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Storung von Histon-Ablesern

Samuel S. Oliver und John M. Denu*

Die Forschung zu Chromatin und Epigenetik macht rasche
Fortschritte und eréffnet so Wege zu neuartigen Therapeuti-
ka, die auf jiingst identifizierte Mitspieler abzielen. Obgleich
das Genom des Menschen eine Blaupause des Potenzials
seiner Zellen ist, bestimmt eine zuséitzliche Informations-
ebene — das Epigenom —, ob bestimmte Gene richtig expri-
miert werden.!!! Dieses Epigenom besteht aus einer komple-
xen Anordnung spezifischer chemischer Markierungen am
Chromatin (dem chromosomalen DNA-Protein-Komplex),
die die Genexpression dynamisch regulieren.!” Diese chro-
matingestiitzten Mechanismen werden gegenwirtig ent-
schliisselt, und neuere Befunde deuten darauf hin, dass es
vielversprechend sein konnte, sich diesen Stoffwechselwegen
im Hinblick auf therapeutische MaB3inahmen bei menschli-
chen Krankheiten und Gebrechen zuzuwenden.

Das Chromatin besteht aus den Histonproteinen und
chromosomaler DNA, die regelméfBig um sie gewickelt ist.
Der Packungszustand des Chromatins kann den Zugang fiir
die Proteinmaschinen einschrinken oder ganz verhindern, die
die Transkription der DNA in mRNA bewerkstelligen.”
Posttranslationale Modifikationen (PTMs; z. B. Phosphory-
lierungen, Acetylierungen und Methylierungen) der Histon-
molekiile regulieren den Zugang zur DNA mittels einer
Reihe von Mechanismen. Die Kombination von PTMs im
richtigen Kontext fithrt, so nimmt man an, zu einem Histon-
code/einer Histonsprache, der/die von einer Vielzahl unter-
schiedlicher Proteine interpretiert wird.’! Diese Proteine
lassen sich grob in drei Klassen einteilen: ,,Schreiber*, ,,Ra-
dierer“ und ,,Ableser“. Die Ableser und Radierer von His-
ton-PTMs sind Enzyme wie Acetyltransferasen bzw. Des-
acetylasen, Kinasen bzw. Phosphatasen, Methyltransferasen
bzw. Demethylasen. Zu den Protein-Ablesern dieser His-
tonsprache gehort die Bromodoménenfamilie, die acetylierte
Lysinreste in Histonen erkennt.”) Man hat 57 Bromodominen
in 41 verschiedenen menschlichen Proteinen gefunden. Die
BET-Unterfamilie (bromodomain-extraterminal) wird durch
BRD2, BRD3, BRD4 und BRDT reprisentiert.”) Thre Mit-
glieder haben eine dhnliche Doménenarchitektur wie zwei
hochkonservierte aminoterminale Bromodoménen. In zwei
jingeren Studien wurden niedermolekulare Verbindungen
vorgestellt, die in spezifischer Weise die Wechselwirkungen
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dieser Bromodominen mit acetylierten Histonmolekiil-
schwinzen unterbrechen.”) Diese Befunde belegen verbliif-
fend das Konzept, dass die Storung von Histon-Ablesern eine
tragfdhige Strategie fiir die Entwicklung epigenetischer
Wirkstoffe ist.

Filippakopoulos et al. beschreiben ein zellgdngiges klei-
nes Molekiil, (+)-JQ1, das an Bromodoménen bindet und mit
Acetyllysin-haltigen Histonpeptiden konkurriert.” (4)-JQ1
ist ein neuartiges Thienotriazolo-1,4-diazepin, das eine fert-
Butylestergruppe an C6 enthilt (Abbildung 1a) und mit na-
nomolarer Affinitit an eine Untergruppe der menschlichen
Bromodominen bindet. Ahnlich den Wechselwirkungen, die
man in Acetyllysin-Bromodoménen-Komplexen beobachtet,
bildet der Triazolring von (4)-JQ1 eine Wasserstoffbriicke zu
einem evolutiv konservierten Asparaginrest (Asnl40 bei
BRD4 und Asn429 bei BRD2). Bei beiden BRD-Doménen
tragen zudem konservierte BET-Reste im Bereich der ZA-
und der BC-Schlaufe zur Ligandenbindung bei (Abbil-
dung 1b). Sterische Wechselwirkungen mit Resten der ZA-
Schlaufe von BRD2 haben beim Enantiomer (—)-JQ1 eine
energetisch ungiinstige Bindungskonformation zur Folge.

