Modifikation fiihrt allerdings nicht zum
Abbau des Proteins, sondern stellt moglicherweise einen
weiteren Buchstaben im Alphabet des Histon-Codes dar./!
Die Einfithrung des Ubiquitins erfolgt in Anlehnung an die
bereits beschriebene Enzymkaskade: Hierbei dienen sowohl
Rad6 als auch Ubc2 als Ubiquitin-konjugierende Enzy-
me E2,%2 wihrend Brel die Aufgabe der Ubiquitin-Ligase
E3 iibernimmt.”***"! AuBerdem steht mit dem PAF-Komplex
ein weiterer Faktor mit der H2B-Ubiquitinylierung in Ver-
bindung.*””! Rad6 (E2) wird demnach durch Brel (E3) an
eine spezifische Promotorregion rekrutiert, wéhrend der
PAF-Komplex dort die Aktivitdt von Rad6 bei der Monoubi-
quitinylierung von H2B steuert.[*"!

Obwohl noch nicht geklért ist, welche Informationen die
Histon-Ubiquitinylierung vermittelt, sollte diese Modifikati-
on einen Platz innerhalb des Histon-Codes einnehmen. In
Analogie zur Acetylierung ist sie ein dynamischer Pro-
zessl> ¥ und in Hefe sind inzwischen 17 Ubiquitin-Hydro-
lasen (UBPs) bekannt.*¥! Ubp8 steht als stochiometrische
Untereinheit des SAGA-HAT-Komplexes®! schon rein
formal mit anderen histonmodifizierenden Enzymen in Ver-
bindung.

Kiirzlich konnte ein Zusammenhang zwischen der Ubi-
quitinylierung von H2B und der Methylierung von H3 gezeigt
werden: Eine Deletion des RAD6-Gens oder eine entspre-
chende Mutation an der H2B-Ubiquitinylierungsposition
verhindert die durch Setl und Dotl1 katalysierte Methylierung
von H3-K4 und H3-K79.1227:2292.0.252.388.485488] Tyaq ybiquitiny-
lierte Histon konnte von den HMTs iiber eine von zahlrei-
chen anderen Faktoren bekannte Ubiquitin-bindende
Domine* ' angelagert werden. Einem weiteren gemein-
samen Element begegnet man im PAF-Komplex, der nicht
nur fiir die H2B-Ubiquitinylierung notwendig ist, sondern
auch die H3-K4- und H3-K79-Methylierung beeinflusst.**
Erst wenn der PAF-Komplex Rad6-Brel dazu aktiviert, H2B
zu monoubiquitinylieren, konnen die entsprechenden Lysin-
seitenketten methyliert werden.™ Entsprechend reguliert
die Ubiquitinylierung von H2B die Methylierung an H3-K4
und H3-K79 und leistet einen Beitrag zur Erhaltung der
aktiven Transkription an Euchromatin (Abbildung 26).

) .'.'.'.'.—,.,k\.
RN ko K79 |<1'23 C-H2E

Abbildung 26. Einfluss der Ubiquitinylierung an H2B-K123 auf die
Histon-Methylierung an H3-K4 und H3-K79.

6. Die Sumoylierung von Histonen

Die Abkiirzung SUMO (small ubiquitin-related modifier)
bezeichnet eine Gruppe von kleinen Proteinen, die dem
Ubiquitin hinsichtlich ihrer Sekundérstruktur und Tertiér-
struktur #hnlich sind.** Auch der Mechanismus der Anhef-
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tung an die Zielproteine ist gleich: Ein SUMO-aktivierendes
Enzym E1 (SAE1/SAE2) bindet SUMO unter ATP-Hydro-
lyse in Form eines reaktiven Thioesters, der anschlieBend
durch Umesterung auf das SUMO-konjugierende Enzym E2
(Ubc9) transferiert wird und, moglicherweise iiber eine
entsprechende Ligase E3, auf die e-Aminofunktion eines
Lysinrests iibertragen werden kann.**

Ein wesentlicher Unterschied zwischen beiden Proteinen
besteht neben der mit 18 % relativ geringen Sequenzhomo-
logie und der daraus resultierenden vollig verschiedenen
Oberflachenladungsverteilung vor allem darin, dass die Sumo-
ylierung die Proteine nicht fiir einen Abbau markiert."¥ Zu
der Vielzahl von sumoylierten Proteinen!* gehort neben p53
auch das Histon H4, das jedoch nicht an der sonst iiblichen
Konsensussequenz y-Lys-X-Glu modifiziert wird (y: grofe
hydrophobe Aminosdure, X: beliebige Aminosiure).

