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Abstract: Histon-Deacetylasen (HDACs) regulieren die
Funktion und Aktivitit von zahlreichen zelluliren Proteinen
durch die Entfernung von Acetylgruppen an regulatorisch
aktiven Lysinen. Wir haben peptidbasierte HDAC-Sonden
entwickelt, die Hydroxamat-funktionalisierte Aminosduren
enthalten. Die Hydroxamat-Bausteine unterscheiden sich in
der Seitenkettenlinge und ersetzen modifizierte Lysine an be-
kannten Acetylierungsstellen. Das Wechselwirkungsprofil aller
humanen HDACs wurde mithilfe von drei unterschiedlichen
Sitzen an Sonden analysiert, die von verschiedenen Acetylie-
rungsstellen abgeleitet wurden. Es konnte dabei ein starker
Einfluss des Sequenzkontextes auf die Substraterkennung und
die Zusammensetzung der HDAC-Komplexe gezeigt werden.
Durch die Untersuchung der Acetylierung an K382 des Tu-
morsuppressors p53 konnten wir zudem zeigen, dass das
Wechselwirkungsprofil die katalytischen Aktivititen der ent-
sprechenden HDACs widerspiegelt.

Lysin-Acetylierungen sind hdufig auftretende posttransla-
tionale Protein-Modifikationen (PTM). Globale Analysen
dieser PTM zeigen, dass die Acetylome von Sdugetieren
mehrere tausend Acetylierungsstellen umfassen. Dabei han-
delt es sich um Proteine, die an verschiedenen zelluldren
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Prozessen, wie der DNA-Verpackung, der Transkription, der
Signaltransduktion und dem Metabolismus beteiligt sind.!"
Das Acetylom wird durch die Aktivitdt von Lysin-Acetyl-
transferasen und Lysin- oder Histon-Deacetylasen (HDACS)
reguliert. Die letztgenannte Klasse von Enzymen stellt ein
vielversprechendes Ziel fiir die Wirkstoffentwicklung dar,
und synthetische Inhibitoren, wie Suberoylanilid-Hydr-
oxamsiure (SAHA), die HDACs adressieren, sind bereits als
Arzneistoffe zugelassen.”! Das Genom von Siugetieren ko-
diert elf Zn*'-abhingige HDACs, die entsprechend ihrer
phylogenetischen Verwandtschaft zu den Homologen in der
Hefen, Rpd3 und Hdal, in die Klassen I, Ila, IIb und IV
unterteilt werden.’! Daneben kénnen auch die sieben NAD*-
abhingigen Deacetylasen der Klasse III, sogenannte Sirtuine,
Lysin-Acetylierungen entfernen.! Biochemische Forschung
an den Zn’'-abhiingigen HDACs (nachstehend als HDACs
bezeichnet) ist durch die Bildung von Multiprotein-Komple-
xen erschwert, und das Wissen iiber bevorzugte Substrate
einzelner HDAGC: ist sehr begrenzt.

Die HDAC-Komplexe sind generell wenig verstanden
und der gegenwirtige wissenschaftliche Fokus liegt auf der
Erforschung, inwiefern sie Aktivitit und Selektivitit der
Deacetylase modulieren.”’ Eine aktuelle Herangehensweise
zur Erforschung von Substraten der HDAC-Komplexe ist die
Bestimmung der Lysin-Acetylome von Zellen oder Organis-
men, die mit HDAC-Inhibitoren behandelt wurden.”) Zu-
satzlich sind aktivitdtsbasierte Sonden und immobilisierte
HDAC-Inhibitoren vielversprechend fiir die Untersuchung
von HDAC-AKktivitit in Zelllysaten.”