Das fiir BRD4 kodierende Gen ist von einer wiederkeh-
renden chromosomalen Translokation, t(15;19), betroffen,
die mit einem aggressiven Schwammzellkarzinom des Men-
schen korreliert ist.”! Diese Translokation fiihrt zur Bildung
eines Fusionsgens, das bei der Expression ein Fusionsprotein
aus den N-terminalen Tandembromodominen von BRD4
und dem testikuldren Zellkernprotein NUT ergibt. Das
BRD4-NUT-Onkoprotein definiert das NUT-Mittellinien-
karzinom (NMC), das einen tddlichen Verlauf nimmt. Diese
genetisch definierte Anlage bietet eine einzigartige Gele-
genheit zu untersuchen, ob niedermolekulare Disruptoren die
erwiinschte Blockade eines onkogenen Chromatin-Ablesers
bewerkstelligen konnen. Eine humane Zelllinie wurde mit
(+)-JQ1 behandelt, und anhand der Fluoreszenzerholung
nach dem Photobleichen (FRAP = fluorescence recovery af-
ter photobleaching) wurde die Mobilitdt von GFP-markier-
tem BRD4 ermittelt (GFP = griin fluoreszierendes Protein).
Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass (+)-JQ1 chroma-
tingebundenes GFP-BRD4 verdringt, weil in seiner Gegen-
wart die Fluoreszenzerholung augenblicklich einsetzte. In
anderen Experimenten behandelten die Autoren eine von
einem Patienten stammende NMC-Zelllinie mit (+)-JQ1
(500 nm) und beobachteten daraufhin das Verschwinden
charakteristischer das NUT-Protein enthaltender Foci in den
Zellkernen. In mehreren BRD4-abhingigen NMC-Zellen
induzierte eine Behandlung mit (4+)-JQ1 eine Differenzie-
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Abbildung 1. Niedermolekulare Disruptoren/Inhibitoren epigenetischer
Regulatoren. a) (+)-JQ1 und I-BET zielen auf die BET-Familie unter
den Bromodominen. Wichtige Merkmale der Verbindungen sind her-
vorgehoben. b) Kristallstrukturen der Komplexe von humanem BRD2
und BRD4 mit JQ1 oder I-BET. Zu Vergleichszwecken ist der Komplex
aus mBRD4 und H3K14ac ebenfalls gezeigt (unten rechts).l"”! Die kris-
tallographischen Informationen wurden mit den PDB-ID-Zugangsnum-
mern 30NI, 3mXF, 3P50 bzw. 3JVK (von links nach rechts und von
oben nach unten) gewonnen.

rung und einen Wachstumsstop. Diese Beobachtungen bele-
gen iiberzeugend, dass (+)-JQ1 den Ableser BRD4 stort und
eine onkogene Progression verhindert. Um einen In-vivo-
Beleg zu erhalten, untersuchten die Autoren mehrere von
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Patienten stammende Xenotransplantat-Modelle. Méduse mit
etablierten Tumoren erhielten téglich eine intraperitoneale
Injektion von (+)-JQ1, wobei sich herausstellte, dass (4)-JQ1
iiber 18 Therapietage mit merklicher Tumorriickbildung gut
vertragen wurde.

Bei einer Hochdurchsatzdurchmusterung auf Aktivatoren
eines ApoAl-Luciferasereporters in HepG2-Zellen identifi-
zierten Nicodeme et al. I-BET, ein optimiertes Derivat einer
Benzodiazepinverbindung (Abbildung 12).! Sie wiesen
nach, dass I-BET bei Entziindungsvorgdngen die Genex-
pression beeinflusst, indem es die Wechselwirkung acetylier-
ter Histone mit Chromatin-Ablesern der BET-Familie stort.
Die Verbindung bindet mit dhnlicher nanomolarer Affinitét
an BRD2, BRD3 und BRD4, und ihr Enantiomer bindet wie
(—)-JQ1 nicht an Mitglieder der BET-Unterfamilie. Der
Triazolring von I-BET imitiert im Wesentlichen die Wech-
selwirkungen zwischen Acetyllysin, Asn140 und Tyr97 (Ab-
bildung 1b). Der hydrophobe ZA-Kanal und die WPF-Fliche
auferhalb der Acetyllysin-Bindungstasche legen die I-BET-
Selektivitdt noch weiter fest, indem sie die GroB3e interagie-
render Molekiile beschrianken.

Mit einem Mausmodell fiir Immunreaktionen kamen Ni-
codeme et al. zu dem Befund, dass eine I-BET-Behandlung
Schutz gegen einen LPS-induzierten Schock (LPS: Lipopo-
lysaccharid) und gegen bakterielle Sepsis verleiht.® Der
Einfluss von I-BET auf die LPS-induzierbare Genexpression
war hochselektiv. Genexpressionsanalysen und epigenetische
Profile LPS-induzierbarer Gene ergaben, dass die [-BET-
empfindliche Genrepression durch niedrige basale Histon-
H3- und -H4-Acetylierung, Trimethylierung von Lys4 an
Histon H3 (H3K4me3) und RNA-Polymerase II sowie einen
geringen CpG-Gehalt der Promotoren der LPS-induzierba-
ren Gene gekennzeichnet ist. Hohere basale Mengen an
Histon-H3- und -H4-Acetylierung bei nicht betroffenen I-
BET-Genpromotoren lassen den Schluss zu, dass diese Gene
bereits vorbereitet sind oder aktiv transkribiert werden. Ob-
gleich eine Reihe mechanistischer Fragen noch offen ist,
deuten diese Ergebnisse die Moglichkeit einer neuen Gene-
ration von Wirkstoffen an, die Entziindungsreaktionen durch
Storung der Ableser der Histonsprache modulieren.

