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1 Einleitung

1.1 Aufbau von Chromatin

DNA liegt im Zellkern von eukaryotischen Zellen in Form von Chromatin vor. Die
Grundeinheit des Chromatins, das Nukleosom, besteht aus 146 Basenpaaren DNA,
die in einer Spiraltour um ein Histonoktamer gewunden sind. Das Histonoktamer wird
aus einem (H3)2(H4),-Tetramer sowie zwei H2A-H2B-Dimeren gebildet. Histone sind
aufgrund ihrer zahlreichen Lysinreste basische Proteine. Dabei ,haftet” die negativ
geladene DNA infolge der elektrostatischen Wechselwirkungen an den positiv
geladenen Histonproteinen. Die Histonreste sind in der Evolution hoch konserviert
(Forsberg and Bresnick, 2001; Grunstein, 1997; Hassig and Schreiber, 1997;
Kornberg and Lorch, 1999). Die e-aminoterminalen Lysinreste der Histone treten im
Nukleosom nach ,auf3en” hervor und sind so fir verschiedenste Modifikationen wie
Acetylierung, Methylierung und Ubiquitinylierung gut zugénglich. Dadurch ist der
Ladungszustand eines Nukleosoms sehr variabel (Luo and Dean, 1999; Turner,
2000; Wolffe and Hayes, 1999). Abb. 1 zeigt schematisch die Windung der DNA um
die basischen Histonproteine (in Anlehnung an Mahlknecht (2003)).

DNA Histone Positive Ladung

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Nukleosoms

Die DNA windet sich in einer Spiraltour um die Histonproteine. Dabei ,haftet* die
DNA aufgrund ihrer negativen Ladung an den durch die Lysinreste positiv geladenen
Histonen.
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Das erste ,Modell* Gber den Aufbau von Chromatin wurde 1974 von Kornberg
veroffentlicht (Kornberg, 1974). Jenes besagte, dass Chromatin aus sich
wiederholenden Einheiten von acht Histonmolekilen und etwa 200 Basenpaaren
DNA besteht. Die Richtigkeit dieses Modells wurde mit der Aufklarung der
Kristallstruktur bestétigt (Arents et al., 1991; Luger et al., 1997). Vier Histone bilden
zusammen mit der DNA den sog. Kernpartikel (,core particle) des Nukleosoms. Mit
Hilfe von kristallografischen Methoden wurde festgestellt, dass die Histonproteine H3
und H4 als (H3)2(H4).-Tetramer im Zentrum angeordnet sind. Die beiden H2A-H2B-
Dimere liegen vorwiegend randstandig vor. Jedes Histon besitzt eine &ahnliche
Peptidketten-Sekundéarstruktur, was als Histonfaltung (,histone fold“) bezeichnet wird.
Dabei bilden die Histone eine zentrale a-Helix-Kette, die von weiteren Helices sowie
Windungen der Peptidkette umschlossen wird, wobei die gewundenen Helices mit
DNA interagieren (Arents and Moudrianakis, 1995; Kornberg and Lorch, 1999).

1.2 Posttranslationale Modifikationen von Histonproteinen

Die Histone haben aufgrund mdglicher posttranslationaler Modifizierungen eine
wichtige Bedeutung fur den (Ladungs-)Zustand eines Nukleosoms. Neben
Acetylierung und Deacetylierung sind auch Phosphorylierung, Methylierung und
Ubiquitinylierung mdglich (Cheung et al., 2000; Dobosy and Selker, 2001). Die
Phosphorylierung findet im Histon H3 am Serin™® statt und fithrt zur Expression von
frih-induzierbaren Genen (,early response genes*) (Cheung et al., 2000; Thomson et
al., 1999b). Die carboxyterminale Doméane der Histone H2A und H2B wird dagegen
ubiquitinyliert (Davie, 1997), wéhrend acetyliertes H3 bevorzugt methyliert wird
(Annunziato et al., 1995; Davie, 1995). Dass Lysinreste acetyliert und methyliert
werden konnen, wurde bereits im Jahre 1964 durch Allfrey und Kollegen beobachtet.
AulBerdem wurde damals festgestellt, dass Histone nicht nur die RNA-Synthese
hemmen koénnen, sondern auch, dass lysinreiche Histone héaufig acetyliert sind
(Allfrey et al., 1964). Wie dieses Gleichgewicht der Acetylierung aufrechterhalten
wird, wurde erst viel spéater, in den 90er-Jahren, durch die Entdeckung der dafur
verantwortlichen Enzyme, erklarbar. Die Acetylierung der Histone beeinflusst deren
Ladung und Funktion. Dadurch wird auch die Verfligbarkeit der DNA fur

Transkriptionsfaktoren verandert (Grunstein, 1997).
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1.3 Enzymatische Beeinflussung des Histon-Acetylierungsstatus durch

Histon-Acetyltransferasen und Histon-Deacetylasen

Die Aufrechterhaltung des Acetylierungsgleichgewichts der Histone wird von zwei
Enzymgruppen katalysiert. Eine Enyzmgruppe ist dafur verantwortlich, dass an
definierten Proteinen (insbesondere Histonproteinen) positiv geladene Aminogruppen
durch ladungsneutrale Acetylreste ersetzt werden. Diese Enzyme heil3en nach ihrer
Funktion Histon-Acetyltransferasen® (HATs). Dagegen steuern ,Histon-
Deacetylasen* (HDACs) die gegenteilige Reaktion. Die erste identifizierte Histon-
Acetyltransferase war der Transkriptionsaktivator GCN5 (Brownell et al., 1996). Die
zuerst entdeckte humane Histon-Deacetylase wurde HDAC1 genannt (Taunton et al.,
1996). Inzwischen wurden eine ganze Reihe Histon-Acetyltransferasen und Histon-
Deacetylasen kloniert und charakterisiert (Frye, 2000; Gasser and Cockell, 2001;
Gray and Ekstrom, 2001; Johnstone, 2002; Kao et al., 2002; Zhou et al., 2001).

1.3.1 Histon-Acetyltransferasen

Histon-Acetyltransferasen werden in verschiedene Subfamilien eingeteilt und
fungieren meist als transkriptionelle Aktivatoren (Johnstone, 2002). Im Menschen
wurden u.a. zwei Homologe zum Hefeprotein Gen5p gefunden, die hGen5 sowie
PCAF (p300/CBP associated factor) genannt wurden. Beide besitzen eine dem
Hefeprotein vergleichbare HAT-Aktivitat (Yang et al., 1996b). Es werden auf3erdem
zytosolische HATs vom Typ B und nukledre HATs vom Typ A unterschieden
(Brownell and Allis, 1996; Hassig and Schreiber, 1997; Roth and Allis, 1996). Tabelle
1 zeigt eine Ubersicht tber die bisher identifizierten Histon-Acetyltransferasen. Die
Tabelle wurde in Anlehnung an Johnstone (2002) erstellt.
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Tabelle 1: Darstellung der Histon-Acetyltransferasen-Familien

Abkirzungen: ACTR = activator of retinoid receptors; CBP = CREB binding protein;
Gen5 = general control of amino acid synthesis; GNAT = Gcn5 related
N-acetyltransferase; HAT1 = histone deposition and telomeric silencing 1; HBO1 =
histone acetyltransferase binding to origin-recognition complex; MORF = monocytic
leukemia zinc finger protein related factor; MOZ = monocytic leukemia zinc finger;
PCAF = p300/CBP associated factor; SRC1 = steroid receptor coactivator; TAFII250
= Tata box binding protein associated factor; TIP60 = HIV-1 Tat interactive protein,
60 kDa; TIF2 = transcriptional intermediary factor

Familie der HATs Mitglieder

GNAT-Familie HAT1, GCNS5, PCAF
p300/CBP p300/CBP

MYST-Familie MOZ, MORF, HBO1, TIP60

Nukleére Rezeptor-
SRC1, ACTR, TIF2, TAFII250
Koaktivatoren

1.3.2 Histon-Deacetylasen

Die Einteilung der identifizierten humanen Histon-Deacetylasen erfolgt dagegen in
Abhéangigkeit ihrer Homologie zu Hefeproteinen. HDACs der Klasse | besitzen grol3e
Ahnlichkeit zum Hefeprotein RPD3. Zu dieser Gruppe gehoren die humanen HDACs
1, 2, 3 und 8. Histon-Deacetylasen dieser Klasse werden in vielen Geweben wie z.B.
Herz, Leber und Skelettmuskel sowie in Zellkulturen vorwiegend im Zellkern
exprimiert (Buggy et al., 2000; Dangond et al., 1998; Emiliani et al., 1998; Hu et al.,
2000). Die Klasse II-HDACs werden von HDACs 4, 5, 6, 7, 9 und 10 reprasentiert.
Sie sind homolog zum Hefeprotein HDA1 (Kao et al., 2002; Marks et al., 2001a),
werden gewebespezifisch exprimiert und kénnen zwischen Zellkern und Zytoplasma
.wandern®. Diese Gruppe bindet an Hormonrezeptoren und Transkriptionsfaktoren
wie MEF2 (myocyte enhancer factor 2) (Fischle et al., 2001b). Die Familie der MEF2
Transkriptionsfaktoren reguliert die Expression von muskelspezifischen Genen in der
glatten und in der Skelettmuskulatur (Sparrow et al., 1999; Wang et al., 1999).
HDAC4 und HDACS5 werden vor allem in Gehirn, Herz und Skelettmuskel exprimiert,
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wéahrend die Expression von HDACG in Herz, Leber, Nieren und Pankreas hoch ist
(Fischle et al., 1999; Fischle et al., 2001b; Grozinger et al., 1999). Die dritte Klasse
der HDACSs, die nach ihrem Hefehomolog SIR2 (silencing information regulator 2)
benannt wurde und als SIRT1-7 bezeichnet wird, wurde erst kirzlich entdeckt (Frye,
1999; Frye, 2000). Der Unterschied von SIRTs zu den anderen HDAC-Klassen
besteht darin, dass sie NAD® (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid) als Kofaktor
bendtigen (Frye, 2000; Vaziri et al., 2001). Zuséatzlich kénnen sie nicht durch den
spezifischen HDAC-Inhibitor Trichostatin A gehemmt werden (Imai et al., 2000). Die
SIRT-Proteine sind in Pro- und Eukaryonten hoch konserviert und besitzen eine etwa
275 Aminosauren grol3e katalytische Doméane. Eine Mutation dieses katalytischen
Bereichs fuhrt zu einem Verlust der enzymatischen Aktivitat (Frye, 1999; Grozinger
et al., 2001; Imai et al., 2000). Tabelle 2 zeigt die bisher in der Hefe sowie im
Menschen identifizierten Histon-Deacetylasen. Die Tabelle wurde in Anlehnung an

Gray and Ekstrom (2001) zusammen gestellt.

Tabelle 2: Ubersicht tiber bereits identifizierte Histon-Deacetylasen

Abkirzungen: HDA1 = histone deacetylase 1; HDAC = histone deacetylase; RPD3 =
reduced potassium dependency; SIR = silencing information regulator

HDAC- HDAC-Proteine |Bereits identifizierte humane
Klasse (Hefe) HDACs

Klasse | RPD3 HDACs 1, 2,3 und 8

Klasse Il HDA1 HDACs 4,5, 6, 7,9 und 10
Klasse Il SIR2 SIRT1-7

1.3.3 Histon-Deacetylasen anderer Spezies

Inzwischen sind auferdem eine Reihe von Histon-Deacetylasen in anderen
Organismen entdeckt worden (Jung, 2001), z.B. in der Maus (Mahlknecht et al.,
1999b), im Mais (Lechner et al.,, 1996) oder in Plasmodium falciparum, einem

humanen Malaria-Parasiten (Joshi et al., 1999).
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1.4 Einfluss des Histon-Acetylierungsstatus auf die Transkriptionsrate

Ein erhOhter Acetylierungsstatus der Lysinreste an Histonproteinen geht meistens mit
einer gesteigerten Transkriptionsrate einher. Dies konnte durch die verbesserte
Verfugbarkeit der DNA-Bindungsstellen fuir die Transkriptionsmaschinerie (wie RNA-
Polymerase und Transkriptionsfaktoren) erklarbar sein. Im Gegensatz dazu wird
durch die Aktivitat von Histon-Deacetylasen die Transkriptionsrate der meisten Gene
vermindert (Grunstein, 1997; Hassig and Schreiber, 1997; Kuo and Allis, 1998). Der
Prozess der (De-)Acetylierung der Lysinreste von Histonen erfolgt posttranslational
und ist reversibel. Hierbei wird durch HATs die Acetylgruppe von AcetylCoA auf die
e-Aminogruppe der Lysine ubertragen. Somit wird die positive Ladung neutralisiert
und die Hydrophobizitat des Proteins erhoht. In der Deacetylierungsreaktion werden
die Acetylgruppen abgespalten und die positive Ladung der Lysine wird wieder
hergestellt, wie Abb. 2 zeigt (Davie, 1998; Kuo and Allis, 1998). Die Abb. wurde in
Anlehnung an Kuo and Allis (1998) erstellt.

