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1 EINLEITUNG

Im Zellkern eukaryontischer Zellen liegt DNA nicht alleine sondern in Form
von Chromatin, dicht gepackt mit Proteinen, vor allem basischen Histonen, vor (van
Holde, 1988; Wolffe, 1998b; Kornberg und Lorch, 1999). Diese Komplexierung
schrankt die Verfluigbarkeit der DNA fur fundamentale zellulare Vorgadnge wie Re-
plikation und Transkription stark ein. Chromatin ist jedoch nicht nur ein statisches,
inaktives Schutzgerist fur die in DNA gespeicherte genetische Information, sondern
spielt vielmehr eine aktive und dynamische Rolle bei der Regulation essentieller
Ablaufe im Zellkern (Struhl, 1998). So wurde bereits vor mehr als 30 Jahren erkannt,
dal3 in eukaryontischen Zellen, die eine hohe generelle Transkriptionsrate aufweisen,
Histone Uberwiegend acetyliert vorliegen. Dies fuhrte frihzeitig zur Annahme, daf3
die Expression von Genen in Eukaryonten unter anderem uber die posttranslationale
Modifizierung von Histonen gesteuert wird (Allfrey et al., 1964; Pogo et al., 1966).
Wahrend der letzten Jahre wurde diese Hypothese vor allem durch die Klonierung
und Untersuchung einer Vielzahl von Proteinen und enzymatischen Aktivitaten unter-
mauert, die durch Veradnderung der lokalen Chromatinstruktur zur Aktivierung und
Repression der meisten Gene beitragen (Workman und Kingston, 1998). Zudem wird
mehr und mehr deutlich, dal3 Veranderungen der Chromatinstruktur eine wichtige
Rolle bei der Entstehung und malignen Transformation einer Vielzahl von Tumoren
spielen (Fenrick und Hiebert, 1998; Archer und Hodin, 1999; Marks et al., 2000).

1.1 Chromatin und Transkription in Eukaryonten

Die DNA eukaryontischer Chromosome liegt nicht nackt vor. Sie is fest mit
einer Gruppe relativ kleiner basischer Proteine, den Histonen (Molekulargewicht 11-
21 kDa), verbunden. Der Nukleoproteinkomplex aus DNA, Histonen und Nicht-
Histonproteinen wird als Chromatin bezeichnet (Abbildung 1). Verschiedene Be-
obachtungen fuhrten zur Etablierung des Begriffs Nukleosom als funktionelle, sich
wiederholende Einheit des Chromatins: (a) dekondensiertes Chromatin zeigt im
Elektronenmikroskop und bei Rontgenbeugung eine Perlenkettenstridgad¢ on
a string”; Olins und Olins, 1974, Olins et al., 1975; Oudet et al., 1975); (b) nach



Verdau mit endogenen und exogenen Nukleasen wird eine 200 bp-Leiter an DNA-
Fragmenten beobachtet (Hewish und Burgoyne, 1973; Noll, 1974); (c) Ultrazentri-
fugationsstudien ergeben eine Gro3e des Nukleoproteinkomplexes von 11,5S (Sahas-
rabuddhe und Van Holde, 1974).

Jedes Nukleosom besteht aus einem sogenannten Nukleosofm&ers §.
Dabei sind 146 bp DNA in 1,65 Windungen einer linksgangigen Helix um ein
Oktamer der sogenanten “Core”-Histonproteine, H2A, H2B, H3 und H4, gewunden
(Abbildung 2; van Holde, 1988; Wolffe, 1998b; Kornberg und Lorch, 1999). Die
stabile Bildung eines Nukleosom-“Core”-Kompexes ist von der Heterodimerisierung
H3 mit H4 sowie der anschlielenden Dimerisierung von H3 zum (H3Ftjamer
abhéangig. Im zentralen Histonoktamer sind (H2A-H2B)-Dimere auf jeder Seite des
zentralen (H3-H4)Tetramers gebunden. So entsteht ein linksgangiger superhelikaler
Kern, auf den die DNA gewickelt ist (Klug et al., 1980; Arents et al., 1991; Luger et
al., 1997b). Einzelne Nuklesom-“Core”-Komplexe sind Uber “Linker’-DNA-Einhei-

Abbildung 1. Schema-
tische Darstellung der
Packung von DNA in
Chromatin im eukary-
ontischen Zellkern. Eine
30 nm-Faser (sog. Sole-
noid) als Ubergeordnete
Struktur einzelner Nuk-
leosome st gezeigt
(Finch und Klug, 1976).

Jedes Nukleosom besteht

Solenoid Nukleosom

(a) aus einem sogenannten Nukleosom-“Core”, entsprechend 146 bp an DNA, die in 1,65 Windungen
einer linksgéangigen Helix um ein Histonoktamer gewunden sind, (b) dem “Linker”-Histon H1 (in der
Abbildung der Ubersicht wegen weggelassen) und (c) der “Linker’-DNA zwischen den Nukleosom-
“Core”-Komplexen. Einheiten, die aus dem Nukleosom-“Core”, dem “Linker”-Histon H1 und 168 bp

an DNA (entsprechend dem Nukleosom-“Core” und 22 bp, an die vorwiegend H1 gebunden ist) be-
stehen, werden auch als Chromatosome bezeichnet (Simpson et al., 1978). Lineare Anordnungen von
Nukleosomen (sogenannte “Perlenkette”, 10 nm-Fdbemads on a string) werden nur bei un-
physiologisch niedriger lonenstérke beobachtet. Unter physiologischen Bedingungen bilden sich
spontan und selbstandig Strukturen héherer Ordnung, sogennante Chromatinfasern. Individuelle

Chromatinfasern kénnen direkt zur basalen Matrix der Chromosome kondensieren (Wolffe, 1998b).



ten unterschiedlicher Lange miteinander verbunden. An diese binden Histone vom
H1-Typ, die an der Kompaktierung des Chromatins zu Strukturen hoherer Ordnung
beteiligt sind (Abbildung 1; Carruthers et al., 1998). Wahrend “Core”-Histone
essentielle Komponenten des Chromatins und der Bildung von Chromatin darstellen,
sind “Linker”-Histone nicht essentiell (Dasso et al., 1994). Sie sind unter physio-
logischen Bedingungen im Vergleich zu den “Core”-Histonen auch weniger stark an
Chromatin gebunden.

Die C-terminalen Doméanen aller “Core”-Histone besitzen eine ahnlich kom-
pakte und &ulRerst stabile Tertidrstruktur (Abbildung 2). Eine zentrale landézkx
wird auf beiden Seiten von kirzeren Helices und Schleifen, die mit der DNA inter-
agieren, flankiert (Histonfaltungsmotif oddrdndshake motif”Arents et al., 1991).
1/4 der Aminosduren der “Core”’-Histone liegen aul3erhalb der Histonfaltungsdo-
manen. Diese Regionen entsprechend den 15-30 Aminosauren am N-Terminus aller
“Core”-Histone sowie dem C-Terminus von H2A sind gegeniber proteolytischem

_+5_1 / H2A Aminoterminus
\( A\ N

.-:"-"-U ; \/‘+61
/f«— H2B Aminoterminus

W,

H3 Aminoterminus ” 10 1 +7

Dyad

Abbildung 2. Struktureller Aufbau eines Nukleosoms.Ansicht eines Nukleosoms entlang der
superhelicalen Achse entsprechend der rontgenkristallographischen Analyse eines Nuklesom-“Core”-
Komplexes (Luger et al., 1997a). Das Histonoktamer im Nukleosom-“Core”-Komplex besteht aus
einem zentralen (H3-H4)Tetramer, an das auf beiden Seiten entlang der superhelicalen Achse in
versetzter Anordnug (H2A-H2B)-Dimere gebunden sind. Die Austrittspositionen der N-terminalen
Extensionen der proximalen “Core”-Histone aus dem “Core”-Komplex sind soweit festgelegt indiziert.
Die distalen “Core”-Histone sind teilweise verdeakthelicale Sekundarstrukturen sind als Zylinder

dargestellt. Die sogennante Dyaden-Symmetrieeachse ist angedeutet.
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Verdau sehr sensitivli{istone tails”; Bohm und Crane-Robinson, 1984). Obwohl
proteolytische Entfernung dieser Domanen die Konformation individueller Nukleo-
some nur unwesentlich beeinflu3t (Ausio et al., 1989) und diese Regionen fir die
Bildung von Nukleosomen und deren Positionierung entbehrlich sind (Dong und van
Holde, 1991; Hayes et al., 1991), vermitteln sie kritische Kontakte zwischen
einzelnen Nukleosomen und sind fur die Entsehung hoher geordneter Strukturen von
essentieller Bedeutung (Garcia-Ramirez et al., 1992; Garcia-Ramirez et al., 1995; Tse
und Hansen, 1997; Tse et al., 1998). In der rontgenkristallographischen Analyse eines
einzelnen Nukleosom-“Core”-Komplexes konnten die Positionen dieser N- und C-
terminalen Doménen nicht aufgeldst werden (Luger et al., 1997b). Ebenso zeigen
diese in NMR-Untersuchungen eine wenig geordnete Struktur (Smith und Rill, 1989).
Es gilt jedoch als gesichert, dal? die N-terminalen Regionen der Histone aus dem
Nukleosom-“Core” herausragen. Somit stehen diese an der Oberflache der Nukleo-
some sowohl fiur den Kontakt mit benachbarter DNA als auch fur die Wechsel-
wirkung mit anderen Proteinen zur Verfugung. Derartige internukleosomale DNA-
Histon-Kontakte konnten unter verschiedenen Bedingungen nachgewiesen werden
(Cary et al., 1982; Pruss und Wolffe, 1993; Lee und Hayes, 1997). Die Primarstruktur
gerade dieser N-terminalen Regionen der “Core”-Histone ist evolutionell extrem kon-
serviert (van Holde, 1988).

Nukleosome sind von bemerkenswerter Stabilitat und Anordnungen von Nuk-
leosomen assoziieren unter physiologischen Bedingungen selbstdndig zu stabilen
Strukturen hoherer Ordnung (Abbildung 1). Diese erreichen im Zellkern eine Kon-
zentration von tber 50 mg/ml (van Holde, 1988; Wolffe, 1998b). Trotz der hohen
Stabilitdt und des enormen Komplexierungsgrades laufen metabolische Prozesse der
DNA innerhalb der Zelle au3erst effizient ab. Chromatinfasern sind im Zellkern in
getrennten funktionellen Bereichen angeordnet und transkriptionell aktive Gene
werden in chromosomalen Doméanen, die durch eine erhdhte Sensitivitat gegeniber
dem Verdau mit DNase | gekennzeichnet sind, gefunden (Wolffe, 1998b; Kornberg
und Lorch, 1999; Zlatanova et al., 1999). Diese Regionen entsprechen weitgehend
dem Uber die Farbbarkeit der DNA mit bestimmten Farbstoffen definierten Begriff
des Euchromatins (van Holde, 1989; Kornberg und Lorch, 1999). Heterochromatin ist
hingegen an transkriptionell inaktiven Sequenzen angereichert. Wahrend das trans-

kriptionelle Potential ganzer Domé&nen Uber sogennante Insulatoren und Locus-



kontrollregionen gesteuert wird (Bell und Felsenfeld, 1999; Grosveld, 1999), zeigen
lediglich “Enhancer”- und Promoterregionen gegeniber dem VerdaMigribcoc-
cusNuklease hypersensitive Bereiche von wenigen hundert Basenpaaren (Varshavsky
et al., 1979; Wu, 1980; Almer und Horz, 1986). Es wird angenommen, dal3 die lokale
Chromatinstruktur derartiger “hypersensitiver” Regionen frei von Nukleosomen ist
und daf3 dort sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren an die sonst nackte DNA ge-
bunden sind.

Generell blockiert die Einbindung der DNA in Nukleosome und Chromatin
die Initiation der Transkription (Knezetic und Luse, 1986; Lorch et al., 1987). Das
Wickeln der DNA um Histonoktamere flihrt zu einer signifikanten sterischen Be-
hinderung der Bindung von Transkriptions- und Initiationsfaktoren und deren Zugang
zu entsprechenden Erkennungssequenzen. Transkriptionsfaktoren missen sich der
superhelikalen Biegung nukleosomaler DNA anpassen und die dem Histonoktamer
zugewandten Nukleotide stehen nicht zur Bindung und Erkennung von Aktivatoren
und Repressoren zur Verfigung. Tatsachlich is die Bindungsaffinitdt der meisten
Transkriptionsfaktoren um zwei bis drei Gré3enordnungen reduziert, wenn die
jeweiligen Erkennungssequenzen nicht als nackte DNA sondern eingebettet in
Chromatin vorliegen (Collingwood et al., 1999). So wird die von Nukleosom-freien
Promotern mit TATA-Box-Sequenzen gemessene basale Transkription durch Chro-
matinisierung auRerst effizient inhibiert (Patterton und Simpson, 1994). Uber den
TATA-Boxen angeordnete Nukleosome mussen umstrukturiert werden, um ein
effizientes Funktionieren des basalen Transkriptionsapparates zu erméglichen.
Spezialisierte Transkriptionsfaktoren wie der Glucocorticoidrezeptor (GR) und der
Thyroidhormonrezeptor (TR) kénnen jedoch an entsprechende Erkennungssequenzen
binden, auch wenn diese in Chromatin eingebunden sind. Die Bindung derartiger
Regulatoren innerhalb von Chromatin ermdglicht eine gezielte Steuerung der Trans-
kription durch Rekrutierung enzymatischer Komplexe, die Chromatin posttrans-
lational modifizieren undHiston-DNA-Wechselwirkungen beeinfluss@WVorkman
und Kingston, 1998).

Genetische Studien i8accharomyces cerevisidestatigen eine essentielle
und spezifische Funktion der Histone bei der Kontrolle der Transkription vieler Gene
(Grunstein, 1990; Grunstein, 1997a). ftirt die Eliminierung der Nukleosome

durch genetische Manipulation einzelner Histongene zu einer generellen Aktivierung



der Transkription aller normalerweise unter gleichen Bedingungen inaktiven Gene
(Han und Grunstein, 1988). Fir die Repression der basalen Transkription sind die N-
Termini aller vier “Core”-Histone essentiell (Lenfagital., 1996). Punktmutationen
innerhalb der N-terminalen Doméanen der “Core”-Histone, die die Basizitat dieser
Regionen verringern (beispielsweise Austausch von Lysin durch Glutamin), erlauben
die Transkription von Genen unaghangig von spezifischen Coaktivatoren (Zhang et
al.,, 1998a). AuRerdem konnen Mutationen im Histonfaltungsmotif selbst zur
Aktivierung reprimierter Gene fuhren (Kruger et al., 1995; Santisteban et al., 1997).
Es wird deshalb angenommen, dal3 sowohl Wechselwirkungen der zentralen
Oktamerregion “histone-fold”) mit der DNA innerhalb des Nukleosom-“Core”-
Komplexes als auch Interaktionen der aus dem “Core” herausragenden N- und C-
terminalen Domanen der “Core”-Histone entlang und auf3erhalb der Chromatinfaser
zur transkriptionellen Repression beitragen (Kornberg und Lorch, 1999).

1.2 Posttranslationale Modifizierung von Chromatin

Der generell repressive Effekt, den Chromatin auf die Transkription von
Genen ausubt, wird durch eine regulierte, lokale Ver&dnderung der Chromatinstruktur
modifiziert. Sogenannte ATP-abhéangige Chromatin-“Remodeling”-Komplexe wirken
dabei der Repression, die durch DNA-Histon-Wechselwirkungen innerhalb der Nuk-
leosom-"Core”-Komplexe vermittelt werden, entgegen. Die Kondensation der Chro-
matinfaser und die Wechselwirkung benachbarter Nukleosome wird hingegen utber
die posttranslationale Modifizierung der “Core”-Histone gesteuert (Workman und
Kingston, 1998; Kornberg und Lorch, 1999; Wolffe und Hayes, 1999).

Genetische und biochemische Studien fuhrten zur Identifizierung einer Reihe
von Proteinkomplexen, die in der Lage sind die Struktur des Chromatins und der
Nukleosome unter Verbrauch von ATP zu veradndern. Derartige Komplexe (die soge-
nannten SWI/SNF-, NURF-, RSC-, CHRAC- und ACF-Komplexe) spielen eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung der Transkription. Sie ermdglichen den Zugang
der Transkriptionsmaschinerie zu Genen, die in Chromatin eingebettet sind (Kingston
et al., 1996), und sind in der Lage, die Bindung von Transkriptionsfaktoren oder den
Zugang von Restriktionsenzymen zu nukelosomaler DNA zu erhéhen (Wu, 1997,



Kingston und Narlikar, 1999; Peterson und Workman, 2000). Obwohl die exakten
Funktionsweisen derartiger Komplexe noch nicht vollig aufgeklart sind, steht fest,
daf} sie die Verfugbarkeit der DNA unter Hydrolyse von ATP erhdhen, ohne wirklich
Histone zu entfernen. Mechanismen, die die Mobilitat von einzelnen Nuklesomen
entlang der DNA erhdhen oder die Histonoktamere zwischen unterschiedlichen DNA-
Strangen oder verschiedenen Positionen auf einunddemselben Strang austauschen,
werden diskutiert (Kornberg und Lorch, 1999; Peterson und Workman, 2000; Wu und
Grunstein, 2000).

Nicht zuletzt aufgrund der hohen relativen Haufigkeit von Histonproteinen in
eukaryontischen Zellen wurden kovalente posttranslationale Modifikationen der
Histone bereits friihzeitig beschrieben (Allfrey et al., 1964; Pogo et al., 1966). Die N-
terminalen Regionen der “Core”-Histone unterliegen der Acetylierung, Phospho-
rylierung, Methylierung, und ADP-Ribosylierung (Abbildung 3; van Holde, 1988;
Wolffe, 1998b). Zunachst wurden diese Modifikationen lediglich indirekt mit unter-
schiedlichen physiologischen Vorgangen wie Transkriptionsaktivitat, Etablierung des
Chromatins, Reparatur der DNA und Rekombination von Genen in Verbindung ge-
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Abbildung 3. Posttranslationale Modifizierung der N-terminalen Region der “Core”-Histone.

Die wenig strukturierten N-terminalen Regionen der Core Histone sind ausgestreckt und in Proportion
zur Grof3e dea-helikalen C-terminalen Domanen dargestellt (symbolisiert durch Balken). Die Position
posttranslational modifizierter Aminoséauren in den jeweiligen “Core”-Histonen ist indiziert: (a)

Acetylierung, (m) Methylierung, (p) Phosphorylierung, (r) ADP-Ribosylierung.
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bracht (Loidl, 1988; Ausio, 1992; Bradbury, 1992; Loidl, 1994; Davie, 1998; Mizzen
und Allis, 1998). Erst in den letzen Jahren gelang es vor allem durch die Charak-
terisierung der beteiligten enzymatischen Aktivitaten und der Entwicklung hochspe-
zifischer Antiseren, direkte kausale Zusammenhange zwischen den spezifischen Mo-
difizierungen einzelner Aminosauren der “Core”-Histone und entsprechenden mole-
kularen Mechanismen in der Zelle herzustellen (Spencer und Davie, 1999; Turner,
2000).

Die bei weitem haufigste posttranslationale Modifizierung ist die reversible
Acetylierung aller vier “Core”-Histone (Abbildung 3). Diese Modifikation von spe-
zifischen Lysinresten in den N-terminalen Regionen der Histon-Proteine ist eng mit
der transkriptionellen Aktivitat entsprechender Regionen des Chromatins oder
Genoms verknupft und spielt dartber hinaus bei der Replikation von DNA eine
wichtige Rolle (Turner und O'Neill, 1995; Cheung et al., 2000).

Die Phosphorylierung der Histone H1 und H3 wurde zun&chst mit der
Kondensation der Chromosomen wéhrend der Mitose in Verbindung gebracht
(Bradbury, 1992; Koshland und Strunnikov, 1996). Neuere Studien zeigen jedoch,
daf’ die Phosphorylierung von Ser10 in H3 bei der Induktion zahlreicher Gene eine
wichtige Rolle spielt (Sassone-Corsi et al., 1999).

Sowohl H2A als auch H2B kdnnen in ihrer C-terminalen Region ubiquitiniert
werden (Wolffe, 1998b). Die Ubiquitinierung von H2A scheint mit der transkripti-
onellen Aktivitdt von entsprechenden Genen einherzugehen (Levinger und Var-
shavsky, 1982). Die ADP-Ribosylierung von “Core”-Histonen kénnte hingegen eine
wichtige Rolle bei der Reparatur der DNA spielen (van Holde, 1988; Wolffe, 1998b).

Da Acetylierung, Phosphorylierung und Mehrfachmethylierung von Histonen
direkt zu einer Veranderrung der Nettoladung der N-terminalen Regionen der “Core”-
Histone fihren, wird angenommen, dal3 diese direkt zu einer Veranderung der inter-
nukleosomalen Wechselwirkungen fihren (Wolffe, 1998b; Workman und Kingston,
1998; Kornberg und Lorch, 1999). Ebenso kdnnten Ubiquitinierung oder ADP-
Ribosylierung eine lokale Entfaltung der Chromatinfaser hervorrufen.

Histon-Modifikationen kénnen die Struktur des Chromatins jedoch nicht nur
direkt Uber die BeeinfluBung der Histon-DNA- und Histon-Histon-Kontakte regu-
lieren (Hansen et al., 1998; Wolffe und Hayes, 1999). Auf der Basis der bemer-
kenswerten Diversitat, der hohen biologischen Spezifitat und der variablen Kombi-



nationsmoglichkeiten, die mit bestimmten kovalenten Modifikationen der Histone
einhergehen, wurde ein sogenannter “Histon-Code” formuliert (Strahl und Allis,
2000). Dieser postuliert, daf3 unterschiedliche Kombinantionen posttranslationaler
Modifikationen von entsprechenden Proteinen oder Proteinmodulen abgelesen und in
biologische Prozesse umgesetzt werden. So sind Proteine mit sogenannten Bromo-
domé&nen beispielsweise in der Lage, die Acetylierung von Lysinen zu erkennen
(Dhalluin et al., 1999; Jacobson et al., 2000). Chromodomé&nen hingegen wurden mit
der Bindung von Methylresten in H3 in Verbindung gebracht (Bannister et al., 2001;
Lachner et al., 2001). Aul3erdem wurden verschiedene Hinweise gefunden, daf3 sich
die posttranslationalen Modifizierungen dé¢istone gegenseitigeeinflusser{Strahl

und Allis, 2000).

1.3 Acetylierung und Desacetylierung von Histonen

Im Gegensatz zur cotranslationalen Acetylierung der N-termiral@mino-
gruppe zahlreicher Proteine, unterliegt die Acetylierung der Histone posttrans-
lationalen Mechanismen und ist dariiber hinaus reversibel. Histon-Acetyltransferasen
(HAT) Ubertragen die aktivierte Acetylgruppe von Acetyl-Coenzym A aufedie
Aminogruppe konservierter Lysinreste in der N-terminalen Region der “Core”-
Histone. Die Einfuhrung einer Acetylgruppe neutralisiert die unter physiologischen
Bedingungen positiv geladergeAminogruppe durch Bildung einer Amidbindung.
AuRRerdem wird die Hydrophobizitat der N-terminalen Regionen erhdht. In der
entgegengesetzten Reaktion vermitteln Histon-Desacetylasen (HDAC) die Hydrolyse
der Amidbindung. Dabei wird als Reaktionsprodukt Acetat frei (Abbildung 4).

Obwohl die exakten Mechanismen, mit denen die Acetylierung der “Core”-
Histone zu einer Veréanderung der biophysikalischen Eigenschaften des Chromatins
fuhrt, nicht eindeutig geklart sind, steht fest, dal3 die transkriptionellen Eigenschaften
des Chromatins auf mehreren strukturellen Ebenen beeinflut werden. So kdnnen
Transkriptionsfaktoren an entsprechende Erkennungssequenzen innerhalb Chromatin
leichter binden, nachdem die “Core”-Histone acetyliert wurden (Wolffe et al., 1993;
Vettese-Dadey et al., 1996). AulRerdem ist die Effizienz der Transkription von

acetyliertem Chromatin im Vergleich zu nicht-acetyliertem Chromatin deutlich bes-



ser. Eine ahnliche Steigerung der Transkriptionsrate wird auch nach proteolytischem
Abverdau der N-terminalen Histon-Domanen gemessen (Lee et al., 1993). Obwohl
der Kontakt zur DNA selbst nicht verloren geht (Mutskov et al., 1998), wird die Af-
finitat der N-terminalen Domanen der “Core”-Histone fur die Bindung von mono-
nukleosomaler DNA durch die Acetylierung reduziert (Hong et al., 1993; Puig et al.,
1998). Aul3erdem wurde eine Veranderung des “Supercoilings” nukleosomaler DNA
nach Acetylierung beobachtet (Norton et al., 1989; Krajewski und Becker, 1998).
Acetylierte Histone scheinen im Vergleich zu nicht actylierten Histonen eine erhéhte
Mobilitiat entlang der DNA aufzuweisen (Cary et al., 1982). Neben den Aus-
wirkungen auf die Eigenschaften und die Struktur einzelner Nukleosome, fuhrt die
Acetylierung durch Verminderung der Wechselwirkungen benachbarter Nukleosome
zu einer generellen Destablisierung hoher geordneter Strukturen wie zum Beispiel der
30 nm-Chromatinfaser (Nightingale et al., 1998; Tse et al., 1998). Interessanterweise
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Abbildung 4. Acetylierung und Desacetylierung dere-Aminogruppe in “Core”-Histonen. Das
dynamische Gleichgewicht der Acetylierung von Lysinresten in den N-terminalen Regionen der
“Core"-Histone wird durch kompetitierende Enzyme mit Histon-Acetyltransferase- und Histon-Des-
acetylaseaktivitat gesteuert. Die Acetylierung maskiert die unter physiologischen Bedingunen positiv
geladenes-Aminogruppe der N-terminalen Regionen in einer Amidbindung. AuRerdem nimmt die
Hydrophobizitat der N-terminalen Doméane der “Core”-Histone durch diese Modifizierung zu. Histon-
Desacetylaseinhibitoren (Trapoxin, Trichostatin A, Butyrat) verschieben das dynamische Gleich-

gewicht der Acetylierung und induzieren eine Hyperacetylierung der “Core”-Histone.
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scheint die Gesamtzahl an Acetylierungen, die nétig sind, die Transkritpion nukleo-
somaler DNA zu erleichtern, relativ gering zu sein. In definierten Modellsystemen ist
hierzu bereits die Acetylierung von 12 der insgesamt 28 acetylierbaren Lysin-
seitenketten ausreichend (Tse et al., 1998). Die Verringerung der Wechselwirkung der
N-terminalen Domanen mit anderen Komponenten des Chromatins (beispielsweise
nukleosomaler DNA, “Linker’-DNA, benachbarten Histone) scheint durch andere mit
der Acetylierung einhergehende Effekte versarkt zu werden. Die kontrollierte Bin-
dung von Nicht-Histon-Proteinen, wie zum Beispiel Chromatin-"Remodeling”-
Komplexen und anderen Komponenten der Transkriptionsmaschinerie, scheinen hier-
bei eine entscheidende Rolle zu spielen (Strahl und Allis, 2000).

Allfrey und Kollegen postulierten bereits vor mehr als 35 Jahren unmittelbar
nach der Entdeckung der posttranslationalen Histonacetylierung, daf} diese Chro-
matinmodifikation mit der transkriptionellen Aktivitat in eukaryontischen Zellen ver-
knupft ist (Allfrey et al., 1964; Pogo et al., 1966). In der Folgezeit konnten mech-
anistisch und physiologisch bedeutsame Verbindungen zwischen der Acetylierung
von “Core”-Histonen und der transkriptionellen Regulation hergestellt werden. Wie
die biochemische Analyse zeigt, sind hyperacetylierte Histone prazise in bestimmten,
besonders aktiven Domanen des Euchromatins angereichert (Hebbes et al., 1988;
Hebbes et al., 1994). Hypoacetylierte Histone hingegen akkumulieren innerhalb
transkriptionell inaktiver Regionen wie Heterochromatin oder dem inaktivierten X-
Chromosom der S&ugetiere (Braunstein et al., 1993). So stimmt innerhalb einer
chromosomalen Domane das Ausmal} an Acetylierung generell mit der Trans-
kriptionsrate dieser Region uberein (Jeppesen und Turner, 1993). Genetische Studien
in S. cerevisiaezeigen, dafl} sich das Muster an exprimierten Genen drastisch
verandert, wenn Lysinreste in der N-terminalen Region von H4 nach Arginin, das
nicht acetyliert weren kann, mutiert werden (Durrin et al., 1991).

Die Acetylierung der Histone stellt einen aul3erst dynamischen Vorgang dar
(Wolffe, 1998a; Davie und Spencer, 1999), wobei die Acetylierungs- und Des-
acetylierungsraten innerhalb des Genoms stark unterschiedlich sind. Die Acetylierung
von hyperacetylierten Histonen in transkritpionell aktiven Domanen des Chromatins
zeigt eine Umsatzrate von wenigen Minuten wahrend hypoacetylierte Histone in
transkriptionell inaktiven Regionen viel langsamer umgesetzt werden (Davie und

Chadee, 1998). Veranderungen des Acetylierunggrades von Histonen in eng einge-
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grenzten, diskreten Bereichen des Chromatins, die der Promotorregion verschiedener
Gene entsprechen, konnten direkt mit der Aktivierung und Repression dieser Loci in
Verbindung gebracht werden (Kadosh und Struhl, 1998b; Rundlett et al., 1998).
Derartig lokale und temporéare Veranderungen des Acetylierungsgrades Promoter-
naher Histone sind der konstanten Umsetzung der Acetylierung und Desacetylierung
nahezu des gesamten Genoms Ubergelagert (Kuo et al., 2000; Vogelauer et al., 2000).
Die Entdeckung von Substanzen und Toxinen, die in der Lage sind durch
Inhibierung von HDACs eine Verschiebung des dynamischen Gleichgewichts
(“steady state levglder Acetylierung von Histonen in Richtung Hyperacetylierung
herbeizufihren, bedeutete einen immensen Fortschritt bei der Untersuchung der
Bedeutung dieser ChromatinmodifikatigAbbildungen 4 und 5; Yoshida et al.,
1990). Toxine wie Trichostatin A (TSA) und Trapoxin, die aus Schimmelpilzen
isoliert wurden, zeigen dabei ein Wirkungspotential im nanomolaren Bereich
(Yoshida et al., 1995). Behandlung eukaryontischer Zellen mit derartig potenten Inhi-
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Abbildung 5. HDAC-Inhibitoren. Vergleich der Strukturen vogracetyliertem Lysin, Butyrat und

den aus Schimmelpilzen isolierten Toxinen Trichostatin A (TSA) und Trapoxin. HDAC-Inhibitoren
kénnen aufgrund ihrer Struktur folgendermaRen klassifiziert werden: (1) Fettsduren mit kurzerm
Alkylrest (Butyrat), die HDACs lediglich bei millimolaren Konzentrationen inhibieren, sowie (2)
Hydroxamséauren (Trichostatin A) und (3) cyclische Tetrapeptide mit einer 2-Amino-8-ox0-9,10-
epoxy-decanoylgruppe (Trapoxin), die bereits im nanomolaren Bereich zur Inhibierung von HDACs
fuhren. Wahrend die Inhibierung der HDACs mit TSA reversibel ist, fuhrt Trapoxin zur irreversiblen

Inaktivierung. N:, nucleophiler Angriff auf die Amidbindung bei der Desacetylierung (NO3.H
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bitoren von HDACSs fuhrt zu einer drastischen Veranderung des Expressionsmuster
einer Vielzahl von Genen (Yoshida et al., 1995). Dabei wird die Induktion zuvor
nicht-exprimierter Faktoren, die Repression bereits aktiver Gene und die Modulation
von Expressionsraten beobachtet (Van Lint et al., 1996). Inzwischen finden derartige
Substanzen auch in der Klinik als Chemotherapeutika Anwendung, da sie entweder
die terminale Differenzierung oder die Apoptose transformierter Zellen induzieren
(Marks et al., 2000).

1.4 Bedeutung von Histon-Desacetylasen in der transkriptionellen Regulation

Wird die Transkription von nukleosomaler DNA mit der von nackter DNA
verglichen, sind viele Transkriptionsfaktoren nicht in der Lage, die Regulation von
Genen uber direkte Wechselwirkungen mit dem basalen Transkriptionsapparat zu
steuern. Sie benotigen deshalb die vermitteInde Aktivitat von Coaktivatoren und Co-
repressoren (Lemon und Tjian, 2000; Wallberg et al., 2000). Als sich heraustellte, daf3
derartige Transkriptionsregulatoren, enzymatische HAT- oder HDAC-Aktivitat auf-
weisen (Brownell et al., 1996; Taunton et al., 1996), konnte der kausale Zusam-
menhang zwischen der Acetylierung der “Core”-Histone, den daraus resultierenden
Veréanderungen der lokalen Chromatinstruktur und der transkriptionellen Aktivitat
entsprechender Gene eindeutig hergestellt werden (Kuo und Allis, 1998).

HDACs und HATs sind die enzymatischen Komponenten hochmolekularer
Multiproteinkomplexe mit Coaktivator- oder Corepressoraktivitat (Ahringer, 2000;
Ng und Bird, 2000). Diese werden enweder uber direkte Wechselwirkung mit se-
quenzspezifischen Transkriptionsfaktoren oder durch die vermittelnde Funktion von
Cofaktoren zu bestimmten Stellen des Genoms gebracht (Abbildung 6). Trans-
kriptionsfaktoren, die HDACs rekrutieren, sind zum Beispiel die Steroidhormonre-
zeptoren ‘(huclear hormone receptors’NR), der Thyroidhormonrezeptor (TR), Fak-
toren die an sogenannte E-Boxen binden (zum Beispiel Mad/Max-Heterodimere),
aber auch das Methylcytosin-bindende Protein MeCP2, das HDAC-Komplexe zu
hypermethylierten CpG-Inseln im Genom bringt (Cress und Seto, 2000; Ng und Bird,
2000). Corepressoren, die als Bricken zwischen HDAC-Komplexen und Trans-
kripionsfaktoren fungieren, sind beispielsweise SMRSildncing mediator of re-
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tinoic acid”), N-CoR (nuclear receptor corepresso)’und SIN3 {switch inde-
pendent 37 Xu et al., 1999; Ordentlich et al., 2001). Ebenso wurden mehrere
Cofaktoren von HATs sowie HAT-rekrutierende Transkriptionsfaktoren identifiziert
(Workman und Kingston, 1998). Die hochmolekularen HDAC- und HAT-Komplexe
enthalten zusatzliche Faktoren, die in unabhangigen genetischen und biochemischen
Studien bereits mit der transkriptionellen Regulation bestimmter Gene in Verbindung
gebracht wurden (Struhl, 1998).

Mutationsstudien irs. cerevisiaeind hoheren Organismen deuten darauf hin,
daf die enzymatische Aktivitat der HDAC- und HAT-Komplexe tatsachlich fir deren
Rolle als Regulatoren der Transkription nétig ist. Punktmutationen in HDACs inter-
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Abbildung 6. Schematische Darstellung der Rolle von HDACs bei der transkriptionellen

Regulation. Sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren (TF) binden an entsprechende Erkennungs-
sequenzen in der Promoterregion von Zielgenen (Stufe I). Corepressoren vermitteln die Bindung der
Transkriptionsfaktoren an HDACs (Stufe II) und kdnnen selbst integrale Komponenten der HDAC-
Komplexe sein. HDAC-Komplexe modifizieren die lokale Chromatinstruktur durch Desacetylierung
der “Core”-Histone. Dies fihrt ultimativ zur Repression der Transkription von Zielgenen (Stufe Il1).
Corepressoren kénnen zudem direkt einen negativen Effekt auf die Aktivitdt des basalen Trans-
kriptionsapparates ausuben. AuBerdem wurden auch direkte Interaktionen von Transkriptionsfaktoren
mit HDACs beschrieben (Cress und Seto, 2000).
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ferieren mit der Repressoraktivitat dieser Faktoren, allerdings geht gleichzeitig die
Integritdt der hochmolekularen HDAC-Komplexe verloren (Hassig et al., 1998;
Kadosh und Struhl, 1998a). Vergleichbar fuhrt der Austausch von Aminosauren
innerhalb der katalytischen Domé&ne der HAT Gcn5 zum Verlust des Trans-
aktivationspotential dieses Proteins (Kuo et al., 1998). Nach Deletion von HDAC-
Genen inS. cerevisiaevurde eine Hyperacetylierung von H3 und H4 gemessen.
Parallel hierzu wurde eine Veranderung der Expression zahlreicher Gene beobachtet
(Rundlett et al., 1996). Zudem zeigen Mutationsstudierosophila dalHDACs

fur die Steuerung von Genen, die fur die embryonale Entwicklung entscheiden sind,
eine wichtige Rolle spielen (De Rubertis et al., 1996).

Mit der Etablierung hochspezifischer Antiseren, die in der Lage sind, den
Acetylierungszustand einzelner Lysinreste in den N-terminalen Doméanen der “Core”-
Histone zu differenzieren (White et al.,, 199%t es inzwischen moglich, den
Acetylierungszustand von Genen und im Besonderen deren Promoterregion gezielt zu
analysieren (Kuo und Allis, 1999). So gelang es nachzuweisen, dal} sich beispiels-
weise der Acetylierungszustand der “Enhanceosom”-Region des Interferon-3-Gens
bei der Umschaltung vom inaktivierten zum aktivierten Zustand &ndert. Dieser Uber-
gang von hypoacetylierten zu hyperacetylierten Histonen geht mit der Freisetzung
von HDAC-Komplexen und der anschlieRenden Rekrutierung von HAT-Komplexen
einher (Parekh und Maniatis, 1999; Agalioti et al., 2000).

Von besonderem Interesse sind Transkriptionsfaktoren, die sowohl die Re-
krutierung von HAT- als auch von HDAC-Komplexen vermitteln. Der Thyroid-
hormonrezeptor beispielsweise bindet konstitutiv an Erkennungssequenzen auch
wenn diese in Chromatin eingebunden sind. In Abwesenheit des Liganden rekrutiert
dieser Rezeptor Uber die Bindung von Corepressoren HDACSs. Diese etablieren eine
repressive Umgebung. Nach der Bindung von Liganden fuhrt eine Konformations-
anderung des Rezeptors zur Freisetzung der Corepressorkomplexe. Gleichzeitig wird
ein HAT-Komplex rekrutiert. Dieser ruft Gber die Acetylierung der Histone eine
Auflockerung des Chromatins hervor. Weitere Faktoren kénnen binden, und unter der
Vermittlung von ATP-abhéngigen “Remodeling”-Komplexen kommt es zur trans-
kriptionellen Aktivierung (Collingwood et al., 1999; Peterson und Logie, 2000).
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1.5 HDACs in Hefe und hoheren Organismen

Nachdem es zunachst nach intensiver, mehr als 20-jahriger Forschungsarbeit
nicht gelungen war, HDACs in biochemisch reiner Form aufzureinigen (Davie und
Hendzel, 1994; Davie, 1996), entdeckten 1996 zwei Arbeitsgruppen unabhéngig von-
einander, dal3 ein bereits in genetischen Studi&n aerevisiaédentifiziertes Trans-
kriptionsregulatorgenRPD3 fir die katalytische Untereinheit von HDAC-Kom-
plexen codiert. Affinitatschromatographie mit Trapoxin als hochaffinem, irreversib-
lem Liganden fiihrte zur Aufreinigung und Klonierung einer Histon-Desacetylase aus
Extrakten humaner Zelllinien, HDAC1 (Taunton et al., 1996). Die Sequenz dieses
neuen Faktors zeigte extrem hohe Homologie zu yRPD3 (Tabelle 1). Parallel wurden
bei der biochemischen Fraktionierung von Hefeextrakten zwei unterschiedliche
HDAC-Aktivitdten in S. cerevisiadeschrieben: HDA (ein Proteinkomplex von 350
kDa) und HDB (ein Proteinkomplex von 600 kDa; Carmen et al., 1996). Protein-
mikrosequenzierung mit anschliel3ender Klonierung der Komponenten zeigte, dal3 die
katalytischen Untereinheiten dieser HDAC-Komplexe von H&A1- und RPD3
Genen codiert werden (Rundlett et al., 1996). Die Primarstrukturen dieser beiden
Faktoren zeigen eine Homologie von ca. 41%, was darauf schlie3en I&3t, dal3 sie von
einem gemeinsamen Urgen abstammen (Tabelle 1). Anhand von Computeranalysen
desS. cerevisiagsenoms wurden zudem Gene mit HomologieHfdAl entdeckt:

HOS1 HOS2undHOS3(Rundlett et al., 1996). Obwohl genetische StudierH{2%

Gene auf eine Funktion dieser Faktoren bei der transkriptionellen Regulation
hindeuten, wurde bisher lediglich fEiOS3bestétigt, dald das ent-sprechende Protein
tatsachlich mit enzymatischer HDAC-Aktivitat assoziiert ist (Carmen et al., 1999).

HDAC2, eine weiterere humane HDAC, wurde bei der Analyse von Proteinen,
die mit dem Transkriptionsfaktor YY1 interagieren, gefunden (Yang et al., 1996). Die
Suche nach weiteren humanen Faktoren mit Homologie zu yRPD3 fuhrte schlief3lich
zur Identifizierung und Klonierung von HDAC3 (Yang et al., 1997; Dangond et al.,
1998; Emiliani et al., 1998). HDAC1, HDAC2 und HDAC3 sind einander sehr
ahnlich (Uber 70% Sequenzhomologie, Tabelle 1) und bilden die Gruppe der humanen
yRPD3-ahnlichen HDACs (zusammengefal3t in der Klasse | der HDACSs). Ent-

sprechende orthologe Faktoren wurden auch in zahlreichen anderen hoheren Organis-
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men gefunden (Cress und Seto, 2000; Ng und Bird, 2000), wohingegen bisher keine
Homologe zur zweiten HDAC in Hefe, yHDAL1, beschrieben wurden.

Die HDACs der Klasse | sind relativ kompakt (400-500 aa), werden aus-
schliel3lich im Zellkern gefunden und zeigen gegentuber den Toxinen und Substanzen,
die zur Hyperacetylierung der zellularen Histone fuhren (Abbildung 4), Sensitivitat
im nanomolaren Bereich (Emiliani et al., 1998). HDAC1 und HDAC2 wurden in
denselben hochmolekularen HDAC-Corepressorkomplexen nachgewiesen (Zhang et
al., 1999). Der sogennante SIN3-Komplex entspricht dabei de$ oerevisiae
definierten HDB-Komplex (SIN3 entspricRPD1in Hefe). Die Zusammensetzung
dieses Komplexes in humanen und in Hefezellen ist ahnlich (Laherty et al., 1998;
Zhang et al., 1998c). Der zweite Komplex, der HDAC1 und HDAC2 enthélt,
NURD/Mi-2 (*nucleosome remodeling and desacetylase complekmmt nur in
héheren Organismen vor. In diesem Komplex sind die HDACs mit einem ATP-ab-
hangigen “Remodeling”-Faktor, Mi-2, assoziiert (Tong et al., 1998; Wade et al.,
1998; Xue et al., 1998). Eine weitere HDAC der Klasse I, HDACS3, wurde hingegen
in Komplexen der Corepressorproteine N-CoR und SMRT gefunden (Guenther et al.,
2000; Underhill et al., 2000; Wen et al., 2000). Diese Komplexe vermitteln beispiels-
weise die durch den Thyroidhormonrezeptor oder das Oncoprotein v-ErbA vermittelte

Tabelle 1. Homologievergleich der HDACs in Hefe und Mensch.

Mensch Hefe
HDAC1 HDAC2 HDAC3 RPD3 HDAI
<| HDACT
%HDAcz 90%*
=lHpac3 | 74% 75%
o| RPD3 | 76% 73% T71%
| Hpat | 49% 46%  44%  41%

Die Aminosauresequenzen der aufgefihrten HDACs wurde anhand des ClustalW-Algorithmus
verglichen (Eddy, 1995). Die relative Ubereinstimmung der jeweiligen Sequenzen ist prozentual
wiedergegeben.
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Repression der Transkription (Li et al., 2000; Urnov et al., 2000). Uber den 600 kDa
grofRen HDA-Komplex ir§s. cerevisiagst relativ wenig bekannt. Neben yHDAL1 sind
noch zwei weitere bisher nicht identifizierte Proteine in diesem Komplex enthalten
(Rundlett et al., 1996).

1.6 Enzymatische Aktivitat von HDACs

Nach der Identifizierung und Klonierung der ersten HDACs, wurden enorme
Anstrengungen unternommen, hochmolekulare Corepressorkomplexe zu analysieren
und aufzureinigen, die diese Faktoren enthalten. Ebenso intensiv wurde die Suche
nach Transkriptionsfaktoren verfolgt, die Uber Protein-Protein-Wechselwirkungen in
der Lage sind, derartige Corepressorkomplexe zu bestimmten Promotoren und dis-
kreten Regionen innerhalb des Chromatins zu rekrutieren (Ahringer, 2000; Cress und
Seto, 2000; Ng und Bird, 2000; Wolffe et al., 2000). Vergleichsweise relativ wenig ist
hingegegen hinsichtlich der enzymatischen Aktivitat der HDACs selbst bekannt.

Mutationsstudien von yRPD3 und HDAC1 deuten darauf hin, daf3 die enzyma-
tische HDAC-Aktivitat fur die Funktion dieser Proteine als transkriptionelle Regula-
toren essentiell ist (Hassig et al., 1998; Kadosh und Struhl, 1998a). Bis auf wenige
Ausnahmen ist es aber bisher nicht gelungen, HDAC-Proteine mit enzymatischer
Aktivitat in rekombinanter Form herzustellen. Die wenigen in der Literatur be-
schriebenen rekombinanten HDAC-Proteinpraparationen zeigen eine relativ geringe
spezifische Aktivitat, besonders wenn sie mit der entsprechenden Aktivitat der korres-
pondierenden zellularen Faktoren und im Kontext der endogenen hochmolekularen
Multiproteinkomplexe verglichen werden (Hassig et al., 1998; Carmen et al., 1999;
Hu et al.,, 2000). Die Aufspaltung der hochmolekularen HDAC-Komplexe in
enzymatisch aktive und inaktive Komponenten bereitet ebenso Schwierigkeiten. Die
enzymatische Aktivitat von HDACs wurde bisher Gberwiegend in transienten Trans-
fektionen entsprechender HDAC-Expressionskonstrukte mit anschlie3ender Immun-
prézipitation der Uberexprimierten Proteine untersucht (Taunton et al., 1996; Hassig et
al., 1998). In Hefe besteht zusatzlich die Mdglichkeit, HDAC-Gene direkt durch
modifizierte Varianten zu ersetzten (Kadosh und Struhl, 1998a; Vogelauer et al.,
2000; Wu et al., 2001).
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Wie die biochemische Aufreinigung der HDAC1- und HDAC2-enthaltenden
Komplexe ergeben hat, sind mehrere Faktoren zuséatzlich zu den beiden HDACs
notig, um einen enzymatisch aktiven Minimalkomplex zu bilden (Zhang et al., 1998b;
Zhang et al., 1998c; Zhang et al., 1999). Demnach kénnte das Fehlen essentieller Co-
faktoren, die fur die enzymatische Aktivitat entscheidend sind, fur die Probleme, die
bei der Expression, Aufreiningung und Aktivierung rekombinanter HDAC-Proteine
auftreten, verantwortlich sein. Bislang ist aul3erdem unklar, ob unterschiedliche
HDACSs eine intrinsische, enzymatische Spezifitat hinsichtlich einzelner acetylierter
Lysinreste in den N-terminalen Doméanen der “Core”-Histone aufweisen, oder ob alle
Lysinreste mit gleicher Effizienz umgesetzt werden. Eine derartige Spezifitdt konnte
auch durch unterschiedliche Komponenten der hochmolekularen HDAC-Komplexe

vermittelt oder moduliert werden.