Wihrend die Ubiquitinylierung von Histonen im Allge-
meinen mit aktiven Chromatinzustdnden in Zusammenhang
gebracht wird, gibt es zunehmend Hinweise darauf, dass die
Sumoylierung einen gegenteiligen Effekt haben konnte.*!
So wird die Expressionsrate eines Reporters durch das
SUMO-konjugierende Enzym Ubc9 gesenkt. Gleichzeitig ist
eine Abnahme der Acetylierung von H3 und eine deutliche
Zunahme von HP1 zu beobachten.*” Aus diesen Ergebnis-
sen lasst sich ein Modell fiir die Wirkungsweise der Sumo-
ylierung entwickeln.®”! So steigt mit einem zunehmenden
Acetylierungsgrad der Histone auch die Sumoylierung von
H4 an. Letzteres ist als Signal fiir die Beendigung der durch
die Acetylierung eingeleiteten Genexpression zu deuten: Die
Rekrutierung einer HDAC ermoglicht die Methylierung der
urspriinglich acetylierten Position und damit letztlich die
Bindung des Repressorproteins HP1. Inwieweit dabei der
Histon-Sumoylierung eine tragende Rolle zukommt, muss
noch geklart werden. Einige Ergebnisse sprechen fiir eine
indirekte Beeinflussung: So wird im Fall von p300/CREB die
Acetyltransferase selbst sumoyliert und dadurch zur Bindung
von HDAC6 befihigt.!"'”) Ahnliches gilt fiir den Transkripti-
onsfaktor Elk-1, dessen Sumoylierung ebenfalls die Rekru-
tierung einer HDAC-Aktivitdt an den Elk-1-Promotor be-
wirkt und iiber die abnehmende Histon-Acetylierung zur
Repression der Transkription fiihrt.*!

Protein

A. Giannis et al.

7. Die Poly-ADP-Ribosylierung von Histonen

Wie zahlreiche andere Proteine auch, konnen Histone
durch die aufeinander folgende Anheftung anionischer ADP-
Ribose-Monomer-Einheiten unter Bildung von Poly(ADP-
Ribose)-Ketten (PAR) modifiziert werden (Abbil-
dung 27).%1 In Siugerzellen stehen hierfiir insgesamt
sieben Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARPs) zur Verfii-
gung, unter denen PARP-1 vorzugsweise exprimiert wird.>™!

Mechanistisch gesehen katalysiert das Enzym den Trans-
fer von ADP-Ribose-Einheiten vom Donor NAD? auf ein
Acceptorprotein.®"! Die erste Einheit wird iiber eine Ester-
bindung an die Carboxyfunktion von Glutaminsdure- oder
Asparaginsdureresten geheftet, wihrend die weiteren Ein-
heiten zur Verldngerung der Kette glykosidisch an den jeweils
letzten Ribosering gebunden werden. Auf diesem Wege
entstehen lineare sowie verzweigte Polymere aus bis zu 200
Monomeren. Das Gen fiir PARP-1 ist hoch konserviert und
codiert fiir eine aminoterminale Doppelzinkfinger-DNA-
Bindungsdoméne, eine zentrale Automodifikationsdoméne
sowie eine C-terminale NAD*-Bindungsdomine."!

PARP-1 reagiert analog zu den Sirtuinen im Sinne einer
NAD*-Abhiingigkeit auf den physiologischen Zustand der
Zelle. Weiterhin unterliegt seine Aktivitdt einer allosteri-
schen Regulation.”™! Die Bindung an DNA, vor allem an
geschédigte DNA, erhoht die Enzymaktivitédt, wobei PARP-1
zwei DNA-Helices gleichzeitig binden kann und sich mogli-
cherweise gerade an die Stellen heftet, an denen die DNA aus
dem Nucleosom heraustritt. Zu einer Aktivitdtserhohung
kann es auch durch die Wechselwirkung mit DNA-bindenden
Transkriptionsfaktoren an der Automodifikationsdoméne
kommen; dies trifft beispielsweise fiir YY1 zu."* Umgekehrt
fiihrt eine Automodifikation in diesem Bereich zur Inhibition
der DNA-Bindung von PARP-1 und der ADP-Ribosyltrans-
ferase- Aktivitit.”*