T
CIO
SH
5 | T
Coenzym A Coenzym A C|O
N|H3+ @ N|H
CH, HAT CH,
| >
(C|H2)34 (C|H2)3
-X-Lys-X-Histon ﬁ -X-Lys-X-Histon
H,O
T
CIO
OH

Abbildung 2: Die Gleichgewichtsreaktion der Histon-(De-)Acetylierung

Histon-Acetyltransferasen (HATs) Ubertragen die Acetylgruppe von Coenzym A auf
Lysinreste von Histonen. Histon-Deacetylasen (HDACS) katalysieren die umgekehrte
Reaktion, wobei die Acetylgruppe wieder vom Lysinrest abgespalten wird.
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Histon-Acetyltransferasen besitzen eine Praferenz fir bestimmte Histone und
Transkriptionsfaktoren. Am haufigsten werden die Histone H3 und H4 acetyliert
(Johnstone, 2002). Neben den Histonen werden der Tumorsuppressor p53 (Juan et
al., 2000), der Transkriptionsfaktor GATA-1 (Boyes et al., 1998) oder auch Proteine
wie Tubulin (Zhang et al., 2003) durch (De-)Acetylierung modifiziert (Kim et al., 2003;
Kouzarides, 2000).

1.5 Der ,Epigenetische Code*

Der Acetylierungsstatus der Lysinreste der Histonproteine ist bei der normalen und
pathogenen Zellentwicklung von entscheidender Bedeutung. Es gibt trotz gleicher
Erbinformation in jeder Zelle eine genaue Festlegung dariber, welche Gene
exprimiert werden und bei welchen die Transkription unterdrickt wird. Welches Gen
aber nun exprimiert wird, wird wu.a. Uber acetylierte und deacetylierte
Chromatinbereiche festgelegt. Hierdurch kdnnen aktive und inaktive Genabschnitte
unterschieden werden. Seit einiger Zeit wird ein sog. ,Epigenetischer Code*
propagiert (Jenuwein and Allis, 2001; Turner, 2000), der besagt, dass abhangig von
bestimmten (de-)acetylierten Bereichen im Chromatin eine Genexpression
unterdrickt bzw. gefordert wird. Dieser ,Histon-Code* kénnte dann von Nicht-
Histonproteinen (z.B. Transkriptionsfaktoren) ,gelesen® werden bzw. kann zu
Anderungen in der Chromatinstruktur fithren, die eine Genexpression begiinstigen
bzw. hemmen (Cheung et al., 2000; Jenuwein and Allis, 2001; Turner, 2000). Abb. 3

zeigt eine schematische Ubersicht (iber den propagierten ,Histon-Code*.
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Zum Beispiel:
beta-Zelle
im Pankreas

> Expression von
Insulin

Keine Expression
von Insulin

DNA Histone Positive Ladung

Abbildung 3: Schematische Darstellung des propagierten ,Histon-Code*

Der ,Histon-Code" besagt, dass die Expression eines Gens davon abhangig ist,
welcher Lysinrest an bestimmten Histonen acetyliert ist. Der unterschiedliche
Acetylierungsstatus fuhrt dann zu einer veranderten Chromatinstruktur und damit zu
einer unterschiedlichen Genexpression.

1.6 Histon-Deacetylasen als Teil von Multiproteinkomplexen

HDACs liegen in der Zelle in Multiproteinkomplexen vor und fuhren durch ihre
Repressoraktivitat zu einer Unterdriickung der Genexpression. HDAC1 und HDAC2
sind zusammen mit den Proteinen mSin3a (switch independent 3) (Ordentlich et al.,
2001; Xu et al., 1999; Zhang et al., 1998) und NuRD (nucleosome remodeling and
histone deacetylase) (Xue et al., 1998; Zhang et al., 1999) zu finden. Die beiden
Korepressoren N-CoR (nuclear receptor corepressor) und SMRT (silencing mediator
of retinoic acid and thyroid hormone receptors) sind dagegen Kofaktoren u.a. fur
HDACS3. Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht tber die Protein- und Korepressorkomplexe
von verschiedenen Histon-Deacetylasen (in Anlehnung an Johnstone (2002)).
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Tabelle 3: Histon-Deacetylasen liegen in der Zelle in verschiedenen Protein- und
Korepressorkomplexen vor

Abkirzungen: BRCA-1 = breast cancer protein 1; GATA-2 = GATA-binding protein 2;
MEF2 = myocyte enhancer factor 2; mSin3 = switch independent 3; N-CoR = nuclear
receptor corepressor; NFkB = nuclear factor kappa B; NuRD = nucleosome
remodeling and histone deacetylase; RB = Retinoblastom; SMRT = silencing
mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptors

HDAC Interagierende Proteine
(Auswahl) Komplex Korepressor (Auswahl)

HDAC1 NuRD, mSin3 RB, p53, NFkB, BRCA-1
HDAC2 NuRD, mSin3 RB, NFkB, BRCA-1
HDAC3 N-CoR, SMRT RB, NFkB, GATA-2
HDAC4 N-CoR, SMRT MEF2

HDACS5 N-CoR, SMRT MEF2, GATA-2

HDAC7 N-CoR, SMRT MEF2

SIRT1 p53

Die Korepressoren sind an den Promotorstellen von reprimierten Genen gebunden.
Ein Protein wird als Korepressor bezeichnet, wenn es folgende Kriterien erfillt: 1) Bei
einer Bindung an eine (heterologe) DNA-Bindungsdoméne (DBD) unterdrickt es die
Transkription, 2) das Protein interagiert mit der Repressordomane eines
Transkriptionsfaktors, 3) die Bindung an die Repressordomane des Transkriptions-
faktors ist vermindert, wenn die Bindungsstelle der Repressordoméne Mutationen
aufweist, 4) das Protein verstarkt konzentrationsabhangig die hemmende Funktion
des Transkriptionsfaktors (Zamir et al., 1996). HDAC3 z.B. kann seine enzymatische
Funktion nur erfillen, wenn alle anderen Komplexbestandteile vorhanden sind
(Guenther et al., 2001). Aufgereinigte HDAC3-Enzymkomplexe ohne assoziierte
Komponenten sind inaktiv. HDAC3 wird in der Zelle Uber eine Deacetylase-
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Aktivierungsdomane (DAD), die in SMRT, aber auch in N-CoR vorhanden ist,
aktiviert. Dabei ist die Anwesenheit von SMRT mit HDAC3 ausreichend fur eine
aktive Enzymfunktion, wahrend HDAC4 von SMRT zwar gebunden, aber nicht
aktiviert wird (Guenther et al., 2001; Li et al., 2000; Zhang et al., 2002). Inzwischen
ist neben der DAD noch eine Histon-Interaktionsdoméne (HID) entdeckt worden, die
die Affinitat des DAD-HDAC3-Enzymsubstrates vergrofRert und damit die Repression
erhoht. Die HID unterdriickt auRerdem die Aktivitat von Histon-Acetyltransferasen
und tragt damit zu einer weiteren Hemmung der Genexpression bei (Yu et al., 2003).

1.7 Veranderungen in der Chromatinstruktur durch ,Chromatin-Remodeling*

Chromatin besitzt eine wichtige Funktion bei der Regulierung der Genexpression und
weist eine dynamische Struktur auf (Luo and Dean, 1999; Turner, 2000). Es werden
zwei verschiedene Mechanismen propagiert, die es ermdglichen, die Anordnung von
Chromatin bzw. der Nukleosomen zu veré&ndern, und die unter dem Terminus
~,Chromatin-Remodeling“ zusammengefasst werden.

Eine Maoglichkeit besteht in der posttranslationalen Modifizierung von Histonen durch
(De-)Acetylierung, Methylierung oder Phosphorylierung, auf die in Abschnitt 1.2
schon kurz eingegangen wurde. Hierbei hat vor allem die Acetylierung einen Einfluss
auf die Veranderungen in Nukleosomen. Durch das Anhangen einer Acetylgruppe an
die Lysinreste der Histone wird die Nukleosomenstruktur meist so verandert, dass
die DNA fir die Proteine der Transkriptionsmaschinerie besser verfugbar wird
(Turner, 2000; Wolffe and Hayes, 1999).

Der zweite Mechanismus besteht aus ATP-abhéngigen Modifikationen der
Nukleosomen (Tsukiyama and Wu, 1997; Tyler and Kadonaga, 1999). Die
Strukturanderungen werden durch sog. ,Chromatin-Remodeling“-Komplexe
vermittelt, die eine intrinsische ATPase-Aktivitat besitzen. Die Hydrolyse von ATP ist
die Grundlage dafur, dass es zu einer Aufhebung der Bindung zwischen der DNA
und den Histonen kommt (Luo and Dean, 1999; Tsukiyama and Wu, 1997). Die
Energie aus der ATP-Hydrolyse wird genutzt, um eine Mobilisierung der
Nukleosomen zu katalysieren, d.h. die Position des Histonoktamers zur DNA &ndert
sich. Die Verschiebung des Histonoktamers bedeutet, dass die Kontakte der DNA zu

den Histonen aufgeldst und wieder neu geknupft werden missen. Wie es genau zu
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einer Beeinflussung der Transkription kommt, konnte bisher noch nicht restlos geklart
werden. Eine Hypothese besagt, dass es Transkriptionsfaktoren durch die
Verschiebung des Histonoktamers ermoglicht wird, an die DNA zu binden (Tyler and
Kadonaga, 1999). Die einzelnen Chromatin-Remodeling-Komplexe selbst werden in
drei Gruppen unterteilt, die auf ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit der ATPase-
Untereinheit SWI2/SNF2 (switching/sucrose non-fermenting) in der Hefe basieren
(Korber and Horz, 2004; Sng et al., 2004). Der SWI/SNF-Remodeling-Komplex ist im
Menschen z.B. fur die Regulierung der Zellproliferation verantwortlich (Bourachot et
al., 2003). Bisher wurden zwei humane Gene identifiziert, die BRG1 und hbrm
genannt wurden und deren Genprodukte, die ATPase-Untereinheiten Brgl und
hBrm, in die Regulation des Zellwachstums involviert sind (Pollard and Peterson,
1998). Kurzlich wurde nachgewiesen, dass das hBrm-Protein acetyliert werden kann
(Bourachot et al., 2003). Wéahrend der Mitose werden Brgl und hBrm phosphoryliert
und sind durch ihre Bindung an das Retinoblastomprotein in die Kontrolle von
Zellwachstum und —proliferation eingebunden (Sif et al., 2001). Chromatin-
Remodeling-Komplexe wurden urspriinglich ausschlief3lich mit einer Transkriptions-
aktivierung in Verbindung gebracht. Neuere Ergebnisse haben darauf hingewiesen,
dass es zusétzlich zu einer Unterdrickung der Genexpression kommen kann (Tyler
and Kadonaga, 1999). Die Entdeckung des Proteinkomplexes NuRD (nucleosome
remodeling and histone deacetylase, siehe auch 1.6) zeigte, dass bei diesem
Remodeling-Komplex durch die Histon-Deacetylierung eine Transkriptions-
repression hervor gerufen werden kann. NuRD besitzt als zentrale ATPase das
Protein Mi-2 und verfugt Uber weitere Untereinheiten, in denen Histon-Deacetylasen
sowie Proteine, die an das Retinoblastomprotein gebunden sind, gefunden werden
(Tong et al., 1998; Wade et al., 1998; Xue et al., 1998).