1.7 Strategien zur ldentifizierung, Klonierung und Charakterisierung von
HDACSs in hoheren Eukaryonten

Die klassische biochemische Aufreinigung von Enyzmen und enzymatischen
Komplexen mit HDAC-AKktivitat gestaltet sich selbst in niederen Organismen auferst
schwierig (Lopez-Rodas et al., 1993; Davie und Hendzel, 1994, Loidl, 1994; Davie,
1996). Probleme bei der Aufreinigung bereitet dabei vor allem die geringe Sensitivitat
des enzymatischen HDAC-Aktivitatstests, der auf der FreisetZtigrarkierten
Acetats von acetylierten Histonen oder Histon-Peptidfragmenten beruht (Alonso und
Nelson, 1986; Emiliani et al., 1998). Diese HDAC-Aktivitatstests sind jedoch nicht
nur relativ insensitiv und verlangen lange Reaktionszeiten, sondern sind auch so gut
wie nicht in der Lage, die Aktivitdten entsprechender Isoenzyme zu unterscheiden
(Yang et al., 1997; Emiliani et al., 1998; Zhang et al., 1998b). Obwohl angenommen
wird, dal3 unterschiedliche HDAC-Komplexe lediglich bestimmte Lysinreste in den
N-terminalen Domanen der “Core”-Histone desacetylieren (Grunstein, 1997b; Wu et
al., 2001), konnten diese spezifischen Unterschiede deshalb bisher nicht ausgenutzt
werden, um unterschiedliche HDACs aufzutrennen. Die Aufreinigung von HDACs
Uber Affinitatssaulen mit immobilisierten hochaffinen HDAC-Inhibitoren umgeht das

Problem der geringen Sensitivitat der enzymatischen Aktivitatstests (Taunton et al.,
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1996). Da alle Inhibitoren in Zellkulturexperimenten zu einer vergleichbaren globalen
Hyperacetylierung der “Core”-Histone fuhren, ist bisher jedoch unklar, ob einzelne
Inhibitoren spezifisch fur eine bestimmte Gruppe von HDACs sind, (Almouzni et al.,
1994; Van Lint et al., 1996; Yoshida und Horinouchi, 1999). Sind einer oder mehrere
Faktoren hochmolekularer HDAC-Komplexe bekannt, stellt die biochemische Auf-
reinigung vor allem unter der Anwendung entsprechender spezifischer Antiseren
gegen diese Proteine eine aul3erst effektive Untersuchungsmethode dar (Zhang et al.,
1997; Zhang et al., 1998c; Guenther et al., 2000; Wen et al., 2000).

Aufgrund der offensichtlich generellen Bedeutung des dynamischen
Acetylierungs-Desacetylierungsgleichgewichts fir die strukturelle Integritdt des
Chromatins und dessen Rolle insbesondere innerhalb transkriptioneller Regulations-
mechanismen, scheiden klassische genetische Klonierungsverfahren fur die Identi-
fikation neuer HDACs aus. Es ist zu erwarten, dal3 die genomische Mutation eines
HDAC-Gens zu pleiotropen Effekten mit multiplen Phenotypen fihrt. So konnten
bisher keine definierten Merkmale mit der Mutation einer betimmten Gruppe von
HDACSs in Verbindung gebracht werden (Cress und Seto, 2000).

Ein klassisches Verfahren zur Identifizierung und Klonierung von Faktoren
hoherer Organismen, die ortholog zu bereits bekannten Proteinen niederer Orga-
nismen sind, stellt das Durchsuchesqfeening) entsprechender cDNA-Bibli-
otheken dar. Dabei werden diese unter Bedingungen niedriger Stringenz mit mar-
kierten Sonden eines bereits bekannten Faktors hybridisiert. Inzwischen stehen fir
mehrere Organismen zudem ganze Bibliotheken genomischer sowie von mRNA-
abgeleiteter DNA-Sequenzen in Form direkt abrufbarer Datenbankeintrage zur Ver-
figung (Benson et al., 2000; Vukmirovic und Tilghman, 2000). Sowohlidasan
Genome Projectals auch eine Initiative der Washington University, eine Grof3zahl
der in cDNA-Bibliotheken enthaltenene Klone anzusequenzi€idgiabase of
expressed sequence tagsibEST; Gerhold und Caskey, 1996; Gill und Sanseau,
2000), fuhrten zu einer enormen Zunahme an derartigen allgemein zugéanglichen
Informationen. Diese Ansammlung an Sequenzen kann unter Zuhilfenahme ent-
sprechender Computeralgorithmen nach Eintragen untersucht werden, die zu einem
gegebenen Faktor entsprechende Homologien zeigen (Brenner, 1995). Wenn die
Genome mehrerer Organismen vollstdndig sequenziert sein werden (in der sogenan-

nten“post genome aerd), wird diese Methode weitgehend das direkte Durchsuchen

20



von cDNA-Bibliotheken ablésen und die Klonierung neuer Faktoren immens be-
schleunigen (Nature, Genomausgabe, Vol 409, 15.2.2001; Science, Genomausgabe,
Vol, 291, 16.2.2001; Jang et al., 1999; Vukmirovic und Tilghman, 2000).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Zahlreiche Untersuchungen weisen darauf hin, daf Chromatin in eukaryon-
tischen Zellen kein rein statisches Verpackungsmaterial fur die in Form von DNA ge-
speicherte genetische Information darstellt. Die Expression zahlreicher Gene héngt
vielmehr von dynamischen Veranderungen des Chromatins ab. In den letzten Jahren
wurde vor allem die Acetylierung und Desacetylierung glédiminogruppe von
Lysinen in der N-terminalen Doméne der “Core”-Histone als ein wichtiger Re-
gulationsmechanismus der Chromatinstruktur und der Transkription von in diese
eingebetteten Genen erkannt (Grunstein, 1997a; Struhl, 1998). Mit der Charak-
terisierung der Enzyme, die diese posttranalstionale Modifizierung regulieren, hat ein
neues Kaptitel in der Chromatinforschung und der Untersuchung der Transkriptions-
regulation in Eukaryonten begonnen (Kuo und Allis, 1998).

Durch bahnbrechende Arbeiten in niederen Organismen wie Backeghefe (
cerevisiag¢ und dem Ciliatemetrahymend&onnten nicht nur die ersten HATs und
HDACs kloniert werden, sondern auch essentielle Zusammenhénge bei der
Acetylierung und Desacetylierung von Histonen beleuchtet werden (Brownell et al.,
1996; Rundlett et al., 1996; Taunton et al., 1996). Die bisher klonierten HDACs
lassen sich aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu HDACsSncerevisiagn zwei Gruppen
einteilen: yRPD3 und entsprechende Faktoren in hoheren Organismen sowie yHDA1
und yHOSGene (Rundlett eal., 1996). Bisher sind keine orthologen Proteine zu
yHDAZ1 in hoheren Organismen und in menschlichen Zellen bekannt.

Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, Faktoren mit Homologie zu yHDA1 in
héheren Organismen zu identifizieren und zu analysieren. Dabei sollte vom enormen
Potential der Informationen, die den zahlreichen cDNA- und Genomsequenzierungs-
projekten entstammen, Gebrauch gemacht werden. Mit dem rapiden Fortschreiten so-
wohl des Human Genome ProjectgJang et al., 1999; Benson et al., 2000;

Vukmirovic und Tilghman, 2000) als auch der “EST"-Initiative der Washington
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University, eine GrofRzahl der in cDNA-Bibliotheken enthaltenene Klone anzu-
sequenzieren (fatabase of expressed sequence”tadfsEST; Gerhold und Caskey,
1996; Gill und Sanseau, 2000), stehen eine Fille von Sequenzen und Sequenz-
bruchstiicken zum Grol3teil undefinierter humaner Gene zur Verfigung. Zunéchst
sollte eine Stratgie ausgearbeitet werden, die es ermoglichen sollte, entsprechende
Kandidatengene mit Homologie zu yHDA1 zu identifizieren. Nach der Klonierung
dieser Faktoren sollte experimentell getestet werden, ob diese tatsachlich enzyma-
tische HDAC-AKktivitat aufweisen. Hierzu sollte ein enzymatischer Test fiur HDAC-
Aktivitat auf der Basis der Desacetylierung eines chemisch acetylierten Histon-
Peptidfragments entsprechend bereits vertffentlicher Arbeiten etabliert werden
(Taunton et al., 1996). Die enzymatische Aktivitdt der neuen HDACs sollte im
zweiten Teil der Arbeit im Detail untersucht werden. Hierzu sollte unter anderem das
Verhalten rekombinanter Proteine studiert werden. Aul3erdem sollte ermittelt werden,
ob die klonierten Faktoren in héhermolekularen Multiproteinkomplexen mit en-
zymatischer Aktivitdt vorkommen. Schlie3lich sollte die Analyse des Expressions-
musters der neuen Faktoren sowie zellbiologische Untersuchungen erste Aufschliisse
Uber die physiologischen Funktionen der humanen yHDA1-&hnlichen Proteine er-

bringen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

FPLC-Chromatographiesystem Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, USA

LPLC-Chromatographiesystem Amersham Pharmacia Biotech,

(GradiFRAC) Piscataway, USA

AKTA Purifier HPLC-Chromato- Amersham Pharmacia Biotech,

graphiesystem Piscataway, USA

Perkin EImer Cetus 9600 PCR-Gerat Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA

Mini-PROTEAN Il Dual Slab Cell- BIO-RAD, Hercules, USA

Minielektrophoreseeinheit

Mini Trans-Blot Cell System Mini BIO-RAD, Hercules, USA

Western Blotting-Einheit
PROTEAN Il xi-Elektrophoreseeinheit BIO-RAD, Hercules, USA

PROTEAN Il Transfer Western BIO-RAD, Hercules, USA
Blotting-Einheit

Geltrockner BIO-RAD, Hercules, USA

Heil3luft-Trockenofen BIO-RAD, Hercules, USA

Mini Horizontal-Elektrophoreseeinheiten  Gibco BRL, Rockville, USA
digitale Kameraeinheit zur Doku- Stratagene, La Jolla, USA

mentation von Gelen (Eagle Eye II)

Zellkultur-Sterilwerkbank Nuaire, Plymoth, USA
Zellkultur-Inkubator Heraeus, Hanau, Deutschland
Szintillationsz&ahler Beckman, Palo Alto, USA

Spektralphotometer (Beckman DU-20) Beckman, Palo Alto, USA

Dounce Homogenisator Fisher Scientific, San Francisco, USA
Schiuttler (Red Rocker PR50) Hoefer, San Francisco, USA
Tischzentrifuge (Eppendorf 5415C) Brinkmann, Westbury, USA
Tischzentrifuge (Sorvall RT 6000 D) Sorvall Instr., Wilmington, USA
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Mikroskope

Ultrazentrifuge (Beckman L-80)
Standzentrifuge (Beckman J2-MC)
Wasserbader

Heizblock

Vortexer

Fluoreszenzmikroskop Zeiss LSM 510
Netzgerat (Power Pac 3000)
pH-Meter

Filmentwicklungsmaschine (X-OMAT)
Sonikator Benson Sonifier
Hybridisierungsofen

Gefriertrockner

Vakuum-Trockenzentrifuge

2.1.2 Allgemeine Materialien

Nitrocellulose

Filterpapier Whatman 3 mm
Sterilfilter, 22pum und 45um
Gelfiltrationssaule

Superose 6 10/30 HR

C8-Sephak RP Kartuschen
Rongenfilm KODAK X-OMAT/AR-5
oder Hyperfilm MP

Ultrafiltrationseinheiten
Centricon-10, -30, -50
Umkehrphasensaule C-18
(Vydac 218TP54, 0,46 x 25 cm)
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Nikon, Tokio, Japan
Olympus, Tokio, Japan
Beckman, Palo Alto, USA
Beckman, Palo Alto, USA
Fisher Scientific, San Francisco, USA
Fisher Scientific, San Francisco, USA
Fisher Scientific, San Francisco, USA
Zeiss, Jena, Deutschland
BIO-RAD, Hercules, USA
Fisher Scientific, San Francisco, USA
Eastman KODAK Co., Rochester, USA
Fisher Scientific, San Francisco, USA
Hoefer, San Francisco, USA
Virtis, New York, USA
Savant, Farmingdale, USA

Amersham Pharmacia Biotech Inc.,
Piscataway, USA
Whatman, Maidstone, USA
Waters-Millipore, Milford, USA
Amersham Pharmacia Biotech Inc.,
Piscataway, USA
Waters-Millipore, Milford, USA
Eastman KODAK Co., Rochester, USA
Amersham Pharmacia Biotech Inc.,
Piscataway, USA
Amicon, Beverly, USA

Vydac, Hesperia, USA



Centri-Sep

M2-Agarose

Protein-G-Sepharose

Plastikeinwegsauleri) 0,5 cm)

2.1.3 Chemikalien

Princeton Separations Inc.,
Adelphia, USA
Sigma, St Louis, USA
Amersham Pharmacia Biotech Inc.,
Piscataway, USA
BIO-RAD, Hercules, USA

Alle eingesetzten Chemikalien waren, soweit erhaltlich, analysenrein. Nicht

erwdhnte Chemikalien des allgemeinen Gebrauchs wurden von Sigma (St. Louis,
USA) und Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Acetonitril p.a.
Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Amplify®

BOP

Bradford Reagenz
Bromphenolblau
Coomassie-Brillant-Blau G-250
Dithiothreitol

ECL®

Ethylacetat

Econofluof

Glycerin

Methanol p.a.

GELCODP®
Molekulargewichtsstandards fur die

Gelfiltration
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VWR Scientific Products, Chester, USA
National Diagnostics, Atlanta, USA
Gibco BRL, Rockville, USA

Amersham Pharmacia Biotech Inc.,

Piscataway, USA

Sigma, St Louis, USA
BIO-RAD, Hercules, USA

Sigma, St Louis, USA
Sigma, St Louis, USA

Gibco BRL, Rockville, USA

Amersham Pharmacia Biotech Inc.,

Piscataway, USA

Sigma, St Louis, USA

Packard, Meriden, USA

Gibco BRL, Rockville, USA

VWR Scientific Products, Chester, USA

Pierce, Rockford, USA

Roche MB, Indianapolis, USA oder

Sigma, St Louis, USA



Molekulargewichtsstandards fur die
SDS-PAGE
Natriumdeoxycholat
Natriumdodekylsulfat (SDS)
PMSF

Paraphenylendiamin
Proteaseinhibitor Compléeté
Silbernitrat

TEMED

TFA

Tris-Base

Triton®X-100
Trockenmilchpulver

Tweerf 20

Xylencyanol

2.1.4 Radiochemikalien
[a-*%P]dCTP

EXPRE®S*S [**S]-Methionin und
[**S]-Cystein zur Zellmarkierung

[*H]-Natriumacetat (Ethanol)
[**S]-Methionin

2.1.5 Molekularbiologische Reagenzien

Agarose
Sequenzierreagenz BigDYE
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Gibco BRL, Rockville, USA

Sigma, St Louis, USA
VWR Scientific Products, Chester, USA
Gibco BRL, Rockville, USA
Sigma, St Louis, USA
Roche MB, Indianapolis, USA
Sigma, St Louis, USA
Sigma, St Louis, USA
VWR Scientific Products, Chester, USA
VWR Scientific Products, Chester, USA
VWR Scientific Products, Chester, USA
BIO-RAD, Hercules, USA
Sigma, St Louis, USA
Sigma, St Louis, USA

Amersham Pharmacia Biotech Inc.,
Piscataway, USA
NEN Life Science Products Inc.,
Boston, USA
ICN Biomedicals Inc., Costa Mesa, USA
Amersham Pharmacia Biotech Inc.,

Piscataway, USA

Gibco BRL, Rockville, USA
ABI, Columbia, USA



CIP-Phosphatase

(“calf intestine phosphatasg
Desoxynukleotide

DNase |

Ethidiumbromid

GENECLEAN SPIN-Glasmilch
HeLa-Zellen-cDNA-Bibliothek
(QuickClonéM)

IPTG

Computerprogramm MacVector 6.0
MTN Northern Blot (human)

Multiprime Labeling-System

N&hrldsung nach Luria Bertani (LB)
Oligonukleotide
pcDNAS3.1(+)-Plasmid
Pfu-Polymerase

pPpGEX-4T1-, -4T2-, -4T3-Plasmide

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
QIAGEN Maxi- und Megapreps
QuickChang®

Restriktionsenzyme mit konz.
Verdaupuffern

RNase-Inhibitor, RNasfh
T4-Ligase

T7-Polymerase
TNT®-Retikulozytenlysat

ULTRAhyb®
Wizard®-Minipreps

New England Biolabs Inc.,
Beverly, USA
Gibco BRL, Rockville, USA
Roche MB, Indianapolis, USA
BIO-RAD, Hercules, USA
BIO 101 Inc., Vista, USA
CLONTECH Laboratories Inc.,
Palo Alto, USA
Gibco BRL, Rockville, USA
Eastman KODAK Co., Rochester, USA
CLONTECH Laboratories Inc.,
Palo Alto, USA
CLONTECH Laboratories Inc., Palo
Alto, USA
DIFCO, Bedford, USA
GENSET Corp., La Jolla, USA
Invitrogen Corp., Carlsbad, USA
Stratagene, La Jolla, USA
Amersham Pharmacia Biotech Inc.,
Piscataway, USA
Gibco BRL, Rockville, USA
QIAGEN, Valencia, USA
Stratagene, La Jolla, USA
New England Biolabs Inc.,
Beverly, USA
Promega, Madison, USA
New England Biolabs Inc.,
Beverly, USA
New England Biolabs Inc.,
Beverly, USA
Promega, Madison, USA
Ambion, Austin, USA
Promega, Madison, USA
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2.1.6 Zellkulturmedien, -reagenzien und -

DMEM

DMEM ohne Methionin und Cystein
DMSO

FKS

G418-Sulfat

Glutamin
Klonierungszylinder
LipofectAMINE™
OptiMEM®

PBS 10 X
Penicillin/Streptomycin
RPMI1640
Trypanblau
Trypsin-EDTA
Zellkulturplatten

2.1.7 Bakterienstamme

Die Bakterienklond=scherichia col
Gibco BRL (Rockville, USA) und Klon B

materialien

Gibco BRL, Rockville, USA

Gibco BRL, Rockville, USA

Sigma, St. Louis, USA

HyClone Laboratories Inc., Logan, USA
Gibco BRL, Rockville, USA

Gibco BRL, Rockville, USA

Fisher Scientific, San Francisco, USA
Gibco BRL, Rockville, USA
Gibco BRL, Rockville, USA

Gibco BRL, Rockville, USA

Gibco BRL, Rockville, USA

Gibco BRL, Rockville, USA

Sigma, St. Louis, USA

Gibco BRL, Rockville, USA

Becton Dickinson Labware, Bedford,
USA oder Nalge Nunc International,
Rochester, USA

DH5-0, HB101 und STBL2 wurden von

L21 (RIP) von Stratagene (La Jolla, USA)

bezogen. Glycerinkulturen wurden bis zur Verwendung béG&@lagert.

2.1.8 Zelllinien

Die eingesetzten Zelllinien wurden samtlich von der American Type Culture

Collection (ATCC; Rockville, USA) bezogen und sind in Tabelle 2 aufgefihrt.
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Tabelle 2. Verwendete Zelllinien und deren Kulturbedingungen.

Zell- Typ Erschei- Ursprungs- Trans- Kultur-
linie nungsbild gewebe formation medium
293 human epithelial Niere transformiert OptiMEM®
(Adenovirus 5) 2% FKS
HeLa  human epithelial Cervix Adeno- OptiMEM®
carcinom 2% FKS
HeLa human epithelial Cervix Adeno-  OptiMEM®
S3 carcinom 2% FKS
SK-N-  human epithelial Knochenmark  Neuroblastom DMEM
SH 2% FKS
Jurkat  human lympho-  T-Lymphozyt  akute T-Zell- RPMI1640
blastisch Leukamie 10% FKS
SupTl  human lympho- T-Lymphoblast Leukamie RPMI1640
blastisch 10% FKS
U937 human Monozyten- Makrophage Lymphom RPMI1640
ahnlich 10% FKS
Raji human lympho-  B-Lymphozyt Burkitt's DMEM
blastisch Lymphom 10% FKS
HISM  human Myozyten- Jejunum RPMI1640
ahnlich 10% FKS
Cos-7 Hamster fibro- Niere transformiert DMEM
blastisch (SV 40) 10% FKS
10T1/2  Maus fibro- embrionales DMEM
blastisch Gewebe 10% FKS
NIH/ Maus fibro- embrionales DMEM
3T3 blastisch Gewebe 10% FKS

2.1.9 Antiseren

2.1.9.1Primare Antiseren fir Western Blotting und Immunprazipitation

Die fur Western Blots oder zu Immunprazipitationen eingesetzten Antiseren

sind in Tabelle 3 aufgelistet.
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Tabelle 3. Antiseren fur Western Blotting und Immunprazipitationen.

Anti - Typ Herkunft Western Immun-
serum Blotting préazipitation
HDAC1 polyclonal (Emiliani et al., 400 ng/ml Sug/ml

(Kaninchen) 1998)
HDAC1 polyclonal Santa Cruz, 800 ng/ml —
(Ziege) Santa Cruz, USA
HDAC2 polyclonal Santa Cruz, 500 ng/ml —
(Kaninchen) Santa Cruz, USA
HDAC2 polyclonal Santa Cruz, 800 ng/ml —
(Ziege) Santa Cruz, USA
HDAC3 polyclonal (Emiliani et al., 650 ng/ml 10ug/ml
(Kaninchen) 1998)
HDAC3 polyclonal Santa Cruz, 800 ng/ml —
(Ziege) Santa Cruz, USA
HDAC4 polyclonal siehe 80 ng/ml lpg/mi
(Kaninchen) Abschnitt 3.4.1
HDAC7 polyclonal siehe 150 ng/ml 1ug/ml
(Kaninchen) Abschnitt 3.4.1
IKK a polyclonal Santa Cruz, 200 ng/ml —
(Kaninchen) Santa Cruz, USA
SIN3 polyclonal Santa Cruz, 100 ng/ml Sug/ml
(Kaninchen) Santa Cruz, USA
N-CoR polyclonal Upstate, 1000 ng/ml 1Qug/ml
(Kaninchen) Waltham, USA
N-CoR polyclonal ABR, 500 ng/ml 10ug/ml
(Kaninchen) Golden, USA
SMRT polyclonal Upstate, 1000 ng/ml 1Qug/ml
(Kaninchen) Waltham, USA
SMRT polyclonal ABR, 2000 ng/ml Sug/ml
(Kaninchen) Golden, USA
FLAG polyclonal Santa Cruz, 200 ng/ml —
(Kaninchen) Santa Cruz, USA
FLAG monoclonal Sigma, 5000 ng/ml 15ug/ml
(Maus), Klon M2 St Louis,USA
HA polyclonal Santa Cruz, 200 ng/ml —
(Kaninchen) Santa Cruz, USA
HA monoclonal Roche MB, — 1 pg/ml

(Maus), Klon 3F10

Indianapolis, USA
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2.1.9.2Sekundéare Antikorper fur Western Blotting

Die fur Western Blots eingesetzten sekundaren Antiseren sind in Tabelle 4

aufgelistet.

Tabelle 4. Sekundére Antikdrper fur Western Blotting.

Antiserum Konjugation Herkunft Verdinnung
anti-Kaninchen Meerrettich- Pierce, 1:15000
Peroxidase (HRP) Rockford, USA
anti-Maus Meerrettich- Amersham Pharmacia 1:5000
Peroxidase (HRP) Biotech, Piscataway, USA
anti-Ziege Meerrettich- Santa Cruz, 1:5000
Peroxidase (HRP) Santa Cruz, USA

2.1.9.3Sekundéare Antikoérper zur Immunfluoreszenz

Die zu Immunfluoreszenzuntersuchungen eingesetzten sekundaren Antiseren

sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5. Sekundéare Antikdrper zur Immunfluoreszenz.

Antiserum Konjugation Herkunft Verdinnung
anti-Kaninchen Alexa 488 Pierce, Rockford, USA 1:5000
anti-Maus Cy3 Pierce, Rockford, USA 1:5000

2.1.10Agarosegelelektrophorese

TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer)
Tris-HCI, pH 8,3 100 mM
Natriumborat 83 mM
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EDTA 2,5mM

Agarosegele
Je nach Bedarf, 0,8-1.5% (w/v) Agarose in TBE-Puffer; im Mikrowellenherd zum
Kochen erhitzt, Gele nach Abklhlen auf ca2@@egossen.

Probenpuffer 6x

Bromphenolblau 0,25%
Xylolcyanol FF 0,25%
Glycerin 30%

Ethidiumbromid-Stammlésung

1% (w/v) in aqua bidest., lichtgeschitzt gelagert bei RT

2.1.11Northern Blotting

20 X SSC-Puffer
Natriumcitrat-NaOH, pH 7,0 0,3M
NacCl 3M

2.1.12SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sammelgelpuffer (4 X)

Tris-HCI, pH 6,8 0,5M
SDS 0,4% (w/v)
Trennungsgelpuffer (4 X)

Tris-HCI, pH 8,8 15M
SDS 0,4% (w/v)
Laufpuffer (5 X)

Tris-Base 125 mM
Glycin 1M

SDS 0,5% (w/v)
Probenpuffer (6 X)

Tris-HCI, pH 6,8 0,5M
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Dithiothreitol (DTT)
Glycerin
SDS

Bromphenol Blau

2.1.12.1Farbung der Gele

2.1.12.1.1Coomassie-Farbung

Fixierlésung
Methanol

Eisessig

Farbel6sung

Methanol

Eisessig

Coomassie Blau R-250

Entfarbelésung

Methanol

Eisessig

2.1.12.1.25ilberfarbung

Fixierlésung
Methanol

Eisesssig

Sensibilisierungslésung
N&,S,0,
Silbernitratlésung
AgNO,

Entwickler

Formaledhyd
Na,CO;,

0,6 M

30% (v/v)
10% (wiv)
0,02% (w/v)

50% (v/v)
10% (v/v)

50% (v/v)
10% (v/v)

2% (w/v)

7,5% (V/Iv)
10% (v/v)

50% (v/v)
5% (v/v)

1,27 mM

0,15% (w/v)

0,04% (viv)
2% (w/v)
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2.1.13Western Blotting

Transferpuffer

Tris-Base 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/iv)
Waschpuffer

Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
NacCl 150 mM
Tweerf 20 0,1% (v/v)

Blockierungspuffer

5% (w/v) Trockenmilchpulver in Waschpuffer

2.1.14 Transfektion

Calciuml6sung

CaCl, 2M
sterilfiltriert, bei £#C gelagert

2 X HBS-Puffer

HEPES-NaOH, pH 7,2 40 mM
NaCl 300 mM
sterilfiltriert, in Aliquots bei -20C gelagert

2.1.15Radiomarkierung von Zellen

Kurzzeitmarkierung

DMEM-Medium ohne Methionin und Cystein, Penicilin (50 U/ml), Streptomycin
(50 pg/ml), Glutamin (2 mM), EXPRES®S (0,2 mCi/ml)

Langzeitmarkierung

80% DMEM-Medium ohne Methionin und Cystein, 10% DMEM, 10% FKS,
Penicillin (50 U/ml), Streptomycin (5Qg/ml), Glutamin (2 mM), EXPRES*S
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(0,25 mCi/ml)

2.1.16 Gesamtzellextrakte

IPLS-Puffer

Tris-HCI, pH 7,4 50 mM
NaCl 120 mM
EDTA 0,2 mM
Nonidef P40 0,5% (v/v)

Proteaseninhibitor Complété

2.1.17Kern- und Zytoplasmaextrakte

Puffer A

HEPES-NaOH, pH 7,9 10 mM
KCI 10 mM
MgCl, 1,5 mM
Dithiothreitol (DTT) 0,5 mM

Proteaseninhibitor Complété

Puffer B

HEPES-NaOH, pH 7,9 20 mM
NacCl 450 mM
MgCl, 1,5 mM
Dithiothreitol (DTT) 0,5 mM
EDTA 0,2 mM
Glycerin 20% (v/iv)
Nonidef P40 0,5% (v/v)
Proteaseninhibitor Complété

Puffer C

HEPES-NaOH, pH 7,9 20 mM
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MgCl,

Dithiothreitol (DTT)
EDTA

Nonidef P40

Puffer D
HEPES-NaOH, pH 7,9
NacCl

KCI

MgCl,

Dithiothreitol (DTT)
EDTA

Glycerin

Nonidef P40

Puffer E
HEPES-NaOH, pH 7,9
KCI

Dithiothreitol (DTT)
PMSF

EDTA

2.1.18 Aufreinigung von IgG

Waschpuffer |
Tris-HCI, pH 7,5
Washpuffer I
Tris-HCI, pH 7,5
Waschpuffer Il
Tris-HCI, pH 8,8
Elutionspuffer
Glycin-HCI, pH 2,8
Neutralisationspuffer
Tris-HCI, pH 8,8

1,5mM
0,5 mM
0,2 mM
0,5% (viv)

30 mM
360 mM
10 mM
1,5mM
0,5 mM
0,4 mM
30% (v/v)
1% (viv)

20 mM
100 mM
0,5 mM

0,5 mM
0,2 mM

100 mM

10 mM

10 mM

100 mM

1M



Dialysepuffer

PBS, 0,02% NaN

2.1.19Immunpréazipitation

IPLS-Puffer

im Gegensatz zum Zelllysepuffer (siehe Abschnitt 2.1.16) ohne Proteaseinhibitoren
IPHS-Puffer

im Gegensatz zum IPLS-Puffer 1M NaCl

2.1.20GST-Fusionsproteine

IPTG-Stammlésung

Isopropyl-1-thio-3-D-galaktopyranosid 100 mM
sterilfiltriert, in Aliquots lichtgeschutzt bei -2C gelagert
GST-Lysepuffer

PBS, 1% (v/v) TritofiX-100

GST-Lagerungspuffer

PBS, 10 % (v/v) Glycerin

GST-Elutionspuffer

Tris-HCI, pH 8,0 50 mM
GSH 25 mM

vor Verwendung frisch angesetzt
GST-Dialysepuffer

Tris-HCI, pH 8,0 20 mM
KCI 100 mM
PMSF 1mM
EDTA 0,5mM
Ditheothreitol (DTT) 0,5 mM
Glycerin 20% (v/iv)
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GST-Puffer

Tris-HCI, pH 8.0 20 mM
KCI 150 mM
Dithiothreitol (DTT) 5mM
EDTA 2 mM
Glycerin 10% (v/v)
Trockenmilchpulver 0,5% (wi/v)
Nonidef P40 0,1% (v/v)

2.1.21 Herstellung eines’H-markierten, peracetylierten H4-Peptidfragments

Aktivierungslésung

0,24M Benzotriazolyl-N-oxy-tris(dimethylamino)phosphoniumhexafluorophosphat
(BOP), 0,2M Triethylamin geldst in Acetonitril (vor Verwendung frisch hergestellt)
Peptid entsprechend des N-Terminus des humanen Histons H4
H,N-SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRD-COOH, zu 2 mg/ml in aqua bidest.
gelost, bei -28C gelagert

Auftragpuffer

Methanol 10% (v/v)
TFA 0,1% (v/v)
Umkehrphasenchromatographie RP C-18
Laufpuffer A aqua bidest., 0,1% TFA
Laufpuffer B Acetonitril, 0,1% TFA

filtriert (0,22 pm) und entgast

2.1.22 Enzymatischer Aktivitatstest

Stoppmix
HCI 1M
Essigsaure 0,16 M
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2.1.23 Gelfiltration

Laufpuffer

Tris-HCI, pH 7,4 50 mM
NaCl 300 mM
EDTA 0,5 mM
Nonidef P40 0,1% (v/v)

2.2 Methoden

2.2.1 Klonierungen

2.2.1.1Allgemeine Klonierungstechniken

Samtliche Klonierungen und molekularbiologischen Arbeiten erfolgten
entsprechend géangiger Protoko(feambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1995).
Restriktionsverdaue, Ligationen sowie die Phosphorylierung und Dephosphorylierung
von DNA erfolgte nach den Angaben des Herstellers der jeweiligen Enzyme. Alle
Oligonukleotide wurden von Genset (La Jola, USA) bezogen und direkt ohne weitere
Aufreinigung in PCR-Reaktionen eingesetzt. Um die Wahrscheinlichkeit zu ver-
ringern, artifiziell Mutationen einzufiihren, wurden alle PCR-Amplifizierungen mit
Pfu-Polymerase durchgefihrt. Die Aufreinigung von Restriktions- oder PCR-Frag-
menten erfolgte unter Verwendung von GENECLEAN SP®lasmilch. Fur Mini-
preps wurde das auf der klassischen alkalischen Lyse der Bakterien beruhende
Wizard®-Miniprepsystem verwendet, wobei nach den Angaben des Herstellers vor-
gegangen wurde. Gro3ere Mengen an Plasmid-DNA (Maxipreps, Megaprep) wurden
anhand der QIAGEN-Plasmidaufreinigungssysteme gewonnen. Fir Transfektionen
und fur die Sequenzierung wurde die Plasmid-DNA zusatzlich 2 x mit Phenol/Chloro-
form und 1 x mit Chloroform extrahiert. Sequenzierreaktionen wurden nach dem
BigDYE®-Protokol durchgefiihrt, wobei die Reaktionsprodukte tber Gelfiltration
(Centri-Sep) aufgereinigt wurden. Computeranalysen von Sequenzen wurden unter

Zuhilfenahme des Mac Vector 6.0 Programmpackets durchgefuhrt.
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2.2.1.2Klonierung von Expressionskonstrukten mit C-terminalen FLAG- oder
HA-Epitopen

Plasmidkonstrukte fir die exogene Expression von Fusionsproteinen in eu-
karyontischen Zellen wurde auf der Basis des pcDNA3.1(+)-Vektors hergestellt. In
diesem System wird die Transkription der rekombinanten cDNA durch ein “En-
hancer’-/Promoterelement des humanen Cytomagalovirus (CMV), das in vielen Zell-
linien hochaktiv ist, gesteuert (Boshart et al., 1985; Nelson et al., 1987). Eine Neo-
mycin-Kasette ermdglicht eine Selektion in eukaryontischen Zellen zur Etablierung
konstitutiv exprimierender Zelllinien (siehe Abschnitt 2.2.6.3). Uber ein T7-Promo-
terelement kann direkt transkribiert werden (siehe Abschnitt 2.2.8). Zur Erzeugung
von Fusionsproteinen mit C-terminalem FLAG- oder HA-Epitop (Jarvik und Telmer,
1998; Fritze und Anderson, 2000) wurden tber PCR und anschlie3ende Ligation
DNA-Sequenzen in den parentalen pcDNA3.1(+)-Vektor eingefuhrt, die eine
Klonierung der Hybridproteine durch einfache PCR-Amplifikation mit entsprechen-
den Erkennungssequenzen fiur Restriktionsenzyme in den PCR-Oligonukleotiden er-
moglichte.

EcdRlI-Konstrukte (HDAC1, HDAC3, HDAC4, HDACY7)

Ein HDAC3-Fragment entsprechend des vollen Leserahmens dieses Faktors

wurde entweder mit einem “Antisense”-Oligonukleotid, das eine dem FLAG-Epitop
(DYKDDDDK) entsprechende Sequenz enthielt, oder einem “Antisense”-Oligo-
nukleotid, das eine dem HA-Epitop (YPYDVPDYA) entsprechende Sequenz enthielt,
amplifiziert (siehe Tabelle 8). Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden sequentiell mit
den Restriktionsenzymexiba und BanH| verdaut und in den entsprechend ver-
dauten pcDNA3.1(+)-Vektor Uber Ligation eingefuhBcoRI-Schnittstellen 5'-
terminal des ATG-Startcodons sowie 3'-terminal der FLAG-Sequenz ermdglichten
den Austausch der fur HDAC3 codierenden cDNA gegen andere DNA-Fragmente mit
EcoRI-Schnittstellen. Auf diese Weise konnten verschiedenste cDNAs mit den
Epitopsequenzen fusioniert werden (Abbildung 7).

Noti-Konstrukte (HDACS5, HDACG)

Die Herstellung von Klonierungsgsvektoren, die ein Fusionieren unterschiedlicher
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bUC ori

B

5'-GGA TCC GAATTC GGA GGA GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG TAATCT AGA -3'

BamH 1 EcoR1 t G G I D Y K D D D D K ISTOPP Xba 1

Ubergang FLAG-Epitop

5'-GGA TCC GAATTC GGA GGA TAC CCA TAC GAC GTC CCA GAC TAC GCT TAATCT AGA-3'

BamH I EcoR 1 | G G I Y P Y D v P D Y A ISTOPP Xba 1

Ubergang HA-Epitop

5'- AA GCT TGC GGC CGC GGA GGA GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG TAATCTAGA-3'

Hind 111 Not I t G G I D Y K D D D D K ISTOPP Xba 1

Ubergang FLAG-Epitop

5'- AA GCT TGC GGC CGC GGA GGA TAC CCA TAC GAC GTC CCA GAC TAC GCT TAATCT AGA -3'

Hind 11T Not I | G G I Y P Y D \4 P D Y A ISTOPP Xba 1

Ubergang HA-Epitop

Abbildung 7. Expressionsvektoren zur Erzeugung von Fusionsproteinen mit C-terminalen
FLAG- oder HA-Epitopen. (A) Schematischer Aufbau descDNA3.1(+)-Plasmids. pCMV,
“Enhancer“-/Promoterelement des Cytomagalovirus; pA, Polyadenylierungssignale (abgeleitet von
BGH oder SV40);ori, Replikationssequenzen (abgeleitet von ColE1 (vom puC-Plasmid, erlaubt
Replikation in Bakterien), f1 (Bakteriophage, erlaubt Gewinnung einstrangiger DNA) oder SV40
(Virus, erlaubt Replikation in eukaryontischen Zellen)). (B) SequenzenEdeRI- und Not-
Klonierungsstellen der hergestellten FLAG- und HA-Epitop Expressionsvektoren. Die angefiihrten
Segmente wurden in das parentale pcDNA3.1(+)-Plasmid Uber die gemeinsamen 5'- und 3‘-terminalen

Restriktionssegmente eingefihrt.
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cDNAs mit FLAG- oder HA-Epitopen Ubédotl-Schnittstellen ermdglichten, erfolg-

te entsprechend des im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen Verfahrens. Ein
HDACG6-Fragment entsprechend des vollen Leserahmens dieses Faktors wurde
entweder mit einem “Antisense”-Oligonukleotid, das eine dem FLAG-Epitop ent-
sprechende Sequenz enthielt, oder einem “Antisense”-Oligonukleotid, das eine dem
HA-Epitop entsprechende Sequenz enthielt, amplifiziert (siehe Tabelle 12). Die er-
haltenen PCR-Fragmente wurden sequentiell mit den RestriktionsenZrdlennd

Hindlll verdaut und in den entsprechend verdauten pcDNAS3.1(+)-Vektor Uber
Ligation eingefihrtNotl-Schnittstellen 5’-terminal des ATG-Startcodons und 3'-
terminal der Epitopsequenzen ermoglichten die Fusion verschiedener cDNAs mit dem
FLAG- oder HA-Epitop (Abbildung 7).

2.2.1.3Klonierung von Expressionskonstrukten mit N-terminaler GST

Zur Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine wurde das auf
pPGEX-4T-Vektoren basierende GST-Fusionsproteinsystem der Firma Amersham
Pharmacia Biotech (Piscataway, USA) verwendet. Durch Klonierung der zu ex-
primierenden cDNA 3’-terminal zu einer Sequenz, die fur Glutathion-S-Transferase
aus Schistosoma japonicurmodiert, entsteht unter Berucksichtigung des ent-
sprechenden Leserahmens ein Hybridprotein. Die Expression derartiger Fusions-
proteine kann in Bakterien durch Induktion des-Promoters mit IPTG kontrolliert
werden (Smith und Johnson, 1988). Alle cDNAs EdRI-Restriktionssequenzen
(HDAC4-, HDACT7- sowie N-CoR-Konstrukte) wurden in die korrespondierende
Schnittstelle der multiplen Klonierungssequenz des pGEX-4T-1-Vektors kloniert.
Entsprechend wurden die mNotl-Restriktionssequenzen versehenen cDNAs
(HDAC5- und HDACG6-Konstrukte) in den pGEX-4T-2-Vektor kloniert.

2.2.1.4Verschiedene Konstrukte

Expressionsplasmide, die fir HDAC1 und HDACS3 codieren, wurden von Dr.

Stephane Emiliani erhalten (Gladstone Institute of Virology and Immunology, Uni-
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Tabelle 6. Zur Klonierung von HDAC1-Konstrukten verwendete Oligonuk-

leotide.
HDAC1- Oligonukleotid Oligonukleotid
Konstrukt “Sense” “Antisense”

aa 1-482 5’CGGAATTCACCATGGCGC 5CGGAATTCGGCCAACTTG
AGACGCAGGGCACS3" ACCTCCTCCTTGZ

2EcoRI-Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

Tabelle 7. Zur Klonierung von HDAC2-Konstrukten verwendete Oligonuk-

leotide.
HDAC2- Oligonukleotid Oligonukleotid
Konstrukt “Sense” “Antisense”

aa 1-488 5’CGGAATTCACCATGGCGT 5CGGAATTCGGGGTTGCTG
ACAGTCAAGGAGGCS3® AGCTGTTCZ

2EcoRI-Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

Tabelle 8. Zur Klonierung von HDAC3-Konstrukten verwendete Oligonuk-

leotide.
HDAC3- Oligonukleotid Oligonukleotid
Konstrukt “Sense” “Antisense”

aa 1-428 5'CGGATCGSAATTCACCA 5 GCTCTAGATACTTGTCAT

TGGCCAAGACCGTGGCCF CGTCGTCCTTGTAGTCTCCT
CCGAATTCAATCTCCACATC
GCTTTCC3
(enth&lt FLAG-Sequenz)
5'CGTCTAGATAAGCGTAG
TCTGGGACGTCGTATGGGT
ATCCTCCGAATTCAATCTCC
ACATCGCTTTCC ¥
(enth&lt HA-Sequenz)

a2EcoRI-Restriktionsschnittstellen sind unterstrich&anHI- und Xbal-Restriktionsschnittstellen sind

durch Kursiv- und die Stoppcodons durch Fettdruck hervorgehoben.
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versity of California, San Francisco, USA; Emiliani et al., 1998). Das HDAC2-
Expressionsplasmid stammte von Dr. Ed Seto (Moffit Cancer Center, Miami, USA;
Yang et al., 1996), das IKKR-HA Konstrukt von Dr. Alison O'Mahony (Gladstone
Institute of Virology and Immunology, University of California, San Francisco, USA;
O'Mahony et al., 2000) und das Tat-FALG-Konstrukt von Dr. Melanie Ott (Picower
Institute of Medical Research, Manhasset, USA; personliche Mitteilung).

Die in den Tabellen 6-8 aufgefuhrten Oligonukleotide wurden zur Herstellung

der verwendeten FLAG- und HA-Fusionskonstrukte verwendet.

2.2.1.5HDAC4-Konstrukte

Tabelle 9. Zur Klonierung von HDAC4-Konstrukten verwendete Oligonuk-

leotide.
HDACA4- Oligonukleotid Oligonukleotid
Konstrukt “Sense” “Antisense”

aa 1-1084 S5’CGGAATTCACCATGAGCT 5'CGGAATTCCAGGGGCGGC

CCCAAAGCCATCCAGS3* TCCTCTTCCAT3’

aa 1-231 5’CGGAATTCACCATGAGCT 5'CGGAATTCTCCCAGGACC
CCCAAAGCCATCCAG3’ GGGTGGTTATAGGZ

aa 118-1084 5'CGGAATTCACCATGCTGG 5’CGGAATTCCAGGGGCGGC
CCATGAAGCACCAGZ TCCTCTTCCAT3’

aa 612-1084 5'CGGAATTCACCATGGAGG 5’CGGAATTCCAGGGGCGGC
CCGCCGGCATC3’ TCCTCTTCCAT3’

aa 638-1084 5'CGGAATTCACCATGACCT 5'CGGAATTCCAGGGGCGGC
TCCCCGTGTCTGTGCAGG3 TCCTCTTCCAT3’

aa 662-1084 5'CGGAATTCACCATGCTGA 5’CGGAATTCCAGGGGCGGC

AGCACCAGTGCACC3’ TCCTCTTCCAT3’

aa 612-1058 5'CGGAATTCACCATGGAGG 5’CGGAATTCGGCGGTGACC
CCGCCGGCATC3’ GTCTCGGCTTGZ

aa 612-1002 5'CGGAATTCACCATGGAGG 5’CGGAATTCTTCTGGGAGA
CCGCCGGCATC3’ GGATCAAGCTCZ

aa 118-662 5'CGGAATTCACCATGCTGG 5’CGGAATTCCAGCGTGTCA
CCATGAAGCACCAGZ TACACGAGGCCZ

A803-8461 S5 CGGAATTCACCATGGAGG 5 GGGGTACOCCAGGGGGG

aa 612-802 CCGCCGGCATCZ CGGACCACAGC3’
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HDACA4- Oligonukleotid Oligonukleotid
Konstrukt “Sense” “Antisense”

AB803-846 Il 5’GGGGTACCAGCAGGCTT 5'CGGAATTCCAGGGGCGGC
aa 847-1084 TCTACAGC3’ TCCTCTTCCAT3’

2EcoRI-Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen Wghl-Restriktionsschnittstellen sind durch

Kursivdruck hervorgehoben.