Im Fall der Histone hat die Modifikation eine Veridnde-
rung der geordneten Chromatinstruktur zur Folge: PARP-1
fiihrt iiber die ADP-Ribosylierung von H1 und H2BP%! zur
Dekondensation des Chromatins und aktiviert damit die
Genexpression. Deutlich zeigt sich dies anhand von einigen
hoch induzierbaren Genen.P™ So ist die Expression von
Hitzeschock-Proteinen und induzierbaren Immungenen in
hohem MaB von PARP-1 abhingig. Umgekehrt ist PARP-1 in

Abbildung 27. Poly(ADP)-Ribosylierung von Proteinen: Die erste ADP-Ribose-Einheit wird iiber eine Esterbindung an Glutaminsiure- oder Aspara-
ginsdurereste des Zielproteins gebunden. Bei der Verlingerung tiber glykosidische Bindungen sind auch Verzweigungen méglich. Die Kugeln sym-

bolisieren einzelne ADP-Ribose-Einheiten.
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Gebieten mit hoher Transkriptionsgeschwindigkeit und Be-
reichen dekondensierten Chromatins anzutreffen. Aber auch
das Gegenteil konnte gezeigt werden:P"”l PARP-1 ist fiir die
Kondensation des Chromatins und die Repression der Tran-
skription notwendig. Letztlich scheint der Effekt von PARP-1
auf die Chromatinstruktur von der Umgebung abzuhéngen.
Wihrend Gene innerhalb des Euchromatins wie hsp70 durch
PARP-1 aktiviert werden konnen, bewirkt das Enzym in einer
Heterochromatinumgebung, wie im Fall des Gens copia, das
Gegenteil "]

Die beschriebene Modifikation ist unter physiologischen
Bedingungen reversibel®™ und PAR wird nach Beendigung
des Stimulus schnell entfernt. Durch einen Hitzeschock
induzierte PAR-Polymere werden innerhalb von nur 25 Mi-
nuten nach Beendigung der Induktion komplett abgebaut.>"!
Der Grund hierfiir ist eine spezifische Poly(ADP-Ribose)-
Glycohydrolase (PARG), deren Aktivitdt anscheinend pro-
portional mit der Lange des zu spaltenden Polymers zunimmt.

Die Zuordnung von PARP-1 zur Gruppe der Chromatin-
modifizierenden Enzyme wird durch einige Gemeinsamkei-
ten, z.B. mit den HATs, gerechtfertigt.”* So wirkt PARP-1
auf verschiedene DNA-abhéngige Prozesse wie Transkripti-
on, Replikation und DNA-Reparatur, ist direkt am Aufbau
von Transkriptionskomplexen an Enhancern oder Promoto-
ren®'% beteiligt und zeigt einen fiir den Histon-Code typi-
schen Synergismus: Die Nucleosomen konnen gleichzeitig
acetyliert sein und PAR tragen.['!]

8. Zusammenfassung und Ausblick

Die DNA einer menschlichen Zelle ist in ihrer doppelhe-
licalen gestreckten Form knapp einen Meter lang und muss
im Zellkern zu Gebilden hoherer Ordnung komprimiert
werden. In diesem Zustand ist sie nur beschrankt zuginglich,
und das wird von der Natur geschickt zur Regulierung der
Transkription genutzt. Die Histonproteine dienen hierbei in
Form der Nucleosomen einerseits zur Bildung von DNA-
Strukturen hoherer Ordnung, andererseits als Templat fiir
den ,,Histon-Code*, einen epigenetischen Mechanismus zur
Transkriptionskontrolle. Die verschiedenen Histonmodifika-
tionen bilden ein Vokabular, dessen wechselseitige Bezie-
hungen einer Art Grammatik unterliegen. Grundlegend fiir
seine Etablierung sind die Enzymfamilien der HATs, HDAC:s,
HMTs, HKs und PPs sowie die Enzyme der Ubiquitinylie-
rung, Sumoylierung und Poly(ADP)-Ribosylierung. Trotz
zunehmender Erkenntnisse iiber den Histon-Code sind
noch viele Fragen unbeantwortet. Vor allem die Histon-
Methylierung, ein wichtiger Regelmechanismus bei der Tran-
skription und anderen zelluldren Prozessen, ist noch nicht im
Detail verstanden. Gerade die gegensitzlichen biologischen
Auswirkungen von Methylierungen an unterschiedlichen
Lysin- und Argininresten der Histone sind auBerordentlich
wichtig. Die Veroffentlichung einiger HMT-Kristallstruktu-
ren sollte ein Anreiz dafiir sein, die natiirlichen Strukturen zu
imitieren und Disubstratanaloga oder einfache Peptidmime-
tika®'? zu entwickeln, um diese Vorginge zu untersuchen.