1.8 Veranderungen in der Chromatinstruktur als Ursache fur maligne
Erkrankungen

Chromatin-Remodeling tragt zur normalen Zellentwicklung und —proliferation bei.
Wird allerdings die Chromatinstruktur abweichend veréndert, z.B. durch
chromosomale Translokationen, kann es zur Ausbildung verschiedener Krankheiten

kommen. Dabei konnen sowohl Histon-Acetyltransferasen als auch Histon-
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Deacetylasen involviert sein.

1.8.1 Die Bedeutung von Histon-Acetyltransferasen bei der Entstehung
maligner Krankheiten

Bei chromosomalen Translokationen kommt es zur Ausbildung von
Fusionsproteinen, wodurch die enzymatische Aktivitat von Histon-Acetyltransferasen
verandert werden kann. Ein Beispiel fur eine Krankheit, die durch chromosomale
Translokationen bedingt ist und bei der Histon-Acetyltransferasen involviert sind, ist
die Akute Leukamie MLL-CBP. Diese Erkrankung wird im Menschen durch die
Fusion zweier Faktoren verursacht: dem Transkriptionsregulator MLL (mixed lineage
leukemia) und der Histon-Acetyltransferase CBP (CREB-binding protein) (Cairns,
2001; Rowley, 1998; Taki et al., 1997). MLL ist ein transkriptioneller Regulator
(Transkriptionsfaktor), der an DNA bindet. Er interagiert mit Chromatin-regulierenden
Komplexen und ist wichtig fur die Expression von HOX-Genen, die fur Entwicklung
und Hamatopoese zustéandig sind (Cairns, 2001; Yu et al., 1998). MLL besitzt viele
Bindungspartner, z.B. CBP. CBP selbst ist ein Protein, das u.a. eine HAT-Doméane
sowie eine Bromodomaéane besitzt. Eine Bromodomaéane ist eine 110 Aminosauren
lange Sequenz, die in vielen eukaryotischen Transkriptionsfaktoren gefunden wird.
Diese Domane interagiert spezifisch mit Acetyllysin, vor allem an den Histonen H3
und H4. Acetylierte Lysinreste an Histonen kommen haufig in transkriptionell aktivem
Chromatin vor. Dies ist ein Hinweis darauf, dass Bromodoménen eine Rolle bei der
Anbindung von HATs und anderen Koaktivatoren an ,aktives” Chromatin spielen.
Bromodomanen haben also Einfluss auf das Chromatin-Remodeling und die
Transkriptionsaktivierung (Cairns, 2001; Kouzarides, 2000; Winston and Allis, 1999).
Das Fusionsprotein aus MLL und CBP beeinflusst die Aktivitat und Transkription von
Histon-Acetyltransferasen, wobei der genaue Mechanismus noch nicht geklart ist.
Normalerweise ist CBP fur die Regulierung des Zellzyklus verantwortlich. Durch die
Fusion von CBP an MLL kann diese Aufgabe nicht mehr wahrgenommen werden,
und infolgedessen entwickelt sich eine Leuk&mie. Die Expression des
Fusionsproteins MLL/CBP fihrt durch die Verschiebung des Acetylierungs-
gleichgewichts hin zu einer Leukamie, da die hdmatopoetischen Zellen nicht mehr
richtig ausdifferenzieren konnen (Taki et al., 1997). Mutationen des CBP-Gens
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fuhren zu einer Entwicklung des Rubinstein-Taybi-Syndroms (Petrij et al., 1995),
wobei diese Patienten ein erhdhtes Risiko fir die Ausbildung von malignen Tumoren
haben (Miller and Rubinstein, 1995). CBP wird daher als Tumorsuppressorgen
angesehen (Taki et al., 1997).

Eine weitere Form der Akuten Myeloischen Leukdmie besteht in der Translokation
[t(11;22)(923;913)], wobei es zur Fusion zwischen MLL und der Histon-
Acetyltransferase p300 kommt. Dadurch kann p300 seine Funktion, den Zellzyklus
und die Zelldifferenzierung zu regulieren, nicht mehr ausuben (lda et al., 1997). Bei
MLL-CBP und MLL-p300 wird davon ausgegangen, dass durch die Translokation
eine dauerhafte Aktivierung der HAT-Aktivitat hervor gerufen wird, da die katalytische
Domane der Acetyltransferase im Fusionsprotein erhalten bleibt. Dadurch werden
weitere Acetyltransferasekomponenten von Koaktivatorkomplexen rekrutiert, und die
Expression vorher nicht transkribierter Gene kann induziert werden. Auch bei der
Leukamie MLL-AF9 mit der Translokation [t(9;11)(p22;923)] wird ein Fusionsprotein
gebildet. Es wird angenommen, dass es hierbei zu einer permanenten Bindung von
MLL an SWI/SNF kommt, so dass der SWI/SNF-Chromatin-Remodeling-Komplex
konstitutiv aktiviert wird. Bei der Translokation [t(8;16)(p11;p13)] wird CBP an die
Acetyltransferase MOZ (monocytic leukemia zinc finger) gebunden. Hier wird die
HAT-Aktivitat durch die Bildung des Fusionsproteins zusatzlich erhoht (Borrow et al.,
1996).

Jeder der genannten Mechanismen ruft eine Strukturverdnderung im Chromatin
hervor und fuhrt zu einer veranderten Transkription. Bei der Ausbildung von MLL-
Fusionsproteinen kann es zu einem Verlust der Fahigkeit zur Rekrutierung von
SWI/SNF kommen, wodurch die normale Funktion von MLL (als Regulator der
Genexpression) unterdrickt wird (Redner et al., 1999).

Histon-Acetyltransferasen kénnen auch bei der Entstehung von soliden Tumoren
beteiligt sein, denn beim Kolorektumkarzinom und beim Magenkarzinom wurden
Punktmutationen im p300-Gen gefunden. Die Inaktivierung des p300-Gens kdnnte
damit eine wichtige Rolle bei der Entstehung von soliden Tumoren spielen (Muraoka
etal., 1996).
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1.8.2 Die Bedeutung von Histon-Deacetylasen bei der Entstehung maligner

Krankheiten

HDACs konnen ebenfalls an Krebserkrankungen beteiligt sein. Bei der Akuten
Myeloischen Leukdmie (AML) handelt es sich bei 12-15% aller Falle um die
Translokation [t(8;21)(g22;922)]. Hierbei ist die DNA-Bindungsdomane von AML1 an
den Repressor ETO (eight-twenty-one, auch als MTG8 oder CDR bezeichnet)
gebunden (Fenrick and Hiebert, 1998; Lenny et al., 1995; Lenny et al., 1997). Bei
dieser Form der Leuk&mie hat sich ein Fusionsprotein zwischen AML und ETO
gebildet. AML1 interagiert normalerweise mit p300, ETO dagegen bindet an N-CoR
und bildet zusammen mit HDAC1, mSin3a (switch independent 3a) und N-CoR einen
Repressorkomplex, der die Transkription unterdriickt (Cress and Seto, 2000; Fenrick
and Hiebert, 1998). Die Bildung des Fusionsproteins fihrt zu einer vermehrten
Rekrutierung von HDACs bzw. zu einem Austausch eines Koaktivators gegen einen
Korepressor. Anstatt einer myeloiden Differenzierung kommt es nachfolgend durch
die Bindung von AML1 an den Repressor ETO zu einer Hemmung derselben
(Lutterbach et al., 1998; Wang et al., 1998). Durch die Inhibition von HDACs kann auf
das Krankheitsbild der Akuten Leukamie Einfluss genommen werden (Lin et al.,
1998; Wang et al., 1998).

Ein Zusammenhang zwischen veranderter HDAC-Aktivitat und Tumorentstehung ist
auch bei der Akuten Promyelozytenleukamie (APL) gegeben. Bei dieser Krankheit ist
der Retinsaurerezeptor (RARa) beteiligt. Der Retinsdurerezeptor ist ein
transkriptioneller Regulator, der fir die myeloide Differenzierung notwendig ist. RARa
und sein Partner RXR (Retinoid-X-Rezeptor) bilden ein Heterodimer und binden an
Retinsaure-response-Elemente (RARES). In Abwesenheit von Retinoiden werden
Sin3/HDAC uber die Korepressoren N-CoR und SMRT gebunden, und infolgedessen
kommt es zur Unterdriickung der Genexpression. Nach der Bindung eines Liganden
(Retinoide) l6st sich der HDAC-Komplex vom RARa-RXR-Dimer und erlaubt die
Bindung von HATs, um damit die Transkription wieder zu aktivieren. Bei der APL
verlauft der Prozess der Krankheitsentstehung folgendermal3en: Durch
chromosomale Translokationen kommt es zur Bildung von Fusionsproteinen des
Retinsdurerezeptors  entweder mit dem PLZF-Locus [t(11;17)(g23;0921)]
(Promyelozyten-leuk&dmischer Zinkfinger) oder dem PML-Locus [t(15;17)(922;921)]

14



Einleitung

(Promyelozytenleukamie). Diese Fusionsproteine interagieren dann mit den
Repressorkomplexen SMRT und N-CoR, an denen auch HDACs beteiligt sind.
Dadurch wird die normale Hamatopoese gehemmt und es kommt zur Leuk&mie. Der
durch die Fusionsproteine entstehende Differenzierungsblock kann bei PLZF-RAR
durch die Gabe von HDAC-Hemmstoffen aufgehoben werden (Fenrick and Hiebert,
1998; Gottlicher et al., 2001; Johnstone, 2002; Minucci et al., 2001; Warrell et al.,
1998). Der Retinsaurerezeptor RARa kann als typisches Modell fir das Chromatin-
Remodeling gelten, da die APL zu einer vermehrten Histon-Deacetylierung fuhrt. Die
fehlende Acetylierung fihrt dann zu Stérungen in der Transkription und zu
leukédmischen Transformationen (Redner et al.,, 1999). Kuirzlich wurde eine
Uberexpression von HDAC1 in Prostatakrebszellen nachgewiesen (Halkidou et al.,
2004). Auch hier ist die gesteigerte Deacetylierung von Histonen die Ursache fir ein
veréandertes Chromatin-Remodeling.

Histon-Deacetylasen haben einen grof3en Einfluss auf die Chromatinstruktur. HDAC-
Inhibitoren werden daher als viel versprechende neue Medikamente gegen
Leuk&dmien und solide Tumoren eingeschéatzt. Der folgende Abschnitt gibt eine
Ubersicht tiber einige der bisher identifizierten bzw. neu synthetisierten Hemmstoffe

von Histon-Deacetylasen.

1.9 HDAC-Inhibitoren

1.9.1 Hemmung der enzymatischen Aktivitat von Histon-Deacetylasen

Der Acetylierungsstatus bestimmt die Genexpression und kann durch verschiedene
Substanzen beeinflusst werden. Die kurzkettige Fettsaure Butyrat (Buttersaure)
wurde schon vor einigen Jahren als Hemmstoff von Histon-Deacetylasen entdeckt
(Boffa et al., 1978). Acetylsalicylsdure (Aspirinda) beeinflusst den Acetylierungs-
zustand (Pinckard et al., 1968) ebenso wie die antibiotisch wirksamen Reagenzien
Trichostatin A und Trapoxin B u.a., die ebenfalls die HDAC-Aktivitat hemmen
(Dangond et al., 1998; Yoshida et al., 1995). Erste Studien zu der Wirkungsweise
von HDAC-Inhibitoren wurden vor einigen Jahren mit dem thermophilen Bakterium
Aquifex aeolicus durchgefuhrt. Anhand von kristallografischen Methoden wurde
herausgefunden, dass das aktive Zentrum von Histon-Deacetylasen ein Zinkion
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besitzt. HDAC-Inhibitoren hemmen die enzymatische Aktivitat von Histon-
Deacetylasen, indem sie mit dem aktiven Zentrum des Enzyms interagieren und
dabei die Substratbindung blockieren (Finnin et al., 1999; Johnstone, 2002). HDAC-
Inhibitoren werden nach ihrer Struktur in verschiedene Gruppen eingeteilt, wie
Tabelle 4 zeigt (He et al., 2001; Johnstone, 2002; Kim et al., 2003; Kouraklis and
Theocharis, 2002).