Im Folgenden stellen wir die Synthese von peptidbasier-
ten Sonden vor, um Substratselektivitit und Zusammenset-
zung von endogenen HDAC-Komplexen von Sdugetieren zu
untersuchen. Diese Sonden beinhalten synthetisierte Amino-
sdure-Bausteine, deren funktionelle Gruppe sich von be-
kannten HDAC-Inhibitoren ableitet. Wir haben dabei auf
Hydroxamsduren zuriickgegriffen, die eine Klasse von
HDAC-Inhibitoren bilden und in der Lage sind, das kataly-
tische Zn?"-Ion der HDACs mit nanomolarer Affinitit zu
chelatisieren.” Die synthetisierten Hydroxamat-Bausteine
ersetzen acetylierte Lysine in Peptiden, die von bekannten
Acetylierungsstellen abgeleitet wurden. Der Abstand zwi-
schen Hydroxamat-Gruppe und Peptid-Riickgrat schien kri-
tisch, weshalb wir die Kettenldngen der Hydroxamat-Bau-
steine zwischen fiinf (2-Aminosuberinsiure-w-hydroxamat —
AsuHd), vier (2-Aminoheptandisiure-e-hydroxamat -
ApmHd), drei (2-Aminoadipinsdure-d-hydroxamat -
AadHd) und zwei (Glutaminsédure-y-hydroxamat — GluHd)
Methylengruppen variiert haben (Abbildung 1).®] Die
AsuHd- (1) und ApmHd-Bausteine (2) wurden iiber bereits
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Abbildung 1. Synthese der Hydroxamat-Aminosiurebausteine und der
HDAC-Sonden. a) Synthese der Bausteine AsuHd und ApmHd fiir
SPPS. b) Strategie zum Einbau von AadHd und GluHd in Sonden-Pep-
tide. Reagentien und Bedingungen: A) Paraformaldehyd, TsOH in
ACN, 130°C, microwave; B) O-tBu-Hydroxylamin, EDC, DMAP, DIPEA
in DCM; C) 1M LiOH (wiéssr.) in MeOH; D) SPPS, PyOxim, NMM in
DMF; E) 2% DBU/DMF, 1 min Waschen, dann 1% TFA in DMF;

F) Fmoc-Aminosiure, SPPS; G) [Pd(PPh;),], BH;-HNMe, in DCM. ACN
= Acetonitril, DMAP = 4-(Dimethylamino)pyridin, EDC = 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid, DIPEA = Diisopropylethylamin,
DCM = Dichlormethan, TFA =Trifluoressigsiure.

etablierte Syntheserouten hergestellt, die weiter optimiert
wurden (sieche Abbildung 1a und die Hintergrundinforma-
tionen, Note S1).’) Allerdings stellten sich die analogen
Bausteine AadHd und GluHd wihrend der Festphasen-Pep-
tidsynthese (SPPS; Abbildung S1) als instabil heraus. Infol-
gedessen etablierten wir eine alternative Synthesestrategie,
die den Einbau von Hydroxamaten in Peptiden direkt auf
dem Harz ermoglicht (Abbildung 1b).

Durch diese Synthesestrategien waren wir nun in der
Lage, einen ersten Satz an Peptidsonden zu synthetisieren, in
denen nur zwei Aminosduren (Gly oder Ala) den zentralen
Hydroxamat-Baustein flankieren (Abbildung 2a). Diese Mi-
nisonden wurden an Agarose-Harz immobilisiert und dienen
als Wechselwirkungspartner in anschlieBenden ,,Pulldown®-
Experimenten. Nativer Gesamtzellextrakt von HeLa-Zellen,
die alle HDACs exprimieren (Abbildung S2), wurde in glei-
chen Konzentrationen (1 mgmL~', 0.2mg insgesamt) als
Ausgangsmaterial fiir die Pulldown-Experimente verwendet,
die anschlieSend mittels Western-Blot unter Verwendung von
spezifischen Antikorpern fiir HDAC1-11 analysiert wurden
(Abbildung 2b). Alle HDACs der Klassen I und IIb zeigten
eine starke Bindung an Mini-AsuHd und weniger starke an
Mini-ApmHd und Mini-AadHd. Mit Ausnahme von HDACS
wechselwirken HDACs der Klasse IIa nicht in signifikantem
MafB mit den Minisonden. Diese Ergebnisse weisen auf eine
generelle Eignung der Sonden zur Untersuchung von HDACs
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Abbildung 2. HDAC-Pulldown-Experimente mit Minisonden. a) Struk-
tur der immobilisierten Minisonden. b) Western-Blot-Analyse der Pull-
down-Experimente. * Sonden mit einem C-terminalen Alanin (siehe
Note S1). peg: Polyethylenglykol.