Gleiches gilt fiir die HATs, deren biologische Eigenschaf-
ten und Wechselwirkungen bisher nur ansatzweise verstanden
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sind; nach der Entwicklung erster Enzymmodulatoren
werden sicherlich weitere folgen miissen. Gerade die unter-
schiedlichen Familien von Histon-Acetyltransferasen und
Histon-Deacetylasen vermitteln verschiedene biologische
Prozesse und sollten daher selektiv angesprochen werden
konnen. Beziiglich der Histon-Demethylierung herrscht bis
heute noch in jeglicher Hinsicht Unklarheit.

Grundsitzlich ermdglichen Modulatoren der histonmodi-
fizierenden Enzyme neben der dringend notwendigen voll-
standigen Entschliisselung des Histon-Codes auch dessen
Beeinflussung von auflen. Darauf konnte die Entwicklung
neuer Wirkstoffe und Therapieformen fiir die Tumorbehand-
lung aufbauen, und einige HDAC-Inhibitoren befinden sich
bereits in der klinischen Priifung, unter anderem auch als
Kombinationsprédparate mit Inhibitoren der DNA-Methylie-
rung.

Die Untersuchung epigenetischer Mechanismen ist ein
wichtiges Gebiet der chemischen Biologie. Grundvorausset-
zung fiir die Entwicklung der hierfiir notwendigen Modula-
toren ist jedoch der aktive Beitrag der Chemie. Die Aufkli-
rung der molekularen Details epigenetischer Mechanismen
liefert ein klares Bild einzelner pathologischer Vorgénge und
fihrt zur Entwicklung neuartiger Wirkstoffe und Therapie-
konzepte. Die moderne bioorganische und medizinische
Chemie sollte darin eine ihrer wichtigsten Aufgaben sehen.

Addendum (22. April 2005)

Wihrend der Drucklegung dieses Aufsatzes sind relevan-
te Publikationen im Bereich der Epigenetik erschienen.

So wurde das Dogma der irreversiblen Histon-Lysin-
Methylierung mit der Entdeckung der Lysin-spezifischen
Histon-Demethylase LSD1 widerlegt.”™ 1LSD1, auch be-
kannt als KIAA0601, ist eine FAD-abhéngige Aminoxidase,
die spezifisch mono- und dimethyliertes H3-K4 oxidativ
demethyliert.”¥ LSD1 ist Bestandteil des COREST-Repres-
sor-Komplexes und hemmt die Transkription.”'¥! Somit ist die
Histon-Methylierung, ebenso wie die Histon-Acetylierung
oder -Phosphorylierung, ein dynamischer Prozess.

Die PRMT7 wurde als HRMT-Typll-Enzym nachgewie-
sen, das eine Spezifitit fiir die Histone H2A und H4 zeigt.’!

Ebenso sind weitere Untersuchungen zur Kontrolle der
Produktspezifitit der HKMTs durchgefiihrt worden.'¢!

H3-T3 wurde als weitere mitosespezifische Phosphorylie-
rungsstelle und die hierfiir spezifische Proteinkinase haspin
identifiziert.®”)

Die durch UVB-Strahlung induzierte Phosphorylierung
von H3-S10 wird durch die Fyn-Kinase vermittelt,>"® die
Phosphorylierung von H3-S28 jedoch von MLTK-a (mixed
lineage kinase-like mitogen-activated protein triple kinase
0().[519]

Mit Curcumin konnte ein weiterer spezifischer Inhibitor
der Histon-Acetyltransferase CBP identifiziert werden.*?!

Fir den Multiproteinkomplex SAGA wurde mit der
Ubiquitin-Hydrolase Ubp8 eine weitere Komponente identi-
fiziert die iiber die Deubiquitinylierung von H2B in die
Genregulation involviert ist.*?!!

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Aufsitze

In einer anderen Arbeit wurde gezeigt, dass die Ubiqui-
tin-Hydrolase Ubpl0 H2B deubiquitinyliert und so die
Lokalisation der HDAC Sir2 an den Telomeren unter-
stiitzt.??!

Weitere Ergebnisse sprechen dafiir, dass PARP-1 sowohl
als strukturelle Komponente des Chromatins, als auch durch
seine intrinsische katalytische Aktivitdt als Modulator der
Chromatinstruktur fungiert.*>!
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