Tabelle 4: Ubersicht Giber die verschiedenen Substanzklassen der HDAC-Inhibitoren

Substanzklasse Substanzbeispiele
o Butyrat (Davie, 2003)
Kurzkettige Fettsauren o Phenylbutyrat (Carducci et al., 2001)
o Valproat (Blaheta and Cinatl, 2002)
0 SAHA (Suberoylanilid-Hydroxamséaure)

(Richon et al., 1998)
Scriptaid (SB-556629) (Su et al., 2000)
0 Trichostatin A (TSA) (Yoshida et al., 1995)

Hydroxamséauren

(@)

Zyklische Tetrapeptide mit
einem 2-Amino-8-0x0-9,10- o Trapoxin (Yoshida et al., 1995)
Epoxy-Decanoyl (AOE)-Rest

o0 FK228 (Furumai et al., 2002; Nakajima et al.,

Zyklische Tetrapeptide ohne _ _ )
1998) = Depsipeptide, friher als FR901228

AOE-Rest
bezeichnet
0 CI-994 (oder N-acetyldinaline) (Kraker et al.,
Benzamide 2003) als indirekter HDAC-Inhibitor
0 MS-27-275 (Saito et al., 1999)
Epoxide 0 Depudecin (Kwon et al., 1998)
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1.9.2 Erste Studien mit HDAC-Inhibitoren in der Zellkultur

HDAC-Inhibitoren wurden in anfanglichen Untersuchungen in der Zellkultur
eingesetzt. Die durch die Hemmung der HDAC-AKktivitat in verschiedenen Zelllinien
verursachten Effekte sind vielfaltig: Neben Wachstumsarrest, Differenzierung oder
Apoptose von transformierten Zellen induzieren HDAC-Inhibitoren in der Zellkultur
auch eine Hyperacetylierung von Histonen (Kouraklis and Theocharis, 2002; Marks
et al., 2000; Richon et al., 1998). Dabei wird eine Hyperacetylierung aller Histone
sowohl in normalen als auch in Tumorzellen hervorgerufen (Butler et al., 2000; Butler
et al.,, 2001; Marks et al., 2000; Richon et al., 1998). Die folgende Abb. 4 zeigt
schematisch die Wirkungsweise von Histon-Deacetylaseinhibitoren (Abb. in
Anlehnung an Marks et al. (2001a)).

m TF-Komplex

HDAC-sensitiver Promotor

HDAC-

Inhibitor
Wachstumsarrest,

Differenzierung, Apoptose

TF-Komplex

A
DNA  Histon DNA Acetylgruppen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Wirkungsweise von HDAC-Inhibitoren

Oberer Teil der Abb.: HDACs sind an den Transkriptionsfaktorkomplex (TF-Komplex)
gebunden; die Genexpression wird unterdriickt. Die Histone sind deacetyliert und
dicht gepackt, die DNA ist nicht frei zuganglich fur Transkriptionsfaktoren.

Unterer Teil der Abb.: Die Bindung von HDACs wird durch einen HDAC-Inhibitor
aufgehoben. Die Histone werden durch die Bindung von HATs an den
Transkriptionsfaktorkomplex acetyliert und die DNA ist zuganglich far
Transkriptionsprozesse.

Abkirzungen: HAT = Histon-Acetyltransferase; HDAC = Histon-Deacetylase; TF-
Komplex = Transkriptionsfaktorkomplex
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1.9.3 Ubersicht tiber verschiedene HDAC-Inhibitoren

In den letzten Jahren sind viele HDAC-Hemmstoffe entdeckt oder neu generiert
worden. Im Folgenden wird auf die wichtigsten HDAC-Inhibitoren und ihre Effekte

speziell in der Zellkultur eingegangen.

1.9.3.1 Trichostatin A

Trichostatin A (TSA) wurde urspringlich als Fungizid entwickelt und wirkt bereits in
nanomolaren Konzentrationen als HDAC-Inhibitor (Yoshida et al., 1995; Yoshida et
al., 1990). Die durch TSA induzierte Hyperacetylierung von Histonen wird z.B. in
Ratten-Fibroblasten durch eine Hemmung der Deacetylierung verursacht, und nicht
durch eine gesteigerte Histon-Acetylierung (Yoshida et al., 2001; Yoshida et al.,
1990). TSA induziert einen Zellzyklusarrest sowohl in der G;- als auch in der G-
Phase (Kouzarides, 1999; Yoshida and Beppu, 1988). Dieser Zellzyklus-Arrest
basiert auf folgenden Mechanismen: HDAC-Inhibitoren induzieren die Expression
des CDKN1A-Gens, welches fur den cyklin-abh&ngigen Kinase-Inhibitor p21 kodiert
(cdk = cyclin dependent kinase). p21 ruft einen Zellzyklus-Arrest in der G;-Phase
hervor. Durch transiente Transfektionen wurde herausgefunden, dass fur die TSA-
vermittelte p21-Induktion eine spezifische SP1-Stelle im CDKN21A-Promotor
vorhanden sein muss. Die Mitglieder der SP1-Familie von Transkriptionsfaktoren
fungieren entweder als positive oder negative Regulatoren der Genexpression. Es
wurde gezeigt, dass SP1 direkt an HDAC1 bindet und dass eine Unterdriickung der
Genexpression durch HDAC1 Uber SP1 vermittelt wird (Doetzlhofer et al., 1999;
Marks et al., 2001a). Der Mechanismus der p21-Induktion durch die Gabe von TSA
weist darauf hin, dass die Bindung von TSA direkt am CDKN21A-Promotor stattfindet
(Marks et al., 2001a; Richon et al., 1998). SP1 ist u.a. auch notwendig fir eine
Transaktivierung von hTERT, einem Gen, das fur eine katalytische Untereinheit des
Proteins Telomerase kodiert. Die enzymatische Aktivitat von Telomerasen tragt dazu
bei, die Enden von Chromosomen (Telomere) vor dem Abbau zu schitzen. Durch
die Bindung von HDACs am hTERT-Promotor wird die Expression unterdrickt.
Durch die Gabe von TSA wird die Telomerase-Aktivitat in normalen Zellen, aber nicht
in Krebszellen, induziert (Takakura et al., 2001). SP1 interagiert aber nicht nur mit
HDACSs, sondern auch mit anderen Transkriptionsaktivatoren. Neuere Studien haben
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gezeigt, dass SP1 mit p300, einer Histon-Acetyltransferase, interagiert (Suzuki et al.,
2000). Die SP1l-abhéngige Genregulation wird also durch einen Wettbewerb
zwischen HDACs und aktivierenden Faktoren gesteuert (Doetzlhofer et al., 1999;
Marks et al., 2001a; Suzuki et al., 2000; Takakura et al., 1999).

1.9.3.2 SAHA

SAHA (Suberoylanilid-Hydroxamsaure) induziert in murinen Erythroleukdmie-Zellen
(MEL) eine Akkumulation von hyperacetylierten Histonen an der Stelle des
Chromatins, das mit dem CDKN1A-Gen assoziiert ist. Ein Anstieg der Acetylierung
bedeutet gleichzeitig eine erhdhte Transkriptionsrate dieses Gens. SAHA hemmt
HDACs in mikromolaren Konzentrationen und fuhrt wie z.B. TSA zu einem
Zellzyklusarrest (Marks et al., 2001a; Richon et al., 1998). Die Promotorregionen
verschiedener Gene, z.B. CDKN1A oder TERT, deren Transkription selektiv auch
durch SAHA gesteigert wird, besitzen spezifische SP1-Stellen, an die HDAC-
rekrutierende Transkriptionskomplexe binden, worlber die Genexpression gehemmt
wird. Die Aktivierung von vorher abgeschalteten Genen kann durch die Hemmung
der HDAC-Funktion zu Wachstumsarrest, Differenzierung und/oder Apoptose

transformierter Zellen beitragen (Marks et al., 2001a).

1.9.3.3 Trapoxin B

Durch Trapoxin B werden Histon-Deacetylasen irreversibel gehemmt. Nach einer
Gabe von Trapoxin B erhoht sich z.B. in Rattenfibroblasten ebenfalls der
Acetylierungsgrad der Histone (Yoshida et al., 2001; Yoshida et al., 1995). Es wurde
aulRerdem gezeigt, dass HDACG6 resistent gegentuber Trapoxin B ist (Yoshida et al.,
2001).

1.9.3.4 FK228

FK228 wurde u.a. in der Zelllinie MCF-7, einem Modell des Mammaadenokarzinoms,
eingesetzt. Ein Anstieg des Acetylierungsstatus der Histone wurde beobachtet.
AulRerdem wurde ein Zellzyklusarrest in der G;- und der G-Phase induziert. Hierbei

wurde nicht nur ein antiproliferativer Effekt durch FK228 nachgewiesen, sondern es
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wurden Hinweise darauf gefunden, dass die Zellen apoptotisch geworden waren, wie
eine Verkleinerung der Zellen sowie eine DNA-Fragmentierung (Nakajima et al.,
1998).

1.9.3.5 Butyrat

Butyrat induziert in der Zelllinie HT29, einem Modell fir das Kolonadenokarzinom,
einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase (Barnard and Warwick, 1993), eine
Hyperacetylierung von Histon H4 sowie eine Zelldifferenzierung. Zuséatzlich steigert
Butyrat die Apoptoserate (Hinnebusch et al., 2002). In nicht-transformierten
Fibroblasten ruft Butyrat eine Wachstumsinhibition hervor, die reversibel ist (Yoshida
and Beppu, 1988). AulRerdem wurde gezeigt, dass Butyrat und TSA in HCT116
Zellen, einer Kolonkarzinom-Zelllinie, einen Zellzyklusarrest induzieren, der ebenfalls
reversibel ist. Im Gegensatz dazu wurde in VACO5-Zellen, die eine Subpopulation
der Zelllinie HT116 darstellen, Apoptose induziert (McBain et al., 1997). In der
T-Zelllinie  Jurkat wurde nachgewiesen, dass Butyrat und TSA die
Proteinneusynthese von aktiver Caspase-3, einer Protease, die ein zentrales Enzym
der Apoptose darstellt, induziert (Medina et al., 1997). In der humanen
Kolonkarzinomzelllinie KM20 wurde ebenfalls eine durch Butyrat induzierte Apoptose
beobachtet (Wang et al., 2002).

1.9.4 Der klinische Einsatz von HDAC-Inhibitoren

HDAC-Inhibitoren sind in der Lage, in Tumorzelllinien z.B. einen Zellzyklusarrest
oder auch Apoptose zu induzieren. Auf Grund dieser Ergebnisse in der Zellkultur
wird den HDAC-Inhibitoren eine Funktion bei der Bekdmpfung von verschiedenen
Krebsarten zugeschrieben (Marks et al., 2001a). HDAC-Inhibitoren wurden bisher in
verschiedenen klinischen Studien verwendet (Kelly et al., 2002; Kramer et al., 2001,
Marks et al., 2001b; Marks et al., 2000; Piekarz et al., 2001).

Ein Abkdommling des Butyrats, Phenylbutyrat, wurde erfolgreich bei der Akuten
Promyelozytenleukamie eingesetzt (Warrell et al., 1998). Andere HDAC-Inhibitoren
kamen in klinischen Studien ebenfalls zum Einsatz, wie z.B. Butyrat bei Kolonkrebs
(Archer et al., 1998; D'Argenio et al., 1996), TSA bei Lungenkrebs (Kim et al., 2001)
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und SAHA sowie Phenylbutyrat bei Prostatakrebs (Butler et al., 2000; Pili et al.,
2001). Dabei verursachten einige der HDAC-Inhibitoren wie SAHA oder MS-27-275
eine Hemmung des Tumorwachstums bei vergleichsweise geringen Nebenwirkungen
(Butler et al., 2000; Saito et al., 1999). Allerdings kann das Auftreten von
Nebenwirkungen nie ganz ausgeschlossen werden: Bei einer intravendsen Gabe von
Phenylbutyrat Uber einen langeren Zeitraum bei Patienten mit einer Akuten
Myeloischen Leukdmie traten Schlafrigkeit und geistige Verwirrung auf (Gore and
Carducci, 2000). Butyrate haben den Nachteil, dass sie in hohen Dosen gegeben
werden mussen (im millimolaren Bereich), um eine Hemmung der HDAC-AKktivitat zu
erzielen. Aul3erdem beeinflussen sie andere Enzymsysteme (Newmark et al., 1994);
sie hemmen neben den Enzymen fur die DNA-Methylierung auch Enzyme, die
Proteine phosphorylieren (Archer and Hodin, 1999).