hin. Zudem scheint der Abstand zwischen der Hydroxamat-
Gruppe und dem Peptid-Riickgrat fiir die Stirke der Wech-
selwirkung wichtig zu sein. Daraufhin wurden vergleichende
Pulldown-Experimente mit Mini-AsuHd und Mini-Lys
durchgefithrt und mittels LC-MS/MS die Interaktome der
Sonden bestimmt. Dafiir wurden Proteine, die von Mini-
AsuHd und Mini-Lys-Sonden eluiert wurden, zunéchst alky-
liert, trypsiniert, identifiziert und dann iiber markierungsfreie
LC-MS/MS-Analysen relativ quantifiziert (Abbildung S3).
Alle HDACs der Klassen I und IIb wurden im Vergleich zu
Mini-Lys signifikant an Mini-AsuHd angereichert, was somit
die Resultate der Western Blot-Analyse bestétigte. Die
Analysen zeigten zudem bekannte und potentielle Kompo-
nenten von HDAC Komplexen, die zusammen mit den
HDACs an Mini-AsuHd angereichert wurden (Tabelle S1).
Dazu gehoren REST-Corepressor 1 und 3 (RCOR1 und
RCOR3) genauso wie die Lysin-Demethylase LSD1
(KDM1A), die alle Teil des CoOREST-Komplexes sind, und
welcher ebenfalls HDAC1 und 2 aus der Klasse I enthalt
(Abbildung 3a).["

Daraufhin haben wir einen neuen Satz an Sonden syn-
thetisiert, die sich von der Acetylierungsstelle an K382 des
Tumorsuppressorproteins p53 ableitet. Die p53-Sonden ent-
hielten entweder AsuHd, ApmHd, AadHd oder Lysin an der
Position K382 und sind aufgrund der grofen Zahl an Lysinen
und Argininen positiv geladen (Abbildung 3b). Pulldown-
Experimente zeigten, dass HDACI-5 an der p53-Sonden
angereichert werden konnten (sieche Abbildung 3¢ und Ab-
bildung S4). Die Konzentration des HeLa-Zellextraktes
wurde mindestens auf ein Fiinftel reduziert (<0.2 mg mL™,
40 ng insgesamt), was dazu fiihrte, dass die Anreicherung von
HDACI1-3 an Mini-AsuHd deutlich verringert wurde. Dage-
gen wurden HDACI1-3 auch aus diesen verdiinnten Lysaten
an p53-AsuHd angereichert und sogar an den Sonden p53-
ApmHd und p53-AadHd, welche die weniger affinen Hy-
droxamat-Aminosduren enthalten. HDAC6 und HDACS
zeigten ein anderes Bindungsverhalten und wurden an p53-
AsuHd und Mini-AsuHd in vergleichbarem Mafle angerei-
chert.

Ein weiterer Satz an Sonden, der auf der Acetylierungs-
stelle an K4 des nukledren Transportfaktors 2 (NTF2) basiert,
zeigte ein anderes Wechselwirkungsprofil (sieche Abbil-
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Abbildung 3. HDAC-Pulldown-Experimente mit p53- und NTF2-
Sonden. a) Ausgewahlte Proteine, die nach Pulldown mit LC-MS/MS
identifiziert und quantifiziert wurden. Die Werte zeigen die mediane
Anreicherung des Proteins von zwei (bei p53-AsuHd und p53-AadHd)
bzw. drei (bei mini-AsuHd) unabhingigen Experimente, rot: Signifi-
kanz (p <0.05); braun: weniger signifikante Proteine (p=0.05-0.09)
mit einer log2-fachen Anreicherung > 0.6; schwarz: keine Signifikanz
(p>0.1) oder mit einer log2-fachen Anreicherung >0.6. (b) Struktur
der p53- und NTF2-Sonden. c) Western-Blot-Analyse der HDACs nach
Pulldown. d) Western-Blot-Analyse von RBBP7 nach Pulldown.