Die beiden niedermolekularen Verbindungen (+)-JQ1
und I-BET sind ermutigende Kandidaten fiir neue thera-
peutische Ansitze, die unmittelbar auf Ableser von Chro-
matinmodifikationen zielen, denn sie belegen iiberzeugend,
dass derartige Wirkstoffe moglich sind. Ein Zielen auf das
Epigenom als tragfihige Wirkstoffstrategie wird durch die
FDA-Wirkstoffe (Abbildung2) Vorinostat (oder Suberly-
anilidhydroxamsdure (SAHA)) und Azacitidin (oder 5-Aza-
cytidin)® belegt. SAHA ist ein Inhibitor von Histon-Des-
acetylasen (HDACs) und wird zur Behandlung des kutanen
T-Zell-Lymphoms eingesetzt.”] Azacitidin wird bei der DNA-
Synthese in das Molekiil eingebaut und verhindert eine Me-
thylierung; es wird als Chemotherapeutikum bei myelodys-
plastischen Syndromen eingesetzt.'”! Beide Wirkstoffe wir-
ken im Wesentlichen als Enzyminhibitoren — ein bei der
Wirkstoffentwicklung wohletablierter Ansatz. Der genaue
Wirkmechanismus ist noch unbekannt, doch man nimmt an,
dass eine Derepression von Tumorsuppressor-Genen auf der
Ebene der Transkription stattfindet.!'!]

Angew. Chem. 2011, 123, 5921—5923


http://www.angewandte.de

NH,
NJ\N
y o HO, LN/KO
N\W/\\/”\V/N\/J\N/O“ \%fi#
©/ ° " OH OH
SAHA 5-Azacytidin

Abbildung 2. Die Strukturen von SAHA und Azacitidin (5-Azacytidin).

Im Fall von SAHA ist bislang noch unklar, welche Des-
acetylasen in Zellen gehemmt werden und welche Desace-
tylasesubstrate beteiligt sind. HDACs regulieren den Acety-
lierungszustand zahlreicher Proteine.'” Es konnte daher sein,
dass die kombinierte Wirkung auf mehrere HDACs und
multiple Substrate der Schliissel fiir hohe Wirksamkeit ist.
Diese Moglichkeit macht die Wirkstoffverbesserung mittels
gerichteter Struktur-Aktivitdts-Beziehungen problematisch.
Ahnliche Bedenken kénnten im Fall von I-BET zum Tragen
kommen, dessen spezifischer Wirkmechanismus ebenfalls
noch unklar ist. Da das BRD4-NUT-Onkoprotein genetisch
definiert ist, diirfte es im Fall von auf JQ1 beruhenden Ver-
bindungen zur Behandlung eines NMC einfacher sein, mit-
hilfe von Struktur-Aktivitdts-Beziehungen zu verbesserten
Verbindungen zu gelangen. Die ziemlich bemerkenswerte
strukturelle Ahnlichkeit von JQ1 und I-BET (Abbildung 1a)
legt die Vermutung nahe, dass diese Verbindungen wahlweise
genutzt werden kénnten. Um eine mogliche Uberlappung
ihrer molekularen Ziele zu entdecken, wire es reizvoll, sie auf
ihre Wirkung sowohl als Entziindungs- als auch als NMC-
Suppressoren zu untersuchen.

Die nichste Zukunft diirfte intensive Anstrengungen se-
hen, niedermolekulare Verbindungen zu identifizieren, die in
spezifischer Weise aus den Fugen geratene Chromatinbin-
dungsproteine, wie iiberexprimierte Proteine oder unphysio-
logische Fusionsproteine als Resultat illegitimer chromoso-
maler Translokationen, in ihrer Wirkung unterbrechen. Der-
artige Untersuchungen konnten zu neuen Therapeutika fiih-
ren. Im mindesten Fall kann die Forschergemeinschaft diese
Hilfsmittel nutzen, um zu erforschen, wie die Chromatin-
dynamik die Genexpression reguliert. Der jiingste Erfolg mit
BET-Disruptoren konnte einen moglichen Paradigmen-
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wechsel hin zu einer Aufnahme der Ableser in den Pool der
Schreiber und Radierer bei der Entwicklung epigenetischer
Modulatoren einlduten.
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