Phenylbutyrat wurde bei Patienten, die an refraktaren soliden Tumoren erkrankt
waren, eingesetzt. Dadurch konnte der klinische Zustand der Patienten verbessert
und der Krankheitsverlauf stabilisiert werden. Es wurden keine kompletten oder
partiellen Remissionen erreicht, aber sieben Patienten hatten wahrend der
Verabreichung von Phenylbutyrat Uber sechs Monate einen stabilen
Krankheitsverlauf. Allerdings ist die kurze Halbwertszeit von Phenylbutyrat im Serum
ebenso als ein Nachteil anzusehen wie die hohen oralen Dosen, die gegeben
werden muissen, um eine biologisch aktive Dosis im Blut zu erreichen. Aul3erdem
verursachte das Medikament bei den Patienten Nebenwirkungen wie Ubelkeit,
Erbrechen, Verdauungsstoérungen, Erschépfung sowie periphere Odeme und eine
Hypokalzamie (Gilbert et al., 2001; Kouraklis and Theocharis, 2002).

Die kurzkettige Fettsdure Valproat (2-Propylpentansaure) wird schon seit 30 Jahren
bei der langerfristigen Behandlung von Epilepsie eingesetzt. Vor kurzem wurde eine
HDAC-inhibierende und antikanzerogene Aktivitdt Valproats nachgewiesen. Es
hemmt Tumorwachstum und Metastasierung und induziert zudem eine Tumor-
Differenzierung in vitro und in vivo (Blaheta and Cinatl, 2002; Gottlicher et al., 2001).
Es zeigte sich, dass Valproat eine teratogene und lebertoxische Wirkung hat, die
Wirkungen auf die normale Hamatopoese sind allerdings gering (Gottlicher et al.,
2001; Loscher, 1999; Rettie et al., 1987).
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Eine weitere klinische Studie mit Butyrat wurde mit Patienten durchgefihrt, die an
metastasierenden kolorektalen Karzinomen erkrankt waren. Im Anschluss an eine
Chemotherapie erhielten die Patienten neben einer subkutanen Interleukin 2-Gabe
zudem Arginin-Butyrat intravends verabreicht. Es zeigte sich, dass Arginin-Butyrat ab
einer Dosis von uber 3 g pro kg Kdérpergewicht eine lebertoxische Wirkung hatte. Es
wurden keine Klinischen Verbesserungen des Krankheitszustandes beobachtet
(Douillard et al., 2000).

CI-994 ist, oral appliziert, bioverfugbar, und ruft eine Akkumulation von
hyperacetylierten Histonen hervor, kann allerdings Histon-Deacetylasen nicht direkt
hemmen. Diese Substanz wurde von Tumor-Patienten gut vertragen und hatte bei
Lungen- und Nierenkarzinomen einen Anti-Tumor-Effekt. Allerdings zeigte die Gabe
von CI-994 als Monotherapeutikum bei diesen Arten von Tumoren keinen
endgultigen Erfolg (Prakash et al., 2001). Zurzeit laufen weitere Studien, bei denen
Cl-994 zusammen mit anderen Medikamenten wie Carboplatin oder Paclitaxel in
Kombination eingesetzt wird (Marks et al., 2001a).

1.9.5 Einsatz von HDAC-Inhibitoren in Tierversuchen

Butyrat ensteht im Dickdarm als ein Abbauprodukt von Ballaststoffen aus
Lebensmitteln. Ein erhohter Ballaststoffanteil in der Ernahrung wird als protektiv
gegen Darmkrebserkrankungen angesehen (Davie, 2003; Hassig et al., 1997b;
Hinnebusch et al., 2002; Peters et al., 2003). Bisher wurden verschiedene
Tierstudien zum Thema Ballaststoffe, Butyrat und Kolonkarzinome durchgefihrt. In
einer Studie wurden bei Ratten mittels der Chemikalie Azoxymethan intestinale
Tumoren induziert. Durch die Fuatterung verschiedener Diaten, die entweder
Weizenkleie oder ein speziell gemahlenes Weizenmehl enthielten, wurde die Menge
an Butyrat im Kolon im Vergleich zu einer ballaststoffarmen Diat erhoht. Nach sechs
Monaten wurde die Zahl der Tumoren gemessen, und es zeigte sich, dass die
Ratten, die die ballaststoffreiche Diat erhielten, weniger Karzinome entwickelt hatten
als die Kontrollgruppe, die keine Ballaststoffe gefittert bekam. Die erhohte Menge an
Butyrat im Kolon hat einen Einfluss auf die Entwicklung von Tumoren, aber der
genaue Mechanismus ist noch nicht ganz geklart (Mcintosh et al., 2001).
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Eine andere Studie mit Ratten zeigte, dass Weizenkleie einen grol3eren hemmenden
Effekt auf die Tumorentstehung besitzt als Kleie aus Hafer oder Mais. Auch hier
wurden bei den Tieren durch die Gabe von Azoxymethan Tumoren induziert. Die
Ratten bekamen anschlieend Diaten mit verschiedenen Fett-, Phytinsdure- und
Weizenkleieanteilen verabreicht. Dabei zeigte sich, dass die Diaten, die mit Ol oder
Ol und Phytinsaure angereichert waren, zu einer verminderten Tumorhaufigkeit und
einem geringeren Tumorvolumen fihrten. Dadurch wurden Hinweise darauf
gefunden, dass die Lipidfraktion der Weizenkleie einen tumorhemmenden Effekt
haben kann (Reddy et al., 2000).

Hemmstoffe von Histon-Deacetylasen wurden in den letzten Jahren in vielen Studien
gegen eine Vielzahl von Krebserkrankungen eingesetzt. Die bisherigen
Forschungsergebnisse lassen auf eine erfolgreiche Bekampfung von Krebs durch die
Gabe von HDAC-Inhibitoren in der Zukunft hoffen.

1.10 Die humane Histon-Deacetylase 3 (HDAC3)

In dieser Arbeit wurde der Phanotyp der humanen Histon-Deacetylase 3 naher
charakterisiert. HDAC3 gehort zu den Klasse I-Histon-Deacetylasen und ist ein
48,8 kDa grof3es Protein, das nicht nur im Zellkern vieler Zelltypen und Geweben
vorkommt (Emiliani et al., 1998; Fischle et al., 2001a; Mahlknecht et al., 1999a),
sondern auch im Zytoplasma (Yang et al., 2002). Humanes HDAC3 zeigt 53%
Identitéat zu HDAC1 (Taunton et al., 1996) und HDAC2 (Yang et al., 1996a). HDAC3
kommt in der Zelle in Multiproteinkomplexen zusammen mit SMRT und N-CoR vor,
bindet auch an Nicht-Histonproteine und ist aul3erdem mit Deacetylasen der Klasse Il
assoziiert (Fischle et al., 2001a; Grozinger and Schreiber, 2000).

Das Vorhandensein eines nuklearen Export-Signals (NES) konnte darauf hinweisen,
dass HDAC3 wie auch die Klasse II-HDACs zwischen Zellkern und Zytoplasma
.-wandern* kann. Der C-terminale Teil von HDAC3 beeinflusst die Lokalisierung des
Proteins im Zellkern und ist notwendig fur die Deacetylase-Aktivitdt sowie die
transkriptionelle Repressorfunktion (Yang et al., 2002). HDAC3 deacetyliert RelA
(p65), eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear factor kappa B),

wahrend NFkB selbst nach seiner Aktivierung in den Zellkern wandert und dort durch
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die Bindung von Histon-Acetyltransferasen zu einer Expression von Zielgenen fuhrt.
HDAC3 nimmt damit Einfluss auf die Genexpression (Chen et al., 2001; Perkins et
al., 1997). Neben HDAC3 bindet auch HDAC2 an p65, aber nur HDAC3 kann dieses
Protein in vitro und in vivo deacetylieren (Kiernan et al., 2003).

HDACS3 bindet ebenfalls an den Transkriptionsfaktor GATA-2, der fir die Proliferation
und das Uberleben von hamatopoetischen Zellen nétig ist, und unterdriickt dessen
Funktion (Ozawa et al., 2001). HDAC3 wurde aufRerdem in einem Komplex
gefunden, der aus RB (Retinoblastom) und PPARg (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) besteht. RB kontrolliert Zellwachstum, Differenzierung und
Apoptose (Fajas et al.,, 2003; Hatakeyama and Weinberg, 1995). RB schiutzt vor
Apoptose (Morgenbesser et al.,, 1994; Pan and Griep, 1995) und arretiert die
Zellproliferation durch eine Bindung an die Transkriptionsfaktorfamilie E2F, die die
Gene fir die Progression in die S-Phase steuern, wie z.B. Cyclin E (Helin, 1998).
PPARg ist ein nuklearer Rezeptor, der urspringlich durch seine Funktion bei der
Adipozytendifferenzierung entdeckt wurde und nach neueren Erkenntnissen auch
eine grof3e Bedeutung in der Regulierung des Zellzyklus besitzt. Der Komplex aus
RB und PPARg rekrutiert HDAC3, wobei die Bindung von RB an HDAC3 wichtig fur
die Funktion von PPARGgist. Die Interaktion zwischen allen drei Anteilen reguliert die
Aktivitat von PPARg z.B. in der Adipozytendifferenzierung (Fajas et al., 2002; Fajas
et al, 2003). HDAC3 bildet zusammen mit N-CoR wund TBL1 einen
Repressorkomplex, der fur die Repression bestimmter Gene durch den Thyroid-
hormonrezeptor (TR) bendtigt wird. Die Repressorfunktion konnte durch Gabe von
TSA unterbunden werden (Ishizuka and Lazar, 2003; Yoon et al., 2003).

HDACS3 ist auf dem Chromosom 5931 lokalisiert. Etwa die Halfte der Patienten mit
sekundarer AML und Myelodysplastischem Syndrom weist eine Aberration auf
Chromosom 5 auf (Randhawa et al., 1998). Auch beim Kolonadenokarzinom und
Lungenkarzinom konnte diese Veranderung gefunden werden (Mahlknecht et al.,
2000). Bei einigen Erkrankungen kommt es zu einer Deletion im Chromosom 5,
wobei HDAC3 beteiligt sein konnte, z.B. bei einem Subtyp des Non-Hodgkin
Lymphoms (Wlodarska et al., 1995) und bei Lymphomen (Kroef et al., 1997).
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Die Translokation [t(16;21)(p11;922)] fuhrt zur Bildung des Fusionsproteins AML1-
MTG16 (Amann et al., 2001). MTG16 ist &hnlich wie ETO (MTG8) ein
transkriptioneller Repressor. MTG16a, eine Proteinisoform von MTG16, wurde
kirzlich im Nukleolus nachgewiesen. Die Signalsequenz zur Lokalisation im
Nukleolus wurde in der N-terminalen Region des MTG16a-Proteins identifiziert.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass MTG16a mit HDAC1 und HDAC3 interagiert.
Die Bindung an Korepressorkomplexe mit Histon-Deacetylasen kann zur
Pathogenese der t(16;21)-Translokation beitragen (Hoogeveen et al., 2002). Ferner
konnte nachgewiesen werden, dass der Korepressor ETO an die HDACs 1, 2 und 3
bindet (Amann et al., 2001). Auch hier ist damit ein Zusammenhang zwischen der
Histon-Deacetylase 3 und Leuk&mien zu finden.

In einer aktuellen Studie wurde nachgewiesen, dass das Brustkrebstherapeutikum
Tamoxifen in Brustgewebe einen antiostrogenen Effekt austbt (Liu and Bagchi,
2004). Die molekularen Hintergrinde konnten in dieser Untersuchung aufgezeigt
werden. Durch die Bindung von Tamoxifen an den Promotor des Ostrogenrezeptor
werden neben N-CoR auch HDACS3, sowie zusatzlich ein NuRD-Komplex, der
HDACL1 und die ATPase Mi-2 besitzt, rekrutiert. Kinetikstudien haben erwiesen, dass
der N-CoR-HDAC3-Komplex zeitlich vor dem NuRD-Komplex gebunden wird. Diese
Untersuchungen weisen darauf hin, dass Tamoxifen nicht nur eine Repression der
Transkription am Ostrogenrezeptor hervor ruft, sondern dass es durch Tamoxifen zu
einer Chromatinmodifizierung bzw. einem Chromatin-Remodeling kommt (Liu and
Bagchi, 2004).
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1.11 Potenzielle Bindungspartner der Histon-Deacetylase 3

Im Verlauf dieser Arbeit wurden mehrere potenzielle Bindungspartner von HDAC3
detektiert, u.a. p38 beta 2 MAP Kinase (MAP Kinase 11), Rab3a, SCG-10 und MAP

Kinase 13. Auf diese Proteine wird im Folgenden néaher eingegangen.