dung 3¢ und Abbildung S5). Saure und hydrophobe Reste
bestimmen den Sequenzkontext der NTF2-Sonden, die ver-
glichen mit p53-AsuHd schwichere Wechselwirkungen mit
HDACI-3 vermitteln (siche Abbildung3c und Abbil-
dung S6). Jedoch konnten HDAC6 und HDACS ebenfalls an
NTF2-AsuHd angereichert werden. Zusammenfassend
weisen diese Beobachtungen darauf hin, dass der Sequenz-
kontext der HDAC-Sonden die Erkennung des Substrates
reguliert und zudem HDAC1-3 eine wichtige Rolle bei der
Deacetylierung von p53-K382ac spielen.

Im Folgenden wurde der potenzielle Deacetylase-Kom-
plex von p53 K382ac in Proteom-umfassenden Experimenten
untersucht (Note S2, Tabelle S2 und S3). Pulldowns von p53-
AsuHd wurden gegen Mini-AsuHd und p53-AadHd wurden
gegen Mini-AsuHd mittels SILAC (,,stable isotope labeling
with amino acids in cell culture*) und quantitativer Massen-
spektrometrie verglichen, um so prazise auch geringe Anrei-
cherungen bestimmen zu konnen.'"! Die LC-MS/MS-Analyse
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zeigte eine signifikante Anreicherung (log2 > 0.6) von HDAC
1 und HDAC 2 an beiden p53-Sonden (p53-AsuHd, p <0.05)
wohingegen p53-AadHd nur eine marginale Signifikanz von
0.08 aufwies. Die anderen HDACs wurden entweder nicht
ausreichend angereichert oder wiesen keine statistische Si-
gnifikanz (p >0.1) auf (Abbildung 3c). Die potenzielle De-
acetylierung von p53 K382ac durch HDACI und 2 wurde
durch die Anreicherung der Proteine RBBP4 und RBBP7
(,,retinoblastoma binding protein“ 4 und 7) an beiden p53-
Sonden unterstiitzt. Dies sind charakteristische Proteine der
NuRD- und Sin3A-Komplexe. Die Mini-AsuHd-Sonde
konnte RBBP4 und RBBP7 nicht signifikant anreichern, im
Gegensatz zu HDAC1 und 2, was auf eine bevorzugte Re-
krutierung des CoREST-Komplexes an Mini-AsuHd hin-
deutet. Die Bindung von RBBP7 an die p53-AsuHd-Sonde
konnte auch durch unabhéngige Western-Blot-Analyse be-
statigt werden (Abbildung 3 d).

Diese Beobachtungen legen nahe, dass die NuRD- und
Sin3A-Komplexe die Substratselektivitdt der in ihnen ent-
haltenen HDACI und 2 hin zu der Acetylierungsstelle p53-
K382ac steuern.

Studien iiber die Deacetylierung von p53-K382ac sind
teils widerspriichlich und deuten je nach experimentellen
Bedingungen auf HDAC1, HDAC6, HDACS oder das Sirtuin
SIRT1 hin.'"” In Experimenten mit rekombinantem HDACS
konnte eine starke Préferenz fiir Substrate gezeigt werden,
die von p53-K382ac abgeleitet wurden. Die hier vorgestellten
Pulldown-Experimente mit p53-Sonden konnten dies jedoch
nicht bestédtigen. Um zu tiberpriifen, ob die Pulldown-Versu-
che mit den neu etablierten HDAC-Sonden ein korrektes
Vorhersagen der Substratselektivitit der Deacetylase er-
moglichen, untersuchten wir die katalytischen Eigenschaften
von ausgewidhlten HDACsS in Zelllysaten. Wie zuvor gezeigt,
lasst sich die globale Deacetylase-Aktivitdt in Zelllysaten mit
synthetischen acetylierten Peptiden mittels MALDI-TOF-
MS quantitativ bestimmen.'® Ein p53-Peptid-Substrat mit
acetyliertem K382 wurde im Folgenden durch endogene
HDAC:s aus Zelllysaten deacetyliert und die Produktbildung
unter Zuhilfenahme eines isotopenmarkierten Referenz-
peptids quantitativ untersucht (Abbildung S7). In ersten Ex-
perimenten konnten wir beobachten, dass HDAC1 und 2
redundant fiir die Deacetylierung von Lysin 382 des p53-
Proteins zu sein scheinen (Abbildung S8).