Die KIAA0288-cDNA (GenBank AB006626) wurde von Dr. Nobuo Nomura
(Kazusa DNA Research Institute, Kisarazu, Japan) erhalten. Die ursprunglich er-
haltene cDNA wies an Position 1135 nt eine T Punktmutation auf, die zu einem
“Nonsense”-Stoppcodon im Leserahmen von HDAC4 flihrte. Entsprechend wurde zu-
nachst angenommen, dalR das ATG-Codon an Position 1144 nt (entspricht aa 118 des
eigentlichen HDACA4-Proteins) der Start fur die Translation von HDAC4 sei. Durch
Sequenzierung weiterer Klone wurde spater die erwahnte “Nonsense”-Punktmutation
identifiziert, welche durch Punktmutagenese korrigiert wurde (Dr. Nobuo Nomura,
Kazusa DNA Research Institute, Kisarazu, Japan; personliche Mitteilung). Die fur die
Klonierung der verschiedenen HDAC4-Konstrukte eingesetzten Oligonukleotide sind
Tabelle 9 zu entnehmen. Das HDAG8(03-846)-Konstrukt wurde Uber eine gemein-
same Kpnl-Schnittstelle aus den separat PCR-amplifizierten cDNA-Fragmenten,
HDAC4(aa 612-802) und HDAC4(aa 847-1084), zusammengesetzt.

2.2.1.6Punkt-Mutagenese

Der gezielte Austausch einer oder weniger Aminosauren in HDAC4 erfolgte
nach dem QuickChan§eProtokoll. Dabei wird durch PCR mittels zweier gegen-
laufiger Oligonukleotide (“Sense” und “Antisense”) ein Nukleotidaustausch innerhalb
einer entsprechenden Plasmid-DNA herbeigefuhrt. Die verwendeten Oligonukleotide
sind in Tabelle 10 zusammengestellt und wurden vor der Verwendung mittels pra-
parativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese entsprechend der Vorschrift von Sam-
brook und Kollegen aufgereinigt (Sambrook et al., 1989). Die Mutagenese erfolgte
auf der Basis des HDAC4(aa 612-1084)-FLAG-Expressionskonstrukts (siehe Ab-
schnitt 2.2.1.5); die PCR wurde 30 sec lang bé&C9nd danach fur 15 Zyklen (30
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sec bei 95C, 1 min bei 58C, 20 min 68C) durchgefuhrt. Beide DNA-Strénge aller

Konstrukte wurden sequenziert (UCSF Sequencing Core).

Tabelle 10. Zur Punktmutagenese von HDAC4 verwendete Oligonukleotide.

Mutation Oligonukleotid Oligonukleotid
“Sense” “Antisense”
H802A 5'CCGCCCCCCTGGSH/CCCA 5 GCTCTCCTCCGCATG®C
TGCGGAGGAGAGC3 TCCAGGGGGGCGGT
H803A 5'CCGCCCCCCTGGACAGC 5'GCTCTCCTCCGCASCGTG
TGCGGAGGAGAGC3’ TCCAGGGGGGCGGT
D840N 5'CTCATCGTGGACTG@AC 5GTTTCCATGGTGCACGT
GTGCACCATGGAAAC3’ CCAGTCCACGATGAGZ
H842A 5'GGACTGGGACGT&CCCA 5GGTCCCGTTTCCATGGC
TGGAAACGGGACC3 CACGTCCCAGTCC3
N845D 5GACGTGCACCATGGASAC 5'GCCTGCTGGGTCCCGTT
GGGACCCAGCAGGC3 CCATGGTGCACGTC3
D854N 5'CAGGCTTTCTACAGRAC 5GTACAGGACGCTAGGGTT
CCTAGCGTCCTGTACT GCTGTAGAAAGCCTG3’
D934N 5GTGTCATCAGGCTT@AAT 5GTGGCCCTCCACGGCAT
GCCGTGGAGGGCCACT GAAGCCTGATGACTCZ
H976A 5'CCCTCGAGGGAGGGCCG 5'GGCGGTCAGGTCGCGCC
ACCTGACCGCC? TCCCTCGAGGG3’
HD976 5'CCCTCGAGGGAGGGCCG 5'GGCGGTCAGRCGGLCGC
977AV TCCTGACCGCC3 CTCCCTCGAGGG3'

#ausgetauschte Nukleotide sind durch Fettdruck hervorgehoben.

2.2.1. 7HDAC5-Konstrukte

Der Klon #1142916 des I.M.A.G.E-Consortiums (Cariaso et al., 1999) wurde
von Research Genetics (Huntsville, USA) bezogen und beide DNA-Strdnge sequen-
ziert (UCSF Sequencing Core). Zunachst wurde ein Fragment dieser cDNA ent-
sprechend aa 131-1122 von HDACS5 mittles den in Tabelle 11 angegebenen Oligo-
nukleotiden PCR-amplifiziert und in den pcDNANDiI-FLAG-Vektor kloniert
(Nukleotidposition 202 bis zu 3168 der HDAC5-cDNA). Ein Fragment entsprechend
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Tabelle 11. Zur Klonierung von HDAC5-Konstrukten verwendete Oligonuk-

leotide.
HDACS5- Oligonukleotid Oligonukleotid
Konstrukt “Sense” “Antisense”

aa 1-1122 S’ATTTGCGGCCGCCACCAT 5’ATTTGCGGCCGCACAGGG
GAACTCTCCCAACGAGTC3"* CAGGCTCCTGCTCC®

aa 1-247 S’ATTTGCGGCCGCCACCAT 5ATTTGCGGCCGCTGTCGT
GAACTCTCCCAACGAGTC3 AGGGGCCAGGCAAAGG3’

aa 131-1122 5'ATTTGCGGCCGCAACCAT 5’ATTTGCGGCCGCACAGGG
GCTGGCAGCCAAGCGGC3 CAGGCTCCTGCTCC3

aa 131-682 S5’ ATTTGCGGCCGCAACCAT 5’ATTTGCGGCCGCTGAACG
GCTGGCAGCCAAGCGGC3 TGTCGTAGACCACACS

aa 646-1122 5'ATTTGCGGCCGCAACCAT 5’ ATTTGCGGCCGCACAGGG
GCTCAGCCTGGCCACTG3 CAGGCTCCTGCTCC3

2Notl-Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

aa 1-247 von HDACS5 wurde direkt aus einer HelLa-Zellen-cDNA-Bibliothek
entsprechend den Vorgaben des Herstellers PCR-amplifiziert. Beide Fragmente
wurden Uber eine interriecaR|-Schnittstelle (an Nukleotidposition 565 des HDACS5-
Leserahmens) zusammengefugt. Der erhaltene Leserahmen entspricht dem der
GenBank-Eintragung NM 005474.

2.2.1.8HDACG6-Konstrukte

Ausgehend von der Nukleotidsequenzinformation der GenBank-Eintragung
AJ011972 (“Transcription map in Xp11.23"; Strom et al., nicht ver6ffentlicht)
wurden Uberlappende Fragmente entsprechend aa 1-488 und aa 409-1214 von
HDACG6 uber PCR aus einer HelLa-Zellen-cDNA-Bibliothek mit den in Tabelle 12
aufgefuhrten Oligonukleotiden amplifiziert. Die beiden erhaltenen Fragmente wurden
mit dem Restriktionsenzymralll verdaut (schneidet an Nukleotidposition 1240 des
HDACG6-Leserahmens) und anschlieend tber diese gemeinsame Schnittstelle fu-
sioniert. Der auf diese Weise rekonstruierte Leserahmen entsprcht dem der GenBank-
Eintragung NM 006044.

a7



Tabelle 12. Zur Klonierung von HDACG6-Konstrukten verwendete Oligonuk-

leotide.
HDACG6- Oligonukleotid Oligonukleotid
Konstrukt “Sense” “Antisense”

aa1-1214 5CCBAGCTIGCGGCCGCTC 5GCTCTAGATACTTGTCAT
AACTATGACCTCAACCGG3® CGTCGTCCTTGTAGTCTCCT

CCGCGGCCGCAGTGTGGGT
GGGGCATATCCTCZ
(enth&lt FLAG-Sequenz)
5'CGTCTAGATAAGCGTAG
TCTGGGACGTCGTATGGGT
ATCCTCCGCGGCCGCAGTG
TGGGTGGGGCATATCCTC3
(enth&lt HA-Sequenz)

aa 1-488 5’CCBAGCTIGCGGCCGCTC 5ATTTGCGGCCGCTATTTTG
AACTATGACCTCAACCGG3 GTCATAGACCAGCC3

aa 409-1214 5ATTTGCGGCCGCACCATG 5’GCTCTAGATACTTGTCAT
CTGGAGTCACCTGGTGC3  CGTCGTCCTTGTAGTCTCCT
CCGCGGCCGCAGTGTGGGT
GGGGCATATCCTCZ
(enth&lt FLAG-Sequenz)

2Notl-Restriktionsschnittstellen sind unterstrich&amHI- und Hindlll-Restriktionsschnittstellen sind

durch Kursiv- und die Stoppcodons durch Fettdruck hervorgehoben.

2.2.1.9HDAC7-Konstrukte

Computeralgorithmen, die in der Lage sind, die Grenzen von Exons und
Introns vorherzusagen (Genscan; Burge Kadin, 1997 undGenFinder;Solovyev
und Salamov, 1997) sowie Ahnlichkeiten zu den Sequenzen von HDAC4, HDAC5
und HDACG6 wurden verwendet, um einen hypothetischen Leserahmen von einer
genomische Sequenz auf Chromosom 12g31 abzuleiten. Uberlappende Fragmente
entsprechend aa 279-912 und aa 438-912 von HDAC7 wurden durch PCR mit den in
Tabelle 13 aufgefuhrten Oligonukleotidpaaren aus einer HeLa-Zellen-cDNA-Biblio-
thek amplifiziert. Die erhaltenen Fragmente wurden mit dem RestriktionseBeym
verdaut (schneidet an Nukleotidposition 1040 des HDAC7-Leserahmens) und danach
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Uber diese gemeinsame Schnittstelle fusioniert. Der erhaltene Leserahmen ent-
sprechend HDAC7 wurde in die GenBank eingetragen (AF239243).

Tabelle 13. Zur Klonierung von HDAC7-Konstrukten verwendete Oligonuk-

leotide.
HDACT7- Oligonukleotid Oligonukleotid
Konstrukt “Sense” “Antisense”

aa 1-912 5’CGGAATTCCAGCCCATGG 5CGGAATTCGAGATTCATA

ACCTGCGGGTG3 GGTTCTTCCTC3
aa 1-487 5’CGGAATTCCAGCCCATGG 5CGGAATTCGACCGAGTCA
ACCTGCGGGTGZ TAGATCAGCCZ

aa 279-912 5'CGGAATTCACCATGGCCC 5’CGGAATTCGAGATTCATA
CGCTGCTGACTGTGCC3' GGTTCTTCCTC3

aa 343-912 5'CGGAATTCACCATGACTC 5'CGGAATTCGAGATTCATA
ACGTCCAGGTGATCAAG3  GGTTCTTCCTC3’

aa 438-912 5'CGGAATTCACCATGCACC 5’CGGAATTCGAGATTCATA

GGCCTCTGTCCC3’ GGTTCTTCCTC3
aa 487-912 5'CGGAATTCACCATGCTGA 5’CGGAATTCGAGATTCATA
AGCACCAGTGCTCZ GGTTCTTCCTC3

2EcoRI-Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

2.2.1.10N-CoR-Konstrukte

Ein Expressionsplasmid, das die cDNA entsprechend dem vollstandigen Lese-
rahmen von murinem N-CoR enthalt, wurde von Dr. Mitchell A. Lazar (University of
Phiadelphia, USA) zur Verfugung gestellt (GenBank NM 011308; Huang et al.,
2000).Die Klonierung der GST-RD-Konstrukte erfolgte tber PCR-Amplifizierung
der entsprechenden Fragmente unter Verwendung der in Tabelle 14 angegebenen
Oligonukleotide.
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Tabelle 14. Zur Klonierung von N-CoR-RD-Konstrukten verwendete Oligonuk-

leotide.
N-CoR- Oligonukleotid Oligonukleotid
Konstrukt “Sense” “Antisense”
RD1 5'CGGAATTCACCATGTCAA V5 CGGAATTCATCATAACGT
aa 1-312 GTTCAGGTTATCCTCC3? TGGCAGATTTTTT3
RD2 5'CGGAATCCACCATGAGCA 5'CGGAATTCCCACTCCCTG
aa 752-1016 GTGAAAATGCTGCTTCTC3 TTTGGACTCTTAG3
RD3 5'CGGAATTCACCATGCAAG 5 CGGAATTCGGGGGAGCC

aa 1017-1506 TCCTCCAACCTGCTCCGC3 TCTGGATATGGTG3’

2EcoRI-Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

2.2.2 Northern Blotting

cDNAs wurden mit dem Multiprime-System unter Verwendung von
[a-**P]dCTP radiomarkiert. Alle radiomarkierten Sonden wurden innerhalb einer
Woche nach Erhalt des kalibriertem-?P]JdCTP hergestellt und verwendet. mRNA-
Blots verschiedener Gewebe (MTN Northern Blots, human) wurden B& #®
ULTRAhyb® 2 h lang prahybridisiert (Rollerofen). Die Hybridisierung erfolgte mit
ca. 16 cpm/ml radiomarkierter Probe in ULTRAKYH4-24 h lang bei 4. An-
schlielRend wurden die Membranen 2 x 10 min lang b&t 42 2X SSC, 0.1 % (w/v)
SDS und 2 x 30 min lang in 0,1X SSC bef65ewaschen. Die Detektion erfolgte
entsprechend der Fluorographie von SDS-Gelen (siehe Abschnitt 2.2.2.3). Zur Ent-
fernung der radiomarkierten Proben von den Membranen wurde 10 min lang in 0,5%
(w/v) SDS bei 90-10TC (kochende Losung) inkubiert. Die Membranen wurden luft-
getrocknet, in Plastiktiten verpackt und bis zur Wiederverwendung b&C -

lagert.

2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde im dis-

kontinuierlichen Verfahren nach der Methode von Laemmli durchgefuhrt (Laemmli,
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1970). Eswurden sowohl BIO-RAD mini-PROTEAN Il Dual Slab Cell-Mini-
elektrophoreseeinheiten als auch PROTEAN II xi Elektrophoreseeinheiten verwendet.
Gele wurden unmittelbar (1-2 h) vor dem Verbrauch nach der Vorschrift von Ausubel
und Kollegen hergestellt (Ausubel et al., 1995). Vor dem Auftragen wurden die
Proben mit Probenpuffer versetzt und 5 min lang gekocht. Nach Abkuhlen und
Abzentrifugieren wurden die Proben auf Eis oder im Kuhlschrenak’Gegdlagert.

Zu (semi-)quantitativen Vergleichen wurden stets gleiche Probenvolumina aufge-
tragen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Stromstarke (15 mA bei 0,75 mm
dickem Gel, 30 mA bei 1,5 mm dickem Gel) und wurde gestoppt, sobald eine

entsprechende Auftrennung der Molekulargewichtsmarker erreicht war.

2.2.3.1Farbung der Gele

2.2.3.1.1Coomassie-Farbung

Die Gele wurden fir 5-10 min mit Fixierldsung behandelt und danach 5 min
lang in Farbeldsung inkubiert. Die Entfarbung erfolgte nach mehrfachem Wechsel der
Entfarbelésung und wurde durch die Saugkraft eines zugegebenen Papiertaschentuchs

unterstitzt.

2.2.3.1.2Silberfarbung
Die Silberfarbung erfolgte nach der Vorschrift von Sammons und Kollegen

(Sammons et al., 1981) mit entsprechenden Modifizierungen (GELCSR&em).

Zur Silberfarbung fur die anschlieRende massenspektrometrische Analyse wurden die
Gele 2 h lang mit Fixierldsung behandelt und anschlieend 20 min lang in 50 % (v/v)
Methanol und 2 x 15 min lang mit aqua bidest. gewaschen. Danach wurde 3 min lang
mit Sensibilisierungslésung inkubiert. Es wurde kurz mit aqua bidest. gewaschen (2 x
1 min) und 30 min lang mit Silbernitratldsung gefarbt. Die Entwicklung erfogte nach
kurzem Waschen (2 x 2 min aqua bidest.) und mehrmaligem Wechseln des Ent-
wicklers. Der Farbevorgang wurde mit 5% (v/v) Eisesssig (5 min) gestoppt und die
Gele bis zur weiteren Verwendung (Ausschneiden der Banden) in 1% (v/v) Eisesssig

gelagert (Shevchenko et al., 1996).
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2.2.3.2Trocknung der Gele

Gefarbte Gele wurden auf Filterpapier mit dem Vakuumgeltrockner ge-
trocknet. Alternativ wurden die Gele nach dem Farben 4 x 1 h lang in aqua bidest.
und anschlieend 1 h lang in 5% (v/v) Glycerin inkubiert. Danach wurden die Gele

zwischen Cellulosepapier im Heil3luft-Trockenofen getrocknet.

2.2.3.3Fluorographie

Im Anschlul3 an die Coomassie-Farbung wurden die SDS-PAGE-Gele 1 h
lang mit Amplify® inkubiert und direkt im Vakuumtrockner getrocknet. Die ge-
trockneten Gele wurden dann mit einem Rontgenfilm in einer beidseitig mit Ver-
starkerfolie beschichteten Fluorographie-Casssette béC-&Xponiert. Die Ent-

wicklung der Filme erfolgte vollautomatisch im X-OMAT.

2.2.4 Western Blotting

Nach der Auftrennung wurden die Proteine aus SDS-Polyacrylamidgelen
direkt mit der Mini Trans-Blot Cell System Mini Western Blotting-Einheit oder der
PROTEAN Il Transfer Western Blotting-Einheit auf Nitrocellulosemembranen elek-
trotransferiert. Der Transfer erfolgte bei konstanter Spannung von 50 V 1 h lang bei
4°C in Transferpuffer. Die immunologische Detektion der transferierten Proteine er-
folgte anschlieRend bei RT unter konstantem sanftem Schitteln. Die Membranen
wurden mindestens 1h lang in Blockierungspuffer gewaschen. Danach erfolgte die In-
kubation mit der entsprechenden Verdinnung an primarem Antikorper in Blok-
kierungspuffer mindestens 1 h lang (fir Verdinnung der primaren Antikorper siehe
Abschnitt 2.1.9.1, Tabelle 3). Die Membranen wurden 5 x 5 min lang mit Wasch-
puffer gewaschen und in die entsprechende Verdinnung des sekundéaren Antikérpers
in Blockierungspuffer fir mindestens 1 h transferiert (zur Verdinnung der sekundéren

Antikdrper siehe Abschnitt 2.1.9.2, Tabelle 4). Nach erneutem 5 x 5 min langem
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Waschen mit Waschpuffer wurden die Membranen vorsichtig abgetrocknet und die

Blots mit fluorogenem ECt-Substrat und anschlieRender Fluorographie entwickelt.

2.2.5 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden bei 37°C in einer mit Wasserdampf-gesattigten
Atmosphéare von 95% Luft/5% C@ehalten. Kultivierung, Einfrieren und Auftauen
der unterschiedlichen Zelllinien erfolgte nach den Vorgaben der American Tissue
Culture Collection (ATCC, Rockville, USA). Soweit nicht anders angegeben,
enthielten alle Kulturmedien 50 U/ml Penicillin, H@/ml Streptomycin und 2 mM
Glutamin (siehe Abschnitt 2.1.7, Tabelle 2).

2.2.6 Transfektion

2.2.6.1Calciumphosphatmethode

293- und Cos7-Zellen wurden mit der klassischen Calciumphosphatmethode
transfiziert (Ausubel et al., 1995). Die Zellen wurden zu 5 % Zdllen pro cm
Kulturfliche ausgesat. Am néachsten Tag (die Zellen sollten zum Zeitpunkt der
Transfektion zu ca. 60% konfluent sein) wurde das Kulturmedium 2 h vor der
eigentlichen Transfektion gewechselt (1 mifdtulturflache). Pro crhKulturflache
wurden 0,5ug Plasmid-DNA zusammen mit 1,%6 Calciumlésung in ein Volumen
von 12,5ul aqua bidest. eingebracht. Diese Plasmidldsung wurde langsam in 2 X
HBS-LOsung unter gleichmaRigem sanftem Vortexen getropft (120 cnt an
Kulturflache). Nach 20 min Inkubation bei RT wurde die Transfektionslésung
tropfenweise zum Kulturmedium dber den Zellen zugegeben. Die Kulturplatten
wurden zur Verteilung des Prézipitates sanft geschwenkt und 5 h lang im Kultur-
schrank inkubiert. Danach wurde das Transfektionsmedium entfernt und frisches
Kulturmedium auf die Zellen gegeben (3 mifcKulturfliche). Die transfizierten
Zellkulturen wurden nach weiteren 48 h im Kulturschrank 2 x mit eiskaltem PBS
gewaschen und bei -80 tiefgefroren.
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2.2.6.2 Lipofektion

Hela- und NIH3T3-Zellen wurden mittels Lipofektion transfiziert. Die Zellen

wurden einen Tag vor der Transfektion ausgesat (5 Xdlien pro cm Kulturflache,

die Zellen sollten zum Zeitpunkt der Transfektion zu ca. 60% konfluent sein). Pro cm
an Kulturflache wurden zunachst 0,18 Plasmid-DNA in 13ul OptiMEM®
(serumfrei, keine Zusatze, Lésung A) sowie Ql4ipofectAMINE™ in 12,6 pl
OptiIMEM® (serumfrei, keine Zusatze, Losung B) eingebracht. Nach dem Vereinigen
der beiden Losungen A und B wurde durch sanftes Anstol3en an das Reaktionsgefaf}
gemischt und 45 min lang bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen
einmal mit serumfreiem Kulturmedium gewaschen. Die Reaktionsldsung wurde mit
45 pl serumfreiem Kulturmedium verdinnt und direkt auf die Zellen gegeben. Nach
5 h Inkubation im Kulturschrank wurde das Transfektionsmedium durch Normal-
medium ersetzt. Nach weiteren 48 h wurden die transfizierten Zellkulturen 2 x mit

eiskaltem PBS gewaschen und bei°@fiefgefroren.

2.2.6.3Etablierung konstitutiv-exprimierender Zelllinien

Zur Etablierung von 293-Zelllinien, die HDAC-FLAG-Proteine konstitutiv ex-
primieren, wurden die zu transfizierenden pcDNAS3.1-Plasmide mi8sfsRe-
striktionsverdau linearisiert. Linearisierte Plasmide wurden tber Agarosegelelektro-
phorese und GENECLEAN-SP™NGlasmilch aufgereingt und mittels Lipofektion
transfiziert. Die Selektion auf Zellklone, die die linearisierten Plasmide in ihr Genom
integriert hatten, erfolgte in Normalmedium unter Zusatz vonugd®l G418-Sulfat.
Zellklone wurden mittels Klonierungszylindern isoliert und in getrennten Kulturen
vermehrt. Nachdem die Klone auf die Expression der Hybridproteine mittels Western
Blot getestet worden waren, wurden die Kulturen in Normalmedium unter Zusatz von
450 pg/ml G418-Sulfat gehalten. Zur Anzucht groR3er Zellmengen wurde auf die
Zugabe von G418-Sulfat verzichtet.
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2.2.7 Gewinnung von Zellextrakten

2.2.7.1Radiomarkierung von Zellen

HeLa- und 293-Zellen wurden zu 5 x®12ellen pro 10 cm Kulturplatte in
DMEM-Medium ausgesaht. Am néachsten Tag wurden die Zellen (ca. 90% konfluent)
2 x mit DMEM-Medium ohne Methionin und Cystein gewaschen und fur 15 min in
DMEM-Medium ohne Methionin und Cystein im Kulturschrank inkubiert. Kurz-
zeitmarkierungen erfolgten innerhalb von 5 h mit entsprechen&&jNlethionin
und [*S]-Cystein enthaltenden EXPRE*S-Markierungsmedium im Kulturschrank.

Fur Langzeitmarkierungen wurde 16 h lang mit entsprechenden Markierungsmedium

inkubiert.

2.2.7.2Gesamtzellextrakte

Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und bei einer
Dichte von 50 x 1@Zellen pro ml in IPLS-Puffer aufgenommen. Nach dem griind-
lichen Resuspendieren wurde 30 min lang 3€ 4uf dem Schiittler inkubiert. Da-
nach wurde erneut grindlich resuspendiert und Zellbruchstiicke sowie nicht-lysierte
Zellen abzentrifugiert (14000xg, 15 mirf,G3). Zelllysate wurden durch Zugabe von
IPLS-Puffer auf eine Proteinkonzentration von 5 mg/ml eingestellt, in flissigem N
schockgefroren und bei -80 gelagert.

2.2.7.3Gewinnung von Kern- und Zytoplasmaextrakten

2.2.7.3.1Gewinnung von Kern- und Zytoplasmaextrakten im kleinen Maf3stab

Die Isolierung und Lyse von Zellkernen erfolgte mit geringen Modi-
fizierungen nach der von Osborn und Kollegen beschriebenen Methode (Osborn et al.,
1989). DieZellen wurden 2 x in PBS gewaschen und zur hypoosmotischen Schwel-
lung (2,5 x 10 Zellen/ml) 2 x 10 min lang auf Eis in Puffer A inkubiert (Zentri-

fugation bei 600xg, 7 min,°€). Zur Isolierung der Zellkerne wurden die geschwol-
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lenen Zellen in Puffer A, 0,1% (v/v) NonideP40 10 min lang auf Eis mit wieder-
holtem sanften Mixen inkubiert. Nach dem Abzenrifugieren der Zellkerne (600xg, 10
min, 4C) wurde der zytosolische Uberstand mit Puffer D verdiinnt (1:2). Die ver-
bliebenen Zellkerne wurden in Puffer B bei kontinuierlichem Mischen 30 min lang
bei £C extrahiert (3 x 10Zellen/ml). Der erhaltene Kernextrakt (Zentrifugation bei
12000xg, 15 min, 4C) wurde schlief3lich mit Puffer C verdinnt (1:3), in flissigem N

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung béG&felagert.

2.2.7.3.2Gewinnung von Kern- und Zytoplasmaextrakten groRerer Zellmengen

Die Kernextrakte wurden nach der von Dignam und Kollegen beschriebenen
Methode hergestellt (Dignam et al., 1983). Die Zellen wurden 2 x in PBS gewaschen
und zur hypoosmotischen Schwellung 5 min lang auf Eis in Puffer A (5 Zell-
volumina) inkubiert (Zentrifugation bei 600xg, 10 mirfC3. Zur Isolierung der
Zellkerne wurden die geschwollenen Zellen in Puffer A (zwei Zellvolumina) auf-
genommen und in einen vorgekihlten Dounce Homogenisator (Pistill B) tberfihrt.
Die Zellsuspension wurde dann mit 30 Sto3en homogenisiert (Kontrolle der Zelllyse
mittels Trypanblaufarbung, bis zu 90%-iger Lyse). Nach dem Abzentrifugieren der
Zellkerne (1500xg, 7 min,°€) wurde die zytosolische S100-Fraktion abgenommen
und die Zellkerne in Puffer B resuspendiert (2,5 %Zéllen/ml). Die Suspension der
Zellkerne wurde in einem Dounce Homogenisator (Pistill B, 10 St63e alle 5 min) auf
Eis 30 min lang homogenisiert. Nach dem Abzentrifugieren (25000xg, 30 talh, 4
wurde gegen 3 x 50 Volumina Puffer E dialysiert. Unlgsliches Material wurde ab-
zentrifugiert (30000xg, 30 min,°€) und die Lysate durch Verdinnen mit Dia-
lysepuffer auf eine Proteinkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. Extrakte wurden in
flissigem N schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung béG&@lagert.

2.2.8 Transkription und Translation im Retikulozytenlysat

Die Transkription und Translation von cDNAs zur Herstellung rekombinanter
Proteine erfolgte gekoppelt im TRIRetikulozytenlysat auf der Basis der von
pcDNA3.1(+) abgeleiteten Plasmide. In Standardreaktionempl(&8®&samtvolumen)

wurden 1,5ug aufgereinigtes Plasmid unter Zugabe von RNasitter RNase-freien
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Bedingungen nach den Empfehlungen des Herstellers 2 h lang°ken8tels T7-
Polymerase transkribiert und parallel im Retikulozytenlysat translatiert. Zur Radio-
markierung wurde die Aminosaurenmischung ohne Methionin, aber *8it [
Methionin verwendet. Die Reaktionsmischungen wurden bis zur weiteren Ver-

wendung bei -8TC gelagert.

2.2.9 GST-Fusionsproteine

2.2.9.1Expression und Aufreinigung

Zur N-terminalem Fusion mit GST wurden die cDNAs in die entsprechenden
Leserahmen der pGEX-4T-Vektoren kloniert. Die Expression der Fusionsproteine
erfolgte im Bakterienstamm BL21 (RIP). Einzelkolonien wurden in LB-Medium
eingebracht und Vorkulturen entsprechenden Volumens bis zur stationaren Wachs-
tumsphase (Of,.ca. 2-3) herangezogen (Uber Nacht). Die Vorkulturen wurden mit
LB-Medium verdiinnt (1:10) und weitere 2 h lang im Schuttler inkubiert (big D
ca. 1). Nach Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 0,1 mM wurde 4 h lang
bei 30C die Expression der Fusionsproteine induziert (Schittler, 250 rpm). Die
Bakterienkulturen wurden abzentrifugiert (10000xg, 15 min, RT) und bis zur weiteren
Verwendung bei -8 gelagert.

Bakterien wurden in eiskaltem GST-Lysepuffer resuspendiert (2,5 ml pro
100 ml Bakterienkultur) und auf Eis durch Ultraschall mit dem Sonikator aufge-
brochen (4 x 45 sec). Nach dem Abzenrifugieren der Zellbruchstiicke (17000xg,
10 min, £C) wurden die Fusionsproteine 30 min lang b®t 4n GSH-Sepharose
gebunden (0,1 ml GSH-Sepharose-Suspension pro 2,5 ml Lysat). Danach wurde 2 x
10 min lang mit GST-Lysepuffer und 2 x 10 min lang mit PBS gewaschen. Zur Ver-
wendung als Affinitdtsmatrices wurden die an GSH-Sepahrose gebundenen Fusions-
proteine in einem Bettvolumen GST-Lagerungspuffer resuspendiert und bis zur
weiteren Verwendung bei -20 gelagert. Die Elution der GST-Fusionsproteine er-
folgte bei RT mit 3 x 2 Bettvolumen GST-Elutionspuffer. Die Eluate wurden ver-
einigt, filtriert (0,45um) und bei 4C gegen 3 x 100 Volumina GST-Dialysepuffer

dialysiert. Eluierte Fusionsproteine wurden bei’@@elagert. Die Uberpriifung der
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Qualitat und Quantitat der Aufreinigung erfolgte mittels SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung der Gele. Fur alle Experimente wurden gleiche molare Mengen an unter-
schiedlichen GST-Fusionsproteinen oder GST eingesetzt. Zum Abgleich der ab-

weichenden Volumina der Affinitadtsmatrices wurde GSH-Sepharose verwendet.

2.2.9.2Bindung rekombinanter, radiomarkierter Proteine

Zum Test der Bindung rekombinanter Proteine wurden die entsprechenden
cDNAs im Retikulozytensystem (siehe Abschnitt 2.2.8) in Gegenwart ¥6i- [
Methionin translatiert. 5ul der Markierungsreaktion wurden in einem Gesamt-
volumen von 200ul GST-Puffer mit 20ul 50%-iger Affinitdtsmatrix auf dem
Schiittler 1 h lang bei°€ inkubiert. Reaktionen wurden 5 x 5 min lang mit GST-Puf-
fer gewaschen, direkt mit Laemmli-Probenpuffer resuspendiert und auf SDS-PAGE-
Gele aufgetragen. Nach dem Trocknen der Gele erfolgte die Auswertung durch
Fluorographie (siehe Abschnitt 2.2.3.3).

2.2.9.3Bindung zellulérer Proteine

200l Zellextrakt wurde mit 2%l 50%-iger Affinitdtsmatrix 1 h lang bef@
inkubiert. Danach wurde 3 x 5 min lang in IPLS-Puffer, 3 x 5 min lang in IPHS-
Puffer und 2 x 5 min lang in HD-Puffer gewaschen. Die Ansatze wurden mit dem
letzten Waschgang aufgeteilt und entweder direkt fir Histon-Desacetylaseaktivitats-
tests oder fir SDS-PAGE und Western Blotting eingesetzt.
2.2.10Gewinnung und Aufreinigung von Antiseren

2.2.10.1Gewinnung vonanti-HDAC4- und anti-HDAC7-spezifischen Antiseren

Fusionsproteine zwischen GST und HDAC4(aa 118-662) sowie HDAC7(aa 1-

58



487) wurden in Bakterien exprimiert und tber GSH-Affinitatssaulen aufgereinigt. Um
kontaminierende bakterielle Proteine vollstandig abzutrennen, wurden die Fusions-
proteine mit Laemmli-Probenpuffer von den Affinitatsséulen eluiert und anschlieend
durch denaturierende SDS-PAGE in groBem Mal3stab (PROTEAN Il xi Elektro-
phoreseeinheiten, 3 mm dicke Normalgele mit breitem Kamm) aufgetrennt. Nach der
Coomassie-Farbung der Gele wurden die den Fusionsproteinen entsprechenden
Proteinbanden mit dem Skalpell ausgeschnitten und die Gelstlicke mittels Pressen
durch eine Spritze mazeriert (20 g Nadel, geschatzte Gesamtmenge jeweils 0,5-1 g
Protein im Vergleich zur Farbungsintensitat entsprechend standardisierter Protein-
mengen). Die Injektion, Haltung und Blutentnahme der Kaninchen wurde von der
Firma Harland Bioproducts (Madison, USA) durchgefuhrt. Dabei entsprach der
Zeitplan der Injektionen und der Entnahmen von Test- und Produktionsblut einem
klassischen 4-wdchigen RhythmgBlarlow und Lane, 1988). Die zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten der Immunisierung erhaltenen Seren positiv-getesteter

Kaninchen wurden vereinigt und in Aliquots von 5 ml gelagert béiG20

2.2.10.2Eliminierung unspezifischer Fraktionen

Aliquots der unterschiedlichen Seren wurden nach Bedarf bei RT aufgetaut,
durch 0,22um Filter filtriert und sequentiell auf Affinitdtssdulen von rekombinanter
aufgereinigter GST, oder GST-HDAC-Fusionsproteinen aufgetragyeifiDAC4-
Antiserum: GST— HDAC5(aa 131-682)- GST-HDAC7(aa 1-487)Anti-HDACT7-
Antiserum: GST- GST-HDAC4(aa 118-662). GST-HDAC5(aa 131-682).

2.2.10.3Aufreinigung der 1gG-Fraktion von Antiseren

Protein-G-Sepharose wurde in Waschpuffer | &quilibiriert und in eine Plastik-
einwegsaule[{ 0,5 cm) gepackt (1 ml Saulenmaterial pro 3 ml aufzureinigendem
Serum). Antiseren wurden durch 0422 Filter filtriert und der pH-Wert wurde durch
Zugabe von einem Zehntel Volumen 1 M Tris-HCI, pH 7,0 stabilisiert. Danach
wurden die Seren wiederholt (4x) auf die Saulen aufgetragen. Nicht-gebundenes
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Material wurde mit zehn S&ulenvolumina Waschpuffer | und zwei S&ulenvolumnina
Waschpuffer Il ausgewaschen. Die Elution erfolgte in Fraktionen von ungefahr 0,9 ml
mit 15 Saulenvolumina Elutionspuffer unter Vorlage von 0,1 ml Neutralisationspuf-
fer. Fraktionen wurden sofort gemischt und bt 4elagert. Nach der Bestimmung
der Proteinkonzentration wurden Fraktionen mit Proteinkonzentratidheng/ml
vereinigt und bei 2C gegen 3 x 100 Volumina Dialysepuffer dialysiert. Die auf-

gereinigten Antikdrper wurden in Aliquots bei “ZDgelagert.

2.2.11Immunprazipitation

Zellextrakte wurden entweder mit den entsprechenden Antiseren (siehe
Abschnitt 2.1.9.1, Tabelle 3) und Protein-G-Sepharos¢l(80%-ige Suspension pro
ml) oder mit M2-Agarose (1fl/ml) versetzt und auf dem Schiittler tber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren der an die Matrix gebundenen Immun-
komplexe (3000xg, 3 min,°’€) wurde 3 x 5 min lang mit IPLS, 3 x 5 min lang mit
IPHS und 2 x 5 min lang mit HD-Puffer gewaschen. Mit dem letzten Waschgang
wurden die Ansatze aufgeteilt und entweder fir Histon-Desacetylaseaktivitatstests
oder fir SDS-PAGE und Western Blotting eingesetzt. Alternativ wurden die Immun-

prazipitate in HD-Puffer bis zur weiteren Verwendung befc@gelagert.

2.2.12 Immunfluoreszenz

Zellen wurden auf Deckglaschen ausgesat und mittes Lipofektion transfiziert.
Nach einem Tag wurden die Zellen mit PBS, 1% (v/v) Paraformaldehyd 5 min lang
bei RT fixiert und anschlieRend mit PBS, 0,5% (v/v) Tiitd100 permeablisiert.
Um eine unspezifische Bindung der Antikdrper zu verhindern, wurde 20 min lang in
PBS, 10 % Kaninchenserum gewaschen, danach erfolgte die Inkubation mit den
entsprechenden primaren Antikorpern (verdinnt in PBS) 60 min lang. Nach 3 x 5 min
Waschen in PBS wurde mit den entsprechende sekundaren Antikorpern (verdinnt in
PBS, zur Verdinnung der Antikorper, siehe Abschnitt 2.1.9.2, Tabelle 5) 45 min lang
inkubiert. Nach 3 x 5 min Waschen in PBS wurden die Deckglaschen in PBS,
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90% (v/v) Glycerin, 1 mM Paraphenylendiamin auf Objekttrager aufgebracht. Die
konfokale Mikroskopie (Zeiss LSM510) erfolgte bei einer Wellenlange des Lasers
von 488 nm (mit Alexa 488 konjugierte sekundare Antikorper, grin) oder 543 nm
(mit Cy3 konjugierte sekundare Antikérper, rot). Um das Uberlappen der ver-
schiedenen Farbkandle zu minimieren, wurden Bandfilter eingesetzt, aul3erdem
wurden die unterschiedlichen Wellenlangen einzeln gemessen. Bilder wurden zu-
nachst im 12-bit-Format aufgenommen und die einzelnen Kandale spater separat auf 8-

bit-Format rekalibriert.

2.2.13Enzymatischer Nachweis auf Histon-Desacetylaseaktivitat

2.2.13.1Herstellung des Substrats

Folgendes 24 aa Peptid, das dem Aminoterminus des humanen Histons H4
entspricht, wurde synthetisiert: M SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRD-
COOH. Aliguots (200ug) wurden lyophilisiert und in 25Ql [*H]-Natrium-
acetatlésung (Ethanol) aufgenommen (10 Ci/mmol, 50 mCi/ml). Die Losung wurde in
ein 5 ml Glasgefal3 tberfuhrt undub Aktivierungslosung hinzugegeben. Nach 16-
stundigem Ruhren bie RT wurde die Losung unter einem feinen Strahl flissigen
Stickstoffs bis zur Trockenheit konzentriert. Die Reaktionsprodukte wurden ipl 500
Auftragpuffer aufgenommen und in Portionen von L0@ber Umkehrphasenchro-
matographie auf einer semianalytischen C-18 S&ule aufgetrennt. Dabei wurde ein
Gradient von 0%-35% Acetonitril, 0,1% TFA Uber 35 min bei einer Flul3rate von
1 ml/min gefahren. Peakfraktionen (Absorption bei 214 nm) wurden vereinigt,
lyophilisiert und in 20Qul aqua bidest. aufgenommen (100000 cpm/ml). Zur Kontrol-
le der Markierung wurden Aligouts von 30000 cpm auf 20%-igen SDS Gelen aufge-
trennt und fluorimetrisch analysiert. Das erhaltene Substrat wurde in Aliquots bei
-80°C gelagert.
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2.2.13.2Enzymatischer HDAC-Aktivitatstest

Von Immunprazipitationen und GST-Affinitatsmatrices wurde der Uberstand
des letzten Waschganges in HD-Puffer vollstandig abgenommen. 100000 cpm des
Substrats (Jul) wurden in 30ul HD-Puffer auf die immobilisierten Enzyme gegeben
und unter standigem Schitteln fir 2 h bei@kubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 17@l HD-Puffer und 5Qul Stoppmix abgebrochen und das freigesetzte
[*H]-Acetat in 600ul Ethylacetat durch kraftiges Vortexen (30 sec) extrahiert. Nach
der Trennung der Phasen (Zentrifugation, 12000xg, 7 min, RT), wurdepl| 540
oberen, organischen Phase in 5 ml Szintillationsflissigkeit eingebracht und im
Szintillationsz&hler gezahlt. Fimhibitiorstudien (TSA) wurden die immobilisierten
Enzyme zunachst 15 min lang bei der entsprechenden Konzentration des Inhibitors
vorinkubiert (Verdinnung in HD-Puffer,°@). Nach der Abzentrifugation der im-
mobilisierten Enzymkomplexe wurde TSA dann in der entsprechenden Konzentration
zur Reaktionsmischung zugegeben. Aufgrund langsamer Zersetzung des Substrats
wurden alle Mel3werte gegen entsprechende Leerwerte einer Extraktion des einge-
setzten Substrats abgeglichen.

2.2.13.3Gelfiltration Gber Superose 6

Zellextrakte wurden durch Zugabe einer 1 M MpGbsung auf 10 mM
MnCl, eingestellt und 10 min lang bei 7 mit DNase | behandelt (300U/ml). Der
Verdau der DNA wurde durch Zugabe von 0,5 M EDTA-L6sung (Endkonzentration
25 mM) und Kuhlen auf Eis gestoppt. Aliquots von 30@vurden auf eine in Lauf-
puffer aqulibrierte Superose 6 HR 10/30-Gelfiltrationssaule aufgetragen (Flu3rate 0,2
ml/min, Fraktionsmenge 0,8 ml). Fraktionen wurden in flissigeracNockgefroren
und bis zur weiteren Verwendung bei 280gelagert. Vor der SDS-PAGE wurde mit
6% Trichloessigsaure, 0,04% Deoxycholat prazipitiert (20 nii@, 2 x Waschen mit
Aceton, RT) und die geféllten Proteine wurden mit Bd_aemmli-Probenpuffer
aufgenommen. Zur Kalibrierung der Saule wurde ein Gemisch von Dextranblau (Aus-
schluBvolumen, 2 MDa), Thyreoglobulin (669 kDa), Apoferritin (450 kDa), [3-
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Amylase (200 kDa), BSA (68 kDa) und Cytochrom C (12,5 kDa) unter den gleichen

Bedingungen aufgetrennt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Klonierung einer neuen Klasse humaner HDACs

3.1.1 Identifizierung von humanen Faktoren mit Homologie zu yHDA1

Zur Identifizierung und Klonierung humaner HDACs wurde auf die
wachsende Fille an Sequenzinformationen, die dénman Genome Proje€cfJang
et al., 1999; Benson et al., 2000; Vukmirovic und Tilghman, 2000) und der “EST"-
Initiative der Washington University entstammédagabase of expressed sequence
tags”, dbEST; Grosveld, 1999; Gill und Sanseau, 2000), zurtickgegriffen. Da bereits
drei humane Proteine mit Ahnlichkeit zu yRPD3, einer HDACSincerevisiag
bekannt waren (Taunton et al., 1996; Yang et al., 1996; Yang et al., 1997; Dangond et
al., 1998; Emiliani et al., 1998), jedoch kein Ortholog einer weiteren Hefe-HDAC,
yHDA1 (Carmen et al., 1996; Rundlett et al., 1996), in hoheren Eukaryonten
beschrieben war, wurde eine Homologiesuche mit diesem Faktor gestartet. Zunachst
wurden die Primarstrukturen der yHDA1- und yRPD3-Proteine verglichen (ClustalW-
Algorithmus; Eddy, 1995). Im Sequenzbereich von yHDAL1 aa 83-439 und yRPD3 aa
29-379 wurde eine signifikante Ubereinstimmung (42%) der beiden Sequenzen ge-
funden, was auf die Konservierung einer zentralen HDAC-Domane schlie3en liel3
(Abbildung 8).

Suchprogramme mit BLAST- und TBLAST-Algorithmen (Brenner, 1995) des
GenomeNetWWW-Webservers (Human Genome Center, Tokyo Univeritat, Japan)

wurden mit der auf diese Weise identifizierten zentralen yHDA-Sequenz geflttert.

83 439 Abbildung 8. Sche-

1 706
— HDAC-Domane yH DA1 matischer Vergleich
| 42% | der Primarstruktur-
;20 379 4aa en der Hefe-HDACs
= HDAC-Doméne = YRPD3  yipA1 und yrPDS.

Die Aminoséurese-
quenzen der yRPD3- und yHDA1-Proteine wurden mittels des ClustalW-Algortihmus verglichen
(Eddy, 1995). Eine Region hoher Ubereinstimmung der beiden Sequenzen ist als Box dargestellt
(HDAC-Domaéne).
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Dabei wurde die Suche zunachst auf alle zuganglichen Datenbanken ausgeweitet
(GenBank, EMBL, SWISSPROT). Die gefundenen Sequenzen wurden auf Gemein-
samkeiten untersucht (Mehrfachalignment mit ClustalW-Algorithmus; Eddy, 1995),

in verschiedene Gruppen eingeteilt und zu weiteren Homologiesuchen in definierten
Datenbanken (genomische Sequenzen und dbEST) eingesetzt. Die mehrfache manuel-
le und Computer-unterstitzte Sortierung der erhaltenen Sequenzen ergab vier ver-
schiedene neue humane HDACs (Tabelle 15). In der Fortfihrung der etablierten No-
menklatur wurden diese als HDAC4, HDAC5, HDAC6 und HDAC7 bezeichnet
(Emiliani et al., 1998; Fischle et al., 1999; Grozinger et al., 1999; Miska et al., 1999;
Wang et al., 1999). Dabei wurde jede dieser neu-identifizierten Sequenzen in min-

Tabelle 15. Humane Sequenzen mit Homologie zu yHDAL.

genomische Transkriptions- dbEST* HDAC®
Sequen? produkt®
KIAA0288 AA101045 HDAC4
N27858
AA3274322
AC004150 KIAA0600 AA194873 HDAC5
AC004994 NY-CO-9 AA617796
“Chromosom H69274
17’
KIAA0901 AL530414 HDACG6
AJ011972 AU132867
BF528502.1
AC004466 W04418 HDAC7
“Chromosom H09529
12g31” N64095

¢ldentifikationsnummer (GenBank) und chromosomale Lokalisation genomischer Sequenzen ent-
sprechend desHuman Genome Projects

®|dentifikationsnummer und vorlaufige Bezeichnung von mRNAs und cDNAs unbekannter Funktion

in GenBank.

¢ldentifikationsnummer (GenBank) von dbEST-cDNA-Klonen, lediglich eine Auswahl der identi-
fizierten Klone mit Homologie zu yHDAL ist aufgefihrt.