1.11.1 Die Familie der MAP Kinasen

1.11.11 Der p38 MAP Kinase-Signaltransduktionsweg

MAP Kinasen (MAPK = mitogen activated protein kinase) sind Serin-Threonin-
Kinasen und spielen eine grof3e Rolle beim Weg extrazellular ankommender Signale
bis hin zu einer intrazellularen Antwort. Die Kinasen sind Teile von Signalkaskaden,
die verschiedenste zellulare Prozesse wie Zellwachstum, Differenzierung,
Transformation, Apoptose und Stressantwort beeinflussen (Jiang et al., 1996; Sasaki
et al.,, 2001; Seger and Krebs, 1995; Waskiewicz and Cooper, 1995). Inzwischen
sind vier Gruppen von Kinasen kloniert und charakterisiert worden (Kumar et al.,
1997):

1) ERK (extracellular regulated kinase) (Davis, 1993)

2) JUNK/SAPK (c-jun-NHz-terminal kinase/stress activated protein kinase)
(Davis, 1994)

3) ERKS5 (auch als BMK = Big MAP Kinase-1 bezeichnet) (Lee et al., 1995)

4) p38 (auch CSBP, RK oder HOG1 genannt) (Lee et al., 1994)

Die MAP Kinasen werden danach eingeteilt, auf welche Einfliisse sie reagieren, d.h.
durch welche Reize sie aktiviert werden. Die ERKs werden durch mitogene und
proliferative Stimuli in ihrer Aktivitat gesteigert, wahrend die JNKs und die p38 MAP
Kinasen durch Stressreize aktiviert werden. Auf3erdem gibt es Stimuli, die beide
Gruppen aktivieren. Die kirzlich entdeckte ERK5 gehort zwar auf Grund ihrer
Sequenz in die ERK-Gruppe, reagiert aber dennoch auf Stressstimuli (Kumar et al.,
2003; Kumar et al., 1997). MAP Kinasen werden z.B. durch LPS (Lipopolysaccharid),
Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-alpha), Wasserstoffperoxid (H2O,) oder
Interleukin 1 (IL-1) aktiviert (Jiang et al., 1996; Kumar et al., 1997).
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Vier Mitglieder der p38-Familie sind bereits entdeckt worden:

1) p38 alpha (Lee et al., 1994)

2) p38 beta (Jiang et al., 1996)

3) p38 gamma (Cuenda et al., 1997)
4) p38 delta (Wang et al., 1997)

Von diesen Isoformen zeigt p38 beta eine Praferenz fur den Transkriptionsfaktor
ATF-2 [activating transcription factor; gehort zur CREB-Familie (cCAMP response
element binding protein)]. AuBerdem gilt MAPKAPK2 (MAP Kinase activated protein
kinase 2) als potenzielles Substrat. Bisher ist allerdings nur wenig Uber weitere
Substrate der MAP Kinasen bekannt. ATF-2 selbst hat Histon-Acetyltransferase-
Aktivitdt und ist wichtig fur die Regulation von Hamatopoese und Immunantwort
(Enslen et al., 1998; Raingeaud et al., 1995; Raingeaud et al., 1996).

MAP Kinasen werden von ubergeordneten Kinasen (MAP Kinase Kinasen)
phosphoryliert und damit aktiviert. MKK6 (MAP Kinase Kinase 6) aktiviert p38 alpha,
p38 beta 2 und p38 gamma, wahrend MKK3 nur p38 alpha und p38 gamma aktiviert
(Enslen et al., 1998). Anhand von Studien, die mit MAP Kinase-Inhibitoren
durchgefuihrt wurden, wurde die physiologische Funktion der Kinasen weiter
aufgezeigt. Sie sind z.B. fur eine LPS-induzierte Bildung von Interleukin 1 und TNF
alpha in Monozyten notwendig. Kinase-Hemmstoffe sind Pyridinylimidazol-
Abkdmmlinge und hemmen die Kinasen in einer mikromolaren Konzentration
(Cuenda et al., 1997; Lee et al., 1994). Dabei hemmt z.B. SB203580 die Aktivitat von
p38 alpha und p38 beta 2, aber nicht die p38 gamma Isoform (Enslen et al., 1998).
Abb. 5 gibt eine Ubersicht ber die verschiedenen MAP Kinasen sowie die
Signaltransduktionswege (Clayton and Mahadevan, 2003; Goedert et al., 1997;
Kumar et al., 2003). Die Abb. wurde nach Kumar et al. (2003) modifiziert.
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Abbildung 5: Ubersicht liber die Signaltransduktionswege der verschiedenen Kinasen

Bei der Kinase-Signalkaskade werden MAP Kinase Kinase Kinasen (MAPKKK)
durch verschiedene Stimuli (z.B. UV, LPS, IL-1) aktiviert. Die MAPKKK
phosphorylieren die MAP Kinase Kinasen (MAPKK), diese wiederum die MAP
Kinasen (MAPK). Die MAPK phosphorylieren verschiedene Substrate wie
Wachstumsfaktoren, zytosolische Proteine oder Transkriptionsfaktoren, wodurch
Antworten in der Zelle wie Proliferation oder Apoptose ausgeldst werden.

Abkulrzungen: ERK = extracellular regulated kinase; IL-1 = Interleukin 1; JUNK/SAPK
= c-jun-NHx-terminal  kinase/stress activated protein  kinase; LPS =
Lipopolysaccharid; MAPK = mitogen activated protein kinase; MAPKK = MAP Kinase
Kinase; MAPKKK = MAP Kinase Kinase Kinase
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1.11.1.2 Die Funktion von MAP Kinasen bei der Histon-Phosphorylierung

Histone werden an spezifischen Serin- und Threoninstellen phosphoryliert, wobei die
Phosphorylierung vom Zellzyklus abhéngig ist (Sauve et al., 1999; Spencer and
Davie, 1999). Besonders Serin® und Serin® sind im Histon H3 potenziell
phosphorylierbar. Beide folgen auf dieselbe Aminosauresequenz (Alanin-Arginin-
Lysin) und sind wéhrend der Evolution hoch konserviert.

MAP Kinasen besitzen eine Substratspezifitat, d.h. sie sind auf die Aminosaure
Prolin im Substrat ausgerichtet. Anhand von Untersuchungen mit Peptidsubstraten
wurde heraus gefunden, dass im Substrat ein Prolin carboxyterminal im Anschluss
an die Phospho-Akzeptorstelle (z.B. die Aminosaure Threonin) vorhanden sein muss,
damit die MAP Kinasen binden kdnnen. Die Substrate von MAP Kinasen weisen also
spezifische Aminosauresequenzen auf, an die die Kinasen binden, wahrend die MAP
Kinasen selbst spezifische Bindungsdomanen besitzen, die komplementéar zu der
Bindungsstelle im Substrat passen (Kyriakis and Avruch, 2001).

Es werden zwei verschiedene Mdglichkeiten der Histon H3-Phosphorylierung
unterschieden: Der mitose- und der stimulus-induzierbare Weg.

Die mitotische Phosphorylierung von H3 am Serin®® wird durch Aurora Kinasen

vermittelt, wie z.B. die Ipl1-Kinase in Hefe und Nematoden sowie die Aurora B- (und
A-) Kinase im Menschen (Clayton and Mahadevan, 2003; Crosio et al., 2002;
Murnion et al., 2001). Wahrend der Mitose wird fast jedes Histon H3 an Serin®®
phosphoryliert, was fur die richtige Struktur und Trennung des Chromatins wichtig ist
(Cheung et al., 2000; Clayton and Mahadevan, 2003).

Die stimulus-induzierte Phosphorylierung von Histon H3 wird durch

Wachstumsfaktoren oder Proteinbiosynthese-Inhibitoren hervorgerufen (Clayton and
Mahadevan, 2003). Die Phosphorylierung von Histon H3 gilt als wichtig fur die
Fahigkeit zur Transkription in der frihen Geninduktion (,early response genes®). H3
wird schnell phosphoryliert, wenn der Signalweg der MAP Kinasen durch die Gabe
von Phorbolestern oder auch durch Wachstumshormone stimuliert wird (Mahadevan
et al., 1991). Die Phosphorylierung von H3 findet entweder tGber den ERK- oder den
p38-MAP Kinase-Signalweg statt. Da aber auf das Serin® des Histons H3 kein Prolin
folgt, kann Serin®® nicht direkt (iber MAP Kinasen phosphoryliert werden, diese

Funktion wird von untergeordneten nuklearen Kinasen tbernommen (Sassone-Corsi
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et al., 1999; Thomson et al., 1999a). Durch die H3-Phosphorylierung an Serin'®
werden Histon-Acetyltransferasen rekrutiert und dadurch die Acetylierung von Lysin**
in demselben aminoterminalen Abschnitt von Histon H3 erhoht. Allerdings haben
nicht alle HATs eine erhohte Affinitdt zu phosphoryliertem H3, wéhrend dieselben
HATs phosphoryliertes H3 fur eine maximale Bindung an bestimmte Promotoren
bendtigen konnen (Clayton and Mahadevan, 2003; Saccani et al., 2002). Aul3erdem
ist ein neu phosphoryliertes H3 innerhalb eines weniger dicht kondensierten
Chromatins zu finden, was den Zugang von Transkriptionsfaktoren erhoht (Chadee
et al., 1999).

Ein Effekt an Serin'® im Histon H3 ist durch die Gabe von LPS (Lipopolysaccharid)
schnell induzierbar. Schon nach 10 Minuten (min) ist eine Acetylierung und
Phosphorylierung nachweisbar, die nach 30-60 min ihr Maximum erreicht und dann
wieder abfallt. Durch die Gabe des spezifischen Kinase-Inhibitors SB202190 kann
dieser Effekt auf unter 10% gehemmt werden, was zeigt, dass hier spezifisch p38
MAP Kinasen involviert sind. Die Induktion verschiedener Gene benétigt das
Zusammenspiel des Transkriptionsfaktors NFkB und dessen Bindungsstellen in
verschiedenen Promotoren. Es konnte gezeigt werden, dass nach der Gabe von LPS
schon nach 10 min ein NFKB-Dimer im Zellkern nachzuweisen ist, was die
Transkription von Genen, die fur Entziindungs- und Immunreaktionen zustandig sind,
erhoht (Saccani et al., 2002).