Wir fokussierten uns auf HDACI und verglichen die
Deacetylaseaktivitdit mit der von HDAC6 und HDACS.
Hierfiir wurden native Lysate von HEK-Zellen, die HDACI,
HDAC6 oder HDACS iiberexprimieren, hergestellt und auf
Deacetylase-Aktivitdt von p53-K382ac hin iiberpriift (Ab-
bildung 4a). Lediglich die Uberexpression von HDACI
fithrte zu einer signifikanten Erhohung der Deacetylaseakti-
vitit an dem p53-Substrat (Abbildung 4b). Ferner unter-
suchten wir die Deacetylierung von p53-K382ac in lebenden
Zellen und transfizierten hierfiir HEK-Zellen mit Konstruk-
ten fiir die Expression von p53 und p300/CBP, welche eine
Acetyltransferase ist, die p53-K382 acetylieren kann.!? Die
Kotransfektion beider Konstrukte ergab eine Acetylierung
von p53-K382, die mittels eines modifikationsspezifischen
Antikorper detektiert werden konnte (Abbildung 4c). Eine
zusitzliche Expression von HDACS konnte den Acetylie-
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Abbildung 4. Deacetylierung von p53 K382ac durch HDACs. a) Uberex-
pression von HDACT, 6 und 8 in HEK-Zellen. b) Deacetylierung von
p53-K382ac in HEK-Zelllysat. Konzentrationsbestimmung des gebilde-
ten Produktes nach 4 h Inkubation mit 200 pm p53-K382ac-Substrat,
durch MALDI-TOF MS. Ein vom Produkt abgeleitetes, isotopenmar-
kiertes Peptid diente als interne Referenz fiir die Quantifizierung.

c) Western-Blot-Analyse des in vivo deacetylierten p53-K382ac-Substra-
tes. Kontrolle: Transfektion eines leeren Kontrollvektors.

rungsgrad von p53-K382ac nicht reduzieren, im Unterschied
zu HDACI. Die Uberexpression von HDAC6 reduzierte
ebenfalls das p53-K382ac-Signal, aber nicht im gleichen Mafie
wie die von HDACI. Dieses Ergebnis konnte mit der starken
Uberexpression von HDAC6 erklirt werden. Aber es sollte
auch erwédhnt werden, dass die hier verwendeten Hydrox-
amat-Sonden moglicherweise nicht alle Aspekte der HDAC-
Substraterkennung widerspiegeln konnen.
Zusammenfassend haben wir HDAC-Sonden auf Peptid-
basis etabliert mit deren Hilfe Untersuchungen von endoge-
nen Deacetylaseaktivitdten in Zellextrakten auf Selektivitit
und Redundanz méglich sind. Diese Sonden konnen auch zur
Untersuchung der Zusammensetzung von HDAC-Komple-
xen verwendet werden, wenn sie mit Proteomik-Methoden
kombiniert werden. Die SPPS ermoglicht einen einfachen
Zugang zu diesen Sonden, die zukiinftig auch andere Acety-
lierungstellen abdecken oder weitere PTMs beinhalten
konnen. Moderne Strategien, wie die Protein-Semisynthese,
ermoglichen weiterhin den Einbau der Hydroxamat-Bau-
steine in Proteine. Die etablierten HDAC-Sonden scheinen
daher ein sehr vielseitiges Hilfsmittel fiir Untersuchungen
von Zn*"-abhingigen Lysin-Deacetylase-Komplexen zu sein.
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