YDie in den unterschiedlichen Datenbanken gefundenen Sequenzen wurden entsprechend ihrer Identitét
in Gruppen eingeteilt: HDAC4, HDAC5, HDAC6 und HDAC?7.
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destens zwei unterschiedlichen Datenbankkategorien gefunden (genomische Se-
guenzen, Transkriptionsprodukte unbekannter Funktion in GenBank, dbEST; Tabelle
15).

3.1.2 Klonierung von humanen Proteinen mit Homologie zu yHDA1

3.1.2.1HDAC4

Eine auf die GroRe der mRNAs selektierende Klonierungsstrategie fuhrte in
einer Suche nach auf3ergewdhnlich langen cDNAs in Gehirngewebe zur Entdeckung
eines 8459 bp grolRen Genprodukts unbekannter Funktion (KIAA0288; Nagase et al.,
1997).Ein groReres Sequenzstick (zwischen Nuleotidpositionen 2400-3900; Ab-
bildung 4) dieser cDNA wies die gewunschte hohe Homologie zu yHDA1 auf. Diese
cDNA wurde von Dr. Nobuo Nomura (Kazusa DNA Research Institute, Kisarazu,
Japan) erhalten. Nach der Sequenzierung beider DNA-Strange (UCSF Sequencing
Core) ergab eine Computeranalyse einen Leserahmen (ORF) von 3255 nt, was einem
Polypeptid von 1084 aa mit einem theoretischen Molekulargewicht von 119 kDa ent-
spricht (zwichen Nukleotidposition 793-4047 des erhaltenen cDNA-Klons; Abbildung
4). [Eine “Nonsense”-Punktmutation des urspringlich erhaltenen Klons in Nukleotid-
position 1135 (G, T), die zu einem Stoppcodon fuhrte, wurde durch Sequenzierung
weiterer Klone identifiziert und spater durch Punktmutagenese korrigiert (Dr. Nobuo
Nomura; personliche Mitteilung)]. Weitaus kurzere Leserahmen wurden in der 5'-
UTR gefunden (nicht abgebildet). Diese sind jedoch hochst wahrscheinlich zu kurz,
um funktionelle Proteine zu reprasentieren. Da der abgeleitetet Leserahmen hingegen
fur ein funktionelles Protein codiert (siehe Abschnitt 3.4.5), zahlt diese mRNA wohl
zu einer wachsenden Gruppe von Transkripten, bei denen nicht das erste ATG-Codon
fur die Initiation der Translation verwendet wird (Kozak, 1991). Die cDNA
KIAA0288 wurde aufgrund der Sequenzhomologie zu yHDA1 und der enzyma-
tischen HDAC-AKktivitat des von ihr codierten Polypeptids (siehe Abschnitt 3.4.4) in
HDAC4 umbenannt (GenBank-Eintragung NMO006037; Fischle et al., 1999;
Grozinger et al., 1999; Miska et al., 1999; Wang et al., 1999).
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Abbildung 9. Nukleotidsequenz der HDAC4-cDNA.Der langste zusammenhéngende Leserahmen

..792 nt .atgagctc

t gaat cct gc
cccctcggea
cgggagcagce
tcgct gagt t
gct ggagagg
aacaaggaga
t caat aaaaa
cgggaaaacg
cacccggt cc
t gaaat t acg
cgggccagt g
ggct ccggac
t ccccagceat
tccectctac
acggcgggec
gcacccacct
tct gcagcac
cccctccacg
gcccact ggg
gcagcagcat
atcatcccca
gt gagcacca
ggccggegt g
gagccgggec
agcggat cca
ccacaggcct
cccaccaagc
ggagt agcag
cct ccgggge
gaagcccaca
gct cgcet cge
cgaggt gcac
acaggggagc
tgggcttttg
gat cctcatc
gtcctgtaca
tgggcacagg
agacgct gag
gtgct ggt gt
ccagat gct t
gggaggccac
cttgatcctc
t cat ggagat
cgaggct cag
aagcccgecg

ccgcgt gaac
gt gcccat gg
agct gcagca
ccagaggcag
caccgccagg
agggcaaaga
gaaggcget g
cagcacagt t
t gggaat gt a
gt ccaggct a
gtcactgctc
ccagct cacc
ccecggeggag
acat cgccat
agcaggacac
cactccctac
atggtcttac
cacagtcctt
gcggacccag
cagcagtttc
agccaagcga
ggctctgetg
caggt gaagc
agcgccagcec
ccagct gagg
ct gt cccggg
cgaggttcac
cagccacccc
aaat gcgagt
ccctectgta
ctcecgtgttce
t cggcggggg
t gaagaat gg
ctacttcaac
gt ggact ggg
tgtccctcca
gcceggegt g
tacttggcgg
cat caggct t
cgggt acct g
gacct gaccg
t cccagaaaa
ccacagcaag
acttgcgaga
aaaagagacc

ccaaagccat
cacat gccca
acctgcgcect
ggagctcctg
gagat gct gg
agcaggagct
gagt gccgt g
gcccaccgga
cccttgacca
cgacgccaaa
aagcagaaag
t aaaaaagcg
caacaacagc
acgagtttgg
ccttgcccaa
cgagagact ¢
ct gagcacct
t ggagcagcc
ggttggtgca
tcggccecge
t ggagaaaca
gccagcccgg
gacgagccct
aggagcccat
cagt gagcag
aact accagg
cgcagtcctc
gacaggcct ¢
gagcacgccg
gcat ccgegg
t ggcacgaac
gt ccgget ce
cagcccgcect
ctttgctgtg
t ccgt ggcceg
acgtgcacca
ccgct acgac
ggtttcaacg
cctt cagaac
cgatgccgtg
acgaagcagc
ccatttgcga
ggttttacag
tact ggcgct
acgaagaagc
agat gaggag

ccagat ggac
gcacggt gga
ggaccaccag
gcgct caagce
ccat gaagca
ggagaagcag
gccagcacag
at ct gaacca
gagttctcca
gatgacttcc
t ggccgaaag
tccgtt ggat
t ccgggageg
cgcacagact
cat cacgctg
acccttcccg
cgcecttgga
accggcacaa
gaccgggt gt
tgccccagaa
caagcagcag
cagccggaga
acct ggaccg
t gagagcgat
gagct gct ct
cgt ccat gga
acccgcegt ct
gt gt at gaca
ggaggat cca
acgcaaggcc
cccct caacc
cttgcggt gg
ggct gt ggge
gt ccgecccce
t ggcagccaa
t ggaaacggg
gat gggaact
t caacat ggc
ggtggtcatg
gagggccacc
t gat gggcct
cgcct cggaa
caaagaccca
gcct gcageg
cgagacggt ¢
cccat ggaag

tttctggcecg
t gt ggccacg
ttctcactge
agaagcagca
ccagcaggag
caccgggagce
aagt gaagat
ctgcatttcc
ccccagagceg
ctcttaggaa
acggagcagc
gt cacagact
t cagcgcgga
t gt ggcacga
ggcctgectg
ccctccagea
gcgggacgga
gcacccct cg
cccect ccat
cgcccaggcet
ttccagcagc
gccacccgga
gct gccgggyg
gaggaagagg
t cagacagca
ggccgeegge
gccaccttcc
cgct gat get
gagcat ct gg
accct ggagg
ggcagaaact
tgttggggtg
t gcgt ggt ag
ctggacacca
gcttctgecag
acccagcagg
tcttcccagg
tttcaccggc
ccgat cgcca
ccacccct ct
ggct ggcgge
gcatgtgttt
at gcaaacgc
cacaacct cc
accgccat gg
aggagccgcec

agaccagcca
gcgetgectc
ct gt ggcaga
gat ccagagg
ct gct ggaac
agaagct gca
gaagt tacaa
agcgaccctc
gagt gt cgac
aacagct t ct
cccctgttac
ccgegt gcag
gaacggtat ¢
gaaggct cgg
ccaccggecc
gaggct ctcc
ggggcagege
t cacaggcct
ccacaagctg
ct gcagcacc
agcaact gca
ggagacggag
cagaaggagg
cagagccccc
agccctcectg
atccccgt gt
ccgtgtctagt
gaagcaccag
tcccgecetge
agct acagac
ggacagt aag
gacagt gaca
agctggtctt
t gcggaggag
cagaggt t ga
ctttctacag
cagcggggct
ggccet ggacc
gcgagtttgce
tgggggct ac
cggattgtcc
ctgccttget
tgtcecgttcc

acagcggggce
cctecgetgtce

gt ggagctgc
t gcaagt ggc
gccggecect g
cagat cctca
accagcggaa
gcagct caag
gaatttgtcc
gctactggta
ctcctat aac
gaaccgaat ¢
gcaggaaaga
cagcgcccca
gcgeccgecg
ccgct ccact
ctctgcggge
cttttccecceg
acagccct ct
gggagcactg
cggcagcacc
tggt catcca
gat gaacaag
gaggagct cc
cgcacgcaca
acgggaggt g
ct ggagcagc
ccttcggegg
gcaggagccc
tgcacct gcg
aggagacggg
ggt gcact cg
aaacttctag
ccat at ggaa
caaggt ggcc
agcacgccca
gcgt gagcaa
cgaccct age
cct gat gagg
cccccat ggg
cccggatgtg
aacctctccg
tggccctcga
gggaaacgag
at ggagaaag
gttctctgat
cgt gggegt g

cctgtag..4412 nt ...

der KIAA0288-cDNA ist notiert. Start- und Stoppcodons sind unterstrichen.

3.1.2.2HDAC5

Die Nukleotidsequenz eines durch Homologiesuche in der dbEST-Datenbank
identifizierten Klons des I.M.A.G.E-Consortiums (Klon #1142916; Cariaso et al.,
1999) zeigte am 5’-Ende hohe Homologie zur yHDA1-Sequenz (GenBank-Ein-
tragung AA617796, siehe Tabelle 15, Abschnitt 3.1.1). Dieser Klon von 3249 nt
Lange wurde von Research Genetics (Huntsville, USA) erhalten und beide DNA-
Strange sequenziert (UCSF Sequencing Core). Eine Computeranalyse ergab einen
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durchgehenden Leserahmen bis zur Nukleotidposition 3168 des Klons #1142916. Da
am 5-Ende weder ein Stoppcodon noch ein geeignetes Startcodon gefunden wurde,
wurde die erhaltene Sequenz mit den BAC-Klonen genomischer DNA von Chr. 17
(siehe Tabelle 15, Abschnitt 3.1.1) und mit der HDAC4-cDNA verglichen. Diese
Computeranalyse fihrte zur Identifizierung eines hypothetischen ATG-Startcodons
das colinear mit dem gefundenen Leserahmen war. Da dieses hypothetische Startco-

don zudem in Sequenzen eingebettet war, die die Initation der Translation beglnstig-

1

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981
1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361

Abbildung 10. Nukleotidsequenz der HDAC5-cDNA Der langste zusammenhéngende Leserahmen

at gaactctc
ctctgcacag
gggt gggggt
ctgcgggage
tgttcgctga
caagcagcag
ct ggagcagc
t gct cat cct
ccaggaattc
cccaaat gct
cgccteecte
agcct ct gaa
ctcctgegtce
ggcct gggge
caccat cgct
gcccteectc
t agggct gca
ggaggccgag
tcctctattc
t gct gcagca
gcagt cccca
cggceccctga
aacaacagca
gacaggggag
gaggt cttgc
aagacct gga
ggagggcgag
t cagat gccc
aggccect ggg
caagcacct ¢
acacacgt gc
ttagcaagt g
ccacaccctg
at cagccaga
agat gcact ¢
aggagagct ¢
ggat t ct gct
t cctcat cgt
gctctacatc
ggt ggaggac
acgt ggagt a
cctagtctcce
agatgttttg
gaggccat ga
gcagcccttg
at cgagat cc
aggcccaagc
gcaggcccag

ccaacgagt ¢
catccctgtg
ggaggcagec
agcaact gca
gttccagaaa
caggagat gc
agcggcagceg
gcggaacaag
ctcttgtcga
ggggagccca
ctacaaactg
cccaacttga
gcaaggat gg
gtcgtccgtg
gagaat ggct
t ggacagct ¢
ggccacggt ¢
aggcaggccc
ct ggct gect
tgtgetgttg
ct agt gacgg
gccgeact ca
ccagcagttc
ct gcccagge
t gggggagyg
ggaggaggac
agtggtgctg
agccgct gca
ccgtacccag
ttcaccacag
accct gagca
cgagcggat ¢
ctctat ggga
agat gt at gc
ct ccagt gct
aagaat ggat
tcttcaactc
ggact gggac
tctctgcatc
caggcgt ggg
ccttacagcec
gccgggtttg
gccact t gac
cttgaccgcce
gat gaggcag
agagcaaaca
aggt gagacc
gct gcggeag

gccctgtga..81 nt ...

ggat gggat g
acagt ggagg
ccagccct gt
gcaggagct ¢
cagcat gacc
t ggcagccaa
ggagcagcag
gagaagagca
agt caaagga
ccatgcttct
cctttgectg
aagtgcgttc
gactgttatt
t gt aacagcg
ttactggctc
ccccaaccag
actgtcacca
t ccagt ccct
gct gggegt g
ct ggagcagg
gt gaacgt gt
gtcctcaccg
ct ggagaagc
agcccaccac
agccct gacc
gaggaagagg
aggaggggcc
gcctttgecag
tcctccectg
gtgtggtcta
t gct ggcegg
cgaggt cgca
ccagt ccect
t gt gct gect
gtgcgeat gg
ttgccat cat
tgtagccatc
attcaccatg
gct at gacaa
gtacaatgtg
tt caggacag
atgctgttga
caggcagct g
atctgtgatg
tcttgcagca
ct ggagct gt
gaggaggccg
cccgggaaca

t caggt cggg
t gaagccggt
ggagct acgg
ctggcgcetca
acct gacaag
gcagcagcag
cggcaggaag
aagagagt gc
gcccacacca
tt ggaccaga
ggccct acga
aaggct aaaa
agcaccttta
cacccggctc
agt ccccaac
ttcagcct ct
act cacacct
gcggcagggt
gcact ggagg
cccggeagea
ggccaccagc
ctgccgcaga
agaagcagca
ccaccct gag
at gccccggg
at ggggagga
cgact t ggag
gt gt accagg
ctgcccct gg
cgacacgttc
at ccagagca
aagccacgct
caaccggcag
t gt gggggca
cagt gggct g
ccggeeccca
accgcaaaac
gcaat ggcac
cgggaacttc
aacgt ggcat
t ggt gat gcc
aggacatctg
at gaccct gg
cct ct gaggce
aaagcccaac
gt gcagaagt
agact gt gag
cagccccagg

aaccat cct t
gct gccaaga
ggggct ct gg
agcagcagca
gcagcat gag
gagat gct gg
agct ggagaa
cat t gccagc
ggcggcect ca
gttcccctee
cagt cgagac
cagaaggt gg
agaagagagc
cggccccage
atccccactg
acacgt ctcc
cact gcctcc
ggcacgct ga
gcgacgggag
gagcaccct ¢
at gcggacgg
gt ccccaggce
gcagct acag
gagacagagg
agggct ccac
ggaggaggat
gagcctggt g
cgcccect cag
gggcat gaag
at gct aaagc
tctggtcccg
agat gagat ¢
aagct agaca
t cggggt gga
cct gct ggag
ggacaccacg
t cct acagca
ccagcaggcg
tttccaggct
ggacaggagg
cattgcccac
tctcctctgg
cagggggcecg
ttgtgtctcg
at caacgcag
t cgccgcet gg
cgccat ggece
ccggcagagg

ggaaat cctg
gccat gccca
t gggct ct gt
gcagct gcag
gt ccagct gc
cagccaagcg
gcagegget g
act gaggt aa
accat tccct
ccagagcggce
gacttccccc
ct gagcggag
tgttgagatc
tct cccaaca
agat gct ccc
ttctctgeec
ccgaagct gt
ccggcaagt t
cccccacggg
attgctgtge
t aggcaagct
cctgcagcag
ct gggcaaga
aggagct gac
agagagt gag
t gcat ccagg
ct ggat acaa
cct ggccact
agccccccag
accagt gcat
gct gcaggag
cagacagt gc
gcaagaagt t
cagt gacacc
ctggecttca
ccgaggaat ¢
gaagt t gaac
ttctataatg
ct ggggct cc
t gt ggacccc
gagttctcac
gtggctactc
ggt ggtget g
gctctgctca
t ggccacgct
t ct gggeegg
ttgctgtcgg
agcccat gga

der klonierten cDNA ist notiert. Start- und Stoppcodons sind unterstrichen.
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ccgecggact t
gttccat ggg
ggaccccaca
aagcagct cc
agaagcacct
gcagcaggag
gagcagcagc
agct gaggcet
cccacagcac
cccecct ggga
t ccgcaaaac
aagcagt ccc
acaggt gccg
gct cccacag
t cagcaccga
aacat ct ccc
cgacacagca
cat gagcaca
cat gcct ccc
cact ccacgg
cccgceggceat
ctggt catgc
tcct caccaa
ggagcagcag
agcacacagg
tt aaggacga
aaaactgttc
gt gccccacc
accagcccgt
gt gcgggaac
acaggcct gc
actctgaata
gct cggeccce
gt gt ggaat g
aggt ggct gc
cacagccat g
gt gggcaagg
acccctct gt
t gaagaggt t
cccat t ggag
ct gat gt ggt
t gt caccgcece
gcect ggagg
gt gt agagct
agagaaagt ¢
tccctgcgag
t gggggccga
gcaggagcct



en (Kozak, 1991), war anzunehmen, daf? es sich dabei um die gesuchte ATG-Sequenz
handelte. Um die fehlenden 201 nt dieses hypothetischen Leserahmens zu rekon-
struieren, wurde ein Fragment von 741 bp Uber PCR mit spezifischen Oligonukleotid-
en aus einer HelLa-Zellen-cDNA-Bibliothek amplifiziert (beginnend mit dem ange-
nommenen Startcodon und bis zu Nukleotidposition 539 der Sequenz von Klon
#1142916). Sowohl Klon #1142916 als auch das neu-amplifizierte Fragment wurden
mit dem RestriktionsenzymcoRI verdaut (schneidet an Nukleotidposition 364 von
Klon #1142916) und anschlie3end Uber diese gemeinsame Schnittstelle fusioniert.
Der auf diese Weise erhaltene Leserahmen der HDAC5-cDNA umfaf3t 3369 nt (Ab-
bildung 10), was einem Polypeptid von 1122 aa mit einem theoretischen Molekular-
gewicht von 122 kDa entspricht. Er codiert fir ein funktionelles Polypeptid (siehe
Abschnitt 2.6.8) und wurde unabhangig von anderen Arbeitsgruppen beschrieben
(GenBank-Eintragung NM005474; Grozinger und Schreiber, 2000). Zudem besteht
groRRe Ahnlichkeit zu einer murinen cDNA (mHDA1; Verdel und Khochbin, 1999).

3.1.2.3HDACG6

Die Computeranalyse ergab, dalR die Sequenz der GenBank-Eintragung
AJ011972 alle Fragmente der “HDACG6"-Gruppe enthielt. Die AJ011972 ent-
sprechende “Transcription Map in Xp11.23” (Strom et al, nicht vertffentlicht) wies
zudem einen durchgehenden Leserahmen von 3648 nt mit einer die Initiation der
Translation begunstigenden Umgebung des angenommenen ATG-Startcodons auf
(Abbildung 11). Interessanterweise wurden zwei separate Regionen mit Homologie
der fur die Homologiesuche eingesetzten yHDA1-Doméne in dieser Sequenz ge-
funden. In mehreren Versuchen unter unterschiedlichen PCR-Bedingungen gelang es
nicht, eine cDNA entsprechend des vollen Leserahmens von HDACG6 direkt aus einer
HeLa-Zellen-cDNA-Bibliothek zu amplifizieren. Daher wurden Uberlappende Frag-
mente (Nukleotidpositionen 1-1464 und 1225-3648) mit entsprechenden Oligonuk-
leotiden aus derselben Bibliothek amplifiziert. Die beiden erhaltenen Fragmente
wurden mit dem RestriktionsenzyBralll verdaut (schneidet an Nukleotidposition
1240 des HDACG6-Leserahmens) und anschlieend Utber diese gemeinsame Schnitt-
stelle fusioniert. Die Sequenzierung des auf diese Weise erhaltenen HDAC6-cDNA-
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Klons ergab vollstandige Ubereinstimmung mit der in der GenBank-Eintragung
AJ011972 gefundenen Nukleotidssequenz (Abbildung 11). Der HDACG6-Leserahmen
entspricht einem Polypeptid von 1214 aa mit einem theoretischen Molekulargewicht

von 131 kDa und wurde unabhangig von genomischen Sequenzen auf dem X-Chro-

mosom abgeleitet (GenBank Eintragung NM 0060&ufian Genome Proje€gt

1

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981
1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501
3571
3641

at gacct caa
ct caggactc
agcggaggt a
ct gcaaggga
t aaat gaat t
gcaactgatc
ctgatgttgg
tccgtgtcct
ct caggct ct
aggcctcctg
cagcccgct a
t caaggaaca
ggt aggt t ct
ccat caat gt
gctgccagtc
gaccccaagg
caggaggcaa
ttcgctccac
caggcttcag
ccgt ggagag
tgtgctccca
aat cact gca
t ggaggagct
cacctgtcac
cgt gagagt t
gcgctgectg
cccaggacac
cgccat gecc
at ggaact ca
caccttcttc
gt caacgt gg
ttcccattge
tccget gggg
agt ggccgcea
gcactcgctc
ggcctcaatc
gacagagaag
ct gagcggat
t ggggaagag
t cagaggcag
t gggccagac
gggaggagcc
t cagaggagg
t ggaccagac
agaccaccag
gggagt ct ca
agaacct act
cct cact gat
cccatacctg
tgtgtctctc
ttctggacac
caccaccagg
cacact aa

ccggccagga
cagt gt cact
aagaagaaag
t ggat ct gaa
ccattgcectc
caggagggcc
tt cacagcct
agcagacacc
gt cct caggce
gacat cacgc
t gct caacag
cagtt cacct
ggccccacct
gcct t ggaac
gccct cgagt
gt gagat ggc
gctgatcctg
acccttctgg
tttcctgtge
ggacaacat g
at cct gacat
acttgtggga
gggccttgcece
agt gct gagt
ccaactttga
ccgeetggtg
cacgcagagc
agact at cag
gcacatgttt
cccat ggggg
cat ggaacgg
ctacgagttt
ggct gccagg
ttatccttat
cctccttgga
act gagacca
gaccct ccag
gaccacacga
t ccact ccag
ccacaggggg
cacct cagag
attctggacc
ct gt aggagg
t acgt cagag
acccccccaa
ggaccttgga
aggagaggca
caggccat at
cagcaggcct
ttgctatcag
ccgctggtcc
ctctcctaga

ttccaccaca
t cgaagcgaa
gcaaaat gaa
cctt gaggcet
t gggat gaca
tcct agat cg
agaat at att
tacgact cag
tggtggatgc
ccagcacagt
aaacaccgca
t cgaccagga
gaaggcct ct
caggt gggga
t ccagcct ca
cgccact ccg
t ct ct ggagg
gagacccttg
t ct ggaagcc
gaggaggaca
ggccagt get
cagccaccac
gggcegcetgece
acgt gggt ca
ctccatctat
gaggct gt gc
aggat gcagc
t gggcat gcc
gaggat gacc
at gagggt gc
gccccgeat g
aacccagaac
t gt cacct ga
cct agagggt
gacccaccac
t ccaagt cca
ttctaagttg
gaaaagaagg
gccagact aa
agccactctg
gaggct gt cg
agaccacct c
agctacactg
gaggct ccag
cct cacct gt
gct aggcagce
gct ggaggt ¢
tttatgct gt
agacgt gacc
gtctactgtg
t cagct acat
t gt gaagaac

accaggcagc
at att aaaaa
gaagct cggc
gaagcact gg
gcttcccgga
ctgecgtgtcce
gat ct gat gg
tttatctgca
ggt cct gggg
cttatggatg
t ccggagggt
ccccagtgtc
aact ggt cca
tgcgggat gc
gctggtcectg

gcagggttcg
gt ggct acaa

ccccatgcetg
cttgagccect
at gt agagga
acagtct cgc
cct gaggt ac
t caccct gac
t ct ccgggcec
atctgcccca
t ct caggaga
ttgcggtttt
ctacggat cc
ccagt gt gct
cagcagccag
ggt gatgctg
t ggt gct ggt
gggt tat gcc
ggct at aacc
ccctget gac
t cgcagat ac
gt caccaaga
ttct ggaagc
ct cagagaca
gcccagacca
ggggagccac
agaggat gct
gcccagacca
ggggcaccga
gcagggaact
gaat ct cagg
aggacat ggc
gacaccactg
caaccttgtg
gtcgttacat
cgacctgtca
at cgcccacc

gaagaagt ag
gggagcecgtt
caagcaat gg
ct ggcact gg
aggccct gag
tttcaggccc
aaacaaccca
t ccgaact ca
gct gagat cc
gctattgcat
ccttatcgta
ctctatttct
ccacaggttt
t gact acat t
gtggetgetg
cccagct aac
cctcegegece
gagt cacct g
t ct gggaggt
gagcgaggag
acagggct gg
cccagcgcat
accgcgecect
acagagaaaa
gtaccttcge
ggt t ct gaat
tgctttttca
tgatt gt gga
atatgtgtcc
at cggccggg
actacct agc
ct cagct ggc
cacct caccc
t gacat ccat
cctgccacgg
t ggcgcagct
aggcacccca
aggcat gggg
gct gt ggt gg
tttctgaggc
t ccggaccag
gtt gggggag
cct cggaggce
gct gat ccaa
acaccccaga
gggcct caga
tgattcgatg
ccectggtgtce
gggact gt gg
caat ggccac
gcctggtgtt
agaacaagt t

gcagaacccc
cccegetcta
aagaagacct
cttggtgttg
cggctccatg
ggtttgctga
gt acat gaat
tactcctgtg
ggaat ggcat
gttcaaccac
gat t gggat g
ccat ccaccg
cggccaaggce
gctgetttcece
gatttgatgc
ccacctgctc
ct ggct gaag
gtgccccectg
tctt gt gaga
gaaggaccct
tctat gacca
cttgcggatc
gccacagagg
t gaaaacccg
ct gt gcacag
ggtgctgetg
actct gt ggc
ttgggatgtc
ctgcaccgct
ct gcgggcac
t gcct ggcat
tttgatgctg
acct gct gat
ct cagagt cc
cccccact at
t acgggt cat
accagccaaa
aaagt cacct
ccctcactca
agccat t ggg
accacct cag
ccacgct ggg
agccat ggag
actcctct ag
tatctcccag
at ct caggcec
ct gat gcagg
cccatttggt
aacaat ccaa
at gct ccaac
actactgtca

t ggggaggat

cagt cgcccc
t ccccaat ct
aat cgt ggga
gat gagcagt
ccat caagga
aaaggaagag
gagggagaac
cctgect gge
ggccat catt
gtggct gt gg
t gcaccacgg
ct acgagcag
caaggat at a
t gcacgt cct
cct gcaaggg
at gggt ct gg
gcgt cagt gc
ccggagt gcc
t caact gaga
gggagccccce
aaat atgat g
atgtgccgtc
ct gagct get
ggagct gcac
cttgccactg
t ggt gcgt cc
t gt ggct gct
caccacggt a
at gat cat gg
aggct t cacc
cgcct ggt ge
cacgggggga

gggccttgece
at ggct gect

caggggccct
gaaggt agaa
cctaggttag
cggcatcatt
ggaccagccc
ggagccat gc
aggagact gt
ccagact acc
ggagccacac
cct cgagcac
tacact gatt
ccaggagagg
gat ct agggg
ggcagt at gc
gagaat t ggg
accat ggaaa
ggcctatgtc
atgccccacc

Abbildung 11

Leserahmen von HDACSG. Start- und Stoppcodons sind unterstrichen.

Nukleotidsequenz der HDACG6-cDNA.Die klonierte cDNA entspricht dem
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3.1.2.4HDAC7

Die “HDAC7"-Gruppe an Sequenzen enthielt bei weitem am wenigsten
dbEST-Klone, woraus geschlossen wurde, dal3 es sich um einen relativ seltenen
Faktor handeln konnte. AulRerdem konnte kein dbEST-Klon >1000 nt identifiziert
werden. Computeralgorithmen, die in der Lage sind, die Grenzen von Exons und
Introns vorherzusagen (Genscan; Burge Kadin, 1997 undGenFinder;Solovyev
und Salamov, 1997), ermdglichten es, die Sequenz einer hypothetischen mRNA von
der auf 12g31 liegenden genomischen Sequenz abzuleiten. Dabei wurden die Er-
gebnisse der Computeralgorithmen anhand von Vergleichen mit den abgeleiteten
Sequenzen von HDAC4, HDACS5 und HDACG6 sowie der wenigen HDAC7-dbEST-
cDNA-Sequenzen verfeinert. In vielfachen Versuchen gelang es nicht, eine ent-
sprechende cDNA mittels PCR direkt aus einer HelLa-Zellen-cDNA-Bibliothek zu
amplifizieren. Deshalb wurde versucht, zunéchst kirzere, Uberlappende Fragmente zu
klonieren. Oligonukleotidpaare, welche die Nukleotidpositionen 216-1676 sowie
1527-2954 (siehe Abbildung 12) einrahmten, erlaubten schlie3lich eine Ampli-
fizierung derartiger Fragmente. Die erhaltenen Fragmente wurden mit dem Re-
striktionsenzynBcll verdaut (schneidet an Nukleotidposition 1255 der in Abbildung
12 gezeigten HDAC7-cDNA-Sequenz) und Uber diese gemeinsame Schnittstelle
fusioniert. AnschlieBend wurden beide DNA-Strange sequenziert (UCSF Sequencing
Core). Um sicherzustellen, daf? der erhaltene cDNA-Klon einen vollstandigen Lese-
rahmen enthielt, wurden sowohl die 5’- als auch die 3'-UTR mittels einseitig ver-
ankerter PCR (apid Amplifikation of cDNA EndsRACE) amplifiziert. Mit dieser
Technik konnte neben einem 3’-Fragment von 1132 nt ein 5’-Fragment von 215 nt
erhalten werden (Dr. Franck Dequiedt, Gladstone Institute of Virology and
Immunology, University of California, San Francisco, USA; personliche Mitteilung).
Da ein Stoppcodon im gleichen Leseraster der hypothetisch fir HDAC7 codierenden
cDNA gefunden wurde, ist davon auszugehen, dafl} der in Abbildung 12 gezeigte
Leserahmen tatsachlich HDAC7 entspricht. Dieser Leserahmen von 2739 nt codiert
fur ein Polypeptid von 912 aa (zwichen Nukleotidposition 216 und 3074,
theoretisches Molekulargewicht 99 kDa, Abbildung 12) und wurde in die GenBank
eingetragen (NM006596).
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Abbildung 12. Nukleotidsequenz der HDAC7-cDNADer langste zusammenhéangende Leserahmen

gcccccacca
ggcct gcage
t gggacccca
cagcgtggtc
cat cccaaca
t gct cagcag
gacagt ct ct
ctgctccgaa
caagt agt ag
cct gggcet cg
ccgacagt gt
ggacccat cc
tggct t ggag
ggctctcatg
t gaccaccga
ccccagt gece
caggt gat ca
t ggagacaga
gcagcct gag
ctggct ggge
ggcctctgtce
ggcccgagt ¢
t cggt cat gc
agagcatctg
ctccct ggaa
cgcct caaac
gt ggggt t gg
tggcagtgtc
cccccaggac
gccggeagcet
cggcacccag
aacttcttcc
t ggcct ggge
gatgcccatc
cacccggecc
acct ggcagg
t gaggcct gt
cccaacct ca
agcgcect gge
agt gaccgca
gaggaagaac

gagcccacat
agcagcgct ¢
ggaacaagag
aagcagaagc
gccccggceat
ctttttgect
gagcccaacc
aggagagt gc
cagcacgccc
gaggcgct ct
ccttgectgece
gact ct gggc
cccgaggcet g
cccegcet get
gcggct ct ct
accgct cccc
agaggt cagc
t ggcggggga
gccagaggcc
ggct ccceceg
ccgggct cag
ctctccagcet
t gaagcacca
gtcccggetg
gagct gcagt
t ggacaacgg
ggt ggacact
act gacct cg
accat gcaga
gcaacagcag
caaacct t ct
cggggagt gg
tggaggtctg
gcccgagagt
cact gggt gg
aggcgeagt g
gtggctgcetc
at gccat ccg
ctcctgtcca
ctggcgt ccc
ct at gaat ct

.215 nt .at gga

t gct ggccct
ggt ggagccc
ct gcggcagce
t agcggaggt
t ccct acaga
cctgttccca
t gaagct gcg
gccccccage
gcat cagggt
t gggccageg
cgcaat cact
cct cggggge
ggggcacct t
gact gt gccc
gggt caggee
caccgccggg
caagccgagt
ccgggecagyg
ccgctcct ct
gggcagcacc
tcttccccag
cagagacccc
gtgctcctge
caggagcggg
cggtccactc
gaagct ggca
gacaccat ct
cctt caaagt
tcattcaaca
agcaaggcca
accaagaccc
ggct gt ggat
gaccccccca
tctctccaga
ctaccatgtt
gt gct ggect
ttctgggtaa
ctctctggag
gact cct ggg
tctctgtggg

gcagcegt ccc
at gaggct ct
ttctccacaa
gattct gaaa
accct ggagc
gcct gecccag
ct at aagccc
ct ccggegge
gcagct cccc
gct gegget g
ctggggctgc
caat cct ggg
gccctctcge
gggct t ggge
t ccact ggcc
ccccat gcag
gagaagcccc
tggtggacga
ccagcagcac
ggggacactg
ccgcacct gc
t gccaggacc
ggt gacaaca
ggct ccggag
t gagcggcac
gggct cct gg
ggaat gagct
ggcttctcgt
gccat gggcet
gcaagat cct
cagtgtgctc
gaggt agggg

tgggggat cc
cctagtcctg

t ct gccaaat
t ggagggt gg
cagggt ggat
gccgt gatcc
t gcct agagt
cat cct ggct

ctaa..1132 nt ...

cctgegggt g
cagcgcct gc
ccat ggacac
ggacaagagc
aaacagcagg
ccct ggagac
t gacccccca
aagaagt ccc
ggcccgecaga
caat gacagc
caggagact t
ccgeccecct ge
gagcccccac
ctgcagccca
ccttgeecett
act gagccgg
ccccgect gg
ggct gcggea
tggcct ggag
cct caggt gt
tgctgettcc
ctcactgtca
ctgccecttca
gcaggcaccc
ccagt gt gag
gtgctcctct
cacagcggat
tcattcctcc
gagct aaaga
tctgettcett
catt gt agac
tacatctccc
ctggcagegg
t gagt acctg
gtgtctgetg
gttttggata
ccatgacctc
cccctttcag
gggt gcacag

gccaggggct
gaagat aggc

ggccagegge
accaccacct
gccgat gecc
aagcgaagt g
cggccct aga
ggaaggagcc
gagcacttcc
t ggagcggag
gaccct cgga
gagcacggcc
ct gt ggcecce
cagggct gac
act cccct ct
ttctcctcct
ccactttgcec
act cgct cag
agcagct caa
gat accct cg
cacagggagc
t gct ct ggga
t ct ggcccag
gccccagagce
ccacagggct
ggagcacgcc
tgtctccgag
acggcaccaa
gtttgtgatg
aat gcagccc
atggtttcge
caactcagtg
t gggacgt gc
t gcat cgcca
t gagggcttc
gctgetttca
gatttgatgc
cat gacgcag
acagccat ct
aagaaggct g
t aaat act gg
gacaaagaag
cct cggagea

der klonierten cDNA ist notiert. Start- und Stoppcodons sind unterstrichen.

3.1.3 Sequenzanalyse humaner Proteine mit Homologie zu yHDA1

ccccagt gga
cttcctagca
gagt t gcagg
ct gt agccag
aagaacagt ¢
acccgct cca
ctctgcgcaa
gaagaat cca
gact cct ccc
ccaat cccat
gttcgecttg
agt gaccgca
tcctgceccca
ggacccctca
cagtccttaa
agcccct gecc
aact cacgt ¢
gct gaagacc
t gggccat gg
acagcagcga
ggt gggcacc
ctgccagcca
gat ct at gac
ggccgceat cc
gccggaagge
cccgct cage
ctgcectgtg
gctgggcecgce
t gt ggt gcgg
gccat cgect
accat ggcaa
t gacgacggc
aatgtcaatg
ggat agt cgt
t gct gagggt
caact gat ga
gt gacgcect ¢
gaaacagaaa
ggct gcat gc
aagt ggaggc
gct ggt ggag

Abbildung 13 zeigt die schematische Struktur der klonierten humanen
Faktoren mit Homologie zu yHDA1. HDAC4, HDAC5 und HDAC?7 sind ahnlich auf-
gebaut. Eine Region von ca. 450 aa mit groRer Ahnlichkeit zur Primarsequenz der fiir
die Datenbanksuche eingesetzten yHDA1-Doméane befindet sich in Nahe des C-Ter-
minus. Davor befinden sich N-terminale Regionen unterschiedlicher Lange (460 aa in
HDACY7 bis 670 aa in HDACS). Der schematische Aufbau von HDAC6 hingegen
unterscheidet sich signifikant von HDAC4, HDAC5 und HDAC7. HDACG6 weist zwei

Doménen in Serie mit Ahnlichkeit zu yHDAL, gefolgt von einer C-terminalen Region
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von ca. 300 aa auf. Die von yHDALl abgeleiteten Domanen der neu klonierten
Proteine sind zur entsprechenden Sequenz in yHDA1 zu ca. 60% homolog. Aufgrund
der hohen Ahnlichkeit dieses Sequenzmotifs wurden HDAC4, HDAC5, HDACG6 und
HDAC7 zu einer neuen Klasse Il humaner HDACs zusammengefal3t (Fischle et al.,
1999; Grozinger et al., 1999).

Ein Vergleich der Aminoséduresequenzen der C-terminalen Dom&nen von
HDAC4, HDAC5 und HDACY7 ergibt einen sehr hohen Grad an Konservierung (79-
82%, Tabelle 16, Abbildung 14). Die N-terminalen Regionen dieser Proteine sind
einander hingegen weitaus weniger ahnlich (31-45%, Tabelle 16). Wahrend einige
kirzere Sequenzbldcke relativ stark konserviert sind, ist die Homologie der zwischen
diesen liegenden Regionen relativ gering (Abbildung 14). Uber Suchen in unter-
schiedlichen Datenbanken von Proteindomé&nen und Sequenzmotifen konnten keine
Hinweise auf die etwaige Funktionen dieser konservierten Sequenzblocke erhalten
werden. Interessanterweise zeigt jedoch ein im Zusammenhang mit der Regulierung
der Differenzierung von Myocyten zundchstXenopus(xMITR; Sparrow et al.,

1999) und spater in humanen Zelllinien (hMITR; Zhou et al., 2000) klonierter Faktor
eine relativ hohe Gesamthomologie zu den N-terminalen Regionen von HDAC4,
HDACS5 und HDAC?7 auf (33-47%, Tabelle 16).

Amino-
HDAC Schematischer Aufbau sauren Referenz

Fischle et al, 1999
Grozinger et al, 1999
: |— 1084 Miska et al, 1999
HDAC4 Wang et al, 1999
Fischle et al, 1999
Grozinger et al, 1999
HDAC5 [} 1122 \yiskaetal, 1999
Verdel et al, 1999
Wang et al, 1999

Kaoet al, 2000
HDAC7 —_—)Y P 912 Fischle et al, in Vorbereitung

Grozinger et al, 1999

Miska et al, 1999

HDAC6 | | F——— 1215 verdel et ai, 1999
Wang et al, 1999

Abbildung 13. Schematischer Aufbau der humanen HDACSs der Klasse Il.

73



hHDAC4
hHDAC5
hHDAC7
hMITR

ATA LQVAPSAVPMD R-----
KPV PPRAMPS- SMGGGGGGSPSP

M| SSMDMK SEFBVGLEP- | SPLDLR- - - - -

%§E§EY O 00 JEMEAARABGENU R SOE L QR-Eggijg
H A

e e e
= r—<
I =
[%2) l.nI

hHDAC4 70
hHDAC5 75

hHDAC7 16 - - MRIL[SMDT PMP- - - - - - - - - o e e m e e e e - e -
w5 NETRUHGAGEQERTR- - - B IE) RORWEL K - - & QKEEQURT- - -
hHDAC4 140 - - E Q)

HHDAC5 150

KHDACT 56 - - - -

MR 112 - -

RHDAC4 211

RHDACS 221

RHDACT 117

MITR 185

HHDAC4 283

HHDAC5 296

RHDACT 189

WMITR 257

HHDAC4 347

HHDACS 365

RHDACT 261

hMITR 323 R.GM (€
hHDACA 407 TGL GA| V" @ '
hHDACS 438 A- - - PLHG TGERVA SMR

hHDAC7 331 SEKPR l ETD G - QV

AMITR 389 - - P-P TKE S Gl RG

hHDAC4 477
hHDAC5 508
hHDAC7 402

R 459 [E]A QEM]!

HP T R------ EHQAFIL DEPY L DRIL[P] 545
TEEELTEQQEVLLGEGLTM---P EG 575

H RAQ P--ee e AA------ 451
AQ ------- GDQAMQE - - - DRIA[P| 52t

—t

nHoacs 546 GQKEAHAQAGVQVKQEP- - ------- EPP EVEPGQRQ SEQELLFRQQALLLEQQRI HQLRNYQAS s
nHoacs 576 S[TIESE STQEDLEE EDEEEDGEEEEDC ESGEEGPDLEE GAGYKKLFSDAQPLQPL---------- 640
RHDACT 452 A ------------------------ QARVL R R R 469
R 52 S[S]- GNSTRSDSS- - - ----------- TL@ QVGAVKVK- -EE[---------------------------- 551
nipace 612 MEAAGI PVSFGGHRPL SRAQSSPASATFPV V

npacs 642 VY QAPL SLATVPHQALGRTQSSPAAPGGMK

hHDACT 470 = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = & . .- e e e e .-
hMITR 552 = = = = = = = = = = = & & oo s s e e o e e e e e \Y DED E.A Q

hHDAC4 687 T e CQTVHSEJAHTELYGTNPENRIQKTED] S K[KET AS- VIFVIRIEPCGGVGVD SDT] 760
nipacs 716 |SRL QE[TIGLIL S | §TVHSEYHTLLYGTSPLNKLDSKKLLGPI SQKMYAVILPCGG | GVD SDT]| 790
hHDACT 513 SEL F; 5|S ) LQSVHSERHVILLYGTIN|PL|SRIL[KLDNGKLAGL|LIAQRMFEVMLPCGGVGVDTDT] s
WMITR 577 K 590

hHDAC4 761 V[AS|A GIAA VA|T GECKNGFAVVRPPGHHAE|E[ST|PMGECYENSVAVA 835
nioacs 791 |VWNEMIH S|S SIAV VAAGELKNGFAI | RPPGHHAE|E|[STIAMGECF ENSVAI T KLN 865
nHpac7 588 || WINEL[HS|SNJAA VA[SRELKNGFAVVRPPGHHADH|STIAMGECFENSVAIA QSK 662
AMITR

hHDAC4 836 AJEY|SPDPSVLYMSCHR]YDDGNEEPGSGA|PDEVTT[GP[GV[GFNVNMAF|T[GGL DPPMGDIAEYLIAMA] o0
nrpacs 866 || VDWD | HHGNGT QQA|FY(NDP SVL Y|l SLHRYNGNFFPGSGAPEEVL:(:(:PL:\/GYNVNVA TIGGVDPP|I VIEYL|T|A| o0
nhpac7 663 || VDWDVHHGNGT QQT[EY|QDP SVL Y|l |[SLHRHDIDIGNE FPGSGA|VIDEV GA|G SIGE|GF NV NVIAWAIGGL DP PIMIGDIPIE Y LIA[A| 737
HMITR

nHpacs 911 [FRITVVMPTA|SEFJA[PDVVIE VS SGEDAVEGHP TIPEGGY|NC SARCEG]Y L MKQEMGEAGGRT VEACEGGHDE TAT CDATS] 95
npacs 941 |ERITVVMP | AIHIEF|SIPDV VL V SIAIGEDAVEGHIL SIPL GGY|SIVTARCFEGHL|T|IRIQLMTIL AGGRVVLALEGGHDLTA| CDA S 1015
npac 738 |[ER|I MV MP | AIRIEF|S|PDL VL VSAIGEDAAEGHPP A[PL GGY|H|V SAKICE G)Y MT|QQLMNEAGGAVVLALEGGHDLTAI CDA §] &2
AMITR

nioacs 986 [EACV)SIALTIGN E[C|D[PTIPEIK[VIL Q@RPNANAVIR[SMEIK[VIM E[THISK]Y MR[CIL QR|T T ST A GR S[C]I E[AIQT CEIN[EEAE|T [V TAMA] 1080
nHDAcs 1016 |EAC SALLSVEPLD Al LQ§KPNINAVAL KIEIQSKH SICVIQKIFAAGL GR SLIREAIQA GE[TIEE AE|TIV SAMA| 1090
nipac7 813 |EACVIAJAL LIGNR|V|D[PL|SEEJE|GWKIQKPNL NA I [R[SILIEJA|V]I RIVHISK QRIL ASCPD SWV|PRV|PGADIKIEE VIEA[V. TAJL|A| ss7
AMITR

nHpace 1060 SIESVGVIK PAEK - - - - - - - - R[PID[EIE PM[EJE[EJP PL 1084

nHoacs 1091 LIL SV.GAIE QAQAAAAREH SPR|PAIEE PME[QEIPAL 1122

npac? 888 S|L SVGI|L AEDR- - ----- - - S[E|QL V[E[E[E[E PMNL 922

hMITR

Abbildung 14. Vergleich der Aminosauresequenzen von HDAC4, HDACS5, HDAC7 und hMITR
Identische Aminosauren sind dunkel, &hnliche Aminosauren hell unterlegt. Regionen, die in mind-
estens drei der vier Proteine konserviert sind, sind eingerahmt. Der Sequenzvergleich wurde mit dem
ClustalW-Algorithmus erstellt (Eddy, 1995)MITR/HDLP zeigt hohe Homologie zur N-terminalen
Region der HDACs Klasse I, besitzt jedoch selbst keine HDAC-Domane (Gesamtprotein 586 aa).
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Tabelle 16. Vergleich der Primarstrukturen der HDACs der Klasse II.

HDAC4 HDAC5 HDAC7 hMITR/
N-Terminus N-Terminus N-Terminus HDLP®
(aa 1-662) (aa 1-690) (aa 1-487)

HDAC5

N-Terminus 45%° O 36% 46%

(aa 1-690)

HDAC7

N-Terminus 31% 36% O 33%

(aa 1-487)

hMITR/

HDLP 47% 46% 33% O

HDAC4 HDAC5 HDAC7

C-Terminus C-Terminus C-Terminus
(aa 612-1084) (aa 648-1122) (aa 438-912)

HDAC5

C-Terminus 82% O 79%

(aa 648-1122)

HDAC7

C-Terminus 81% 79% O

(aa 438-912)

2Alignments wurden mit dem CllustalW-Algorithmus erstellt und entsprechend prozentuale Homo-
logiewerte abgeleitet.
*AMITR/HDLP zeigt hohe Homologie zur N-terminalen Region der HDACs der Klasse I, besitzt

jedoch selbst keine HDAC-Domaéane (Gesamtprotein 586 aa).