1.11.2 Rab3a als potenzieller Bindungspartner von HDAC3

Rab3a gehort zur rab-Familie, die zur Superfamilie der kleinen G-Proteine gezéhlt
wird (Kishida et al., 1993). Die Familie der Rab-Proteine besteht inzwischen aus 60
Mitgliedern (Pereira-Leal et al., 2003; Takai et al., 2001). Die cDNA von Rab3a
wurde 1989 kloniert und zuerst im Gehirn von Ratten nachgewiesen, demgemal die
Rab-Proteine (Rat brain) benannt wurden (Zahraoui et al., 1989). Die rab-Familie ist
in den intrazellularen Vesikeltransport wie Exozytose oder Endozytose involviert.
Rab3a wird in Zellen mit regulierten Sekretionswegen exprimiert, wie Neuronen oder
exokrinen und endokrinen Zellen (Kishida et al., 1993). Das Rab3a-Protein ist 25
kDA groR? (Burstein et al., 1991) und reguliert Ca**-abhangig die Exozytose von
Neurotransmittern (Kawabe et al., 2003; Kim et al., 2002), und auch von Insulin
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(Regazzi et al., 1996; Yaekura et al., 2003). Rab3a wird im Neuron besonders in der
Prasynapse hoch exprimiert (Kishida et al., 1993). Fir die Freisetzung der
Neurotransmitter findet eine Fusion zwischen den synaptischen Vesikeln und der
prasynaptischen Plasmamembran statt, wodurch die Neurotransmitter in den
synaptischen Spalt abgegeben werden kénnen (Jahn and Sudhof, 1994; Kim et al.,
2002). Die synaptischen Vesikel besitzen neben Rab3a noch verschiedene Proteine
(z.B. Synapsin oder Synaptotagmin), Protonenpumpen, sekretorische Carrier-
Membranproteine und synaptische Vesikelproteine. Das Zusammenspiel aller
Bestandteile tragt bei der Neurosekretion zur Regulierung der Fusion der Vesikel mit
den Membranen bei (Bauerfeind et al., 1996; Kim et al., 2002). In den Neuronen
bilden Rab3a und sein Effektorprotein Rabphilin-3A einen Komplex, der fur das
korrekte Verschmelzen von synaptischen Vesikeln mit ihren Zielmembran notwendig
ist (Kishida et al., 1993; Rastaldi et al., 2003; Shirataki et al., 1993). Das Rab3a-
Protein besitzt zwei ineinander umwandelbare Formen: GDP-Rab3a (GDP =
Guanosindiphosphat) ist inaktiv, wahrend GTP-Rab3a (GTP = Guanosintriphosphat)
die aktive Form des Proteins darstellt. Die zyklische Aktivierung und Inaktivierung
von Rab3a sind essentiell fir die Rab3a-Funktion in der Exozytose. GDP-Rab3a wird
durch das Rab3a GDP/GTP exchange protein (Rab3a-GEP) zu GTP-Rab3a aktiviert
und durch das Rab3a GTPase-activating protein (Rab3a-GAP) zu GDP-Rab3a
inaktiviert (Burstein et al., 1991; Kawabe et al., 2003; Kishida et al., 1993). Rab-
GTPasen bendétigen eine Isoprenyl-Modifikation an ihrem C-Terminus, damit sie die
Membranbindung und ihre Funktion im Vesikeltransport wahrnehmen koénnen
(Pereira-Leal et al., 2003). Rab3a wird z.B. bei der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit im zerebralen Kortex und im Zerebellum vermindert exprimiert (Ferrer et
al., 2000). Rab3a ist auf dem Chromosom 19p13.2 lokalisiert, das bei malignen
Erkrankungen wie Akuten Leukamien beteiligt ist (Hromas et al., 2000; Trask et al.,
1993).

1.11.3 SCG-10 als potenzieller Bindungspartner von HDAC3

Das SCG-10-Protein (superior cervical ganglion-10) ist 21 kDa grof3 und ein
neuronenspezifisches, membrangebundenes Protein, dessen Expression besonders

in der embryonalen und postnatalen Phase hoch ist und das beim Erwachsenen nur
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noch in wenigen Regionen des Gehirns nachweisbar ist (Antonsson et al., 1998;
Stein et al., 1988). Die SCG-10 cDNA der Ratte wurde 1988 zuerst von Stein (Stein
et al.,, 1988) kloniert, wahrend Okazaki einen grof3en Teil des Mausgens isolierte
(Okazaki et al., 1993). SCG-10 gehdrt, zusammen mit den Proteinen SCLIP und
RB3, zu einer Proteinfamilie, die dem zytosolischen Protein Stathmin sehr &hnlich ist.
Stathmin kommt ubiquitar vor, SCG-10 dagegen spezifisch im Nervensystem. Alle
dem Stathmin verwandten Proteine Dbesitzen eine Doméane, die der
carboxyterminalen Doméne von Stathmin ahnelt, sowie eine regulatorische Region,
eine Interaktionsdomane und eine NH;-Domaéne, die sich bei den Proteinen dieser
Familie etwas unterscheidet. Uber die N-terminale Region ist SCG-10 in
intrazellularen Membranen verankert, dabei ist das Protein tGber einen Palmitoyl-Rest
an zwei Cysteinen an Membranen wie z.B. den Golgi-Apparat gebunden (Gavet et
al., 1998; Zhu et al., 1989). Stathmin bindet Tubulin und wird Uber extrazellulare
Effektoren reguliert bzw. phosphoryliert (Sobel et al., 1989). AulRerdem destabilisiert
es zellulare Mikrotubuli (Liedtke et al., 2002). Zuséatzlich wurde gezeigt, dass auch
SCG-10 die Depolymerisierung von Mikrotubuli Uber seine Stathmin-ahnliche
Domane induzieren kann (Gavet et al., 1998). Uber diese Region ist SCG-10 in der
Lage, je zwei alpha/beta-Tubulin-Heterodimere an sich zu binden und eine
hemmende Funktion auf die Tubulin-Polymerisierung auszutiben (Charbaut et al.,
2001). Die Synthese und der Abbau von Mikrotubuli regulieren Zellbewegung und
Zellteilung. Hierbei tragt SCG-10 zum Abbau der Mikrotubuli bei (Riederer et al.,
1997). SCG-10 und Stathmin sind in vitro ein Substrat fur verschiedene Kinasen wie
MAP Kinase oder Proteinkinase A (PKA) (Antonsson et al., 1998). Es wurde
nachgewiesen, dass SCG-10 in vivo phosphoryliert und dephosphoryliert vorkommt,
zusatzlich gibt es im neonatalen Rattengehirn zwei Phosphoisoformen. In vitro
wurden vier potenzielle Phosphorylierungsstellen von SCG-10 entdeckt: Ser® und
Ser” gelten als Phosphorylierungsstelle fir PKA, Ser® und Ser” kénnen von MAP
Kinasen phosphoryliert werden, und Serin” gilt als Phosphorylierungsstelle fiir
cyclin-abhéngige Kinasen (CDKs) (Antonsson et al., 1998). Inzwischen wurden auch
potenzielle Phosphorylierungsstellen von SCG-10 in vivo nachgewiesen. In diesen
Prozess sind JNK/SAPK-Kinasen sowie die p38 alpha MAP Kinase involviert
(Neidhart et al., 2001).
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1.12 Ziel der Arbeit

Ziel dieses Promotionsvorhabens ist die weiter gehende Charakterisierung des
Phanotyps der humanen Histon-Deacetylase 3. Mit der Far Western-Methode soll ein
Screening nach potenziellen Interaktionspartnern von HDAC3 auf Proteinebene
durchgefuhrt werden, und die neu identifizierte Bindung soll weiter charakterisiert
werden. Eine Beeinflussung mdglicher Interaktionspartner durch HDAC3 soll dabei
ebenso untersucht werden wie der Einfluss der HDAC3-Bindung auf identifizierte
Interaktionspartner auf zellularer Ebene. Ein weiteres Ziel ist die eukaryotische

Aufreinigung des HDAC3-Proteins.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zellen

2.1.1.1 Eukaryotische Zellen

Alle eukaryotischen Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung fur

Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) aus Braunschweig bezogen.

COS-7 = Affennierenzellen (urspriinglich isoliert aus: African green monkey
kidney)

SF-9 = Insektenzellen (urspriinglich isoliert aus: Insect — fall army worm
(Spodoptera frugiperda))

THP-1 = humane Akute Monozytische Leuk&mie-Zellen (human acute
monocytic leukemia)

U937 = humane Histiozytom-Zellen (human histiocytic lymphoma)

Erklarung der Termini: Histiozyt = ,amo6boid bewegliche Zelle des lockeren
Bindegewebes; (...); Herkunft aus Blutmonozyten®; Histiozytose = ,Vermehrung von
Histiozyten im Gewebe bzw. deren Vorkommen im Blut®; (...) (Dierkes, 2000)

2.1.1.2 Bakterienstamme

Alle verwendeten Bakterienstamme leiten sich vom Escherichia coli (E. coli)-Stamm
K12 ab.

BL21 DE3 (Invitrogen, Karlsruhe)

DH5a (Invitrogen, Karlsruhe)

DH10bac (Invitrogen, Karlsruhe)

XL-1 blue (Stratagene, La Jolla, CA)
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2.1.2 Vektoren und Plasmide

pcDNA3.1 (Invitrogen, Karlsruhe) sowie

HDAC3-cDNA: pcDNA3.1-HDAC3 (Stephane Emiliani): Beide Plasmide
wurden fur Transfektionen in eukaryote Zellen verwendet.

pPET32 (Novagen, Madison, WI) bzw. pET32-HDAC3 (AG Dr. Mahlknecht):
Das Plasmid pET32-HDAC3 wurde in BL21 DE3-Bakterien transfomiert.
Anschlie3end wurde prokaryotisches HDAC-Protein aus den Bakterien isoliert.
pGEX-4T-3 (Amersham Biosciences, Freiburg) sowie pGEX-4T-3-HDAC3 (AG
Dr. Mahlknecht): Im Plasmid pGEX-4T-3-HDAC3 wurde mittels Mutagenese-
PCR an verschiedenen Positionen die Basenabfolge geandert, was bei den
Aminosauren (AS) 3, 31, 49, 66, 137, 198, 266 und 331 zur Bildung von
Stopcodons fuhrte. Aul3erdem flihrte eine Modifikation der Basenabfolge zur
Mutation von Serin zu Alanin an den Positionen AS 54 und 63. Die Plasmide
wurden prokaryotisch exprimiert und fur Pulldown-Experimente eingesetzt.
pFastBac-HT-c (Invitrogen, Karlsruhe) bzw. pFastBac-HT-c-HDAC3 (AG Dr.
Mahlknecht): Das Plasmid pFastBac-HT-c-HDAC3 wurde fir die
Transformation von DH10bac-Zellen verwendet, aus denen HDAC3-Virus-
DNA isoliert wurde.

CheckMateO Mammalian Two Hybrid System (Promega, Mannheim): pACT,
pBIND, pG5 Luc sowie GAL4-HDACS3 und VP16-MAPK11

PathDetect® in vivo signal transduction pathway trans-reporting systems
(Stratagene, La Jolla, CA): pFA-ATF-2, pFC2-dbd, pFR-luc, pFC-MEKS

MAP Kinase 11-cDNAs:

0 pcDNA3.1-MAPK11 (GenBank-Nummer U53442): Dr. J. Han (The
Scripps Research Institute, La Jolla, CA): Das Plasmid wurde fir
Transfektionen verwendet.

0 PpQE30ONST-MAPK11l (GenBank-Nummer AF031135): RZPD
(Referenz-Zentrum des Deutschen Humangenomprojekts), Berlin:
Das Plasmid wurde fur in vitro Translationen eingesetzt.

PQE30NST-p38 MAP Kinase alpha, gamma und delta (RZPD, Berlin): Diese

Plasmide wurden fir in vitro Translationen verwendet.
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PQE30NST-Rab3a und pQE30NST-SCG-10 (RZPD, Berlin): Diese Plasmide
wurden fur in vitro Translationen eingesetzt.

pGL2-TNF Promotor Luciferase-cDNA (Prof. Georges Herbein): Dieses
Plasmid wurde fur Transfektionen mit anschlieRender Luciferasemessung

verwendet.

2.1.3 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Thermo Electron, Ulm bezogen, mit Aqua
bidest. auf eine Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt und bei —20°C gelagert.
Die Oligonukleotide wurden 1:10 verdunnt und in einer Konzentration von je 10
pmol/ul eingesetzt. Die aufgefuhrten Sonden fir die Real-Time-PCR sind
fluoreszenzmarkiert (5-FAM; 3'-TAMRA, dabei ist FAM der Farbstoff und TAMRA der
Quencher) und wurden, ebenfalls 1:10 verdinnt, zusammen mit den dazu
spezifischen Primern, fur die Real-Time-PCR verwendet. Eine Tabelle mit den in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotiden ist im Anhang aufgefihrt
(Tabelle 6).

2.1.4 Antikorper

Anti-HDAC3 (Kaninchen (rabbit) polyklonal), Katalognummer 06-890 (Upstate
Biotechnology, Uber Biomol, Hamburg)

Anti-p38 MAP Kinase (Ziege (goat) polyklonal), Katalognummer sc-6176
(Santa Cruz, Heidelberg)

Anti-phospho-p38 MAP  Kinase (Kaninchen  (rabbit)  polyklonal),
Katalognummer AB3828 (Chemicon International, Hofheim/Ts.)
Anti-phospho-ATF-2 (Maus (mouse) monoklonal), Katalognummer IMG-350
(Imgenex Uber Biocarta, Hamburg)

Anti-Tubulin (Maus (mouse) monoklonal), Katalognummer T9026 (Sigma,
Munchen)

Ziege-anti-Kaninchen Peroxidase gekoppelt (Dianova, Hamburg)
Ziege-anti-Maus Peroxidase gekoppelt (Dianova, Hamburg)

Affe-anti-Ziege Peroxidase gekoppelt (Santa Cruz, Heidelberg)

36



Material und Methoden

2.1.5 Kulturlésungen

2.1.5.1 Losungen der Zellkultur

Alle Losungen der Zellkultur wurden von Invitrogen bezogen und bei 4°C bzw. —20°C

gelagert.