3.2 Untersuchung der Expression von HDAC4 und HDACY in unterschied-

lichen Geweben

Die Bestimmung des Expressionsmusters von HDAC4 und HDAC7 wurde
anhand von Northern Blots mit mRNAs verschiedener humaner Gewebe durchgefihrt
(Abbildung 15). Eine Membran, auf die standardisierte Mengen von mRNAs ver-
schiedener humaner Zelltypen und Organe nach Agarose-Gelelektrophorese mittels

Northern Transfer geblottet waren, wurde fiR-markierten cDNA-Sonden ent-
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sprechend HDAC4 oder HDACY7 hybridisiert. Nach dem Waschen der Membran er-
folgte die Auswertung mittel¥P-Autoradiographie. Zur Kontrolle wurde dieselbe
Membran mit einef’P-markierten cDNA-Sonde des konstitutiv in allen Geweben und
Organen nahezu gleichmé&Rig exprimierten Enzyms GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase) hybridisiert. Die vergleichbare Intensitat des Signals fir
GAPDH in den unterschiedlichen Geweben zeigte, dal3 sich die aufgetragenen
MRNA-Mengen nicht wesentlich unterschieden (Abbildung 15). Mit der HDAC4-
Sonde wurde eine mRNA von 8,4 kb in allen untersuchten Gewebetypen (Niere,
Thymus, Prostata, Testes, Ovarien, Dunndarm, Colon, periphdre Leukozyten) nach-
gewiesen (Abbildung 15). Die Grol3e dieser mRNA stimmte relativ gut mit der Lange

HDAC4 HDAC7
— e emme 23
| -
— - . — 4.4 — . B
— ' .
, — 24 —
. —1.35—

959 EES © 959 EES
msmﬂ="2m cD:tU--:shgm
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Fa OS5 Fa OS5

o (m]

Abbildung 15. Untersuchung der Gewebe-spezifischen Expression von HDAC4 und HDAC?Y.
Northern Blot-Analyse wurde mit mRNAs von verschiedenen humanen Geweben durchgefuhrt. Als
Kontrolle ist die Hybridisierung zu humaner GAPDH gezeigt. HDAC4, der dicke Pfeil deutet auf die
HDAC4-mRNA; eine weitere Bande in Testes und eine schwachere Bande, bei der es sich vermutlich
um ein Abbauprodukt handelt, sind ebenfalls markiert; HDAC7, der dicke Pfeil deutet auf die HDAC7
MRNA, eine weitere mRNA, die vermutlich durch alternatives “Splicing” entsteht, ist ebenfalls
indiziert. Die Positionen von Molekulargewichtsstandards (kb) sind zwischen den beiden Blots an-

gezeigt. PBL, Periphere Leukozyten.
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der klonierten HDAC4-cDNA von 8459 nt Uberein. Eine schwéchere Bande ent-
sprechend 4,2 kb, die in einigen der untersuchten Gewebe nachgewiesen wurde,
kénnte durch enzymatischen Abbau der HDAC4-mRNA entstanden sein. Die Ex-
pression von HDAC4 ist offensichtlich nicht in allen Geweben gleich. Thymus,
Dunndarm und Colon enthielten am meisten HDAC4-mRNA. Daruber hinaus wurde
in Testes eindeutig eine kiurzere HDAC4-mRNA von 3,4 kb nachgewiesen. Niere,
Prostata und Ovarien wiesen eine mittelmafige und periphere Leukozyten eine sehr
schwache HDACA4-Expression auf.

Die Auswertung des HDAC7-Northern Blots ergab eine mRNA von 4,4 kb in
allen untersuchten Gewebetypen (Abbildung 15). Diese mRNA war etwas langer als
die klonierte cDNA von 4086 nt, was darauf schlie3en laf3t, dafd nicht die vollstandige
5-UTR der HDAC7-mRNA kloniert wurde. Die Expression von HDAC7 war dabei
im Thymus um ein Vielfaches hoher als in allen anderen untersuchten Gewebetypen.
Eine schwéachere Bande von 6,0 kb, die vor allem im Thymus nachgewiesen wurde,

konnte auf ein differentielles “Splicing” von HDAC7-mRNAs hinweisen.

3.3 Immunfluoreszenzuntersuchungen von HDACs der Klasse I

Die Untersuchung der subzellularen Verteilung der HDACs der Klasse Il
wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Michael Hendzel (Cross Cancer Institute,
University of Alberta, Canada) mittels konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie
durchgefuhrt.

3.3.1 Subzellulare Lokalisation von HDAC7

Um die subzellulare Lokalisation des HDAC7-Proteins zu bestimmen, wurde
ein Plasmid, das die Expression eines Fusionsproteins von HDAC7 mit einem C-
terminalen FLAG-Epitop steuert, in unterschiedliche Zelllinien (HISM, SKN, Hela,
10T1/2, 293 und COS7) transfiziert. Nach der Fixierung der Zellen, erfolgte der
Nachweis des transient exprimierten Fusionsproteins tber ein fir das FLAG-Epitop

spezifisches monoklonales Antiserum. Die Fluoreszenz eines Farbstoffs, der Uber ein
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sekundareg\nti-Maus-Antiserum an die primareinti-FLAG-Antikorper gebunden
wurde, zeigte HDACY in den meisten Zelllinien und in der Mehrheit der untersuchten
Zellen im Zellkern (Abbildung 16A und weitere, nicht gezeigte). In einem Bruchteil
der untersuchten Zellen wurde das HDAC7-FLAG-Fusionsprotein jedoch sowohl im
Zellkern als auch im Zytoplasma gefunden (Abbildung 16B). In einigen wenigen Zel-
len wurde HDACY7 sogar ausschlief3lich im Zytoplasma nachgewiesen (Abbildung
16C). Die relative Haufigkeit der Zellen, in denen HDAC7 ausschlie3lich im Zell-
kern, gleichzeitig im Zellkern und im Zytoplasma oder aussschlief3lich im Zytoplasma
gefunden wurde, war von Zelllinie zu Zelllinie verschieden (Tabelle 17). In Cos7-
Zellen zum Beispiel wurde HDAC7 nur im Zellkern gefunden, wohingegegen
lediglich 60% der transfizierten 10T1/2-Zellen HDAC7 ausschlief3lich im Zellkern
zeigten. Unterschiede in der relativen Expressionsstarke des Fusionsproteins in diesen
Zelllinien (10T1/2>HISM>SKN>Cos7) deuten darauf hin, daf} eine zytoplasmatische
Lokalisation von HDAC7 durch hohe Expression beginstigt oder gar hervorgerufen
wird.

Die Beobachtung, dall HDAC7 sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma
gefunden wurde, konnte darauf hinweisen, dal3 dieses Protein unter physiologischen
Bedingungen zwischen diesen beiden Kompartimenten ausgetauscht wird. Vorlaufige

Versuche mit Leptomycin B, einem aus Schimmelpilzen aufgereingten Toxin, das den

DAPI HDAC7-FLAG Abbildung 16. Untersuchung der sub-
Ca * zellularen Verteilung von HDAC?7.

Y o @&

HDAC7-FLAG wurde transient in HISM-
Zellen transfiziert. Zur Markierung der DNA
im Zellkern wurde mit dem Farbstoff DAPI
gefarbt. Die Analyse der subzellularen Ver-
teilung des Fusionsproteins erfolgte mittels
konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie
(HDAC7-FLAG). A, B und C entsprechen
verschiedenen subzellularen Verteilungen
des HDACT7-FLAG-Fusionsproteins (A, im

Zellkern sowie im Zellkern und gleichzeitig
im Zytoplasma; B, im Zellkern und gleich-

zeitig im Zytoplasma; C, ausschlieRlich im

Zytoplasma).
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Proteinexport von Faktoren aus dem Zellkern blockiert (Yoshida und Horinouchi,
1999), ergaben eine nahezu vollstdndige Umverteilung von HDAC7 mit aus-
schlie3licher Lokalisation im Zellkern (Abbildungen nicht gezeigt und Dr. Michael
Hendzel, Cross Cancer Insitute, University of Alberta, Canada; persodnliche
Mitteilung). Diese Ergebnisse stimmen mit einem dynamischen Austausch des

HDACT7-Proteins zwischen Zellkern und Zytoplasma Uberein.

Tabelle 17. Relative subzellulare Verteilung von HDAC7-FLAG in unter-
schiedlichen Zelllinien.

Zelllinie 10T1/2 HISM  SKN Cos7 “Die subzellulare Verteilung
eines HDAC7-FLAG-Fusi-

Zellkern (Zk) 60.3%® 91.5% 93.4% 100% onsproteins wurde, wie in

Zytoplasma (Zyt) 7.8% 1.7% 0% 0% Abbildung 16 beschrieben,
Zk+Zyt 31.9% 6.8% 6.6% 0% mittels Immunfluoreszenz-

mikroskopie (konfokal) un-
Zellen gezihlt 232 176 151 180 tersucht und statistisch fiir

eine groBere Anzahl an

transfizierten Zellen aus-

gewertet.

3.3.2 Feinanalyse der Verteilung von HDAC4 und HDAC7 im Zellkern

Zur genaueren Bestimmung der Verteilung der HDAC4- und HDAC7-
Proteine innerhalb des Zellkerns, wurden HelLa-Zellen transient mit Plasmiden, die
fur HDAC4-FLAG oder HDAC7-FLAG codieren, transfiziert (Abbildungen 17 und
18). Wie unter Abschnitt 3.3.1 beschrieben, erfolgte die Analyse der subzellularen
Verteilung mittels indirekter Immunfluoreszenz Uber das an die Proteine gekuppelte
FLAG-Epitop. Ebenso wie HDAC7, wurde HDAC4 uberwiegend im Zellkern von
Zellen in der Interphase des Zellzykluses nachgewiesen (Abbildung 17A, Zelle am
unteren Bildrand). Wéhrend der Mitose, bei welcher der Zellkern aufgeldst wird,
wurde eine diffuse Verteilung beobachtet (Abbildung 17A, Zelle am oberen Bild-
rand).
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HDAC7-FLAG Vereinigt Abbildung 17. Feinana-

lyse der Verteilung von
HDAC7-FLAG im Zell-
kern. Der Zellkern einer
HelLa-Zelle, in der HDAC7-
FLAG transient exprimiert
wurde, wurde in seriellen z-

Sektionen von 0,44m auf-

genommen. Eine einzelne
Sektion nahe des Zentrums des Zellkerns ist gezeigt. DAPI, DNA wurde mit dem Farbstoff DAPI
angefarbt; HDAC7-FLAG, korrespondierend&sti-FLAG-Signal; Vereinigt, Uberlagerung der beiden
Signale der DAPI- (rot) unAnti-HDAC7-Farbung (grin).

Abbildung 18. De-
tailierte Untersu-
chung der subzel-
lularen Verteilung
von HDACA4. Ein
HDACA4-FLAG-Fu-
sionsprotein wurde
transient in Hela-
Zellen exprimiert.
A, ein Ausschnitt
aus dem VergroRRe-
rungsfeld ist wieder-
gegeben. Al, Féar-
bung mit anti-
FLAG-spezifischem
Antiserum; A2,
DNA, geféarbt mit
DAPI; A3, Zellen
im Phasenkontrast.

Die Zelle am un-

teren Bildrand be-
findet sich in der
Mitose und zeigt eine diffuse Verteilung des HDAC4-FLAG-Fusionsproteins. Die Zellen am oberen
Bildrand sind in der Interphase und zeigen HDAC4-FLAG uberwiegend im Zellkern (Balk@m)10
B, VergroRerung des Zellkerns einer reprasentativen Zelle. HDAC4-FLAG ist im Zellkern in diskreten

Zonen angereichert. Eine Sektion nahe des Zentrums des Zellkerns ist konfokal dargeststfiti-B1,
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FLAG-Farbung vor der digitalen Aufbereitung; B2, korrespondierende Sektion nach digitaler
Aufbereitung; B3, entsprechende digital aufbereitete Sektion der DNA-Farbung mit DAPI; B4,
Uberlagerung der Signale von B2 und BBti-FLAG in rot und DAPI in griin (Balken, 10m).

Im Interphasenzellkern waren HDAC4 und HDAC7 von den Nukleoli
ausgeschlossen und in diskreten Mikrozonen angereichert (Abbildung 17 und Ab-
bildung 18B). Diese Mikrozonen enthalten keine DNA, wie die Vereinigung der
Immunfluoreszenzbilder des FLAG-Signals und eines spezifisch DNA farbenden
Farbstoffes zeigt (DAPI, Abbildungen 17 links und 18B4). Derartig Chromatin-freie
Zonen wurden bereits fur HDACs der Klasse | sowie fir einige Transkriptions-
faktoren beschrieben (Hendzel et al., 1998; Fischle et al., 1999). HDAC4 und HDAC7
waren von der Peripherie des Zellkerns ausgeschlossen und nicht in heterochro-
matischen Bereichen, die mit transkriptionell inaktivem Chromatin in Verbindung

gebracht werden, nachzuweisen (Hendzel et al., 1998).

3.4 Enzymatische Aktivitat der HDACs der Klasse |l

3.4.1 Gewinnung von spezifischenti-HDACA4- und Anti-HDAC7-Antiseren

Zur Gewinnung spezifischer polyklonaler Antiseren gegen HDAC4 und
HDAC7 wurden rekombinante Fusionsproteine folgender N-terminaler Fragmente mit
GST verwendet: GST-HDAC4(aa 118-662) und GST-HDAC7(aa 1-487). Jeweils
zwei Kaninchen wurden mit diesen Antigenen immunisiert und die erhaltenen Seren
mittels Western Blot auf ihre Titer fur die Erkennung der Fusionsproteine getestet.
Wahrend beide mit HDAC4 immunisierten Kaninchen und ein mit HDACY
immunisiertes durchweg sehr hohe Titer aufwiesen, war die Immunantwort des
zweiten mit HDAC7 immunisierten Kaninchens auch nach wiederholter Injektion des
Antigens sehr niedrig. Die zu verschiedenen Zeitpunkten der Immunstimulation
gewonnenen Seren jeweils eines Kaninchens fir HDAC4 und HDAC7 wurden
vereinigt und durch Aufreinigung tUber GST-HDAC-Affinitatssdulen sowohl von
Antikdrpern mit Affinitat fir GST als auch fur orthologe HDACs gereinigt. Western
Blot-Analyse der aufgereingten Antiseren mit im Retikulozytenlysat exprimierten
HDAC-Proteinen zeigte, daf? die auf diese Weise erhaltangfHDAC4- undAnti-
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HDACT7-Antiseren hochspezifisch waren und keine Affinitat fur andere HDACs der
Klasse Il aufwiesen (Abbildung 19).

Abbildung 19. Untersuchung der
Spezifitat der Anti-HDAC4- und
Anti-HDAC7-Antiseren. Die an-

HDAC4
HDAC5
HDAC6
HDAC7
HDAC4
HDACS5
HDAC6
HDAC7
HDAC4
HDAC5
- HDAC6
- HDAC7

gegebenen HDACs der Klasse Il

Ty

— B2 8 wurden im Retikulozytenlysat un-

= ter Verwendung vori°S-Methionin

3 translatiert, tiber SDS-PAGE auf-

|
]

l

- -

’ getrennt und auf eine Nitro-
353 oHDAC4 oHDAC?7 cellulose Membran tibertragefis:

%s-Autoradiographie der Membran
zeigt, dal3 vergleichbare Mengen der verschiedenen HDACs aufgetragen wuakdBAC4,
oHDAC7: Western-Blot-Entwicklung derselben Membran mAiiti-HDAC4- oder Anti-HDACT7-

Antiseren.

3.4.2 Herstellung eines Substrats zur Etablierung eines enzymatischen HDAC-
Aktivitatstests

Zur Etablierung eines enzymatischen Aktivitattests fur Histon-Desacetylasen
wurde ein Peptid, das den 24 N-terminalen Aminosduren des humanen Histons H4
entspricht, hergestellt (Alonso und Nelson, 1986; Taunton et al., 1996). Dieses wurde
chemisch unter Verwendung von BOP und trityliertem Acetat peracetyliert (Emiliani
et al.,, 1998). Die Abtrennung des peracetylierten und radiomarkierten Reaktions-
produkts von nicht-acetyliertem Peptid und freiem Acetat erfolgte tUber Umkehr-
phasenchromatographie auf einer C-18 Saule. Abbildung 20 zeigt, dal3 die Re-
tentionszeit des peracetylierten, radiomarkierten H4-Peptidfragments (Fraktion C)
deutlich groRer war als die des nicht acetylierten Ausgangsmaterials (Fraktion A).
Wie erwartet, nimmt die Hydrophobizitat des Peptids nach Acetylierung zu, was eine
relativ einfache Abtrennung von nicht umgesetzten Material erméglicht. Wie die mas-
senspektrometrische Analyse bestatigte (UCSF Mass Spectrometry Facility), fuhrten
die gewahlten Reaktionsbedingungen reproduzierbar zur Acetylierung aller vier

Lysinreste sowie des N-Terminus des H4-Peptidfragments (Daten sind nicht gezeigt).
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Die FreisetzungH-markierten Acetats, das unter sauren Bedingungen mit
Ethylacetat aus walrigen Reaktionslosungen extrahiert werden kann, aus diesem H4-

Substratpeptid dient zum qualitativen und semiquantitativen Nachweis enzymatisch-

A nau 1 S
4000
- 80
3000
- 60
2000
40
1000 1 3
20
0.0 10.0 20.0 30.0 400 ml

o L AN (4]

s § 5 § cpm/ul

% § E ﬁ Kontrolle 314

X Louwow Fraktion 1 7458
Fraktion 2 712

Fraktion 3 249575

Abbildung 20. HPLC-Aufreinigung des ®H-peracetylierten Histon H4-Peptidfragments.Ein 24 aa

Peptid des N-Terminus des humanen Histons H4 wurde unter Verwendung von trityliertem Acetat
chemisch peracetyliert. A, Auftrennung der Reaktionsprodukte tber Umkehrphasenchromatographie
auf einer C-18 Saule; 100 resuspendiertes Reaktionsprodukt wurden aufgetragen; Saule: Vydac
218TP54 (C18, 5, 300 A, 4,6 mmID x 250 mmL); FluRrate: 1 ml/min; Detektion: Absorption bei 214
und 254 nm; Mobile Phase: Laufpuffer A 4B, Laufpuffer B (Acetonitril); beide Laufpuffer
enthielten 0,1% TFA; 100% Laufpuffer A fir 5 min nach der Injektion, anschlieRend linearer Gradient
bis 35% Laufpuffer B tGiber 35 min gefolgt von 100% Laufpuffer B fir 10 min; 1, 2, 3, Fraktionen die
analysiert wurden; B*H-Autoradiographie der SDS-PAGE der Fraktionen 1-3 (20%-iges Gel); C,

spezifische Radioaktivitat der Fraktionen 1-3, zur Kontrolle wurde Resuspensionspuffer (aqua bidest.)
verwendet.
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er HDAC-AKktivitat (Taunton et al., 1996; Emiliani et al., 1998; Fischle et al., 1999).

3.4.3 Nachweis der enzymatischen Aktivitdt von HDAC7

Die enzymatische Aktivitdt von HDAC7 wurde getestet, indem das HDAC7-
Protein aus Gesamtyellextrakten von HelLa-, HL60- und SupTI-Zellen mit spezi-
fischem Anti-HDAC7-Antiserum immunprazipitiert wurdeAnti-HDAC7-Immun-
prézipitate wurden entweder direkt oder in Gegenwart von 400 nM TSA mit dem per-
acetylierten Peptidfragment des Histons H4 inkubiert. Wie Abbildung 21 zeigt,
wurden aus allen drei Zelllinien Uber dasti-HDAC7-Antiserum Proteine mit spe-
zifischer HDAC-AKktivitat angereichert, die zur Desacetylierung des H4-Peptidfrag-
ments fuhrten. Diese enzymatische Aktivitat wurde durch 400 nM TSA nahezu voll-
standig inhibiert. Nur sehr geringe unspezifische Aktivitat wurde in Immunpra-
zipitationen mit dem Praimmunserum aus den unterschiedlichen Zelllinien erhalten.
Da zusatzliche Experimente zeigten, daf} diese Aktivitat von TSA selbst bei hdhereren
Konzentrationen nicht inhibiert wird (Daten sind nicht gezeigt), ist anzunehmen, dafl3
es sich nicht um Histon-Desacetylaseaktivitaten sondern vielmehr um proteolytische
Aktivitaten handelt. Derartige Aktivitaten fihren zum Abbau des Substratpeptids und

setzen auf diese Weise extrahierbares radiomarkiertes Material frei.

B oHDAC7 Abbildung 21. Nachweis der

O oHDAC7 +TSA enzymatischen Aktivitat von
B Praimmunserum

w»
(=3
(=}
o
1

HDACT7. Endogenes HDAC7 wur-

de aus Gesamtzellextrakte der an-

2000

gegebenen Zelllinien (jeweils 10
mg Protein) entweder miAnti-

HDAC7-Antiserum oder dem ent-

1000

sprechenden Praimmunserum im-

munprézipitiert. Die enzymatische

HDAC-AKktivitat (cpm)

HDAC-AKktivitat der Immunpréazi-
HeLa HL60 SupT1 pitate wurde Uber die Des-

acetylierung des H4-Substratpep-

tids in Gegenwart (+TSA) oder Abwesenheit von 400 nM TSA gemessen. Die jeweils freigesetzte

Menge tritylierten Acetats (cpm) ist als Durchschnitt dreier unabhangiger Messungen angegeben.
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3.4.4 Nachweis der enzymatischen Aktivitdt von HDAC4

Um zu testen, ob auch HDAC4 enzymatische Histon-Desacetylaseaktivitat
aufweist, wurde endogenes HDAC4 von 293-ZellextraktenAnit-HDAC4-Anti-
serum immunprazipitiert. Das Immunpréazipitat wurde in gleiche Teile aufgeteilt und
entweder direkt oder in Gegenwart von 400 nM TSA auf enzymatische Aktivitat
untersucht. Wie Abbildung 22 zeigt, desacetylierteAlasHDAC4-Immunprazipitat
das eingesetzte H4-Substratpeptid. Diese enzymatische Aktivitat wurde durch 400 nM

TSA nahezu vollstandig inhibiert.

2500 - Abbildung 22. Nachweis der

o enzymatischen Aktivitat von
'E 2000 - HDAC4. Gesamtzellextrakte von
E E 293-Zellen (10 mg Protein) wurden

<| % 1500 1 mit Anti-HDAC4-Antiserum im-
2 ~ 1000 - munprazipitiert. Die enzymatische
(@] HDAC-Aktivitat wurde mit dem
T 500 - tritylierten peracetylierten H4-Sub-
stratpeptid in Gegenwart oder Ab-
0 - wesenheit von 400 nM TSA ge-

oHDAC4 «HDAC4 messen. Die jeweils freigesetzte

400 nM TSA Menge tritylierten Acetats (cpm) ist
als Durchschnitt dreier unabhéangiger

Messungen angegeben.

3.4.5 Enzymatischer Aktivitatsvergleich von HDACs der Klasse Il mit HDACs

der Klasse |

Zum direkten Vergleich der enzymatischen Aktivitaten von HDACs der Klas-
se Il mit Enzymen der Klasse | wurden HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDAC4 an
C-terminale FLAG-Epitope gekoppelt und transient in 293-Zellen exprimiert. Nach
der Transfektion wurden die entsprechenden Fusionsproteine mit fur das FLAG-Epi-
top spezifischem Antiserum immunpréazipitiert (Abbildung 23). Die enzymatische
HDAC-Aktivitdat von auf diese Weise aufgereinigtem HDAC4 war in derselben
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Transfektion: HDAC-FLAG Abbildung 23. Schematische Dar-
/ stellung der transienten Expression

von HDACs mit C-terminalem FLAG-

‘ Epitop. Plasmide, die fir Fusions-

proteine verschiedener HDAC-Proteine

l mit einem C-terminalen FLAG-Epitop
Immunprizipitation: IP oFLAG codieren, wurden in 293-Zellen transient
exprimiert. Die Fusionsproteine wurden
/ \ aus Gesamtzell- oder Kernextrakten mit

Wegtlﬁl;g Kllzt?vci:t-ﬁts- anti-FLAG-spezifischem Antiserum im-

test munprézipitiert. Die Immunprézipitate

wurden aufgeteilt und entweder Uber
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western Blots analysiert oder zur Bestimmung der enzymatischen
HDAC-Aktivitat eingesetzt (Desacetylierung des H4-Substratpeptids).

1600 -
— 1400 gggg
[ d J J d
S 1200 | E
L LT N Mo
= 6 OO L O
= 1000 A £ I I
S s 0000
= >S I I I T kDa
= 800 -
<
. —-210
(&)
2 " _83
400 -
— —-46
200 _—
0o
oFLAG + +++ +++ +++ +++
FLAG Peptid - — 4+ - —4+ = —4= =4 -
TSA (400nM) - —_——t — = ——=4 ==

Vektor HDAC1- HDAC2- HDAC3- HDAC4-
FLAG FLAG FLAG FLAG

Abbildung 24. Vergleich der enzymatischen Aktivitadten von HDACs der Klasse | und Klasse Il
Plasmide, die fir die angegebenen HDAC-FLAG-Fusionsproteine codieren, oder der leere Vektor
wurden in 293-Zellen transfiziert. Fusionsproteine wurdenamii-FLAG spezifischem Antiserum in
Gegenwart oder Abwesenheit eines molaren UberschuB des FLAG-Peptids immunprazipitiert. Links,
die enzymatische HDAC-Aktivitat der Immunprézipitate wurde mit oder ohne 400 nM TSA durch
Desacetylierung des H4-Substratpeptids in den angegebenen Kombinantionen bestimmt; rechts,
Western Blot derAnti-FLAG-Immunprazipitationen in Abwesenheit des FLAG-Peptids. Die

Positionen von Molekulargewichtsmarkern (kDa) sind auf der rechten Seite angezeigt.
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GrolRenordnug wie die der HDACs der Klasse |, HDAC1, HDAC2 und HDAC3
(Abbildung 24; Taunton et al., 1996; Yang et al., 1997; Emiliani et al., 1998). Wie der
Anti-FLAG-Western Blot der Immunprézipitate zeigte, waren alle Fusionsproteine in
ahnlichem Umfang exprimiert und immunprazipitiert worden (Abbildung 24). Weit-
aus geringere enzymatische Aktivitat wurde immunpréazipitiert, wenAwnkasLAG-
Antiserum mit einem molaren Uberschul? an FLAG-Peptid blockiert worden war.
Eine Beobachtung, welche die Spezifitdt derti-FLAG-Immunprazipitation unter
Beweis stellt. Die Sensitivitat der HDACs der Klasse |, HDAC1, HDAC2 und
HDACS3, und der HDAC der Klasse Il, HDAC4, gegenuber TSA war vergleichbar.
Die enzymatischen Aktivitaten aller Immunprazipitate waren bei 400 nM TSA zu
mehr als 95% inhibiert. Ahnliche Ergebnisse wurden fir die anderen HDACs der
Klasse II, HDAC5, HDACG6 und HDACY7, erhalten (Abbildungen nicht gezeigt).

3.5 Bestimmung der HDAC-Domane in HDACs der Klasse II

Wie unter Abschnitt 3.1.3 ausgefihrt, kbnnen HDAC4, HDAC5 und HDAC7
grob in zwei Domanen aufgeteilt werden: eine N-terminale Region mit geringer
Homologie zu anderen Faktoren und eine C-terminale Region mit groRer Ahnlichkeit
zu anderen Histon-Desacetylasen sowie bakteriellen Enzymen, die als Acetyl-Poly-
aminhydrolasen klassifiziert sind (Leipe und Landsman, 1997; Finnin et al., 1999).
Um die enzymatisch aktiven Domé&nen in HDAC4 und HDAC7 zu bestimmen,
wurden Deletionsmutanten dieser Faktoren mit C-terminaler FLAG-Sequenz transient
in 293-Zellen exprimiert und, wie unter Abschnitt 3.4.5 beschrieben, nach Immun-

prézipitation auf enzymatische Aktivitat untersucht.
3.5.1 Bestimmung der HDAC-Domane in HDAC4

Folgende HDACA4-Fragmente wurden tber Transfektion gefolgt von Immun-
prazipitation auf enzymatische Aktivitat untersucht: HDAC4(aa 118-1084),
HDAC4(aa 662-1084), HDAC4(aa 612-1084) und HDAC4(aa 118-662). Spezifische

enzymatische HDAC-AKktivitat wurde fur HDAC4(aa 118-1084) und HDAC4(aa 662-
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1084) gemessen (Abbildung 25). Weitere Deletion von 50 Aminosauren von HDAC4
fuhrte zum vollstandigen Verlust der enzymatischen Aktivitdt (HDAC4(aa 662-
1084)). Wie aufgrund der fehlenden Sequenzhomolgie zu yHDA1 und anderen
HDACs zu erwarten war, war keine enzymatische Aktivitat mit dem N-terminalen
Fragment HDAC4(aa 118-662) assoziiert. Der Western BlotAder-FLAG-Im-
munprézipitate zeigte, dal3 alle Fusionsproteine in &hnlichem Umfang exprimiert und
immunprazipitiert worden waren (Abbildung 25). Der Verlust der enzymatischen Ak-
tivitat des Fragments HDAC4(aa 612-1084) kann somit nicht durch Instabilitat dieses

Fragments und erhdhten proteolytischen Abbau erklart werden.
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Abbildung 25. Bestimmung der fur die enzymatische Aktivitdt von HDAC4 verantwortlichen
Doméne.Plasmide, die fur die angegebenen HDAC4-FLAG-Fusionsproteine codieren oder der leere
Vektor wurden in 293-Zellen transfiziert. Fusionsproteine wurden anit-FLAG-spezifischem
Antiserum in Gegenwart oder Abwesenheit eines molaren Uberschusses des FLAG-Peptids im-
munprazipitiert. Links, die enzymatische HDAC-Aktivitat der Immunprazipitate wurde mit oder ohne
400 nM TSA durch Desacetylierung des H4-Substratpeptids in den angegebenen Kombinantionen
bestimmt; rechts, Western Blot dAnti-FLAG-Immunprézipitationen in Abwesenheit des FLAG-

Peptids. Die Position von Molekulargexichtsmarkern (kDa) ist auf der rechten Seite angezeigt.

3.5.2 Bestimmung der HDAC-Domane in HDAC7

Fur die Bestimmung der enzymatisch aktiven HDAC-Domane in HDACY
wurden folgende HDAC7-Fragmente untersucht: HDAC7(aa 1-912), HDAC7(aa 1-
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487), HDAC7(aa 279-912), HDAC7(aa 343-912), HDAC7(aa438-912) und
HDAC7(aa 487-912). Ahnlich HDAC4 war eine C-terminale Region von 474 aa fur
die enzymatische Aktivitat von HDAC7 essentiell. Die Fragmente HDAC7(aa 1-912),
HDAC7(aa 279-912), HDAC7(aa 343-912) und HDAC7(aa 438-912) wiesen ver-
gleichbare enzymatische Aktivitaten auf (Abbildung 26). Weitere Deletion von 49
Aminosauren von HDAC?7 fiihrte zum vollstdndigen Verlust der enzymatischen
Aktivitat [HDAC7(aa 487-912)]. Wie erwartet, war keine HDAC-Aktivitat mit dem
N-terminalen Fragment HDAC7(aa 1-487) assoziiert. Alle Fusionsproteine waren

dabei in &hnlichem Umfang exprimiert und immunprazipitiert worden (Abbildung

26).

Abbildung 26. Bestimmung der fur
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3.6 Untersuchungen zur enzymatischen Aktivitdt von HDACs der Klasse Il mit

einer HDAC-Domane

3.6.1 Untersuchung der enzymatischen Aktivitdt rekombinanter HDAC4- und

HDACT7-Proteine

Zur weiteren Untersuchung der enzymatischen Aktivitdat von HDAC4 und
HDAC7 wurden die katalytischen Doménen dieser beiden Faktoren [HDAC4(aa 612-
1084) und HDAC7(aa 438-912)] und die entsprechenden inaktiven Deletionsfrag-
mente [HDAC4(aa 662-1084) und HDAC7(aa 487-912)] als Fusionsproteine mit GST
rekombinant in Bakterien exprimiert und aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.5). Trotz der
Anwendung verschiedenster Aufreinigungsmethoden und -puffer konnten keine en-
zymatisch aktiven rekombinanten Fusionsproteine erhalten werden (Abbildungen 27

(-Extrakt) und 28B).
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Abbildung 27. Untersuchung
der enzymatischen Aktivitat re-
kombinanter GST-HADC4-Fu-
sionsproteine.GST und die ange-
gebenen GST-HDACA4-Fusions-
proteine wurden in Bakterien ex-
primiert und an GSH-Agarose ge-
bunden. Die enzymatische HDAC-
Aktivitdt der immobilisierten re-
kombinanten Proteine wurde vor
(-Extrakt) oder nach (+Extrakt) der
Inkubation mit Kernextrakten von
HeLa-Zellen gemessen (oben).
Material, das spezifisch an die
GST-HDACA4-Fusionsproteine ge-
bunden war, wurde in Western
Blots mit den angegebenen Anti-
seren analysiert (unten). Der Stern
markiert ein kontaminierendes

bakterielles Protein, das unspe-



Da die korrespondierenden Proteinfragmente bei Expression in eukaryon-

tischen Zellen jedoch enzymatisch aktiv waren (siehe Abschnitt 3.5.), wurde unter-
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Abbildung 28. Untersuchung der enzymatischen Aktivitdt rekombinanter GST-HADC7-
Fusionsproteine.Die angegebenen GST-HDAC7-Fusionsproteine wurden in Bakterien exprimiert und
an GSH-Agarose gebunden. A, Coomassie-gefarbtes SDS-PAGE der rekombinanten GST-HDAC7-
Fusionsproteine (7,5%-iges Gel); B, enzymatische HDAC-Aktivitaten der immobilisierten rekom-
binanten Proteinpraparationen. (C) HDAC-Aktivitat der rekombinanten Fusionsproteine nach Inku-
bation mit Kernextrakten von 293-Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit von 400 nM TSA. Material,
das an die GST-HDACT7-Fusionsproteine gebunden war, wurde in Western BlaatirHiDAC1-,
anti-HDAC2-, und anti-HDAC3-spezifischen Antiseren untersucht. 10% des fir die Messungen

eingesetzten Kernextrakts wurde als Kontrolle aufgetragen (Lysat).
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sucht, ob zellspezifische Cofaktoren fur die enzymatische Aktivitat von HDAC4 und
HDACY7 notig sind. Aufgereinigte GST-HDAC-Fusionsproteine wurden mit Kern-
extrakten von HelLa- oder 293-Zellen inkubiert und die enzymatische Aktivitat des
gebundenen Materials nach intensivem Waschen gemessen. Weder GST selbst noch
die Fusionsproteine der in Zellkulturexperimenten nach Transfektion inaktiven Frag-
mente wiesen nach dieser Behandlung enyzmatische Aktivitat auf. Die Fusions-
proteine der in Zellkulturexperimenten nach Transfektion aktiven Fragmente hinge-
gen waren nach der Inkubation mit Kernextrakten enzymatisch aktiv (Abbildungen 27
(+Extrakt) und 28C), wobei die HDAC-Aktivitat bei 400 nM TSA nahezu vollstandig
inhibiert war (Abbildungen 28C und weitere, nicht gezeigte). Diese Resultate lassen
darauf schlie3en, dal3 ein oder mehrere zellulare Cofaktoren an der enyzmatischen
Aktivitat von HDAC4 und HDACY7 beteiligt sind.

3.6.2 Nachweis der spezifischen Interaktion von rekombinanten GST-HDAC4-
und GST-HDACT7-Fusionsproteinen mit HDAC3

Die HDACs der Klasse |, HDAC1 und HDAC2, wurden zusammen in den-
selben hochmolekularen Multiproteinkomplexen nachgewiesen und beide Faktoren
sind fur die enzymatische Aktivitat dieser Komplexe essentiell (Zhang et al., 1997,
Zhang et al., 1998b; Zhang et al., 1998c; Zhang et al., 1999). Da sowohl GST-
HDAC4 als auch GST-HDACT7 nach Inkubation mit Kernextrakten enzymatisch aktiv
waren, wurde untersucht, ob HDAC4 und HDAC7 mit anderen HDACSs interagieren,
um enzymatisch aktive Komplexe zu bilden. Zellulares Material, das an die GST-
HDAC Fusionsproteine gebunden hatte, wurde zu diesem Zweck mittels Western Blot
auf HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDAC4 hin untersucht (Abbildungen 27 und
28C). Dabei wurde HDAC3 spezifisch in den enzymatisch aktiven Praparationen der
HDAC4- und HDAC7-Fusionsproteine nachgewiesen (Abbildungen 27 und 28C).
Weder GST selbst, noch inaktive Fusionsproteine hatten HDAC3 aus den Kern-
extrakten angereichert. Keines der rekombinanten Proteine hatte zellulares HDAC1,
HDAC2 oder HDAC4 gebunden. Die Bindung von HDAC3 an die enzymatisch

aktiven Fusionsproteine ist daher offensichtlich hochspezifisch.
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3.6.3 Nachweis der spezifischen Interaktion endogener HDAC4- und HDACS3-
Proteine

Basierend auf der Beobachtung, dafl3 rekombinante HDAC4- und HDAC7-
Proteine in der Lage sind, HDAC3 spezifisch zu binden, wurde untersucht ob eine
derartige Bindung physiologisch von Bedeutung ist, d.h. innerhalb der Zelle statt-
findet. Natives, endogenes HDAC4 wurde mit dem spezifiséimehHDAC4-Anti-
serum aus Kernextrakten von HelLa-Zellen immunprazipitiert. Nach intensivem
Waschen wurden die aufgereingten HDAC4-Immunkomplexe tber SDS-PAGE auf-
getrennt und mittels Western Blot auf das Vorhandensein von HDAC3 untersucht.
HDAC3 wurde dabei spezifisch Anti-HDAC4-Immunkomplexen nicht aber Anti-
HDAC1-Immunkomplexen nachgewiesen (Abbildung 29).

Western Abbildung 29. Nachweis der spezifische Interaktion en-
Blot dogener HDAC4- und HDACS3-Proteine Proteine aus Kern-
-8B oHDAC3 extrakten von Hela-Zellen wurden mit spezifischen Antiseren
gegen HDAC4 oder HDAC1 immunprazipitiert. Das immunprazi-
oaHDAC4 3 , ) :
pitierte Material wurde Uber SDS-PAGE (10%-iges Gel) aufge-
trennt und in Western Blots méinti-HDAC3- undanti-HDAC4-

spezifischen Antiseren analysiert. Lysat, 2% des fir die

Lysat
«HDAC4 [
aHDAC1 [

Immunprazipitation eingesetzten Extrakts.

Immun-
préazipitation

3.6.4 Nachweis der spezifischen Interaktion von konstitutiv Uberexprimiertem
HDAC4-FLAG mit HDAC3

Zur weiteren Bestéatigung der spezifischen Interaktion von HDAC4 mit
HDAC3 wurden auf der Basis von 293-Zellen Zelllinien etabliert, die verschiedene
Fragmente von HDAC4 als Fusionsproteine mit C-terminalem FLAG-Epitop kon-
stitutiv exprimieren. Die Fusionsproteine und an diese fest gebundene zellulare Fak-
toren wurden mittels eines fur die FLAG-Sequenz spezifischen Antiserums immun-

préazipitiert (Abbildung 30). Das auf diese Weise aufgereinigte Material wurde auf en-
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zymatische HDAC-AKktivitat und durch Western Blots auf HDAC1, HDAC2, HDAC3
und HDAC4 hin untersucht (Abbildung 30). In Bestatigung der mit endogenen und
rekombinanten Proteinen gemachten Beobachtungen wurde HDAC3 spezifisch in den
enzymatisch aktiven Praparationen gefunden. Weder HDAC1, HDAC2 noch HDAC4

konnten an HDAC4-FLAG-Fusionsproteine gebunden nachgewiesen werden.

6000 - Abbildung 30. Nachweise der spezifischen
Interaktion von konstitutiv Gberexprimier-
4000 - ten HDAC4-FLAG-Proteinen mit HDAC3.

1 293-Zelllinien wurden etabliert, die die ange-
gebenen HDAC4-FLAG-Konstrukte oder den

HDAC-Aktivitat
(cpm)

0- entsprechenden leeren Vektor konstitutiv ex-
oHDAC1 i primieren. Zelluldre Proteine der unter-
schiedlichen Zelllinien wurden mianti-
OCHDACZI e | FLAG-spezifischem Antiserum immunpré-
zipitiert. Immunprazipitate wurden auf en-
aHDAC3 e _

zymatische Aktivitat im HDAC-Aktivitatstest

oaHDAC4 ‘ i getestet (oben) oder Gber SDS-PAGE aufge-

trennt und in Western Blots mianti-

p— HDAC1-, anti-HDAC2-, anti-HDAC3- und
oFLAG anti-HDAC4-spezifischen Antiseren an-
alysiert (unten). Lysat, 10% des fir die
— e Immunprézipitation eingesetzten Gesamtzell-
o 3 Sg 4y B extrakts der Zelllinie, die den leeren Vektor
° < <$_’I 25_’ é konstitutiv exprimiert.
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3.6.5 Nachweis der spezifischen Interaktion von transient Uberexprimiertem
HDAC7-FLAG mit HDAC3

HDAC7-FLAG und HDAC1-FLAG wurden transient in 293-Zellen ex-
primiert. Nach der Transfektion wurden die Fusionsproteine und an dieses fest
gebundene zellulare Faktoren mittels eines fur die FLAG-Sequenz spezifischen

Antiserums immunprazipitiert. Aufgereinigtes Material wurde in Western Blots auf
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HDAC1, HDAC2 und HDAC3 hin untersucht (Abbildung 31). HDAC3 wurde
spezifisch imAnti-HDAC7-FLAG-Immunprazipitat nicht aber imnti-HDAC1-
FLAG-Immunprazipitat nachgewiesen. Weder HDAC1 noch HDAC2 waren an
HDAC7-FLAG gebunden, konnten jedoch #mti-HDAC1-FLAG-Immunprézipitat

in Bestatigung der beschriebenen Interaktion dieser beiden HDACs nachgewiesen
werden (Zhang et al., 1997; Zhang et al., 1998b; Zhang et al., 1998c; Zhang et al.,
1999). Diese Ergebnisse bestatigen eine spezifische Interaktion von HDAC7 mit
HDACS3 innerhalb der Zelle

6 Abbildung 31. Nachweis der spezifischen Interaktion
g von transient Uberexprimiertem HDAC7-FLAG mit
T HDAC3. Plasmide, die fur HDAC7-FLAG oder HDAC1-
-
—

FLAG codieren wurden in 293-Zellen transfizie&Anti-

Lysat
W HDAC?

aFLAG FLAG-Immunprazipitate wurden tUber SDS-PAGE auf-

getrennt und in Western Blots mit den angegebenen

Wi — aHDAC1 spezifischen Antiseren analysiert. Lysat, 10% des fur die
Immunpréazipitation eingesetzten Gesamtzellextrakts, der
o - = oHDAC2 mit HDAC7-FLAG transfizierten Zellen.

3.6.6Untersuchung der Interaktion bei gleichzeitiger transienter Uberexpres-
sion von HDAC4 und HDAC3

Die Spezifitdt der Bindung zwischen HDAC4 und HDAC3 wurde auch bei
gleichzeitiger transienter Uberexpression beider Proteine untersucht. Konstrukte, die
fur HDAC1-FLAG oder HDAC3-FLAG codieren, wurden alleine oder zusammen mit
einem Konstrukt fir HDAC4-HA in 293-Zellen transfiziert (Abbildung 32). Im-
munprazipitate von HDAC3-FLAG oder HDAC1-FLAG wurden in Western Blots auf
HDAC4-HA hin untersucht. Dabei wurde HDAC4-HA lediglich im Immunprazipitat
von HDAC3-FLAG, nicht aber im Immunprézipitat von HDAC1-FLAG nach-
gewiesen. In einer reziproken Ausfihrung der Immunprazipitation wurde zunachst
HDACA4-HA aufgereinigt. Western Blotting mitnti-FLAG-Antiserum bestatigte die
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spezifische Bindung von HDAC3-FLAG an HDAC4-HA (Abbildung 32). Diese
Experimente deuten auf eine hohe Spezifitat der Interaktion von HDAC4 mit HDAC3
und bestatigen, daR HDAC1 nicht mit HDAC4 interagiert, obwohl HDAC3 und
HDACL1 in ihrer Primarstruktur zu tber 85% homolog sind (Emiliani et al., 1998).

HDAC3-FLAG — + — + - Abbildung 32. Untersuchung

der Spezifitat der Interaktion

HDAC1-FLAG — — — — +
HDAC4-HA — — + + + von HDAC4 mit HDACS.
. Konstrukte, die fir HDACL1-
HDAC4 — — IP: oFLAG ,
WB: aHA FLAG, HDAC3-FLAG und
HDAC1 — === IP: oFLAG HDAC4-HA codieren, wurden in
HDAC3 el - WB: oFLAG den angegebenen Kombinationen
— — IP: oHA in 293-Zellen transfiziert. Fusions-
HDAC3 WB: oFLAG . ]
proteine wurden entweder mit fir
HDAC4 — — e — {:’IB&ZQA das HA-Epitop spezifischem Anti-

serum oder mit fir das FLAG-
Epitop spezifischem Antiserum immunpréazipitiert (IP). Nach der Auftrennung der Immunpréazipitate
Uber SDS-PAGE wurden Western Blots (WB) mitti-HA- und anti-FLAG-spezifischen Antiseren
durchgefihrt.

3.6.7 Immunfluoreszenzuntersuchungen zur Colokalisation von HDAC4 und
HDAC7 mit HDAC3 im Zellkern

HDAC4 und HDACY7 sollten zusammen mit HDAC3 im Zellkern gefunden
werden, falls diese Faktoren funktionell miteinander interagieren. In Zusammenarbeit
mit Dr. Michael Hendzel (Cross Cancer Institute, University of Alberta, Canada)
wurde deshalb die Verteilung von exogenen, transient Uberexptimierten HDAC4-
oder HDAC7-FLAG-Fusionsproteinen mit endogenem HDAC3 im Zellkern von
HeLa-Zellen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abbildungen 33
und 34). Wie bereits in Abschnitt 3.3 dargestellt, wiesen exogene HDAC4- und
HDACT7-Fusionsproteine in der Mehrheit der untersuchten Zellen eine punktuelle
Verteilung innerhalb des Zellkernes auf. Die Zelle unmittelbar links des Ver-
groBerungsfeldes in Abbildung 33A weist eine abweichende, unphysiologiosche
Verteilung auf. Derartig grof3e mit HDAC4 angereicherte Bereiche wurden auch von
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HDAC4-FLAG
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anderen Arbeitsgruppen beschrieldmhiska et al., 1999; Downes et al., 2000;
Grozinger und Schreiber, 2000), werden jedoch nicht in Zellen gefunden, die nicht
transfiziert wurden (siehe nicht-transfizierte Zelle in der linken oberen Ecke des
Kastens; Kruhlak et al., 2000). Aus diesem Grund wurden vor allem Zellen analysiert,
in denen HDACA4-FLAG in kleinen Zonen gefunden wurde, die wahrscheinlich der
physiologischen Situation am nachsten kommen. Das Vergré3erungsfeld zeigt eine
reprasentative Verteilung. Wenn die Fluoreszenzsignale von HDAC4-FLAG und
HDAC3 vereinigt werden, ergibt sich eine gute Ubereinstimmung an Zonen, die
gleichzeitig beide Faktoren enthalten (Abbildung 33A, Vereinigt).

Um unspezifische Colokalisation oder gar zufallige Ubrlappung aus-
zuschlie3en, wurde die Verteilung von HDAC4-FLAG auch mit der von endogenem
HDACL1 verglichen. Zellen enthalten mehr HDAC1 als HDAC3 (Emiliani et al.,
1998; Dr. Michael Hendzel Cross Cancer Institute, University of Alberta, Canada;
personliche Mitteilung). Falls die Ubereinstimmung der Fluoreszenzsignale lediglich
durch unabhéngige und zufallig verteilte Proteine zustande kommt, sollte die Co-
lokalisation von HDAC4 und HDAC1 starker sein als die von HDAC4 und HDACS3.
Wie erwartet wurde lediglich eine auRerst geringe Uberlappung der Signale fir
HDAC4-FLAG und HDACL1 festgestellt (Abbildung 33B, Vereinigt). Aul3erdem
wurden kaum Zonen gefunden, die gleichzeitig an HDAC4-FLAG und HDAC3 an-
gereichert waren.

Eine &hnliche Colokalisation mit HDAC3 wurden auch fur HDAC7-FLAG be-
obachtet (Abbildung 34). Allerdings war die Haufigkeit an Zonen, die gleichzeitig mit
beiden Faktoren angereichert waren, geringer als fur HDAC4-FLAG. Ahnlich der

Abbildung 33. Colokalisation von HDAC4 und HDACS3 in diskreten Zonen des ZellkernsHelLa-

Zellen wurden transient mit einem Plasmid transfiziert, das fir HDAC4-FLAG codiert. A, endogenes
HDAC3 wurde mit anti-HDAC3-spezifischem Antiserum in Verbindung mit einem mit Cy3-
konjugierten sekundaren Antikdrper nachgewiesen (rot); HDAC4-FLAG wurde matteilsLAG-
spezifischem Antiserum zusammen mit einem Alexa488-konjugierten sekundaren Antikorper detektiert
(grun); zur besseren Darstellung der Expressionsstarke der HDACs sind Aufnahmen in Schwarz und
Weil wiedergegeben; eine repréasentative Zelle is vergroRert wiedergegeben; DNA im Zellkern wurde
mit DAPI angefarbt; B, Analyse wie in (A), jedoch n#finti-HDAC1-Antiserum anstelle voAnti-
HDAC3-Antiserum; zwei Zellen mit unterschiedlicher Expressionsstarke des HDAC4-FLAG-

Fusionsproteins sind gezeigt; der Balken entsprichtr0

98



Uberexpression von HDAC4 induziert die Uberexpresssion von HDAC7-FLAG die
Bildung groR3er Strukturen im Zellkern, die auf3erordentlich angereichert mit HDAC7-
Protein sind. Obwohl derartige Zonen hdchstwahrscheinlich artifiziell aufgrund der
extremen Uberexpression gebildet werden, wurde interessanterweise fast das gesamte
endogene HDAC3 in diesen Bereichen angereichert (Abbildung 34 B).

Abbildung 34. Nachweis der Colokalisation von HDAC7 und HDAC3 im Zellkern von HelLa-
Zellen. HeLa-Zellen wurden transient mit einem Plasmid transfiziert, das fliir HDAC7-FLAG codiert.
Endogenes HDAC3 wurde ménti-HDAC3-spezifischen Antiserum in Verbindung mit einem mit
Cy3-konjugierten sekundaren Antikérper nachgewiesen (rot). HDAC7-FLAG wurde natels
FLAG-spezifischem Antiserum zusammen mit einem Alexa488-konjugietren sekundaren Antikérper
detektiert (griin). Zur besseren Darstellung der Expressionsstarke der HDACs sind Aufnahmen in
Schwarz und Weil3 wiedergegeben. Zwei Zellen mit unterschiedlicher Expressionsstarke des HDAC7-

FLAG-Fusionsproteins sind gezeigt (A und B).

3.6.8 Untersuchung der Interaktion der HDACs der Klasse Il, HDAC5 und
HDACG6, mit HDAC3

Aufgrund der dufRerst hohen Homologie der HDAC-Doméanen von HDACA4,
HDACS5, HDACG6 und HDACT? (siehe Abschnitt 3.1.3), wurde untersucht, ob HDAC5
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und HDACG6 ebenfalls mit HDAC3 interagieren. 293-Zellen wurden transient mit
Kon-strukten transfiziert, die die Expression von Fusionsproteinen von HDAC1,
HDAC3, HDAC4, HDACS5, HDACG6 und dem HIV1 Protein Tat mit C-terminalem
FLAG-Epi-top steuern (Abbildung 34). Immunprazipitate der Fusionsproteine wurden
mittels Western Blot analysiert. Der Western Blot Anti-HDAC3-Antiserum zeigte,

dal3 das HDAC5-FLAG-Immunprazipitat wie die Immunpréazipitate von HDAC4- und
HDAC7-FLAG HDACS3 enthielt. Interesssanterweise wurde kein HDAC3 im
HDACG6-FLAG-Immunprazipitat gefunden. HDACG ist ein besonderes Protein der
HDACSs der Klasse Il, da es zwei HDAC-Domanen in Serie enthalt (siehe Abschnitt
3.1.2). Genauere Untersuchungen zur Bedeutung der beiden HDAC-Doménen in
HDACG6 und ihrer kovalenten Bindung sind unter Abschnitt 3.7 beschrieben. Das
HDAC1-Immunprazipitat enthielt, wie erwartet, HDAC2 (Zhang et al., 1997; Zhang

- M <t O N O Abbildung 35. Unter-
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50— HDAC3, HDAC4, HDACS,
HDAC6, HDAC7 und HIV1

.'C-B' 26— o Tat (alle mit C-terminalem

g 15— 1 FLAG-Epitop) steuern, wur-

-l den transient in 293-Zellen

- OLHDAC" R exprimiert. Die Fusions-
proteine wurden mitanti-

A OLHDACZ Husdy ; : i FLAG-spezifischem Anti-

serum immunprazipitiert und

— O(HDAC3 o BID St die Immunprézipitate in

Western Blots mit den
angegebenen spezifischen
Antiseren analysiert. Mocknti-FLAG-Immunprézipitation nicht-transfizierter Zellen; Lysat, 10% des
fur die Immunprazipitation von nicht-transfizierten Zellen eingesetzten Gesamtzellextrakts. Die
Molekulargewichte von Proteinstandards sind auf der linken Seite angegeben. Aufgrund der Interferenz
des C-terminalen FLAG-Epitops mit den fir die Herstellung Aeti-HDAC1- und Anti-HDAC3-
Antiseren verwendeten Epitope werden die entsprechenden immunprézipitierten HDAC1- und

HDACS3-FLAG Fusionsproteine nicht oder nur sehr schwach erkannt.
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et al., 1998b; Zhang et al., 1998c; Zhang et al., 1999). Keine Bindung von endogenem
HDAC1, HDAC2 oder HDAC3 an uberexprimiertes HDAC3 wurde gefunden.

3.6.9 Nachweis der spezifischen Bindung von HDAC3 an die C-terminale
HDAC-Domaéane aller HDACs der Klasse Il mit nur einer HDAC-Domane

meeeesssssssssss  HDAC-Domine |
1 I

HDAC-Aktivitat

i 2 3 1 2 3 1 2 3

HDAC4 HDAC5 HDAC7
P — —
61— =% E — __oFLAG

30—

kDa

50— @ ®m ou— o aHDAC3

Abbildung 36. Nachweis der spezifischen Interaktion von HDAC3 mit der C-terminalen HDAC-
Doméane der HDACs der Klasse Il mit nur einer HDAC-Doméane.Konstrukte mit C-terminalen
FLAG-Epitopen entsprechend HDAC4, HDACS5 und HDAC7 (1) oder der N-terminalen (2) oder C-
terminalen (3) Doméanen wurden transient in 293-Zellen exprimiert [(1) HDAC4(aa 118-1084), (2)
HDAC4(aa 118-662), (3) HDAC4(aa 612-1084); (1) HDAC5(aa 131-1122), (2) HDAC5(aa
131-682), (3) HDAC5(aa 646-1122); (1) HDAC7(aal-912), (2) HDAC7(aa 1-487), (3) HDAC7(aa
438-912)]. Mit Anti-FLAG-Antiserum immunpréazipitiertes Material wurde direkt auf enzymatische
HDAC-Aktivitat getestet (oben) oder in Western Blots Auiiti-FLAG- oderanti-HDAC3-spezifischen
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Antiseren analysiert (unten). Die Molekulargewichte (kDa) von Proteinstandards sind auf der linken

Seite angegeben.

Deletionsmutanten von HDAC4, HDAC5 und HDAC7 wurden in transienten
Transfektionsexperimenten mit anschlieRender Immunprazipitation einander gegen-
Ubergestellt. Fur alle drei HDACs wurde, wie erwaretet, keine enzymatische Aktivitat
fur die N-terminale Region gefunden. Volle enzymatische Aktivitat, vergleichbar mit
der Aktivitdt der ganzen Proteine, wurde hingegen in den Immunprazipitaten der C-
terminalen HDAC-Doméanen gefunden. Anti-HDAC3-Western Blots bestatigte
sich, dal3 jeweils diese Doméne die Wechselwirkung mit HDAC3 vermittelt (Ab-
bildung 36).

3.6.10Detailierte Untersuchung von HDAC4-Mutanten

3.6.10.1Untersuchung von HDACA4-Deletionsmutanten

Zur weiteren Untersuchung der funktionellen Bedeutung der Interaktion von
HDACSs der Klasse Il mit HDAC3 wurde HDAC4 flr weitergehende Studien als
reprasentativer Faktor ausgewahlt. Ausgehend von HDAC4(aa 612-1084) wurden
weitere Deletionsmutanten mit C-terminalem FLAG-Epitop hergestellt und transient
in 293-Zellen exprimiert (Abbildung 37). Untersuchung der Deletionsmutanten auf
enzymatische Aktivitdt ergab eine minimale katalytisch aktive Domane von
HDAC4(aa 638-1058). Dieselbe minimale Region war auch ngtig fur die Wechsel-
wirkung mit HDAC3 (Abbildung 37). Alle Deletionsmutanten, die am N- oder C-
Terminus kurzer als diese Minimaldoméne waren, verloren gleichzeitig mit der
enzymatischen Aktivitat die Bindung zu HDAC3. Eine interne Deletion der am
starksten konservierten Region innerhalb des (aa 612-1084)-Fragth8d8846)
fuhrte zum Verlust der enzymatischen Aktivitat und parallel zum Verlust der Bindung
zu HDACS3.
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Abbildung 37. Untersuchung von Deletionsmutanten der C-terminalen HDAC-Domane in
HDACA4. Die auf der linken Seite schematisch dargestellten Konstrukte wurden mit C-terminalem
FLAG-Epitop transient in 293-Zellen exprimiert. Die Fusionsproteine wurden aus Zellextrakten mit
anti-FLAG-spezifischem Antiserum immunprazipitiert. Immunprézipitate wurden auf enzymatische
Aktivitat im HDAC-Aktivitatstest getestet (rechte Seite, oben) oder Uber SDS-PAGE aufgetrennt und
in Western Blots mianti-HDAC3- undanti-HDAC4-spezifischen Antiseren analysiert (rechte Seite,

unten).

3.6.10.2Untersuchung von rekombinanten HDAC4-Deletionsmutanten

HDACA4-Deletionsmutanten wurden auch als Fusionsproteine mit N-ter-
minalem GST in rekombinanter Form in Bakterien exprimiert. Die Uber GSH-Af-
finitatssédulen aufgereinigten Fusionsproteine wurden auf ihre Fahigkeit untersucht,
HDAC3 aus HelLa-Zellextrakten zu binden und enzymatische HDAC-AKktivitat zu
erzeugen (Abbildung 38). In vélliger Ubereinstimmung mit den in Zellkulturex-
perimenten nach Transfektion erhaltenen Resultaten war eine minimale Region von
HDAC4 entsprechend aa 638-1058 notig, HDAC3 zu binden und enzymatische
Aktivitdt zu produzieren. Deletionsmutanten, die in Zellkulturexperimenten nach
Transfektion inaktiv waren und HDAC3 nicht banden, wiesen auch in rekombinanter
Form keine enzymatische Aktivitat auf und waren nicht in der Lage, HDAC3 aus dem

Zellextrakt zu rekrutieren.
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% GST-HDAC4 Abbildung 38. Untersuchung von rekombinanten De-
108 i} letionsmutanten der C-terminalen HDAC-Domaéane in

HDACA4. Die in Abbildung 37 schematisch dargestellten

HDACA4-Deletionsmutanten wurden als Fusionsproteine mit
N-terminalem GST in Bakterien exprimiert. Die an GSH-
50 - Agarose immobilisierten Fusionsproteine wurden mit Kern-
extrakten von Hela-Zellen inkubiert. Die enzymatische

HDAC-Aktivitat der rekombinanten HDAC4-Deletions-

0 - mutanten is im Verhéltnis zur Aktivitat der HDAC4(aa 612-
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- Y - Y - 1 . . .
cll oI° c\ll C{l ‘\II rd vier unabhéangigen Experimenten angegeben (oben). An
58885 9% rekombinante GST-HDAC4-Fusionsproteine gebundenes
zellulares Material wurde im Western Blot manti-
- o HDAC3-spezifischem Antiserum analysiert (unten).
aHDAC3

3.6.10.3Untersuchung von HDAC4-Punktmutanten

Die primare Sequenz der HDAC-Doménen der HDACs der Klasse Il ist
aul3erst konserviert, nicht nur wenn einzelne Faktoren innerhalb dieser Familie mit-
einander verglichen werden, sondern auch im Vergleich zu HDACs der Klasse | und
zu den Hefeproteinen yRPD3 und yHDA1 (Finnin et al., 1999; Fischle et al., 1999).
Wahrernd der Durchfihrung dieser Arbeit wurde zudem die dreidimensionale
Struktur eines prokaryontischen Proteins aufgeklart, das eine hohe Ahnlichkeit in der
Aminosaurensequenz zu HDACs aufweist. Obwohl Prokaryonten selbst keine Histon-
proteine enthalten, konnte in enzymatischen Aktivitatstests tatséchlich eine schwache
HDAC-AKktivitdt dieses Proteins nachgewiesen werddns(one deacetylase like
protein”, HDLP; Finnin et al., 1999).

Ausgehend von diesen Informationen wurden mehrere Punktmutanten von
HDAC4 hergestellt, die einen Austausch von fir den katalytischen Mechanismus
potentiell wichtigen Aminosauren darstellen (Abbildung 39). Alle Punktmutanten
wurden mit C-terminalem FLAG-Epitop transient in 293-Zellen exprimiert und mit
anti-FLAG-spezifischem Antiserum immunprazipitiert. Immunprazipitate wurden auf
enzymatische HDAC-Aktivitat und auf die Bindung von HDAC3 getestet. Austausch
von Histidin in Aminosaurenposition 803 (H803A) und Aspartat in Aminosauren-
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position 840 (D840A) von HDACA4 fuhrte dabei zu einem totalen Verlust der HDAC-
Aktivitat. Ahnliche Ergebnisse wurden unabhéngig von anderen Forschungsgruppen
berichtet (Miska et al., 1999) und stimmen mit entsprechenden Resultaten orthologer
Mutationen in HDAC1 und yRPD3 Uberein (Hassig et al., 1998; Kadosh und Struhl,
1998a).Interessanterweise fuhrten diese Punktmutationen gleichzeitig zum Verlust
der Bindung zu HDAC3. Die Punktmutanten H842A, N845D und D934N wiesen
denselben Phenotyp auf: Verlust der enzymatischen Aktivitat parallel zum Verlust der
Bindung zu HDACS3. Tatsachlich war es nicht mdglich, eine Punktmutation in
HDAC4 zu finden, die nicht gleichzeitig zu einem Verlust der enzymatischen
Aktivitat und der Bindung zu HDACS3 flhrte.

Die Punktmutationen H802A und D854N, die auf der Basis der drei-
dimensionalen Struktur und dem daraus abgeleiteteten hypothetischen katalytischen
Mechanismus von HDLP die enzymatische Aktivitat von HDAC4 reduzieren sollten
(Finnin et al., 1999), zeigten hingegen keinerlei Effekt. Diese Beobachtung ist in
starkem Kontrast zu entsprechenden Mutationen in yRPD3 (H802 in HDAC4 ent-
spricht H150 in yRPD3), die zum volligen Verlust der enzymatischen Aktivitat dieses
Faktors fuhren (Kadosh und Struhl, 1998a).

HDAC-Aktivitat

O—H
Zn2+

/ | AN
D934 | H842
D840

oHDAC3 — — - e

Abbildung 39. Analyse von Punktmutanten der C-terminalen HDAC-Domé&ne in HDAC4 Links,
schematische Modellierung der HDAC4-Primarstruktur auf die dreidimensionale Struktur von HDLP
(Finnin et al., 1999); rechts, HDAC4(aa 612-1084) (WT) oder diesem Konstrukt entsprechende
HDAC4-Punktmutanten wurden mit C-terminalem FLAG-Epitop transient in 293-Zellen exprimiert.
Mit Anti-FLAG-Antiserum immunprézipitiertes Material wurde direkt auf enzymatische HDAC-
Aktivitat getestet (oben) oder in Western Blots aniti-FLAG- oderanti-HDAC3-spezifischen Anti-

seren analysiert (unten).
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3.6.11Bindungsstudien rekombinanter HDAC4- und HDAC7-Proteine mit re-
kombiantem HDAC3

Anhand rekombinanter Proteine wurde untersucht, ob HDAC4 und HDAC7
HDACS3 direkt binden. HDAC4-HA, HDAC6-HA, HDAC7-HA und IKKR3-HA (eine
zytoplasmatische Kinase, die an der Regulation inflammatorischer Reaktionen be-
teiligt ist) sowie HDAC1 und HDAC3 wurden im Retikulozytenlysat in Gegenwart
von [**S]-Methionin hergestellt. Die Translationsreaktionen von HDACA4-HA,
HDACG6-HA, HDAC7-HA und IKKR-HA wurden anschlielBend jeweils mit den
Translationsreaktionen fur HDAC3 oder HDAC1 versetzt und die HA-Fusions-
proteine mittelsanti-HA-spezifischem Antiserum sowie HDAC1 und HDAC3 mittels
den fur diese Faktoren spezifischen Antiseren immunprazipitiert. Nach mehrmaligem
Waschen wurden die préazipitierten Immunkomplexe uber SDS-PAGE aufgetrennt
und mittes*S-Autoradiographie analysiert (Abbildung 40). Trotz mehrfacher Ver-

suche mit getrennter und kombinierter Translation, unterschiedlichen Mischverhalt-

HA IPs HDACS3 IPs HA IPs HDAC1 IPs

S 8o S 8o S 8o S8 S
<<<§ <<<§ <<<§ <<<§
QQQ¥ QQQ¥ QQD¥ QQOx
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= =
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Abbildung 40. Bindungsstudien von HDAC4 und HDAC7 mit HDAC3.cDNAs fiir HDAC4,
HDACS6, HDAC7 und IKKR mit C-terminalem HA-Epitop wurden im Retikulozytenlysat in Gegenwart
von [°S]-Methionin translatiert. Die Translationsreaktionen wurden entweder mit im Retikulo-
cytenlysat-translatiertem HDACL1 (rechte Seite) oder HDAC3 (linke Seite) gemischt. Rekombinante
Proteine wurden mianti-HA-spezifischem Antiserum (HA IPsanti-HDAC1-spezifischem Antiserum
(HDACL1 IPs) oderanti-HDAC3-spezifischem Antiserum (HDAC3 IPs) immunpréazipitiert. Immun-
komplexe wurden tGber SDS-PAGE aufgetrennt und #iSeAutoradiographie analysiert. Die HDAC1

und HDAC3 entsprechenden Banden sind durch Pfeile markiert.
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nissen der rekombinanten Proteine, sowie verschiedenen Bindungs- und Waschpuf-
fern konnte keine spezifische Bindung von HDAC3 an HDAC4 oder HDACY7 erhalten
werden. Bei reduzierter Stringenz der Bindungs- und Waschbedingungen wurde
vielmehr eine Asssoziation von HDAC1 mit HDAC4 und HDAC7 beobachtet
(Abbildung 40). Da in Zellkulturexperimenten unter verscheidensten Bedingungen
keinerlei Bindung von HDAC1 an diese HDACs der Klasse Il beobachtet wurde
(siehe Abschnitte 3.6.3 - 3.6.6) und aul3erdem bei gleichen Bedingungen tberhaupt
keine Bindung mit HDAC3 erhalten wurde, wird angenommen, dal3 diese Interaktion
ein Potential zur gegenseitigen Bindung unterschiedlicher HDACs indizieren kdnnte,

jedoch im Kontext der durchgefiihrten Untersuchungen unspezifisch ist.

3.6.12Identifizierung zellularer Faktoren, die die Bindung von HDAC4 und
HDAC7 mit HDAC3 vermitteln

3.6.12.1Affinitdtschromatographische lIdentifizierung von Proteinen, die
HDAC4 und HDAC3 spezifisch binden

Da Versuche, eine direkte Bindung zwischen HDAC4- und HDAC3-Proteinen
nachzuweisen, scheiterten, und es nicht mdglich war, einen enzymatisch aktiven
HDAC4/HDAC3-Komplex aus rekombinanten Proteinen herzustellen, wurde ange-
nommen, dal zusatzliche Faktoren und/oder spezifische posttranslationale Modi-
fizierungen fur die Bildung funktionell aktiver Komplexe nétig sein kbénnten. Um
Komponenten der enzymatisch aktiven HDAC4-Komplexe zu identifizieren, wurden
diese Uber Affinitdtschromatographie aufgereingt. Dabei wurden sowohl rekom-
binante GST-HDACA4-Fusionsproteine als auch spezifische Antiseren eingesetzt
(Abbildung 41).

Zellextrakte metabolisch mif°B]-Methionin und °S]-Cystein markierter
HelLa- und 293-Zellen wurden auf GST-HDAC4(aa 612-1084)- oder GST-HDAC4(aa
662-1084)-Affinitatssaulen aufgetragen. Nach intensivem Waschen wurden gebun-
dene Proteine direkt mit Laemmli-Probenpuffer eluiert und Uber SDS-PAGE aufge-
trennt. Drei Polypeptide, p270, p62 und p32, wurden sowohl aus HelLa- als auch aus
293-Zellextrakten spezifisch an das enzymatisch aktive Fragment GST-HDAC4(aa
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612-1084) gebunden. Nach langerer Exposition des Filmes konnten noch weitere
schwachere Banden identifiziert werden, darunter ein Polypeptid von 50 kDa, das
héchstwahrscheinlich HDAC3 entspricht.

Neben GST-Fusionsproteinen wurde auch eine Zelllinie verwendet, die das
enzymatisch aktive Fragment von HDAC4, HDAC4(aa 612-1084), mit C-terminaler

GST-HDAC4 aHDAC4(612-1084) aHDAC3
HelLa 293 FLAG
Tt Wi%h  rLAGPestid =+ pacapepta — +
p270—> ~ kDa p270 — kDa p270 — kDa
—-241
-173 -221 —133
-1 —133
-80 —99 I -99
62— - e
i i (HDE-\)346 BE " 3
p50 — - —-49 FLAG)—».' —-57 p62 — ! —57
(HDAC3) ¥ 2T 50— 1 p50—— -
- —-36 (HDAC3) L —42 (HDAC3) oo
32— 32 —» ==
P P p32 —
- — -29
-25
— &
- - - -19 -29

Abbildung 41. Nachweis der spezifischen Bindung zelluléarer Proteine an HDAC4 und HDACS3.

293- und HelLa-Zellen sowie 293-Zellen, die HDAC4(aa 612-1084)-FLAG konstitutiv exprimieren,
wurden metabolisch mit?j5]-Methionin und {°S]-Cystein markiert. Links, Gesamtzellextrakte von
HelLa- und 293-Zellen wurden mit GST-HDAC4(aa 612-1084) und GST-HDAC4(aa 662-1084)
inkubiert; Mitte, HDAC4(aa 612-1084)-FLAG wurde aus Extrakten der Zelllinie, die dieses Fusions-
protein konstitutiv exprimiert, mianti-FLAG-spezifischen Antiserum immunprazipitiert (-FLAG
Peptid); zur Kontrolle der Spezifitdt der Immunprazipitation wurde alsis-FLAG-spezifische
Antiserum mit einem molaren UberschuR an FLAG-Peptid blockiert (+FLAG Peptid); régttis,
HDAC3-Immunpréazipitation aus HelLa-Zellextrakten (-HDAC3-Peptid); zur Kontrolle der Spezifitat
der Immunprazipitation wurde dasti-HDAC3-spezifische Antiserum mit einem molaren UberschuB
an Peptid blockiert, das fir die Herstellung des Antiserums verwendet worden war (+HDAC3 Peptid).
Die *S-Autoradiogramme der Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine, die an die jeweiligen
Affinitatsmaterialien gebunden hatten, sind gezeigt. Proteine, die spezifisch gebunden waren, sind
anhand ihres Molekulargewichts indiziert. Die Molekulargewichte (kDa) von Proteinstandards sind

jeweils auf der rechten Seite angegeben.
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FLAG-Sequenz konstitutiv exprimiert. Zellulare Proteine dieser Zelllinie wurden
metabolisch mit $S]-Methionin und °S]-Cystein markiert. Gesamtzellextrakte
wurden entweder auf eine Saule mit kovalent gebund@nér-LAG-Antikbrpern

oder auf einer Saule, bei der diati-FLAG-Antikorper durch einen molaren Uber-
schulR an FLAG-Peptid blockiert waren, aufgetragen. Nach dem Waschen der Saulen
wurden gebundene Proteine mit Laemmli-Probenpuffer eluiert und tber SDS-PAGE
aufgetrennt. Dabei wurden dieselben Polypeptide, die spezifisch an GST-HDAC4(aa
612-1084) gebunden hatten, als Bindungspartner von HDAC4(aa 612-1084)-FLAG
durch Vergleich der blockierten und nicht blockierten Immunaffinitatsaufreinigungen
im **S-Autoradiogramm nachgewiesen (Abbildung 41).

Um zu untersuchen, ob dieselben Polypeptide auch an HDAC3 binden,
wurden Gesamtzellextrakte metabolisch nit8FMethionin und {°S]-Cystein mar-
kierter HeLa-Zellen mianti-HDAC3-spezifischem Antiserum immunprazipitiert. Zur
Kontrolle der Spezifitat der Immunprazipitation wurde das-HDAC3-spezifische
Antiserum mit einem molaren Uberschuf® an Peptid blockiert, das fiir die Herstellung
des Antiserums verwendet worden war. Die Immunprazipitate wurden tber SDS-
PAGE aufgetrennt und tib&iS-Autoradiographie analysiert. Da dasti-HDACS3-
Antiserum im Gegensatz zum monoklonakanti-FLAG-Antiserum polyklonalen Ur-
sprungs ist, wurden weit mehr unspezifisch bindende Proteine nachgewiesen. Derartig
unspezifisch gebundene Faktoren lieRen sich jedoch relativ leicht durch Vergleich der
blockierten und nicht blockierten Immunaffinitatsaufreinigungen identifizieren. Poly-
peptide von 270, 62 und 32 kDa waren spezifisch an HDAC3 gebunden. Die
Ubereinstimmung der Molekulargewichte der an GST-HDAC4(aa 612-1084),
HDAC4(aa 612-1084)-FLAG und HDAC3 gebundenen Polypeptide lal3t darauf
schliel3en, dal3 es sich bei einem oder mehreren dieser Faktoren um an der Bindung
von HDAC3 und HDAC4 beteiligte Faktoren handeln kdnnte.

3.6.12.2Immunchemische Identifizierung der gleichzeitig von HDAC4 und

HDAC3 gebundenen hochmolekularen Faktoren

Zur weiteren Identifizierung der Faktoren, die gleichzeitg HDAC4 und
HDAC3 binden, wurde die GST-HDACA4-Affinitatschromatographie in grof3erem
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Maf3stab durchgefuhrt. Erste Versuche waren vielversprechend und erlaubten den
Nachweis zumindest des p270-Proteins nach Silberfarbung von SDS-PAGE-Gelen
(Abbildung nicht gezeigt). Dabei konnte eine Menge dieses Faktors angereichert
werden, die vermutlich ausgereicht hatte, das Protein Gber MALDI TOF-Analyse
(“matrix assisted laser desorption ionization time of flight masspectroimn&tmn-

biniert mit der Suche in Datenbanken zu identifizieren. Wahrend diese experi-
mentellen Ansétze verfolgt wurden, zeigten unabhéangig von diesen Untersuchungen
durchgefuhrte Studien, dall HDAC3 ein Bestandteil hochmolekularer Protein-
komplexe der Corepressorproteine N-CoR und SMRT ist (Guenther et al., 2000; Li et
al., 2000; Underhill et al., 2000; Urnov et al., 2000; Wen et al., 2000). AuRerdem
konnte nachgewiesen werden, dal3 HDAC4, HDACS5 und HDAC7 an eben diese
Corepressorproteine binden (Huang et al., 2000; Kao et al., 2000). N-CoR und SMRT
sind aulRerst grof3e Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 270 kDa.

Aufgrund dieser Resultate lag es nahe, direkt zu testen, ob es sich bei dem
unbekannten Faktor p270 um N-CoR oder SMRT handeln kénnte. Proteine aus Hela-
Zellextrakten, die von GST-HDAC4(aa 612-1084) oder GST-HDAC4(aa 662-1084)
gebunden wurden, wurden tber SDS-PAGE aufgetrennt und in Western Blots mit
anti-N-CoR-, anti-SMRT- undanti-SIN3-spezifischen Antiseren analysiert (Abbil-
dung 42). SIN3 ist ein weiteres hochmolekulares Corepressorprotein, das unter ander-

em in Multiproteinkomplexen gefunden wurde, die sowohl HDAC1 als auch HDAC2

GST_ Abbildung 42. Identifizierung der spezifisch mit
HDAC4 HDAC4 und HDACS3 interagierenden Faktoren als
N-CoR und SMRT. Die angegebenen GST-HDAC4-
g éé éé Fusionsproteine wurden in Bakterien exprimiert und an
-1 O+ ©Or GSH-Agarose gebunden. Nach der Inkubation mit Kern-

extrakten von HelLa-Zellen wurden Proteine, die von den
1“ OCSMRT GST-HDAC4-Fusionsproteinen gebunden wurden, in

Western Blots mitanti-N-CoR-, anti-SMRT- undanti-

SIN3-spezifischen Antiseren analysiert. Lysat, 10% des fur
S — OLN'COR die Bindungsstudien eingesetzten Kernextrakts.

— aSIN3
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enthalten (Laherty et al., 199Zhang et al., 1997). N-CoR und SMRT wurden
spezifsich von GST-HDAC4(aa 612-1084) gebunden, nicht aber von GST-HDAC4(aa
662-1084). SIN3 hingegen interagierte weder mit GST-HDAC4(aa 612-1084) noch
mit GST-HDAC4(aa 662-1084). Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden,
dal es sich bei p270 um die beiden Corepressorproteine N-CoR und SMRT handelt.

3.6.13Untersuchung der Bindung von SMRT und N-CoR an HDAC7

Da die enzymatische Aktivitat von HDAC7 ebenfalls von HDAC3 abhangig
ist, wurde untersucht ob HDAC7 auch an N-CoR und SMRT bindet. HDAC7-FLAG
und HDAC1-FLAG wurden transient in 293-Zellen exprimiert. Die Fusionsproteine
wurden mittelsanti-FLAG-spezifischem Antiserum immunprazipitiert und gebundene
Proteine mittels Western Blot analysiert (Abbildung 43). N-CoR und SMRT wurden
spezifisch in Immunpréaziptiaten von HDAC7-FLAG nachgewiesen, nicht aber in
Immunprazipitaten von HDAC1-FLAG. SIN3 hingegen wurde lediglich im HDAC1-
FLAG-Immunprézipitat gefunden.

Abbildung 43. Nachweis der spezifischen Interaktion von
HDAC7-FLAG mit N-CoR und SMRT . Plasmide, die fir
HDAC7-FLAG oder HDAC1-FLAG codieren wurden in 293-
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der mit HDAC7-FLAG transfizierten Zellen.

3.6.14Bestimmung der HDAC4- und HDAC3-Bindungsdomaéanen in N-CoR

Das N-CoR Corepressorprotein enthalt drei separate Domé&nen (sogenannte
Repressordoménen RD1, RD2 und RD3), die unabhangig voneinander in der Lage

sind, die Transkription von Zielgenen zu inhibieren (Abbildung 44; Horlein et al.,
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1995; Ordentlich et al., 1999; Park et al., 1999; Huang et al., 2000). Diese Domanen
wurden zun&chst funktionell in sogenannten Reporter-“Assays” definiert (Horlein et
al., 1995; Ordentlich et al., 1999; Park et al., 1999). Spater konnte unabhangig gezeigt
werden, dal3 diese Doménen in der Lage sind, HDACs zu binden (Guenther et al.,
2000; Huang et al., 2000; Kao et al., 2000). Um zu testen, ob diese Doméanen an der
Vermittlung der Bindung zwischen HDAC4 und HDACS3 beteiligt sind, wurden RD1,
RD2, und RD3 als rekombinante Fusionsproteine mit N-terminalem GST in Bakterien
exprimiert und durch GSH-Auffinitaitschromatographie aufgereinigt. HDAC4 und
HDAC3 wurden in Gegenwart vorr$]-Methionin im Retikulozytenlysat translatiert

und mit den rekombinanten RD-Fusionsproteinen inkubiert. Nach intensivem Wasch-
en wurde das gebundene Material mit SDS-Laemmli-Probenpuffer eluiert und tber
SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 44). Rekombinantes HDAC3 wurde dabei mit
groRerer Affinitat von GST-RD2 als GST-RD1 gebunden. Keine Bindung wurde hin-

N-CoR/SMRT
| RD1 | RD2 |  RD3 |
1 312 751 1016 1507 2453
TNT Extrakt
HDAC3— —— — 7 = < HDACA4-FLAG
' Zytoplasma
HDAC4 — e - — — -—HDAC4-FLAG
- - Zellkern
S hoaoaa S hoaa
_|>- O @£ o o _|>- O @£ o o
N-CoR N-CoR

Abbildung 44. Schematische Darstellung der N-CoR/SMRT Corepressorproteine und
Bindungsstudien von HDAC4 und HDAC3 an verschiedene Domanen von N-CoRNT, HDAC3

und HDAC4 wurden in Gegenwart voR°$]-Methionin im Retikulozytenlysat translatiert und mit
rekombinanten GST-Fusionsproteinen der Repressordoménen von N-CoR inkubiert (RD1, RD2 und
RD3); gebundenes Material wurde iiber SDS-PAGE aufgetrennt und nif$efsutoradiographie
analysiert; Lysat, jeweils 10% der fir die Bindungsstudien eingesetzten Translationsreaktionen;
Extrakt, Zytoplasma- oder Kernxtrakte einer 293-Zelllinie, die HDAC4-FLAG konstitutiv exprimiert,
wurden mit GST-RD1, GST-RD2 oder GST-RD3 inkubiert; spezifisch an die GST-Fusionsproteine
gebundenes Material wurde tber SDS-PAGE aufgetrennt und in Western BloastiriRLAG-
spezifischem Antiserum analysiert; Lysat, jeweils 10% der fur die Bindungsstudien eingesetzten
subzellularen Extrakte.
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gegen an GST-RD3 nachgewiesen. Rekombinantes HDAC4 wurde effizient lediglich

von GST-RD3 gebunden. Die schwéchere Bindung an GST-RD1 und GST-RD2 muf3
als unspezifisch gelten, da unter den gewdahlten Bedingungen auch eine ahnlich
schwache Bindung an GST festgestellt wurde.

Zur weiteren Analyse der Bindung von HDAC4 an N-CoR und speziell an die
RD3-Domane dieses Corepresssorproteins wurden die rekombinanten GST-RD-Fu-
sionsproteine mit Kern- oder Zytoplasmaextrakten einer 293-Zelllinie inkubiert, die
HDACA4-FLAG konstitutiv exprimiert. Die Analyse der Bindung erfolgte hierbei
mittels Western Blot mit einem fur das FLAG-Epitop spezifischen Antiserum (Ab-
bildung 45). Natives, zellulares HDAC4 aus den subzellularen Extrakten wurde
lediglich von der RD3-Doméane mit guter Effizienz gebunden. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dal3 HDAC4 und HDACS3 gleichzeitig Uber verschiedene Domanen
an N-CoR gebunden sein kdnnten.

3.6.15Identifizierung der HDAC7-bindenden Domanen in N-CoR

Die Doméane N-CoRs, die HDAC?7 bindet, wurde ebenfalls in Experimenten
mit rekombinanten GST-RD-Fusionsproteinen bestimmt (siehe vorherigen Abschnitt
3.6.14). HDAC7(aa 1-912), die N-terminale Region HDAC7(aa 1-487), die enzyma-
tisch aktive C-terminale Region HDAC7(aa 438-912), sowie die enzymatisch inaktive
C-terminale Region HDAC7(aa 487-912) wurden in Gegenwart ¥¥8jMethionin
im Retikulozytenlysat translatiert und mit den rekombinanten GST-RD-Fusionspro-
teinen oder GST inkubiert. Spezifisch gebundenes Material wurde mit SDS-Laemmli-
Probenpuffer eluiert und tber SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 45). Lediglich
HDACT7-Fusionsproteine, welche die fur die enzymatisch Aktivitat essentielle C-
terminale Domane (aa 438-912) enthalten [HDAC7(aa 1-912) und HDAC7(aa 438-
912)], wurden von GST-RD1 und GST-RD3 gebunden. Eine Bindung rekombinanter
HDACT7-Proteine an die HDAC3-bindende RD2-Doméne konnte hingegen nicht
nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit der Hypothese, da N-CoR (und
SMRT) die funktionelle Bindung zwischen HDAC7 und HDAC3 vermitteln kbénnten,
wurde keine Bindung der N-terminalen oder der enzymatisch inaktiven C-terminalen

Regionen von HDAC7 and N-CoR-RD-Domanen festgestellt.
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Abbildung 45. Untersuchung der

o a8
— n:; n:; ml Interaktion rekombinanter N-CoR- und
8 = = = = HDAC7-Proteine. cDNAs, die fur die
SO 0O 0 on , ,
- O O 0O O angegebenen HDACT7-Proteine codieren wurden
in  Gegenwart von 3FS]-Methionin im
B - HDAC? Geo [S1- |
(1-912) Retikulozytenlysat translatiert und mit
rekombinanten GST-RD1-, GST-RD2- und GST-
- HDAC7 | T
- (1-487) RD3-Fusionsproteinen inkubiert. Gebun-denes
Material wurde Gber SDS-PAGE aufge-trennt und
- ~ HDAC7  Mowene e ther DS PAGE aul
oo (438—912) mittels *°S-Autoradiographie analy-siert. Lysat,
jeweils 10% der fir die Bin-dungsstudien
an HDAC7 ° | |
(487—912) eingesetzten Translationsreaktion-en.

3.6.16 Untersuchung der Bindung von HDAC7-Deletionsmutanten an N-CoR
und SMRT

Zur weiteren Untersuchung der Bindung von HDAC7 an N-CoR und SMRT
wurden folgende HDAC7-Konstrukte mit C-terminalem FLAG-Epitop transient in
293-Zellen exprimiert (siehe Abschnitt 3.5.2): HDAC7(aa 1-912), HDAC7(aa 1-487),
HDAC7(aa 279-912), HDAC7(aa 343-912), HDAC7(aa 438-912) und HDAC7(aa
487-912). Die Fusionsproteine und an diese fest gebundene zellulare Faktoren wur-

Abbildung 46. Untersuchung der Bin-
dung von HDACT7-Deletionsmutanten
an HDAC3, SMRT und N-CoR Plas-
mide, die fur die angegebenen Fragmente
von HDAC7 (alle mit C-terminalem
FLAG-Epitop) codieren, wurden in 293-
Zellen transfiziert. Anti-FLAG-Immun-
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gl | HDAC7 (279-912)
| HDAC?7 (438-912)

oaHDAC3 prazipitate wurden tber SDS-PAGE auf-
getrennt und in Western Blots mit den an-
aSMRT gegebenen spezifischen Antiseren ana-

I | HDAC7 (3a3-912)

—
-

lysiert.

i Il | HDAC7 (1-912)

«; - aN-CoR
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den mitanti-FLAG-spezifischem Antiserum immunprazipitiert. Die Immunprazipitate
wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und in Western BlotantitHDAC3-, anti-
SMRT- undanti-N-CoR-spezifischen Antiseren analysiert (Abbildung 46). Alle
Fusionsproteine, die die fur die enzymatische Aktivitdt notwendige Minimaldoméne
HDAC7(aa 438-912) enthielten (siehe Abschnitt 3.5.2) interagierten sowohl mit
HDAC3 als auch mit SMRT und N-CoR. Die N-terminale Region HDAC7(aa 1-487)
oder die enzymatisch inaktive C-terminale Doméane HDAC7(aa 487-912) hingegen
hatten weder HDAC3, SMRT noch N-CoR gebunden.

3.6.17Untersuchung der Bindung von HDAC4-Punktmutanten an N-CoR

Der Zusammenhang zwischen der enzymatischen Aktivitat von HDACs der

Aktivitit TNT Extrakt Abbildung 47. Untersuchung der Bindung
WT + - —-—w = von HDACA4-Punktmutanten an N-CoR.
HDAC4(aa 612-1084) (WT) oder die diesem
H802A + - - - Konstrukt entsprechenden HDAC4-Punktmu-
H803A -— = - tanten wurden mit C-terminalem FLAG-Epi-
top entweder in Gegenwart voirg]-Methio-
D840N - - - nin im Retikulozytenlysat translatiert (TNT)
H842A — = < oder transient in 293-Zellen exprimiert (Ex-
trakt). Die Translationsreaktionen oder Ge-
N845D — &= - . :
samtzellextrakte der transienten Epression
D854N + e=» - =9 @ wurden mit rekombinanten GST-RD2(N-
D934N _ - - CoR)- und GST-RD3(N-CoR)-Proteinen in-
kubiert. Spezifisch an die GST-Fusions-
H976A + - - - proteine gebundenes Material wurde mit
37D79A7\6I + - — - - Laemmli-Probenpuffer eluiert und Gber SDS-
HEAN®O B AN® Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Analyse
-4 E E -4 E E der Bindung erfolgte entweder UBE8-Auto-
= - radiographie (TNT) oder durch Western Blots
N-CoR N-CoR

mit anti-FLAG-spezifischem Antiserum (Ex-
trakt). Lysat, 10% der jeweils fir die Bin-
dungsstudien eingesetzten Translationsre-

aktionen oder Zellextrakte.
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Klasse I, der Bindung zu HDAC3 und der Brickenfunktion der Corepressorproteine
SMRT und N-CoR wurde auf3erdem mittels HDAC4-Punktmutanten untersucht. Die
unter Abschnitt 3.6.10.2 beschriebenen HDAC4-Punktmutanten mit C-terminalem
FLAG-Epitop wurden entweder in Gegenwart vdrS[-Methionin im Retikulo-
zytenlysat translatiert oder transient in 293-Zellen exprimiert. Die Translations-
reaktionen (TNT) oder zellulare Extrakte der transienten Epression (Extrakt) wurden
mit rekombinanten GST-RD2- und GST-RD3-Proteinen inkubiert. Spezifisch an die
GST-Fusionsproteine gebundenes Material wurde mit Laemmli-Probenpuffer eluiert
und Uber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Analyse der Bindung erfolgte entweder
uber®*Ss-Autoradiographie (rekombinantiS-markierte Proteine) oder durch Western
Blots mit anti-FLAG-spezifischem Antiserum (transient in 293-Zellen exprimierte
Proteine). In Ubereinstimmung mit einer Rolle der Corepressorproteine N-CoR und
SMRT bei der Vermittlung der Bindung zwischen HDAC4 und HDAC3 und damit
der enzymatischen Aktivitdt von HDAC4 wurden alle Punktmutanten, die
enzymatische Aktivitat aufweisen (H802A, D854N, H976A, HD976977AV), von
GST-RD3 gebunden (Abbildung 47). Diese Bindung war von der Natur der
eingestetzten Proteine (rekombinant oder transient in Zellkultur exprimiert)
unabhéngig. Keine der Punktmutanten, die enzymatisch nicht aktiv sind (H803A,
D840N, H842A, N845D, D934N), zeigten hingegen irgendwelche Bindung an GST-
RD3.

3.6.18Untersuchungen zur enzymatischen Aktivitdt von HDAC4 in Abwesenheit
von HDAC3

Die bisher geschilderten Untersuchungen zeigen, dal3 HDAC4 spezifisch mit
HDACS3 interagiert und dald HDAC3 eine wesentliche Rolle fir die enzymatische
Aktivitat von HDAC4 spielt. Zur weiteren Untersuchung der enzymatischen Aktivitat
der HDACs der Klasse Il und besonders von HDAC4 war es erstrebenswert,
Methoden und Verfahren zu entwickeln, die eine Analyse der enzymatischen

Aktivitat dieses Faktors in Abwesenheit von HDAC3 ermdglichten.
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3.6.18.1HDAC3-Immundepletion

Gesamtzellextrakte einer 293-Zelllinie, die HDAC4-FLAG konstitutiv
exprimiert, wurden wiederholt mianti-HDAC3- oderanti-HDAC1-spezifischen
Antiseren immunprazipitiert. Zur Kontrolle wurden ebenso Immunprazipitationen mit
Anti-HDAC3-Praimmunserum oder ohne Antiserum durchgefuhrt (Abbildung 48).
Die nach der Immunpréazipitation in den Extrakten verbleibende Menge an HDAC3
wurde in Western Blots minti-HDAC3-spezifischem Antiserum bestimmt. Nach

drei sequentielleAnti-HDAC3-Immunprazipitationen war der Gehalt an HDAC3 im

kein Abbildung 48. Unter-
Antiserum cHDAC1 oHDAC3 suchung der enzyma-
konsekutive tischen Aktivitat von

Depletion 1 2 3 1 2 3 1 2 3
HDAC4 nach Immun-

oHDACI] e»as ap a» ap e — — depletion von HDACS3.
‘ Gesamtzellextrakte ein-
er 293-Zelllinie, die

oFLAG — alaater g HDAC4-FLAG konstitu-
tiv exprimiert, wurden
14000 - wiederholten Immun-
= 12000- prézipitationen mit den
= i angegegebenen Anti-
2 10099 seren unterworfen (kon-
XE 8000-
<o sekutive Depletion; Pra-
oo 6000 - .
<" immunserum, Serum des
A 4000+ " ;
T fur die Herstellung
2000+ . .
des Anti-HDAC3-Antise-
kein aHDAC1 oHDAC3 Prdimmun- rums verwendeten Ka-
Antiserum serum ninchens vor der Im-

munisierung). Der Ge-
halt der Extrakte an HDAC3 und HDAC4-FLAG wurde in Western Blotsamit-HDAC3- undanti-
FLAG-spezifischen Antiseren bestimmt (oben). Die extrem hohe Menge an Kaninchen-IgG in den
Extrakten, die mit PrAimmunserum immunpréazipitiert worden waren, machte Am@tDAC3-
Western Blot dieser Extrakte unmdglich. Nach der dritten konsekutiven Depletion wurde HDACA4-
FLAG mit anti-FLAG-spezifischem Antiserum immunprazipitiert und die enzymatische Aktivitat der
Immunprézipitate Gber die Desacetylierung des H4-Substratpeptids bestimmt. Die enzymatische

Aktivitat jeweils zweier unabhéangiger Immunprazipitationen ist angegeben (unten).
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Extrakt stark reduziert. Keine Reduzierung des HDAC3-Gehaltes wurde hingegen
nach Immunprazipitationen méanti-HDAC1-spezifischem Antiserum oder nach
Kontrollimmunprazipitationen ohne Zugabe von Antiserum festgestellt (Abbildung
48, aHDAC3). Anti-FLAG-Western Blots der derartig behandelten Extrakte wiesen
hingegen einen nahezu gleichbleibenden Gehalt an HDAC4-FLAG auf (Abbildung
48, a FLAG). Zur Bestimmung der verbleibenden enzymatischen Aktivitat von
HDAC4 wurde HDACA4-FLAG aus den jeweiligen Extrakten rnaiti-FLAG-
spezifischem Antiserum immunprazipitiert. Die mit HDAC4-FLAG assoziierte en-
zymatische HDAC-AKktivitat war dabei nacAnti-HDAC3-Immunprazipitation
deutlich niedriger als nacAnti-HDAC1- oder Mock-Immunpréazipitationen (kein
Antiserum, PrAimmunserum).

Ahnliche Ergebnisse wurden mit Gesamtzellextrakten einer Zelllinie, die
lediglich die enzymatisch aktive Domane von HDAC4 konstitutiv exprimiert
[HDAC4(aa 612-1084)-FLAG], erhalten (Abbildung 49nti-FLAG-Western Blots
bestétigten dabei, dal’ die HDAC4-FLAG-Fusionsproteine aus den unterschiedlich be-
handelten Extrakten mit der gleichen Effizienz Uber das-FLAG-spezifische Anti-

Abbildung 49. Untersu-
chung der enzymatischen
Aktivitat von HDAC4(aa
612-1084)-FLAG nach Im-
mundepletion von HDACS.
Gesamtzellextrakte einer 293-
Zelllinie, die HDAC4(aa 612-

HDAC-AKktivitat

oaHDAC4 612-1084 1084)-FLAG konstitutiv ex-
T

IP: HDAC4 -FLAG primiert, wurden wiederholt
- oHDACS3 mit anti-HDAC1- und anti-
HDAC3-spezifischen Anti-
Depletion seren oder ohne Zugabe von

Antiserum (Mock) immun-

aHDAC1
aHDAC3
Mock

prazipitiert. Nach Depletion
wurde HDAC4(aa 612-1084)-
FLAG aus den Extrakten mianti-FLAG-spezifischem Antiserum immunprazipitiert, und die
enzymatische Aktivitat der Immunpréazipitate Gber die Desacetylierung des H4-Substratpeptids
bestimmt (oben)Anti-FLAG-Immunpréazipitate (IP: HDAC4) wurden in Western Blots rmaitti-

FLAG- undanti-HDAC3-spezifischen Antiseren analysiert (unten).
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serum immunprazipitiert wurden. Wie denti-HDAC3-Western Blot dokumentiert,
fuhrt der Verlust von HDAC3 im HDAC4-FLAG-Immunprazipitat zu einer dra-

matischen Verringerung der mit HDAC4 assoziierten enzymatischen Aktivitat.

3.6.18.2Depletion von HDAC3 mit GST-HDAC4

Wie unter Abschnitt 3.6.2 beschrieben, bindet rekombinantes GST-HDAC4(aa
612-1084) HDAC3 aus Zellextrakten mit hoher Affinitdt. Zur Eliminierung von
HDAC3 aus Zellextrakten wurden daher neben dem spezifisimerRHDACS3-
Antiserum auch GST-HDAC4(aa 612-1084)-Affinitdtssdulen verwendet (Abbildung
50). Extrakte einer 293-Zelllinie, die HDAC4-FLAG konstitutiv exprimiert, wurden
wiederholt GUber GST-HDAC4(aa 612-1084)- und GST-HDAC4(aa 662-1084)-
Affinitatssaulen aufgereinigt. Inkubation der Extrakte mit GST-HDAC4(aa 612-1084)

GST- Abbildung 50. Untersuchung der

HDACA4 enzymatischen Aktivitdt von

Depletion |¢_‘\|Ig HDAC4 nach Depletion von

§§ 82 HDAC3 mittels GST-HDACA4.
.. oHDACS3 Gesamtzellextrakte einer 293-Zell-

Lysat linie, die HDAC4-FLAG konstitutiv

S v oHDAC4-FLAG

exprimiert, wurden wiederholt Uber

8000-

& ] GST-HDAC4(aa 612-1084)- und
"E 6000- GST-HDAC4(aa 662-1084)-Affi-

i’g T nitatssaulen geleitet. Nach der se-
<| % 4000-. quentiellen Inkubation mit den re-

gv 2000- kombinanten GST-HDAC4-Fusions-
% ; proteinen (Depletion), wurde
0- HDACA4-FLAG mit anti-FLAG-spe-

IP: HDAC4 e oHDAC3 zifischem Antiserum immunpré-

= == HDAC4-FLAG zipitiert (IP: HDAC4). Die enzyma-
- tische Aktivitat der Immunpra-

zipitate wurde Uber die Des-
acetylierung des H4-Substratpeptids bestimmt. Der Gehalt der unterschiedlich behandelten Zellextrakte
(Depletion) und der entsprechendanti-FLAG-Immunprazipitate (IP: HDAC4) an HDAC3 und
HDAC4-FLAG wurde in Western Blots minti-HDAC3- und anti-FLAG-spezifischen Antiseren

verglichen.
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nicht aber GST-HDAC4(aa 662-1084) fiihrte zu einer spezifischen Reduktion des
HDAC3-Gehaltes. Im Gegensatz dazu blieb der HDAC4-FLAG-Gehalt in den unter-
schiedlich behandelten Extrakten auf gleichem Niveau (Abbildung 50, Lysdt).
FLAG-Immunprazipitate der tber GST-HDAC4(aa 612-1084)-Affinitatssaulen aufge-
reinigten Extrakte wiesen eine deutliche Reduktion der enzymatischen Aktivitat auf.
Western Blot-Analyse deAnti-FLAG-Immunprazipitate der tber GST-HDAC4(aa
612-1084)-Affinitatssaulen geleiteten Extrakte amitti-HDAC3-spezifischem Anti-
serum bestéatigte, dal? nahezu kein HDAC3 an HDAC4-FLAG gebunden war. Dabei
war aus den unterschiedlich behandelten Extrakten eine vergleichbare Menge an
HDAC4-FLAG immunprazipitiert worden wie der Western Blot mariti-FLAG-
spezifischem Antiserum bestétigte (Abbildung 50, IP: HDACA4).

3.6.19 Affinitatsaufreinigung von HDAC4

Sowohl rekombinantes als auch zellular exprimiertes HDAC4 wird von
rekombinantem GST-RD3(N-CoR) gebunden (siehe Abschnitt 3.6.14). Da die
Bindungsaffinitaten von rekombinantem HDAC4 und zellularem HDAC4 vergleich-
bar waren, ist anzunehmen, dal? diese Bindung unabh&ngig von HDAC3 ist.
Basierend auf dieser Beobachtung wurde ein Affinitatsverfahren entwickelt, das die
Aufreinigung von zellularem HDAC4 unabhangig von HDAC3 ermdglichte.

3.6.19.1Affinitatsaufreinigung von enzymatisch inaktivem Uberexprimiertem
HDAC4-FLAG

Ein aufgereinigtes, rekombinantes Fusionsprotein der RD3-Domé&ne von N-
CoR, das an GSH-Agarose gebunden war, wurde mit Gesamtzellextrakten einer 293-
Zelllinie inkubiert, die HDAC4-FLAG konstitutiv exprimiert. Parallel wurde
HDAC4-FLAG aus demselben Extrakt nanti-FLAG-spezifischem Antiserum im-
munprazipitiert. Nach intensivem Waschen wurden jeweils Western Blot-Analysen
mit ant-HDAC3- und anti-FLAG-spezifischen Antiseren durchgefihrt. Aul3erdem
wurde die enzymatische HDAC-Aktivitat des immunprazipitierten oder an GST-RD3
gebundenen Materials gemessen (Abbildung 51). HDAC4-FLAG wurde an GST-RD3
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unabhéngig von HDAC3 gebunden. Dieses an GST-RD3 gebundene HDAC4-FLAG,
das nicht mit HDAC3 komplexiert war, war enzymatisch vollig inaktiv. Demgegen-
Uber wies HDAC4, das uber das FLAG-Epitop immunprazipitiert worden war, hohe
enzymatische Aktivitat auf. Wie der Western Blot bestatigte, war HDAC3 an diese
enzymatisch aktive HDAC4-Species gebunden. Diese Ergebnisse lassen darauf
schliel3en, daf3 in der Zelllinie, die HDAC4-FLAG konstitutiv Uberexprimiert, zwei
voneinader unabhangige HDAC4-Formen existieren: Eine mit HDAC3 komplexierte
Form ist enzymatisch aktiv, kann jedoch nicht an GST-RD3 binden. Eine nicht mit
HDAC3 komplexierte Form ist hingegen in der Lage an GST-RD3 zu binden, ist
jedoch enzymatisch vollig inaktiv.

12000 A Abbildung 51. Affinitdtsaufreinigung von
enzymatisch inaktivem tberexprimiertem
. 100001 HDAC4-FLAG. HDACA4-FLAG einer 293-
“45 Zelllinie, die dieses Fusionsprotein kon-
S 8000 _— -
- stitutiv exprimiert, wurde entweder an re-
é E 6000+ kombinantes GST-RD3(N-CoR) gebunden
OL (linke Seite, GST-Proteine, RD3) oder di-
g 40001 rekt mittels anti-FLAG-spezifischem Anti-
I serum immunprazipitiert. Immunprazipi-
20001 tiertes Material wurde dabei, wie angege-
ben, seriell verdiinnt (rechte Seite, Immun-
0- prazipitation). Zur Kontrolle der Bindung an
oHDAC3 === ST - rekombinantes GST-RD3 wurde rekom-
aHDAC4 Z R SRR binante GST eingesetzt (linke Seite, GST-
-FLAG _r Proteine, GST). Immunprézipitiertes oder an
g g é g g § g g rekombinante GST-Fusionsproteine ge-
- - bundenes Material wurde in Western Blots

GST- Immun- mit anti-HDAC3- und anti-FLAG-spe-
Proteine praZIPItatlon zifischen Antiseren analysiert (unten).
AuRerdem wurde die enzymatische HDAC-
Aktivitat Gber die Desacetylierung des H4-
Substratpeptids bestimmt (oben). Lysat, je-
weils 10% des fur die Bindung an re-
kombinante GST-Fusionsproteine oder fir
die Anti-FLAG-Immunpréazipitation einge-

setzten Gesamtzellextrakts.
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3.6.19.2Affinitatsaufreinigung von enzymatisch inaktivem endogenen HDAC4

Um auszuschlieRen, daR die konstitutive Uberexpression von HDAC4-FLAG
artifiziell zur Bildung inaktiver HDAC4-Species fuhrte, wurde auch endogenes
HDACA4 anhand der im vorigen Abschnitt beschriebenen Methode unter Verwendung
eines rekombinanten GST-RD3(N-CoR)-Fusionsproteins aufgereinigt. Wientier
HDACA4-Western Blot in Abbildung 52 zeigt, konnte endogenes HDAC4 effizient an
rekombinantes GST-RD3 gebunden werden. Das auf diese Weise aufgereinigte
HDACA4 war enzymatisch vollig inaktiv. Eine &hnliche HDAC4-Menge, die direkt mit
anti-HDAC4-spezifischem Antiserum immunprazipitiert worden war, zeigte hingegen
deutlich enzymatische Aktivitat. Diese Resultate weisen darauf hin, daf3 lediglich
HDACA4, das mit HDAC3 komplexiert ist, enzymatisch aktiv ist.

16007 Abbildung 52. Affinitatsaufreinigung von en-
zymatisch inaktivem endogenem HDACA4.Ge-
1200- samtzellextrakte von 293-Zellen wurden mit rekom-
—_ binanter GST oder einem rekombinanten GST-
g_ 800+ RD3(N-CoR)-Fusionsprotein inkubiert (rechte
2 Seite, GST-Proteine). Endogenes HDAC4 wurde
400+ parallel mittelsanti-HDAC4-spezifischem Anti-

HDAC-Aktivat

serum immunprazipitiert. Die Immunprazipitate

wurde wie angegeben seriell verdinnt (linke Seite,

Immunprazipitation). Immunprézipitiertes oder an

oHDAC4 o= -

[Se=e)
8 <|7> rekombinante GST-Fusionsproteine gebundenes

o Material wurde in Western Blots méinti-HDAC4-

Lysat
1/3
1/9

Immun- GST- spezifischem Antiserum analysiert (unten). Auler-

ptt':latfcl)?:- Proteine e wurde die enzymatische HDAC-Aktivitét tiber
die Desacetylierung des H4-Substratpeptids be-
stimmt (unten). Lysat, jeweils 10% des fur die
Bindung an rekombinante GST-Fusionsproteine
oder fur die Anti-HDAC4-Immunpréazipitation

eingestetzten Extrakts.
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3.6.20Chromatographische Auftrennung aktiver und inaktiver HDAC4-
Komplexe

Bestehen in einer Zelle gleichzeitig enzymatisch aktive und inaktive HDACA4-
Komplexe, sollten sich diese chromatographisch auftrennen lassen. Extrakte einer
293-Zelllinie, die HDAC4-FLAG konstitutiv exprimiert, wurden zunachst mit
DNase | behandelt, um hochmolekulare Komplexe, die unspezifisch tber DNA oder
Chromatin aneinander gebunden waren, zu spalten. Danach wurde das Lysat Uber eine
Gelfiltrationssaule mit sehr hohem Auflésungsvermdgen (Superose 6) aufgetrennt.
HDAC4-FLAG wurde aus den Fraktionen der Gelfiltration Ubati-FLAG-spe-

zifisches Antiserum immunprazipitiert und auf enzymatische HDAC-Aktivitat unter-

1250 - Abbildung 53. Chro-

E ° matographische Auftren-

S 1000+ /\. nung aktiver und inak-

_:..‘; ° tiver HDAC4-Komplexe.
."§ 750- / Gesamtzellextrakte einer
E o® 293-Zelllinie, die HDAC4-
<| 500- °® FLAG konstitutiv expri-
2 \ miert, wurden Uber eine
% 250- y Superose 6-Gelfiltrations-
g -0+ saule aufgetrennt. Saule:

o ¥ Ve, o-0-00.4.0 N
® Pharmacia Superose 6 HR
1234567 891011121314151617181920

1 1 1 1 10/30 (10 mmID x 300

= mmL); FluBRrate: 0,15

® Void ESO 333 k%sa ml/min; Detektion: Ab-

-l a a

sorption bei 280 nm (nicht

OLHELAAC(% § --ﬂ.- : gezeigt); Mobile Phase:
IPLS-Puffer; Fraktions-

oHDAC3 -~ =-— . groRe: 0,8 ml. HDACA4-

FLAG wurde aus 3/4 jeder
Fraktion mittelsanti-FLAG-spezifischem Antiserum immunprézipitiert. Die enzymatische Aktivitat
der Immunprazipitate wurde tber die Desacetylierung eines H4-Substratpeptids bestimmt (oben). 1/4
jeder Fraktion wurde auf SDS-PAGE-Gele aufgetragen (7,5%) und in Western BlatstirlDAC3-
und anti-FLAG-spezifischen Antiseren analysiert (unten). Die Elutiuonspositionen von Marker-
proteinen unter den gewahlten Chromatographiebedingungen sind angegeben; Void: Ausschluf3-

volumen. Lysat, 2% des auf die Saule aufgetragenen Materials.
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sucht. AuRerdem wurden die Fraktionen durch Western BlotamiH~LAG- und
anti-HDAC3-spezifischen Antiseren analysiert (Abbildung 53). Die mit HDAC4-
FLAG assoziierte HDAC-AKktivitat eluierte von der Séaule als breite Peakfraktion
zwischen Fraktion 2 (entspricht dem Ausschlul3volumen der Séule von ca. 2 MDa)
und Fraktion 10 (entspricht ca. 0,5 MDa) mit einem Aktivititsmaximum bei ca. 1
MDa (Fraktion 6). Der Grof3teil an HDAC4-FLAG-Protein hingegen wurde in den
Fraktionen 10, 11 und 12 (enspricht ca. 0,4 MDa) gefunden. Diese HDAC4-Spezies is
offensichtlich enzymatisch inaktiv. Eine weitaus geringere Menge an HDAC4-FLAG
eluierte zusammen mit der hochmolekularen enzymatischen Aktivitat (weniger als 5%
der Gesamtmenge). HDAC3 wurde ausschlief3lich in hochmolekularen Fraktionen
nachgewiesen. Kein HDAC3 wurde in den niedermolekularen inaktiven Fraktionen
gefunden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit endogenem HDAC4 erhalten (Ab-
bildung nicht gezeigt) und bestatigen die Existenz zweier unterschiedlicher Formen
von zellularem HDAC4: hochmolekular, komplexiert mit HDAC3 und enzymatisch

aktiv sowie niedermolekular, nicht komplexiert mit HDAC3 und enzymatisch inaktiv.

3.6.21Nachweis enzymatisch aktiver HDAC4-HDAC3-SMRT/N-CoR-Komplexe

Zum Nachweis enzymatisch aktiver HDAC4-HDAC3-N-CoR/SMRT-Kom-
plexe wurde Kernextrakt von Hela-Zellen zunachst an rekombinantes GST-
HDACA4(aa 612-1084), das an GSH-Agarose immobilisiert war, gebunden (siehe Ab-
schnitt 3.6.2). Nach intensivem Waschen wurde das gebundene Material mittels GSH
kompetitiv eluiert. Das Eluat wurde aufgeteilt und Immunpréazipitationen mit den
folgenden Antiseren durchgefiihanti-N-CoR,anti-SMRT, anti-SIN3, anti-HDAC1,
anti-HDAC3 undanti-FLAG. Immunprézipitationen wurden entweder fur enzyma-
tische HDAC-Aktivitatstests eingesetzt oder auf SDS-PAGE Gele aufgetragen und
mittels Western Blots analysiert (siehe schematischen Versuchsablauf in Abbildung
54).

Signifikante enzymatische HDAC-Aktivitat wurde in danti-N-CoR-, Anti-
SMRT- undAnti-HDAC3-Immunprazipitaten gemessen (Abbildung 54). Dabei war
die enzymatische Aktivitat inAnti-HDAC3-Immunpréazipitat reproduzierbar grof3er
als die in derAnti-N-CoR- undAnti-SMRT-Immunprézipitaten. Diese Beobachtung
stimmt mit der Annahme uberein, da HDAC4 sowohl uber SMRT als auch tber N-
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CoR mit HDAC3 assoziiert. Keine enzymatische Aktivitat wurde hingegen in den Im-
munprazipitaten mianti-SIN3-, anti-HDAC1- undanti-FLAG-spezifischen Anti-
seren gefunden.

Der Anti-HDAC3-Western Blot deAnti-N-CoR- undAnti-SMRT-Immun-
prazipitate des Uber GST-HDAC4(aa 612-1084) affinitdtsaufgereinigten Materials
wies HDAC3 nach, wéahrend kein HDAC3 mit dekmti-SIN3-Antiserum assoziiert
war. Wenn das affinitdtsaufgereinigte Material jedochantt-HDAC3-spezifischem
Antiserum immunpréazipitiert wurde, wurden in entsprechenden Western Blots sowohl
SMRT als auch N-CoR nachgewiesen. Diese Faktoren konnten hingegen aus dem
Eluat der GST-HDAC4(aa 612-1084)-Saule nicht duschi-HDAC1-spezifisches
Antiserum immunprazipitiert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 die HDAC4-,
HDACS3- und N-CoR/SMRT-Proteine in gemeinsamen Komplexen mit enzymatischer

Aktivitat existieren.

Zellextrakt 6000 oHDAC3
} 5 ] §2% &
= >n © =
GST-HDAC4 2 _ 4000; -3z g
(612-1084) € S
< Y Immun-
C&’ ~ 2000, prazipitation
Elution % | «4 aN-CoR
‘ 0. ' aSMRT
Immun- tE2869 FIRTERE
prézipitation 8 DE: 7] S: < j 2 a «
>0 sQ0 L J 0 Q0
/ \ S 3 IXTT I T
3 3 3 B
Western HDAC- Immun- Immun-
Blot Aktivitat prazipitation prazipitation

Abbildung 54. Nachweis enzymatisch aktiver HDAC4HDAC3-SMRT/N-CoR-Komplexe. Links,
schematischer Versuchsablauf; Kernextrakte von HelLa-Zellen wurden mit rekombinantem GST-
HDAC4(aa 612-1084), das an GSH-Agarose gebunden war, inkubiert; spezifisch gebundenes Material
wurde mit l6slichem GSH eluiert und nanti-N-CoR-, anti-SMRT-, anti-SIN3-, anti-HDAC3-, anti-

HDAC1- oderanti-FLAG-spezifischen Antiseren immunprazipitiert; Mitte, die enzymatische HDAC-
Aktivitat der Immunprazipitate wurde Uber die Desacetylierung des H4-Substratpeptids gemessen,;
rechts, die angegebenen Immunprézipitate wurden tUber SDS-PAGE aufgetrennt und in Western Blots
mit anti-N-CoR-, anti-SMRT-, oderanti-HDAC3-spezifischen Antiseren analysiert; Lysat, 10% des

fur die Immunprazipitation eingesetzten Eluats der GST-HDAC4(aa 612-1084)-Affinitatssaule.
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3.6.22Nachweis der Abhangigkeit der enzymatischen Aktivitat von HDAC4 und
HDACT7 von denselben Cofaktoren

Sowohl rekombinante GST-HDACA4- als auch rekombinante GST-HDAC7-
Fusionsproteine binden HDAC3 (siehe Abschnitt 3.6.2). Die vorgestellten Ergebnisse
deuten darauf hin, dal3 die Corepressorproteine SMRT und N-CoR diese fur die
enzymatische Aktivitdt der HDACs der Klasse Il essentielle Bindung vermitteln. In
Kompetitionsexperimenten wurde untersucht, ob die enzymatischen Aktivitaten von
HDAC4 und HDACY7 tatsachlich von denselben Faktoren abhéngen. Gesamtzell-
extrakte von 293-Zellen wurden wiederholt Gber GST-HDAC4(aa 612-1084)- oder
GST-Affinitdtssaulen gereinigt (Abbildung 55). Anschlie3end wurden Aliquots der
Extrakte mittels Western Blot auf HDAC1 und HDAC3 hin untersucht. Extrakte, die
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Abbildung 55. Nachweis der Abhéngigkeit der enzymatische Aktivitat von HDAC4 und HDAC7
von denselben CofaktorenGesamtzellextrakte von 293-Zellen wurden wiederholt Gber GST- oder
GST-HDAC4(aa 612-1084)-Affinitatssaulen geleitet (Vorinkubation). Links, Western Blot-Analyse
der Uber die Affinitatssdulen gereinigten Extrakte amti-HDAC1- undanti-HDAC3-spezifischen
Antiseren; rechts, HDAC-Aktivitatstest von GST-HDAC4(aa 612-1084) und GST-HDAC7(aa 438-

912) nach Inkubation mit den Uber die Affinitdtssdulen gereinigten Extrakten.
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Uber GST-HDAC4(aa 612-1084)-Affinitatssaulen gereinigt worden waren, wiesen
dabei eine 70-80%-ig geringere Menge an HDAC3 auf als Extrakte, die Uber GST-
Affinitatssaulen gereingt worden waren. Die Menge an HDACL1 bleib hingegen in
beiden Extrakten konstant. GST-HDAC4(aa 612-1084) oder GST-HDAC7(aa 438-
912) zeigten nach Inkubation mit dem tber GST-HDAC4(aa 612-1084)-Affinitats-
saulen gereinigten Extrakt nur ca. 20-30% der enzymatischen HDAC-Aktivitat, die
nach Inkubation mit dem Kontrollextrakt erhalten wurde (GST-Affinitatssaule). Die
mit GST-HDAC4 assoziierte HDAC-Aktivitat war ca. dreimal héher als die mit GST-
HDACY7 assoziierte. Dies laf3t darauf schlie3en, da3 HDAC4 und HDAC7 Cofaktoren
mit unterschiedliche Affinitat binden.

3.6.23Untersuchung der gegenseitigen Abhangigkeit der enzymatischen Aktivi-
tat der HDAC4- und HDAC7-Komplexe

Wie im vorigen Abschnitt 3.6.22 gezeigt, hangen die enzymatischen
Aktivitaten von HDAC4 und HDACY7 von denselben Cofaktoren ab. Um zu unter-
suchen, ob voneinander unabhangige, enzymatisch aktive HDAC4- und HDAC7-
Komplexe in der Zelle coexistieren, wurden sequentielle Immunprazipitationen
durchgefihrt. HDAC7 wurde wiederholt aus Zellextrakten von SupTI-Zellen mit dem
anti-HDAC7-spezifischen Antiserum immunprazipitiert (Abbildung 56). Nach der
dritten Immunpréazipitation wurden lediglich 15% der ursprunglichen enzymatischen
HDACT7-Aktivitdt gemessen (100% entspricht der ersten Immunprazipitation). Aus
dem wiederholt mianti-HDAC7-spezifischen Antiserum behandelten Extrakt konnte
jedoch immer noch aktives HDAC4 immunprazipitiert werden, wie der Vergleich mit
einer entsprechendefnti-HDAC4-Immunprazipitation von nicht vorbehandeltem
Extrakt zeigte (Abbildung 56, rechte Seite). Wurde die Aufeinanderfolge der Immun-
prazipitationen umgekehrt und zunachst HDAC4 und danach HDAC7 immun-
prazipitiert, ergab sich ein ahnliches Bild. Wiederholte Immunprézipitation von
HDAC4 fihrte zu einer 90%-igen Reduktion der mit demi-HDAC4-spezifischen
Antiserum assoziierten enzymatischen HDAC-AKktivitdt, wohingegen die enzyma-

tische Aktivitdt von HDAC7 nahezu unverandert blieb.
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Abbildung 56. Untersuchung der gegenseitigen Abhangigkeit der enzymatischen Aktivitat der
HDACA4- und HDAC7-Komplexe. Gesamtzellextrakte von SupTI-Zellen wurden wiederholtantt-
HDAC7- und anti-HDAC4-spezifischen Antiseren inkubiert. Die enzymatische HDAC-Aktivitat der
jeweiligen Immunprazipitate wurde tUber Desacetylierung des H4-Substratpeptids bestimmt. Links,
enzymatische Aktivitat von drei sequentiellanti-HADC7-Immunprazipitationen gefolgt von einer
Anti-HDAC4-Immunprazipitation; rechts, enzymatische Aktivitat von drei sequentialérHADCA4-

Immunprazipitationen gefolgt von ein&nti-HDAC7-Immunprazipitation.

3.7 Untersuchungen zur enzymatischen Aktivitat einer HDAC der Klasse Il mit
zwei HDAC-Doméanen, HDACG6

Die HDAC-Domanen der HDACs der Klasse Il sind offensichtlich enzyma-
tisch nicht selbstandig. Die HDAC-Domanen in HDAC4, HDAC5 und HDACY7 sind
vielmehr von der Wechselwirkung mit HDAC3 abhangig. HDACG ist ein einzig-
artiges Protein, da es zwei kovalent miteinander verbundene HDAC-Domanen in
Serie enthalt (siehe Abschnitt 3.1.3). Um zu untersuchen, ob HDAC-HDAC Wechsel-
wirkungen fir die enzymatische Aktivitat von HDAC-Komplexen essentiell sind,
wurde die enzymatische Aktivitat von HDAC6 und der HDAC-Doméanen in HDAC6

naher analysiert.
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3.7.1 Untersuchung der enzymatischen Aktivitat der HDAC-Domanen in
HDACG6

Die Versuche mit HDAC4 und HDAC7 hatten gezeigt, dal3 die HDAC-
Domanen dieser Faktoren gegenuber dem Verlust nur weniger Aminosauren am N-
oder C-terminalen Ende &ulerst sensitiv sind (siehe Abschnitt 3.6.10). Um
sicherzustellen, dal? nicht zu kleine Regionen entsprechend den HDAC-Domé&nen in
HDACG6 fur die Untersuchung der HDAC-AKktivitat dieses Faktors ausgewéahlt
wurden, wurde zunachst ein Sequenzvergleich mit den HDAC-Doménen von HDACA4
und HDAC7 durchgefihrt [(HDAC4(aa 612-1084), HDAC7(aa 438-912)].
Ausgehend von diesen Uberlegungen wurden entsprechend grolRe HDAC6-Fragmente
kloniert (HDACG6-I, aa 1-488 und HDACG-II, aa 409-1214) und mit C-terminalem
FLAG-Epitop transient in 293-Zellen exprimiert (Abbildung 5Anti-FLAG-
Immunprazipitate wurden entweder direkt auf enzymatische HDAC-AKktivitat unter-
sucht oder Uber SDS-PAGE aufgetrennt und in Western BlotantiELAG- oder

anti-HDAC3-spezifischem Antiserum analysiert.
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Wahrend HDACG6 selbst hohe enzymatische Aktivitat aufwies, waren weder
die N- noch die C-terminalen HDAC-Domanen dieses Faktors alleine enzymatisch
aktiv (Abbildung 57). DeAnti-FLAG-Western Blot der Immunprézipitate bestatigte,
daf} die Fusionsproteine ahnlich exprimiert und immunprazipitiert worden waren. Wie
bereits unter Abschnitt 3.6.8 beschrieben, war endogenes HDAC3 nicht an HDAC6
gebunden. Ebenso wurde keine Interaktion der getrennten HDAC-Domanen von
HDAC6 mit HDAC3 gefunden (Abbildung 57).

3.7.2 Untersuchung der enzymatischen Aktivitat rekombinanter HDACG6-

Proteinfragmente

Die HDAC-Doménen von HDAC6 wurden auch nach Expression in Bakterien
auf enzymatische Aktivitat untersucht. Hierzu wurden HDAC6(aa 1-488) [HDACG-I]
und HDACG6(aa 409-1214) [HDACG6-II] als Fusionsproteine mit N-terminalem GST in
Bakterien exprimiert und Uber GSH-Agarose aufgereinigt. Auch nach Inkubation
dieser rekombinanten HDAC6-Fragmente mit Gesamtzellextrakten von HelLa-Zellen

konnte keine enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden (Abbildung 58).

120001 Abbildung 58. Untersuchung der enzyma-
- tischen Aktivitat rekombinanter HDACG6-
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4000- Fusionsproteine wurden in Bakterien ex-

primiert und an GSH-Agarose gebunden. Die

HDAC-Activity
(cpm)

enzymatische HDAC-Aktivitat der immobi-

0 lisierten rekombinanten Proteine wurde nach
aHDAC3 - iz : der Inkubation mit Gesamtzellextrakten von
HelLa-Zellen gemessen (oben). Material, das
5 3§ zg EE -lg an die GST—HDAC4.-.Fusionsproteine ge-
o <5 QJ_ O1 > bunden war, wurde Uber SDS-PAGE auf-

%g g <Qt§ - getrennt und durch Western Blot nanti-
- T T HDAC3-spezifischem Antiserum untersucht
8 (I/_) UlL) (unten). Lysat, 10% des eingesetzten Ex-

C ¢ trakts.

130



AulRerdem assozierten die HDAC-Doménen in HDACG6 nicht wie die HDAC-
Doméne in HDAC4 (und HDACY7) mit zellularem HDAC3. Aufgrund der Grol3e des
HDACG6-Proteins (1214 aa) gelang es nicht, dieses als Fusionsprotein mit N-
terminaler GST in Bakterien zu exprimieren (das theoretische Molekulargewicht eines
GST-HDACG6-Fusionsproteins liegt bei Gber 160 kDa). Falls die kovalente Ver-
bindung der beiden HDAC-Domanen in HDACG6 fur die enzymatische Aktivitat
dieses Faktors ausreichend ist, sollte rekombinantes HDACG6 alleine, ohne Inkubation

mit Zellextrakten und ohne Bindung von HDAC3, enzymatisch aktiv sein.

3.7.3 Bindungsstudien der isolierten HDAC-Domé&nen von HDAC6

Es wurde auch untersucht, ob die beiden HDAC-Domanen von HDACG6

miteinander interagieren und dabei enzymatisch aktive Komplexe bilden kénnen. Die

IP: oFLAG IP: cHA Abbildung 60. Bindungsstudien der
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N-terminale HDAC-Domé&ne von HDAC6 mit C-terminalem FLAG-Epitop wurde
zusammen mit der C-terminalen HDAC-Domane von HDAC6 mit C-terminalem HA-
Epitop transient in 293-Zellen exprimiert. Die Fusionsproteine wurden sowohl mit
anti-FLAG-spezifischem Antiserum als auch raiti-HA-spezifischem Antiserum
immunprazipitiert. Immunprazipitate wurden direkt auf enzymatische HDAC-
Aktivitat untersucht und nach der Auftrennung tber SDS-PAGE in Western Blots mit
anti-FLAG- und anti-HA-spezifischen Antiseren analysiert. Als Kontrolle wurde
HDAC6 mit C-terminalem FLAG- oder HA-Epitop verwendet. Wie Abbildung 60
zeigt, interagierten die getrennten HDAC-Domé&nen von HDACG6 unter Bedingungen,
bei denen HDACG6 selbst enzymatisch aktiv ist, nicht miteiander. Wie bereits unter
Abschnitt 3.7.1 beschrieben, waren die getrennten HDAC-Domé&nen von HDAC6

enzymatisch nicht aktiv.
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4 DISKUSSION

Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dal3 Chromatin nicht von rein
statischer Natur ist. Es dient nicht nur passiv zum Schutz und zur Kompaktierung der
DNA sondern ist vielmehr aktiv an der Steuerung von Transkriptionsprozessen
beteiligt. Tatsachlich werden dynamische Veréanderungen der Chromatinstruktur mehr
und mehr als wichtige Regulationsmechanismen der Genexpression erkannt. Vor
allem die posttranslationale Modifizierung der “Core”-Histone durch Acetylierung
und Desacetylierung ist von grofem Interesse. Obwohl langjahrige Untersuchungen
bereits viele indirekte Hinweise auf eine Korrelation derartiger Modifikationen, der
Veranderung der Chromatinstruktur und der transkriptionellen Aktivitat vieler Gene
erbracht hatten, war lange Zeit nicht klar, ob diese die Folge oder Ursache der trans-
kriptionellen Aktivitat diskreter Regionen des Genoms sind. Ein eindeutig kausaler
Zusammenhang konnte erst mit der Klonierung und dem Studium der enzymatischen
Histon-Acetyltransferase- und Histon-Desacetylaseaktivitaten hergestellt werden
(Struhl, 1998; Workman und Kingston, 1998; Kornberg und Lorch, 1999).

In S. cerevisiaavurden zwei unabhéngige Multiproteinkomplexe mit en-
zymatischer HDAC-Aktivitat beschrieben (Rundlett et al., 1996): der HDA-Komplex
mit der katalytischen Komponente yHDA1 und der HDB-Komplex mit der kata-
lytischen Komponente yRPD3. Dieser Faktor war zuvor bereits in genetischen
Studien als transkriptioneller Regulator identifiziert worden (Vidal und Gaber, 1991).
In héheren Organismen wurden bereits drei Faktoren mit Homologie zu yRPD3,
HDAC1, HDAC2 und HDACS, gefunden. HDAC1 und HDAC2 sind beide in den so-
genannten SIN3-Corepressorkomplex, der ortholog zum HDB-KompleS. in
cerevisadst, eingebunden. AuRerdem gibt es Hinweise, dal3 weitere hochmolekulare
Multiproteinkomplexe der yRPD3-&hnlichen Faktoren, die ausschliel3lich in héheren
Organismen vorkommen und die in diesen unter anderem bei der hormonell-ge-
steuerten Regulation der Transkription von Bedeutung sind. Diese Beobachtungen
lassen darauf schliel3en, dal3 die Biologie der HDACs in hoheren, mehrzelligen
Organismen um einiges komplexer als im Einzeller Hefe ist. Dartuber hinaus werden
vermehrt Anzeichen gefunden, dafl} Veranderungen der Chromatinstruktur als Folge
desregulierter HDACs eine wichtige Rolle bei der Entstehung und malignen Trans-
formation einer Vielzahl von Tumoren spielen (Fenrick und Hiebert, 1998; Archer

133



und Hodin, 1999; Marks et al., 2000). Zum besseren Verstandnis der Bedeutung der
Acetylierung von Histonen bei der Entstehung von Tumoren, der Rolle von HDACs
bei der transkriptionellen Regulation und der biologischen Bedeutung der unter-
schiedlichen HDACSs, ist es notig, die beteiligten Faktoren, deren enzymatische
Aktivtiaten und Regulation im Detail zu charakterisieren.

Im Gegensatz zu yRPD3 sind bisher keine homologen Faktoren oder Komplexe
zur zweiten HDAC inS. cerevisiagyHDA1, in hoheren Organismen beschrieben
worden. Innnerhalb dieser Arbeit wurde eine Gruppe von humanen Faktoren, die
Ahnlichkeit zu dieser Hefe-HDAC aufweisen, erstmalig kloniert und charakterisiert.
Die detailierte Untersuchung der katalytischen Domé&nen dieser neuen Faktoren fihrte
zum uberraschenden Ergebnis, dald diese keine intrinsische enzymatische Aktivitat
aufweisen, sondern vielmehr von der Wechselwirkung mit einer weiteren HDAC,
HDAC3, abh&ngig sind. Dabei ist die Bindung zu HDAC3 nicht direkt, sondern wird
von den Corepressorproteinen N-CoR und SMRT vermittelt. Au3erdem wurden Hin-
weise gefunden, dafl} zwei HDAC-Domaé&nen innerhalb ein und desselben Proteins die
Bildung eines aktiven HDAC-Enzyms vermitteln kénnten. Die gewonnen Erkennt-
nisse deuten darauf hin, dal3 die enzymatische Aktivitat von HDAC-Komplexen von
der Wechselwirkung unterschiedlicher HDACs oder HDAC-Doménen abhangig sein

konnten.

4.1 Eine neue Klasse humaner HDACs, HDACSs der Klasse Il

Das Durchsuchen unterschiedlicher Datenbanken mit einer yHDA1-Minimal-
sequenz fiihrte zur Identifikation von vier humanen Faktoren, die Ahnlichkeit zu
dieser Hefe-HDAC aufwiesen, HDAC4, HDAC5, HDAC6 und HDACY7. Unter Zu-
hilfenahme unterschiedlicher molekularbiologischer Methoden konnten cDNAs
entsprechend diesen Proteinen kloniert werden. Die Analyse der klonierten cDNAs
weist darauf hin, dalld mit gro3er Wahrscheinlichkeit vollstandige Leserehamen
erhalten wurden. Die korrespondierenden Proteine sind deutlich grof3er als die
humanen Homologe von yRPD3 (912 aa fir HDAC7 bis 1214 aa fur HDACG6
gegenuber 428 aa fir HDAC3 bis 488 aa fur HDAC?2). Ein Vergleich der Primar-
strukturen zeigt, dald HDAC4, HDACS5 und HDAC7 ahnlich aufgebaut sind. Einer N-
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terminalen Doméane geringerer Homologie und ohne bekannte Proteinmotife von ca.
400-600 aa folgt eine C-terminale Domane von ca. 450 aa, die groRe Ahnlichkeit zu
yHDAL1 aufweist (HDAC-Domane). Diese Region ist unter diesen Faktoren &uf3erst
konserviert. HDAC6 hingegen ist ein besonderes Protein. Es ist der erste und bisher
einzige Faktor mit zwei HDAC-Domanen in Serie. Aufgrund der Ahnlichkeit dieser
neu gefundenen Proteine untereinander und vor allem ihrer HDAC-Domanen zu
yHDA1 werden sie als HDACs der Klasse Il bezeichnet (Fischle et al., 1999;
Grozinger et al., 1999). Die yRPD3-ahnlichen Proteine, HDAC1, HDAC2 und
HDACS3, werden hingegen zur Klasse | der HDACs zusammengefal3t.

Die Analyse des Expressionsmusters von HDAC4 und HDAC7 mittels
Northern Blot ergab, dal3 diese nicht in allen Zelltypen und Geweben gleichermal3en
exprimiert werden. So zeigen HDAC4 und vor allem HDAC7 eine hohe Expression in
Thymusgewebe, wohingegen sie in der Niere und in Testes nur in geringer Kon-
zentration vorkommen. Ein &hnlich begrenztes Expressionsmuster wurde auch fir die
anderen HDACs der Klasse II, HDAC5 und HDACG6, beschrieben (Grozinger et al.,
1999). Das begrenzte Vorkommen der HDACs der Klasse Il steht in starkem Kontrast
zur nahezu ubiquitaren Expression aller HDACs der Klasse | (Emiliani et al., 1998).
Aufgrund des selektiven Expressionsprofils der HDACs der Klasse Il kann angenom-
men werden, dal} diese spezifische Aufgaben innerhalb der Differenzierung bestim-
mter Gewebe ausiiben. So konnte beispielsweise bereits gezeigt werden, da? HDAC4
und HDACS bei der Differenzierung von Myoblasten in Myocyten und Muskelfasern
eine wichtige Rolle spielen (Lu et al., 2000; McKinsey et al., 2000).

In Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden HDAC4- und HDAC7-Proteine
Uberwiegend im Zellkern einer Reihe von eukaryontischen Zelllinien gefunden. Eine
derartige subzellulare Verteilung stimmt mit der Annahme Uberein, dal3 diese
Faktoren an transkriptionellen Regulationsvorgangen beteiligt sind. Dabei akkumu-
lieren die HDAC-Proteine innerhalb des Zellkerns in diskreten Zonen, die von den
Nukleoli, in denen die Synthese der rRNA und deren Einbindung in Ribosomen
stattfindet, ausgeschlossen sind. Ahnliche Chromatin-freie Zonen wurden auch fir
HDACSs der Klasse | sowie fir einige Transkriptionsfaktoren beschrieben (Hendzel et
al., 1998; Fischle et al., 1999). Solche subnukledre Strukturn kdnnten ein wichtige

Funktion bei der Steuerung der Transkription sowie dem Reifeprozel3 der RNA
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ausuben, da essentielle Faktoren fur diese Prozesse in derartigten Zonen angereichert
zu sein scheinen (Misteli, 2001).

HDAC7 (und HDACA4, Dr. Michael Hendzel, Cross Cancer Institute,
University of Alberta, Canada; personliche Mitteilung) wurde aber nicht nur im
Zellkern sondern auch im Zytoplasma nachgewiesen. Diese Beobachtung steht in
starkem Gegensatz zum Verhalten der HDACs der Klasse I, die bisher ausschlief3lich
im Zellkern gefunden wurden (Emiliani et al., 1998; Dr. Michael Hendzel, Cross
Cancer Institute, University of Alberta, Canada; personliche Mitteilung). Unter-
schiede hinsichtlich der Verteilung im Zellkern und im Zytoplasma innerhalb
verschiedener Zelllinien sowie vorlaufige Resultate mit Toxinen, die den
Proteinexport aus dem Zellkern inhibieren, lassen vermuten, da3 HDAC7 zwischen
dem Zellkern und dem Zytoplasma in einem dynamischen Gleichgewicht aus-
getauscht werden kann. Ein derartiger nukleo-zytoplasmatischer Austausch kénnte
einen wichtigen Regulationsmechanismus fir die biologische Aktivitat von HDACs
der Klasse Il darstellen und wurde inzwischen in separaten Studien zumindest fur
HDAC4 und HDACS5 nachgewiesen (Grozinger und Schreiber, 2000; McKinsey et
al., 2000; Wang et al., 2000).

4.2 Enzymatische Aktivitat der HDACs der Klasse Il

Drei unabh&ngige Ergebnisse deuten darauf hin, dal HDAC4 und HDAC7
tatsdchlich mit enzymatischer HDAC-AKktivitdt assozieren. (a) Antiseren gegen
HDACA4 oder HDAC7 immunprazipitieren aus unterschiedlichen Zelllinien spezifisch
Aktivitaten, die in der Lage sind, ein peracetyliertes Peptid, das der N-terminalen
Region des humanen Histons H4 entspricht, zu desacetylieren. Diese HDAC-Aktivitat
wird von TSA, einem Toxin, das zur Hyperacetylierung der Histone verschiedenster
Zelllinien fahrt, inhibiert. Dabei wird ahnlich der HDACs der Klasse | eine nahezu
vollstandige Inhibierung bei 400 nM TSA beobachtet. (b) Exogene Fusionsproteine
von HDAC4 und HDAC7 mit C-terminalem FLAG-Epitop, die transient in 293-
Zellen exprimiert werden, zeigen in Immunpréazipitaten anii-FLAG-spezifischem
Antiserum ebenfalls TSA-sensitive HDAC-AKktivitat. Dabei sind die enzymatischen
Aktivitaten von HDAC4 und HDAC?7 in diesen transienten Uberexpressions-

136



experimenten mit denen der HDACs der Klasse | vergleichbar. (c) Rekombinante, in
Bakterien produzierte Fusionsproteine von HDAC4 und HDAC7 mit GST bilden
spezifisch enzymatisch aktive HDAC-Komplexe, wenn sie mit Extrakten ver-
schiedener Zelllinien inkubiert werden.

Da der vorliegende Aktivitatstest auf einer Endpunktsbestimmung des
gesamten wahrend der Reaktion freigesetzten Acetats beruht, konnte bisher nicht
analysiert werden, ob HDACs der Klasse Il spezifisch flr bestimmte Lysinreste inner-
halb der N-terminalen Domé&ne von H4 sind. Versuche mit Histonen, Nukleosom-
“Core”-Komplexen und Oligonukleosomen als Substrat sowie die Anwendung
spezifischer Antiseren, die den Acetylierungszustand einzelner Lysinreste spezifisch
erkennen, sollen in Zukunft hiertiber Aufschlufd bringen (Zhang et al., 1998b).

Wie aufgrund der Homologie zu yHDA1 zu erwarten war, wurde in Studien
mit Deletionsmutanten C-terminale Regionen in HDAC4, HDAC5 und HDACY7 als
katalytische Doméanen identifiziert. Diese Regionen von ca. 450 aa waren in
transienten Uberexpressionsexperimenten nétig und ausreichend fiir die enzymatische
Aktivitat der HDACs dieser Klasse Il. Hingegen gelang es trotz etlicher Ansatze mit
unterschiedlichen Versuchsprotokollen nicht, rekombinante Fusionsproteine dieser
Doméanen in HDAC4 und HDAC7 mit N-terminaler GST in aktiver Form in
Bakterien herzustellen. Derartige Schwierigkeiten bei der Erzeugung rekombinanter
aktiver Proteine in bakteriellen oder bakuloviralen Expressionssystemen wurden auch
bei der Untersuchung anderer HDACs beschrieben (Hassig et al., 1998; Hu et al.,
2000). Sie kénnten auf generelle Probleme bei der Faltung der Proteine in Ab-
wesenheit entsperechender Chaperone oder auf das Fehlen essentieller Cofaktoren fir
die enzymatische Aktivitat zurickzufihren sein. Aul3erdem konnte die Fusion der
HDAC-Domanen an andere Proteine und Aminosduresequenzen, die eingesetzt
werden, um die Erkennung und Aufreinigung zu erleichtern, artifiziell die Faltung
und/oder Aktivitat der HDAC-Proteine negativ beeinflussen.

Inkubation der rekombinanten GST-HDAC-Fusionsproteine mit Zellextrakten
zeigte jedoch, dal3 diese biologisch nicht vdéllig inaktiv sind. Die in Zellkultur-
experimenten nach Transfektion aktiven C-terminalen Fragmente von HDAC4 und
HDAC7 [GST-HDAC4(aa 612-1084) und GST-HDAC7(aa438-912)] nicht aber ent-
sprechende Fusionsproteine der in Zellkulturexperimenten nach Transfektion in-
aktiven Mutanten waren in der Lage auf diese Weise, TSA-sensitive HDAC-Aktivitat
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zu bilden. Die Analyse der an die aktiven Fusionsproteine gebundenen, offensichtlich
fur die enzymatische Aktivitat essentiellen Cofaktoren ergab dabei vollig unerwartet
eine spezifische Interaktion mit HDAC3. Um auszuschlie3en, dal3 es sich um eine
artifizielle Rekrutierung handelte, wurde diese Interaktion direkt innerhalb von Zellen
untersucht. So wurde gefunden, dal3 die aktiven Formen von HDAC4, HDACS5 und
HDAC7 ebenfalls immer mit HDAC3 komplexiert sind. Die Bindung zwischen
endogenen nicht-modifizierten HDAC4- und HDACS3-Proteinen sowie der Umstand,
dal3 die Fusionen mit dem FLAG-Epitop oder mit GST sowohl C- als auch N-terminal
vorgenommen wurden, 141t es unwahrscheinlich erscheinen, dal’ die Hybridproteine
durch Fusion selbst inaktiviert wurden, jedoch wie das native Protein die Eigenschatft,
mit HDAC3 zu interagieren, beibehalten haben. Vielmehr deuten die Ergebnisse auf
einen physiologischen Zusammenhang dieser Wechselwirkung mit der enzymatischen
HDAC-Aktivitdt von HDACs der Klasse II hin.

Eine der wenigen in rekombinanter Form aktiven HDACs, yHOS3, wurde, so-
wohl ausS. cerevisiaals auch Bakterien aufgereinigt, in Form von Homodimeren
gefunden (Carmen et al., 1999). Ebenso sind sowohl HDAC1 als auch HDAC2 in
einem enzymatisch aktiven HDAC-Minimalkomplex enthalten (Zhang et al., 1999).
In HDACG6 sind zwei HDAC-Doménen direkt kovalent miteinander verbunden.
Bisher war jedoch nicht klar, welche Funktion zwei HDAC-Doméanen innerhalb
derselben HDAC-Komplexe ausiuben. Durch detailierte Analyse von HDAC4-Punkit-
und Deletionsmutanten konnte zum ersten Mal ein direkter Zusammenhang zwischen
einer enzymatischen HDAC-AKktivitat und der Interaktion von HDAC-Domé&nen her-
gestellt werden: Alle Mutationen von HDAC4, die einen Verlust der Aktivitat zur
Folge haben, fuhren gleichzeitig zu einem Verlust der Bindung zu HDACS3. Aul3er-
dem kann von Zellextrakten, die an HDAC3 verarmt sind, nur eine sehr viel geringere
HDACA4-Aktivitat erhalten werden. Chromatographische Fraktionierung bestéatigte,
dald es innerhalb der Zelle zwei unterschiedliche HDAC4-Formen gibt: Enyzmatisch
aktiv, im Komplex mit HDAC3 und enzymatisch inaktiv als niedermolekularer
Fraktionen.

Die Wechselwirkung dieser beiden HDACSs ist jedoch nicht direkt. Alle Ver-
suche, eine direkte Bindung dieser beiden Faktoren und damit enzymatisch aktive
Komplexe unter Verwendung von rekombinanten Proteinen zu reproduzieren, schei-

terten, selbst wenn die beiden HDACSs gleichzeitig zusammen hergestellt wurden. Die
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genaue Analyse der Bindung fihrte vielmehr zur Identifizierung zweier ahnlicher
hochmolekularer Faktoren, N-CoR und SMRT, die die Wechselwirkung von HDAC4
(und HDAC7) mit HDAC3 vermitteln. Diese Faktoren wurden bereits mit der

Repression zahlreicher Gene in Verbindung gebracht (Cress und Seto, 2000).

Es konnte gezeigt werden, da? N-CoR (und SMRT) eine Bruckenfunktion
ausiben, indem sie HDAC4 oder HDAC7 sowie HDAC3 an unterschiedliche
Domaénen binden. Diese HDAC-Bindungsdomanen sind von grof3em Interesse, da sie
bereits unabhangig mit der Repression unterschiedlicher Gene in Verbindung
gebracht wurden (Horlein et al., 1995; Ordentlich et al., 1999; Park et al., 1999). Da
HDACSs der Klasse Il auch in der Gegenwart von TSA mit HDAC3 interagieren, ist
die enzymatische HDAC-AKktivitat selbst fur die gegenseitige Wechselwirkung der
HDACSs und fiur die Bindung an N-CoR/SMRT nicht n6tig.

Zwei unterschiedliche Modelle kénnen die enzymatische Aktivitat der
HDACs der Klasse Il mit nur einer HDAC-Doméane erklaren (Abbildung 62).
(a) HDAC4, HDAC5 und HDACY7 sind selbst inaktiv. Sie sind keine funktionellen

N-CoR/SMRT (s} N-CoR/SMRT [S:{o)]

Abbildung 62. Modell des enzymatisch aktiven HDAC4-HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexes.
HDAC4 existiert in der Zelle in zwei unterschiedlichen Formen. Freies HDAC4 ist nicht mit HDAC3-
N-CoR/SMRT assoziiert und ist enzymatisch nicht aktiv (reprasentiert durch die geschlossene
katalytische Domane). Nach der Bindung von HDAC4 an den HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplex
bestehen theoretisch zwei Méglichkeiten: Links, HDAC4 tragt nicht zur enzymatischen Aktivitat des
HDAC4-HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexes bei und ist ein konstitutiv inaktiver Faktor; die Aktivitat
des Kopmlexes wird lediglich von aktivem HDAC3 vermittelt; rechts, die Bindung von HDAC4 an den
HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplex fihrt zur allosterischen Aktivierung der enzymatischen Aktivitat von
HDAC4 (induzierte konformative Veranderung der Tertiarstruktur, reprasentiert durch die geoffnete
katalytische Doméane). Ahnliche Uberlegungen gelten auch fiir die anderen HDACs der Klasse Il mit
nur einer HDAC-Doméane, HDAC5 und HDAC?.

139



Enzyme und tragen auch nicht zur enzymatischen Aktivitat der diese Faktoren ent-
haltenden Multiproteinkomplexe bei. Diese HDACs binden vielmehr an enzymatisch
aktive HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexe und sind in ihrer Funktion von diesen
abhéangig (Guenther et al., 2000; Li et al., 2000; Underhill et al., 2000; Urnov et al.,
2000; Wen et al., 2000). Die biologische Bedeutung der HDACs der Klasse Il kdnnte
dann vor allem darin bestehen, die Verbindung zwischen den HDACS3-
N-CoR/SMRT-Komplexen und anderen Faktoren herzustellen. Fur die
Wechselwirkung mit anderen Proteinen stellt dabei vor allem die N-terminale
Doméane eine gunstige Plattform dar. So wurden Interaktionen der N-terminalen
Region von HDAC4 und HDAC5 mit Faktoren der MEF2-Familienyocyte
enhancer factor ' von Transkriptionsregulatoren beschrieben (Miska et al., 1999;
Wang et al., 1999). Durch gleichzeitige Bindung an derartige Transkriptionsfaktoren
und die HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexe Uber unterschiedliche Domanen kénnte
enzymatische HDAC-Aktivitdt an Regionen des Genoms rekrutiert werden, die
entsprechende Erkennungssequenzuen aufweisen. (b) HDAC4, HDAC5 und HDAC7
existieren in zwei unterschiedlichen funktionellen Zustanden; nicht-gebunden an die
HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexe und enzymatisch inaktiv sowie enzymatisch aktiv
nach Bindung an diese Komplexe. Die HDACs der Klasse Il werden im Context der
HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexe entweder durch strukturelle Verdnderungen (allo-
sterische Regulation) oder/und eine posttranslationale Modifikation, die durch einen
Cofaktor in diesem Komplex vermittelt wird, aktiviert.

Die bislang gewonnenen Erkenntnisse sind leider nicht ausreichend, zwischen
diesen beiden Modellen mit Sicherheit zu entscheiden. Mehrere Beobachtungen und
Uberlegungen scheinen jedoch darauf hinzudeuten, daR sowohl die HDACs der
Klasse Il als auch HDAC3 innerhalb der N-CoR/SMRT-Corepressorkomplexe aktive
Enzyme sind. (I) Die Primarstruktur der C-terminalen Domé&ne der HDACs der
Klasse Il ist &ul3erst konserviert, nicht nur innerhalb dieser Gruppe von Proteinen und
im Vergleich zu yHDAL, sondern auch relativ zu HDACs der Klasse | und yRPD3
(Leipe und Landsman, 1997; Finnin et al., 1999). (Il) Die Aminosauresequenzen der
HDACSs der Klasse Il kdnnen ohne Schwierigkeiten auf die prototypische rontgen-
kristallographische Struktur eines bakteriellen, HDAC-&hnlichen Proteins modelliert
werden (histone desacetylase like prot&itdDLP; Finnin et al., 1999). Obwohl
Prokaryonten selbst keine Histonproteine enthalten, konnte in enzymatischen Ak-
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tivitatstests mit Histonen und Histonpeptidfragmenten tatséchlich eine schwache
TSA-sensitive HDAC-AKktivitat dieses Proteins nachgewiesen werden (Finnin et al.,
1999). (1) Punktmutationen in HDACA4, die zum Austausch von Aminsaureresten
fuhren, die im hypothetischen Katalysemechanismus des HDLP-Proteins eine wich-
tige Rolle spielen, fihren zu einem Verlust der enzymatischen Aktivitdt von HDAC4
(Finnin et al., 1999). (V) Die HDAC-Doménen in HDACG sind im isolierten Zustand
alleine nicht aktiv und interagieren weder untereinander noch mit HDAC3. Diese Be-
obachtungen indizieren, daf} die Notwendigkeit zweier unabhé&ngiger, sich erganz-
ender HDAC-Domanen in HDACG6 durch kovalente Bindung geldst ist. HDACs der
Klasse Il mit lediglich einer HDAC-Doméne sind hingegen von der Rekrutierung
einer weiteren HDAC, HDAC3, uber die vermittelnde Aktivitat von Cofaktoren (N-
CoR/SMRT) abhéngig. (V) Der Austausch einzelner Aminosauren innerhalb der
HDAC-Domane von HDAC4 fuhrt direkt zu einem Verlust der Bindung zu N-
CoR/SMRT. Dies deutet auf eine strukturelle Verknupfung des katalytischen
Zentrums und der Interaktionsoberflache fur die Wechselwirkung mit N-CoR/SMRT
in HDAC4 hin. Umgekehrt konnte die Bindung des HDAC3-N-CoR/SMRT-
Komplexes eine Anderung der Konformation von HDAC4 induzieren, die zur
Aktivierung des katalytischen Zentrums fuihrt. Deratige, durch die Bindung anderer
Faktoren induzierte, Konformationsdnderungen weisen im Allgemeinen auf allo-
sterische Regulationsmechanismen hin (Boyer, 1970). In diesem Zusammenhang ist
zu erwadhnen, daf3 die Inkubation von HDLP mit TSA nicht nur zur Blockierung des
pseudo-katalytischen Zentrums, sondern auch zu einer Veranderung der Konfor-
mation einiger Bereiche an der Oberflache dieses Faktors fihrt (Finnin et al., 1999).

4.3 Corepressorkomplexe und HDAC-AKktivitat

Die nuklearen Proteine N-CoR und SMRT waren ursprunglich als essentielle
Cofaktoren der durch Steroidhormonrezeptoren und den Thyroidhormonrezeptor ver-
mittelten transkriptionellen Regulation entdeckt worden (Chen und Evans, 1995;
Horlein et al., 1995). Sie wurden in der Folgezeit mit den Repressionsmechanismen
einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren in Verbindung gebracht. Ein Umstand, der
wensentlich zum Begriff der Corepressoren beziehungsweise der Corepression bei-
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trug (Xu et al., 1999; Glass und Rosenfeld, 2000). Beide Faktoren haben ein hohes
Molekulargewicht (ca. 270 kDa) und stellen eine ideale Plattform fir den Aufbau und
Zusammenhalt hochmolekularer Multiproteinkomplexe dar. Obwohl bereits frihzeitig
sogenannte Repressordoménen (RD) in der N-terminalen Region dieser Proteine
beschrieben wurden (Horlein et al., 1995; Ordentlich et al., 1999), war lange Zeit
unklar, auf welche Weise N-CoR und SMRT zur Repression zahlreicher Zielgene
beitragen. Ein erster Hinweis auf den Wirkungsmechanismus dieser Proteine konnte
erhalten werden, als die durch diese Faktoren vermittelte Corepression mit der
Desacetylierung von Histonen und dem SIN3/HDAC1/HDAC2-Komplex in Ver-
bindung gebracht werden konnte (Alland et al., 1997; Heinzel et al., 1997; Nagy et
al., 1997; Laherty et al., 1998; Xu et al., 1998). Allerdings waren biochemische und
Immunaffinitatsaufreinigungen nicht in der Lage, eine stabile Bindung des
SIN3/HDAC1/HDAC2-Komplexes an N-CoR oder SMRT nachzuweisen (Guenther
et al., 2000; Huang et al., 2000; Li et al., 2000; Urnov et al., 2000; Wen et al., 2000).
Innerhalb dieser Arbeit wurden N-CoR und SMRT als essentielle Faktoren fur
die Vermittlung der Bindung der HDACs der Klasse Il mit einer HDAC-Domaéane und
HDAC3 entdeckt. Diese Bindung ist fur die enzymatische Aktivitat der HDACs der
Klasse Il unabdingbar. HDAC3 und HDAC4 oder HDACY7 binden an unterschiedliche
RD-Domaéanen von N-CoR und die Existenz enzymatisch aktiver Komplexe dieser
Faktoren konnte nachgewiesen werden. Innerhalb der Zelle sind die enzymatischen
Aktivitditen von HDAC4 und HDAC7 voneinander unabhéngig. Beide HDACs sind
jedoch auf die Bindung derselben Cofaktoren einschlie3lich HDAC3 und N-
CoR/SMRT angewiesen. Da sowohl uberexprimierte als auch rekombinante
HDAC4-, HDAC5- und HDAC7-Proteine in der Lage sind, sehr effizient hohe
HDAC-AKktivitat in Abhangigkeit der Rekrutierung von HDAC3 zu bilden, ist zu
vermuten, dafl} bereits vorgebildete HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexe rekrutiert
werden. Tatsachlich konnte bereits gezeigt werden, dald die Mehrheit endogenen N-
CoRs und SMRTs in einem stabilen Komplex mit HDAC3 vorliegt (Li et al., 2000).
Innerhalb der Zelle liegen demnach zwei Formen der HDACs der Klasse Il
mit einer HDAC-Doméne vor: enzymatisch aktiv, komplexiert mit HDAC3-
N-CoR/SMRT und nicht an HDAC3-N-CoR/SMRT gebunden und enzymatisch
inaktiv. Die relativ geringe Ausbeute an endogenem HDAC3 bei der
Immunprézipitation von endogenem HDACA4 |af3t darauf schlie3en, dal3 unter

142



Normal-bedingungen lediglich eine relativ geringe Fraktion des endogenen HDAC4
(oder HDACS oder HDAC7) an HDAC3-N-CoR/SMRT gebunden ist (Huang et al.,
2000; Kao et al., 2000). Die Funktion der Uberwiegenden Menge an HDAC-Protein
der Klasse Il, das in freier Form oder komplexiert mit anderen Faktoren vorliegt, ist
hingegen unbekannt. Die Entdeckung eines nukleo-zytoplasmatischen Austausches
der Klasse lI-Proteine stellt in diesem Zusammenhang eine wichtige Regulations-
molichkeit der Aktivitat dieser Faktoren dar (diese Arbeit; Grozinger und Schreiber,
2000; McKinsey et al., 2000; Wang et al., 2000). Es ist anzunehmen, daf} post-
translationale Modifikationen der Corepressoren und/oder HDACs als Folge spe-
zifischer Signale die Bildung der Multiproteinkomplexe induzieren oder blockieren.
Ebenso konnte diese in ihrer Zusammensetzung reguliert werden. Freie HDACs der
Klasse Il kdnnten aus dem Zellkern durch spezifischen Export entfernt werden und im
Zytoplasma fur eine nachfolgende Aktiverung zur Verfiigung gehalten werden.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der Aktivitat und
Bedeutung der HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexe, wenn keine HDAC der Klasse I
gebunden ist. Werden derartige Komplexe erst durch die Bindung von HDACs der
Klasse Il aktiviert oder besitzen sie von diesen unabhangige Funktionen? Da es bisher
nicht moglich war, enzymatisch aktive Komplexe mit rekombinanten HDAC3-,
HDAC4- und N-CoR- oder SMRT-Proteinen herzustellen (Dr. Franck Dequiedt,
Gladstone Insitute of Virology and Immunology, University of California, San
Francisco, USA; personliche Mitteilung), stellt sich weiterhin die Frage, welche
zusatzlichen Faktoren fur die Aktivitat und Funktionalitat dieser HDAC-Corepressor-
komplexe nétig sind. Die Identifizierung und Charakterisierung der p32 und p62
Proteine ist hierbei von grofRer Wichtigkeit. Ebenso stellt die direkte biochemische
Aufreinigung und Darstellung der aktiven Komplexe eine grof3e Herausforderung dar.

Fir die enzymatische Aktivitat der HDACs der Klasse Il scheinen N-CoR und
SMRT weitgehend dieselbe Funktion auszutben, und zahlreiche Transkriptions-
faktoren kdnnen an beide Corepressoren gleichermal3en binden (Xu et al., 1999).
Dennoch ist es unwahrscheinlich, da3 N-CoR und SMRT und die von ihnen
abgeleiteten Komplexe innerhalb der Zelle identische und redundante Funktionen
wahrnehmen. Mausnullmutanten in N-CoR-Genen zeigen sehr detailierte embryonale
Entwicklungsstérungen (Jepsenal., 2000) und neutralisierende Antikdrper gegen
N-CoR oder SMRT rufen spezifische zellulare Deffekte hervor (Glass und Rosenfeld,
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2000).Die induzierte Bindung einer spezifischen HDAC der Klasse Il an das eine
oder andere Corepressorprotein konnte einen wichtigen Regulationsmechansimus fur
deren biologische Aktivitat darstellen. Es ist anzunehmen, dal? Komplexe unter-
schiedlicher Zusammensetzung zu bestimmten Zeitpunkten an verschiedene Stellen
des Genoms rekrutiert werden und auf diese Weise spezielle Transkriptionsmuster

steuern.

4.4 HDACs und HDAC-AKktivitat

Es ist auffallend, dal? alle bisher analysierten HDAC-Komplexe in héheren
Eukaryonten mehr als eine HDAC-Domane enthalten. Sowohl der SIN3- als auch der
NURD/Mi-2-Corepressorkomplex enthalten die yRPD3-&hnlichen HDACs, HDAC1
und HDAC2 (Zhang et al., 1998b; Zhang et al., 1998c). Beim Versuch, enzymatisch
aktive Minimalkomplexe unter Verwendung rekombinanter Proteine zu rekonsti-
tuieren, waren sowohl diese beiden HDACs als auch zuséatzliche Cofaktoren
notwendig (Zhang et al., 1999). Innerhalb dieser Arbeit konnte eine neue Gruppe von
HDACSs, die von yHDAL inS. cerevisia@bgeleitet sind, kloniert und enzymatisch
analysiert werden. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 HDAC4, HDAC5 und HDAC?7,
die lediglich eine einzige Region mit Ahnlichkeit zu yHDA1 aufweisen, von der
Bildung eines Komplexes, der HDAC3, eine HDAC der Klasse |, enthalt, abhangig
sind. HDACSG, ein weiteres Protein, das Homologie zu yHDAL besitzt, ist einzigartig,
da es zwei yHDA1-ahnliche Doménen in Serie enthalt. Das yHOS3-Prote®. aus
cerevisiae die einzige HDAC, die in phylogenetischen Sequenzanalysen weder der
Klasse | noch der Klasse Il von HDACs zugeordnet werden kann (Grozinger et al.,
1999), wurde enzymatisch aktiv sowohl in nativer Form aus Hefezellen als auch in
rekombinanter Form aus Bakterienzellen in Form von Homodimeren aufgereinigt
(Carmen et al., 1999). Zusammengenommen lassen diese Beobachtungen auf ein
generelles hypothetisches Modell schlieRen, bei dem mehr als eine HDAC-Domane
fur die enzymatische Aktivitdt von HDACs notig ist und bei dem die Aktivitaten der
HDACSs durch allosterische Wechselwirkungen reguliert werden (Abbildung 63).

Dabei erhebt sich die Frage, in welcher Weise zwei HDAC-Doménen

miteinander kooperieren konnen. Die am hdchsten konservierten Regionen in nahezu
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allen HDACs konnen auf die monomere Struktur von HDLP zurlickgefuhrt werden
(Finnin et al., 1999). Deshalb scheint es unwahrscheinlich, dal3 zwei HDAC-
Domanen dimerisieren, um eine einziges katalytisches Zentrum zu bilden. Interes-
santerweise wurde eine Dimerisierung Uber offensichtlich flexible Kontaktflachen an
der Oberflache von HDLP beobachtet, wenn das aufgereinigte rekombinante Protein
mit dem HDAC-Inhibitor TSA inkubiert wurde (Finnin et al., 1999). Dies kdnnte
darauf hinweisen, dal3 die Dimerisierung dieses nur sehr schwach als HDAC aktiven
Faktors, die durch einen Pseudosubstratinhibitor wie TSA, hervorgerufen wird, zur
Induktion einer funktionelleren Konformation fiihrt. Ahnliche allosterische Mecha-
nismen konnten die Aktivitat der HDACs bei der Bildung von Komplexen mit zwei
HDAC-Doménen induzieren. Die Entwicklung von einfacheren und sensitiveren en-
zymatischen Aktivitatstests, die eine detailierte kinetesche Analyse der Aktivitat von
HDAC-Komplexen unter verschiedenen Bedingungen ermdglichen, sollen in Zukunft

— - Abbildung 63. HDAC-
yRPD3-hnlich | HDACT L o
(Klasse I) TEHTEn HDAC-Interaktionen in
HDAC2 - 2 B aktiven HDAC-Kom-
HDAC4,5,7 . 4-5-7 - plexen. Die zentrale
@ LT HDAC-Doméne der ange-
HDAC3 - 3 - gebenen HDACs ist als

yHDA1-dhnlich
(Klasse ll)

Box wiedergegeben und
HDAC6 T entspricht der Region
grofiter Homologie und
Konservierung. Die rest-

yHoss THHELLEL T |iChen Aminoséuren del’

unterschiedlichen Faktor-

en sind proportional zur
GroRe dieser Doméane als Linien dargestellt. Aufgrund von Sequenzanalysen auf der Basis
phylogenetischer Beziehungen kann yHOS3 keiner der beiden Klassen der HDACs zugeordnet werden
(Grozinger et al., 1999). HDACs der Klasse I: HDAC1, HDAC2, HDAC3; HDACs der Klasse IlI:
HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDACY. ID, Interaktionsdomane in der N-terminalen Region von
HDAC4, HDAC5 und HDAC?Y fir die Wechselwirkung mit Transkriptionsfaktoren (zum Beispiel
MEF2). HDAC1 und HDAC2 wurden in denselben hochmolekularen Multiproteinkomplexen ge-
funden. HDAC4, HDAC5 und HDAC?7 rekrutieren HDACS3 fiir enzymatische Aktivitat. Beide HDAC-
Domanen in HDACSG6 (I und Il) sind fiir die Aktivitat dieses Faktors nétig. yHOS3 bildet enzymatisch

aktive Homodimere (a und b, Carmen et al., 1999).
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Aufschlul® Gber die Regulation der einzelnen HDACs innerhalb unterschiedlicher

HDAC-Komplexe bringen.

4.5 Ausblick

Zum besseren Verstandnis der Bedeutung der Modifizierung der Chromatin-
struktur und besonders der Acetylierung von Histonen fur zellulare Regulations-
mechanismen ist es notig, die beteiligten Enzyme und enzymatischen Aktivtiaten im
Detail zu charakterisieren. Innerhalb dieser Arbeit konnten vier neue HDACSs identi-
fiziert und erstmalig kloniert werden (HDACs der Klasse Il). Wie die Untersuchung
des Expressionsmusters zweier dieser neuen Faktoren ergab, sind diese nicht in allen
Geweben und Zelltypen gleichermalRen exprimiert. Sie weisen vielmehr eine be-
grenzte Verteilung auf, die auf eine Rolle bei zellspezifischen Differenzierungs-
prozessen hindeutet. Weitere Studien sollten in Zukunft Aufschluld dartiber geben, ob
und welche speziellen Funktionen die HDACs der Klasse Il innerhalb verschiedener
Gewebe und Zelltypen austben. Fur derartige Untersuchungen stehen nun nicht nur
molekularbiologische Reagenzien (cDNAs, Plasmide, Sonden etc.) sondern auch
hochspezifische Antiseren gegen HDAC4 und HDAC7 zur Verfligung.

Die anfangliche Untersuchung der enzymatischen Aktivitat der HDACs der
Klasse Il ergab einen gemeinsamen Mechanismus fur die Faktoren, die nur eine
HDAC-Domane aufweisen, der von der Komplexbildung mit HDAC3 und den
Corepressoren N-CoR oder SMRT abhéngig ist. Auf der Basis der vorgelegten
Studien und des neu entwickelten Testsystems unter Verwendung rekombinanter
Proteine sollte es in naher Zukunft méglich sein, nicht nur alle Komponenten der
enzymatisch aktiven HDAC-Komplexe zu identifizieren, sondern auch enzymatische
HDAC-Aktivitat direkt auf der Basis rekombinanter Proteine zu erzeugen. Die
Etablierung derartiger experimenteller Systeme sollte es schlief3lich erlauben, die Be-
deutung und Wechselwirkung unterschiedlicher HDAC-Domanen in den enzyma-
tisch aktiven HDAC-Corepressorkomplexen aufzuklaren und die Reaktions- und Re-
gulationsmechanismen dieser HDACs genau zu analysieren. Ebenso ist aus derartigen

Anséatzen in Verbindung mit roéntgenkritallographischen Strukturanalysen zu erwar-
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ten, dafd exogene Steuerungsmaglichkeiten der HDACs beispielsweise unter Einsatz
Isoenzym-spezifischer Inhibitoren erkannt werden.

Obwohl HDAC4, HDACS5 und HDAC7 Gemeinsamkeiten hinsichtlich der
Interaktion mit den Corepressorproteinen N-CoR und SMRT aufweisen, ist anzu-
nehmen, dald jeder dieser Faktoren und auch HDACG6 sehr spezielle Funktionen
innerhalb der Zelle wahrnimmt. Der Identifizierung von Faktoren, die mit der einen
oder anderen HDAC der Klasse Il spezifisch wechselwirken, kommt dabei grof3e
Bedeutung zu. Vor allem ist zu erwarten, dafd die weniger konservierten N-terminale
Region von HDAC4, HDACS5 und HDAC7 eine wichtige Interaktionsdoméne
darstellt. AuBerdem sollte untersucht werden, ob und wie die Funktion der HDACs
der Klasse Il durch posttranslationale Modifikationen sowohl innerhalb dieser Region
als auch der C-terminalen katalytischen Domane gesteuert wird. Neben der Kontrolle
der Bildung von hochmolekularen HDAC-Corepressorkomplexen kdonnte zum Bei-
spiel der nukleo-zytoplasmatische Austausch dieser Faktoren durch spezifische
Signale und Signaltransduktionswege geregelt werden.

Sowohl N-CoR als auch SMRT interagieren mit allen HDACs der Klasse Il
mit nur einer HDAC-Doméane und HDAC3. Die bisherigen Untersuchungen zeigen
eine gewisse Redundanz dieser beiden Faktoren hinsichtlich der Vermittlung der
enzymatischen Aktivitat der HDACs der Klasse Il. Obwohl ebenso mehrere Trans-
kriptionsfaktoren an beide Corepressorproteine gleichermaf3en binden kénnen (Xu et
al., 1999) deuten erste genetische Analysen darauf hin, dal3 jeder dieser Faktoren sehr
spezifische Funktionen innerhalb der Zelle ausibt (Jepsen et al.,, 2000). In
Zusammenhang mit der Bedeutung dieser Corepressorkomplexe bei der Umsetzung
hormoneller Signale ist von weiteren Studien zu erwarten, daf} die spezifischen
Funktionen des einen oder anderen HDAC-Corepresssorkomplexes innerhalb zel-
lularer und entwicklungsbiologischer Regulationsmechanismen erkannt werden. Vor
allem vor dem Hintergrund der sich mehr und mehr abzeichnendenen Rolle von
pathologischen Verdnderungen der Chromatindynamik und -struktur bei der Entste-
hung und Malignisierung von Tumoren ist zu erwarten daf} die detailierte Kenntnis
der Funktionsweise von Chromatin-modifizierenden Enzymkomplexen neue Ansatze

zur Behandlung derartiger Krankheiten aufzeigt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Computer-unterstitze Datenbanksuchen in Sequenzbibliotheken humaner
DNAs, abgeleitet sowohl von genomischen Klonen als auch von mRNAs, wurden mit
einer Sonde entsprechend einer HDAGSincerevisiacyHDAL, durchgefuhrt. Auf
diese Weise konnten vier neue Faktoren, HDAC4, HDAC5, HDAC6 und HDAC?7,
erstmalig identifiziert werden. cDNAs fir alle diese Faktoren konnten unter
Verwendung unterschiedlicher auf PCR-basierender Techniken kloniert werden. Die
funktionelle und Computer-unterstitzte Analyse der klonierten Sequenzen deutet
darauf hin, dal3 dabei mit hoher Wahrscheinlichkeit jeweils vollstandige Leserahmen
erhalten wurden. Der HDAC4-Lesrahmen von 3255 nt codiert flr ein Polypeptid von
1084 aa mit einem theorethischen Molekulargewicht von 119 kDa; der HDAC5-
Lesrahmen von 3369 nt codiert fur ein Polypeptid von 1122 aa mit einem theo-
rethischen Molekulargewicht von 122 kDa; der HDACG6-Lesrahmen von 3645 nt
codiert fur ein Polypeptid von 1214 aa mit einem theorethischen Molekulargewicht
von 131 kDa und der HDAC7-Lesrahmen von 2739 nt codiert fir ein Polypeptid von
912 aa mit einem theorethischen Molekulargewicht von 99 kDa.

Die HDAC4-, HDAC5- und HDAC7-Proteine sind ahnlich aufgebaut. Eine
Region von ca. 450 aa mit groRer Ahnlichkeit zur Primarsequenz der fir die
Datenbanksuche eingesetzten yHDA1-Doméane befindet sich in N&dhe des C-Ter-
minus. Davor befinden sich N-terminale Regionen unterschiedlicher Lange (460 aa in
HDACTY bis 670 aa in HDACS5). Der schematische Aufbau von HDACG6 unterscheidet
sich hingegen signifikant von HDAC4, HDACS5 und HDAC7. HDAC6 weist zwei
Doménen in Serie mit Ahnlichkeit zu yHDAL, gefolgt von einer C-terminalen Region
von ca. 300 aa auf. Die von yHDALl abgeleiteten Domanen der neu klonierten
Proteine sind zur entsprechenden Sequenz in yHDA1 zu ca. 60% homolog. Aufgrund
der hohen Ahnlichkeit dieses Sequenzmotifs und um diese neuen Faktoren von einer
zweiten HDAC in Hefe, yRPD3, und zu dieser homologen Proteinen in héheren
Eukaryonten abzugrenzen, wurden HDAC4, HDAC5, HDACG6 und HDAC7 zu einer
neuen Klasse Il humaner HDACs zusammengefal3t (Fischle et al., 1999; Grozinger et
al., 1999).

Die Analyse des Expressionsmusters von HDAC4 und HDAC7 mittels
Northern Blots zeigte eine relativ begrenzte Verteilung. Thymus, Dianndarm und
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Colon enthielten am meisten HDAC4-mRNA. Niere, Prostata und Ovarien wiesen
eine mittelméRige und periphere Leukozyten eine sehr schwache HDAC4-Expression
auf. Die Expression von HDACY ist noch selektiver. Thymusgewebe enthielt eine
vielfach héher Menge an HDAC7-mRNA als alle anderen untersuchten Gewebe-
typen. Aufgrund des selektiven Expressionsprofils der HDACs der Klasse Il kann
angenommen werden, dal3 diese spezifische Aufgaben innerhalb der Differenzierung
bestimmter Gewebe sowie der embryonalen Entwicklung ausuiben.

In Immunfluoreszenzuntersuchungen konnte nachgewiesen werden, dafd
transient exprimierte Fusionsproteine von HDAC4 und HDAC7 mit C-terminalem
FLAG-Epitop in diskreten Strukturen innerhalb des Zellkerns akkumulieren. Dabei
waren die HDAC-Fusionsproteine von den Nukleoli, in denen die Synthese der rRNA
und deren Einbindung in Ribosomen stattfindet, ausgeschlossen. Da unabh&ngig von
dieser Arbeit gezeigt wurde, dald derartige Mikrozonen an Transkriptionsfaktoren,
anderen HDACs, RNA Polymerasen und nascierender RNA angereichert sind
(Hendzel et al., 1998; Misteli, 2001), ist zu vermuten, daf} die HDACs der Klasse I
an transkriptionellen Regulationsprozessen teilnehmen.

Unterschiede hinsichtlich der Verteilung zwischen Zellkern und Zytoplasma
innerhalb unterschiedlicher Zelllinien sowie vorlaufige Resultate mit Toxinen, die den
Proteinexport aus dem Zellkern inhibieren, lassen vermuten, da3 HDAC7 zwischen
dem Zellkern und dem Zytoplasma in einem dynamischen Gleichgewicht ausge-
tauscht werden kann. Ein derartiger nukleo-zytoplasmatischer Austausch kdénnte einen
wichtigen Regulationsmechanismus fir die biologische Aktivitat von HDACs der
Klasse Il darstellen.

Zur Untersuchung der enzymatischen Eigenschaften der HDACs der Klasse Il
konnte auf der Basis bereits verodffentlichter Arbeiten ein modifizierter Aktivitatstest
fur Histon-Desacetylasen etabliert werden (Alonso und Nelson, 1986; Taunton et al.,
1996). Dieser beruht auf der Freisetzung radiomarkierten Acetats aus einem chemisch
unter Verwendung von®ifi]-Acetat peracetylierten Substratpeptidfragment ent-
sprechend des N-Terminus des humanen Histons H4.

Unter Verwendung dieses Aktivitatstests konnte in unabhangigen Unter-
suchungen gezeigt werden, dal3 alle HDACs der Klasse Il mit enzymatischer HDAC-
Aktivitat assoziieren: (a) Es konnten spezifische polyclonale Antiseren gegen HDAC4
und HDAC7 etabliert werden. Unter Verwendung dieser Antiseren konnte aus Ex-
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trakten unterschiedlicher Zelllinien enzymatische HDAC-AKktivitat immunpréazipitiert
werden. Diese Aktivitat wies eine hohe Sensitivitat fur ein Schimmelpilztoxin (TSA)
auf, das in Zellkulturexperimenten zur Hyperacetylierung von Histonen fihrt. (b)
Fusionsproteine von HDAC4, HDAC5, HDAC6 und HDAC7 mit C-terminalem
FLAG-Epitop, die in 293-Zellen transient Uberexprimiert wurden, immunprazipitier-
ten mit enzymatischer HDAC-Aktivitat. Die Aktivitaten der HDACs der Klasse I
waren in diesem Testsystem denen der HDACs der Klasse |, HDAC1, HDAC2 und
HDACS3, vergleichbar. Entsprechende Beobachtungen wurden auch nach konstitutiver
Expression von HDACA4-Fusionsproteinen in 293-Zellen gemacht. (c) In Bakterien
produzierte GST-HDAC4- und GST-HDACT7-Proteine wiesen keine enzymatische
Aktivitat auf. Nach der Inkubation mit Extrakten unterschiedlicher Zelllinien konnte
jedoch erstmalig eine HDAC-AKktivitat von bakteriell produzierten, humanen HDAC-
Proteinen gemessen werden. Diese enzymatische Analyse rekombinanter Faktoren
nach der Inkubation mit Zellextrakten stellt eine vollig neuartige Methode zur
Untersuchung von HDACs dar.

Die Untersuchung von Deletionsmutanten sowohl in Zellkulturexperimenten
nach Transfektion als auch unter Verwendung rekombinanter Proteine bestatigte, dal3
die C-terminalen Regionen in HDAC4, HDACS5 und HDAC7 mit Homologie zu
yHDAL1 die katalytischen HDAC-Domanen dieser Faktoren darstellen. Fragmente der
473 C-terminalen Aminosauren von HDAC4 (HDAC4(aa 612-1084)), der 476 C-
terminalen Aminosauren von HDAC5 (HDAC5(aa 646-1122)) sowie der 475 C-
terminalen Aminosauren von HDAC7 (HDAC7(aa 438-912)) waren ausreichend, die
Desacetylierung des H4-Substratpeptids herbeizufiihren.

Die detailierte Untersuchung der HDAC-Aktivitat dieser Domanen zeigte je-
doch, dafl} sie selbst keine intrinsische Aktivitat aufweisen, sondern vielmehr von der
Bindung einer zweiten HDAC, HDAC3, abhangig sind: (a) Alle weiteren unter-
suchten enzymatisch aktiven Deletionsmutanten von HDAC4 und HDAC7 banden
HDAC3 sowohl in Zellkulturexperimenten nach Transfektion als auch nach der
Inkubation rekombinanter Proteine mit Zellextrakten. Keine Bindung wurde hingegen
fiir enzymatisch inaktive Deletionsmutanten gefunden. (b) Uber die Imunprazipitation
endogener Proteine konnte eine Interaktion von HDAC4 und HDACS3 innerhalb nicht-
transfizierter Zellen nachgewiesen werden. Zellulares HDAC3 wird offensichtlich
von den transient Uberexprimierten C-terminalen Domé&nen von HDAC4, HDAC5
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und HDACY sehr effizient gebunden. (c) Immunfluoreszenzuntersuchungen zeigten,
dall HDAC4 und HDAC7 mit HDACS3 innerhalb derselben Mikrozonen im Zellkern
lokalisiert sind. (d) Auf der Basis der veroffentlichen dreidimensionalen Struktur
eines bakteriellen, HDAC-ahnlichen Proteinigtone desacetylase like prot&in
HDLP; Finnin et al., 1999) wurden HDAC4-Punktmutanten, die zum Austausch
einzelner Aminosauren innerhalb des putativen katalytischen Zentrums fiihren, herge-
stellt. Alle enzymatisch inaktiven Punktmutanten verloren mit der HDAC-AKktivitat
gleichzeitig ihre Bindungsfahigkeit zu HDAC3. (e) Eine Affinitatsaufreinigung
sowohl des endogenen als auch von tberexprimiertem HDACA4 zeigte eine enzyma-
tisch aktive Species komplexiert mit HDAC3 sowie eine enzymatisch inaktive Form,
an die HDAC3 nicht gebunden war. (f) Auf der Basis von Gelfiltration gelang eine
chromatographische Trennung aktiver und inaktiver HDAC4-Komplexe. Nur die
hochmolekularen HDAC4-Species in Verbindung mit HDAC3 waren enzymatisch
aktiv. Niedermolekulare HDACA4-Fraktionen, die kein HDAC3 enthielten, wiesen
keine HDAC-AKktivitat auf. (g) Unter Verwendung eines spezifischen Antiserums
gegen HDAC3 konnte der Gehalt an HDACS3 in Zellextrakten deutlich reduziert
werden. Nach der Depletion von HDAC3 war die mit HDAC4 assozierte
enzymatische Aktivitat stark vermindert. Ahnliche Resultate wurden nach der
Depletion von HDAC3 mittels rekombinantem GST-HDAC4(aa 612-1084) erzielt,
das HDAC3 mit hoher Effizienz bindet.

Eine direkte Interaktion von HDAC4 und HDAC7 mit HDAC3 konnte in Bin-
dungsstudien unter Verwendung rekombinanter Proteine nicht nachgewiesen werden.
Die Analyse von Proteinen, die sowohl HDAC4 als auch HDACS3 binden fihrte je-
doch zur Identifizierung von mindestens drei Faktoren von 32, 62 und 270 kDa Mole-
kulargewicht. Unter Einsatz spezifischer Antiseren konnte gezeigt werden, dal es sich
bei den 270 kDa grof3en Faktoren um die hochmolekularen Corepressorproteine N-
CoR und SMRT handelt. Diese Proteine waren bereits mit der Repression zahlreicher
Gene in Verbindung gebracht worden (Cress und Seto, 2000). In Experimenten mit
rekombinanten Proteinen konnte gezeigt werden, daf3 N-CoR (und SMRT) die
HDAC-Doméanen von HDAC4 oder HDAC7 sowie HDAC3 an unterschiedliche
Regionen bindet. Offensichtlich sind diese Faktoren in der Lage die fur die
enzymatische Aktivitat der HDACs der Klasse Il essentielle Wechselwirkung mit

HDACS3 zu vermitteln, indem sie eine Briickenfunktion austben. In einer Kombina-
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tion rekombinanter und zellularer Proteine konnte die Existenz derartiger HDAC4-
HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexe mit enzymatischer Aktivitat tatsachlich bestatigt
werden.

Kompetitionsexperimente unter Verwendung rekombinanter GST-HDAC4-
und GST-HDACT7-Proteine zeigten, dal3 die enzymatische Aktivitat dieser beiden
Faktoren von denselben zellularen Cofaktoren einschlief3lich HDAC3 abhangig sind.
Aus Zellextrakten, die wiederholt mit GST-HDAC4(aa 612-1084) inkubiert worden
waren, konnte mit GST-HDAC7(aa 438-912) lediglich sehr geringe HDAC-Aktivitat
rekrutiert werden. Hingegen wurde in Immunprazipitationen der endogenen HDACA4-
und HDACT7-Proteine gefunden, dal3 enzymatisch aktive Komplexe dieser Faktoren in
der Zelle nebeneinander coexistieren. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dal3
die HDACs der Klasse Il mit lediglich einer HDAC-Domane innerhalb voneinander
unabhéangiger Komplexe mit den Corepressorproteinen N-CoR oder SMRT und
HDAC3 vorkommen.

HDACG6 wurde gesondert untersucht, da es das bisher einzige Protein ist, dal3
zwei HDAC-Doméanen mit Homologie zu yHDAL in Serie enthalt. Untersuchungen
mit den getrennten HDAC-Domé&nen von HDACG6 zeigten, dal} diese keine eigen-
standige enzymatische Aktivitat aufweisen. Weder in Zellkulturexperimenten nach
Transfektion noch unter Verwendung rekombinanter Proteine wurde eine Bindung
dieser HDAC-Domanen an HDAC3 gefunden. Obwohl die gretrennten HDAC-
Domé&nen von HDACG6 bei transienter Expression in 293-Zellen nicht miteinander
interagierten, deuten die gewonnenen Erkenntnise darauf hin, daf} die kovalente
Bindung der beiden HDAC-Doméanen in HDACG6 fur die enzymatische Aktivitat
dieses Faktors essentiell ist.

Auf der Basis der gemachten Beobachtungen wurden zwei unterschiedliche
hypothetische Modelle fur die enzymatische Aktivitat der HDACs der Klasse Il vor-
geschlagen: (a) Die HDACs der Klasse Il mit nur einer HDAC-Domane sind selbst
nicht an der enzymatischen Aktivitat der diese Faktoren enthaltenden, hochmole-
kularen Multiproteinkomplexe beteiligt. Vielmehr rekrutieren sie lediglich bereits
aktive HDAC3-N-CoR/SMRT-Komplexe. (b) Die Aktivitaten von HDACs der
Klasse Il werden im Context der Corepressorkomplexe durch Wechselwirkung mit
HDACS3 aktiviert. Das Konzept einer gegenseitigen allosterischen Aktivierung von
HDAC-Doméanen [a3t sich ohne Weiteres auf die Situation in anderen hoch-
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molekularen HDAC Komplexeen, die mehr als eine HDAC oder HDAC-Domaéane
enthalten, sowie HDACG6 Ubertragen. Weitere Untersuchungen unter Zuhilfenahme
der innerhalb dieser Arbeit entwickelten Testsysteme sollten es in Zukunft
ermoglichen, die enzymatische Aktivitdit von HDACs der Klasse Il im Detail zu

analysieren.
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