RPMI

DMEM
SF-900II-Medium
PBS

Penicillin (-20°C)
Streptomycin (-20°C)

2.1.5.2 Medien fur die Zellkultur

Losungen der Zellkultur wurden vor der Nutzung mit Supplementen (abhangig von
der Zelllinie) versetzt.
Medium fur COS-7-Zellen: DMEM + 10% (v/v) FKS, 2 mM L-Glutamin, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
Medium fur U937- und THP-1-Zellen: RPMI 1640 + 10% (v/v) FKS, 2 mM L-
Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
Medium fur SF-9-Zellen: SF-90011 Medium
Einfriermedium: 90% FKS (Greiner bio-one, Frickenhausen; bzw. HyClone,
South Logan, UT) und 10% DMSO (Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz)

2.1.5.3 Medien fur Bakterien

Bakterien (DH5a, BL21 DE3 und XL1-Blue) wurden in LB-Medium (10 g/l Bacto
Trypton, 5 g/l Bacto-Hefe, 5 g/l NaCl) angezogen. LB bzw. LB-Agar (= LB-Medium +
1,5% (w/v) Agar) wurden in Aqua bidest. gel6st und anschlielend autoklaviert. Das
dem Resistenzgen entsprechende Antibiotikum wurde dem Agar nach Abkuhlen auf
etwa 50°C hinzugefligt. Die Losung wurde in sterile Petrischalen mit etwa 10 cm

Durchmesser gegossen und die Platten bis zur weiteren Verwendung kuhl gelagert.
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2.1.6 Standardlésungen (Losungen der Molekularbiologie und

Proteinbiochemie)
2.1.6.1 Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer, 50x konzentriert

2 M Tris, 100 mM EDTA, L6sung wird mit Eisessig auf pH 8.0 eingestellt

Agarosegelelektrophorese-Probenpuffer, 6x konzentriert

0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 30% Glycerol

2.1.6.2 Far Western-Methode

TBST

20 mM Tris-HCI pH 7.5, 0,5 M NaCl, 0,05% Tween 20

TBST-T

20 mM Tris-HCI pH 7.5, 0,5 M NacCl, 0,05% Tween 20, 0,5% Tritona X-100

2.1.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris-HCI pH 6.8, 0,4% SDS

Trenngelpuffer

1,5 M Tris-HCI pH 8.8, 0,4% SDS

Laufpuffer 10x

125 mM Tris, 1 M Glycin, 0,5% SDS
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Probenpuffer, 2x konzentriert

90 mM Tris-HCI pH 6.8, 20% Glycerol, 2% SDS, 0,02% Bromphenolblau, 100 mM
Dithiothreitol (DTT)

Coomassie-Farbelésung

50% Methanol, 10% Eisessig, 0,05% Bromphenolblau

Fixierlosung

50% Methanol, 10% Eisessig

Entfarbelésung

5% Methanol, 7% Essigséaure

2.1.6.4 Western Blotting

Transferpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol

Waschpuffer (TBS)

150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 7.4

Blockierpuffer

3% Bovines Serumalbumin (BSA) in Waschpuffer (TBS)

Puffer zum Entfernen des Primarantikorpers

62.5 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM b-Mercaptoethanol, 2% (w/v) SDS
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2.1.6.5 Puffer fur die Proteinaufreinigung aus SF-9-Zellen

Lysepuffer fur die Proteinisolierung aus SF-9-Zellen

50 mM NaH2;PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, Puffer wird auf pH 7.0 eingestellt
und sterilfiltriert

Waschpuffer

Lysepuffer mit 5 mM Imidazol, Puffer wird auf pH 7.0 eingestellt und sterilfiltriert

Elutionspuffer

Lysepuffer mit 20; 30; 50; 100; 200; 300; 400 oder 500 mM Imidazol, Puffer wird auf
pH 7.0 eingestellt und sterilfiltriert

2.1.6.6 Puffer fur die Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

IPTG (Isopropyl-1-thio-b-D-Galactopyranosid)

100 mM IPTG, sterilfiltriert, in Aliquots bei —20°C lichtgeschutzt aufbewahrt

GST-Protein-Lysepuffer

50 mM NaCl, 50 mM Hepes, 0,1% Tritona X-100, 5 mM EDTA pH 8.0, Zusatz von

Proteaseinhibitor-Cocktail nach Angabe des Herstellers Roche

2.1.6.7 Puffer fur die Herstellung von Zellextrakten aus COS-7-, U937- und
THP-1-Zellen

Lysepuffer: Passive Lysis Buffer (Promega)

2.1.6.8 Puffer flr die Immunprazipitation

Lysepuffer

50 mM Tris pH 7.5, 120 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 0,5% NP-40
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Waschpuffer fur Protein G Plus/Protein A-Agarose

PBS/0,5% BSA und Proteaseinhibitor-Cocktail (Zugabe nach Angabe des Herstellers
Roche)

2.1.7 Puffer fur die Virus-DNA-Isolierung aus DH10bac-Zellen

Losung 1

15 mM Tris pH 8.5, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase

Ldsung 2

0,2 N NaOH, 1% SDS

Ldsung 3

3 M KOAc pH 5.5

2.1.8 Transfektionslésungen

2.1.8.1 DEAE

10 mg/ml DEAE in STBS, LOsung sterilfiltrieren

2.1.8.2 STBS

25 mM Tris-HCI pH 7.5, 137 mM NacCl, 5 mM KCI, 700 uM CacCl,, 500 uM MgCl,, 600
MM Na,HPO4, Losung sterilfiltrieren

2.1.8.3 Puffer fur die Elektroporation eukaryoter Zellen

2,25 ml 1 M Sucrose, 2 ml 0,2 M Natrium-Phosphat-Puffer pH 7.0, 10.75 ml Aqua
bidest.
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2.1.9 Puffer fur die Herstellung kompetenter Bakterien

2.19.1 TFB-1

100 mM RbCI, 50 mM MnCl,, 10 mM CaCl;, 30 mM KOAc, 12% Glycerol, auf pH 5.8
mit 0,2 M Essigsaure einstellen, Losung wird sterilfiltriert und kiihl gelagert

2.1.9.2 TFB-2

10 mM RbCI, 15 mM CaCl;, 10 mM MOPS pH 6.8, 12% Glycerol, auf pH 5.8 mit 0,2
M Essigsaure einstellen, Losung wird sterilfiltriert und kuhl gelagert

2.1.10 Puffer fur den Kinase Assay (Calbiochem)

2.1.10.1 Kinase Assay-Puffer, 5x konzentriert

5 mg/ml BSA, 150 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM MgCl,

2.1.10.2 Stop-, Avidin- und Waschlésung

8,0 M Guanidin-Hydrochlorid (Stoplésung), Avidinlosung sowie Waschlosung (in
Kinase Assay-Kit enthalten)

2.1.11 Enzyme

Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs, Frankfurt/Main)
Tag-Polymerase (Promega, Mannheim)

Pfu-Polymerase (Stratagene, La Jolla, CA)

T4-Ligase (New England Biolabs, Frankfurt/Main)

RNase (Sigma, Miinchen)

2.1.12 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in p.A. (,pro analysis®)

Qualitat bezogen.
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Chemikalie

Firma

APS

Roth, Karlsruhe

Acrylamid 4K L6ésung 30%

AppliChem, Darmstadt

Bromphenolblau

AppliChem, Darmstadt

BSA Sigma, Minchen

CaCl; Merck KGaA, Darmstadt

Coomassie Blue AppliChem, Darmstadt

DEAE Amersham Biosciences, Freiburg

DMSO Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz
DTT Sigma, Minchen

EDTA Invitrogen, Karlsruhe

Essigsaure/Eisessig

Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz

Glycin AppliChem, Darmstadt

Glycerol Apotheke de.s Klinikkums der JWG-Universitat
Frankfurt/Main

HCI Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz

Hepes AppliChem, Darmstadt

Imidazol Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz

Isopropanol AppliChem, Darmstadt

KOAc AppliChem, Darmstadt

KCI Merck KGaA, Darmstadt

MgCl> Merck KGaA, Darmstadt

MnCl; Merck KGaA, Darmstadt

Methanol Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz

MOPS Sigma, Minchen

Na;HPO4 Merck KGaA, Darmstadt

NacCl AppliChem, Darmstadt

NaH,;PO,4 AppliChem, Darmstadt

NaOH Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz

NP-40 Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz
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Nickel-NTA-Agarose Qiagen, Hilden

RbCI Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz
SDS AppliChem, Darmstadt

TEMED Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz
Tris AppliChem, Darmstadt

Triton® X-100 Sigma, Miinchen

TSA Sigma, Minchen

Tween 20 Bio-Rad, Minchen

Xylencyanol Sigma, Minchen

b-Mercaptoethanol Fluka — Riedel de Haen, Buchs, Schweiz

Die Adressen der Pharmafirmen sind im Anhang in Tabelle 7 aufgefiuhrt.

2.1.13 Verbrauchsmaterialien

Autoradiographiefiilme Kodak X-omat AR (Kodak, Stuttgart)

Gene Pulser Cuvette, 0,2 cm electrode gap (Bio-Rad, Miinchen)
Einfrierrdhrchen (Kryorohrchen) fur die Zellkultur (Nalge Nunc International,
Herford, UK)

Eppendorf Reaktionsgefal3e 0,5 ml und 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg)
Eppendorf Standardtips Pipettenspitzen: 0,5-10 pl, 1-200 pl, 100-1000 pl
(Eppendorf, Hamburg)

3MM Chromatographiefilterpapier Whatman® (Whatman (iber Fisher Scientific,
Schwerte)

ReaktionsgefaRe: Falcon®Réhrchen 2053, 2057 (Falcon iiber Greiner bio-one,
Frickenhausen)

Pipetten steril verpackt: 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Corning, Kaiserslautern)
Nitrozellulosemembranen (Bio-Rad, Minchen)

Sterilfilter Steriflips (50 ml) und Stericups (250 und 500 ml) (Millipore, Bedford,
MA)

96-Lochplatten fur die Real-Time-PCR (Applied Biosystems, Darmstadt)
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2.1.14 Radiochemikalien

[0-3P]-ATP (spezifische Aktivitat: 2,5 uCi/pl) (Amersham Biosciences, Freiburg)s
[¥S]-Methionin (spezifische Aktivitat 10 uCi/pl) (Amersham, Biosciences, Freiburg)

2.1.15 Molekularbiologische Reagenzien

Agarose (Roth, Karlsruhe)

Ampicillin (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio)

Big Dye Sequenzierreagenz (Applied Biosystems, Darmstadt)
CheckMateO Mammalian Two Hybrid System (Promega, Mannheim)
Dual-LuciferaseO Reporter Assay System (Promega, Mannheim)
Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe)

Gelextraction Kit (Qiagen, Hilden)

GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor), mouse
(hergestellt in Maus), rekombinant, exprimiert in E. coli (Sigma, Minchen)
IPTG (AppliChem, Darmstadt)

Kanamycin (Sigma, Minchen)

Lipopolysaccharid (LPS) aus E. coli 026:B6*C (Sigma, Munchen)
Maxipréaparationskit Nucleobond AX (Macherey und Nagel, Dirren)
Minipraparationskit Nucleospin Plasmid (Macherey und Nagel, Diren)
N&hrldsung nach Luria Bertani (Invitrogen, Karlsruhe)

Oligonukleotide (Thermo Electron, Ulm)

PathDetect® in vivo signal transduction pathway trans-reporting system
(Stratagene, La Jolla, CA)

PCR-Kit (Promega, Mannheim)

PCR-Purification Kit (Qiagen, Hilden)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Merck KGaA, Darmstadt)
PlatinumO gPCR Supermix UDG (Invitrogen, Karlsruhe)
Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche, Mannheim)

Protein G Plus/Protein A-Agarose (Calbiochem Merck Biosciences,
Schwalbach)

Protein Kinase Assay Kit (Calbiochem Merck Biosciences, Schwalbach)
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QuikChange® Site directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA)
Restriktionsendonukleasen mit Puffern (New England Biolabs, Frankfurt/Main)
SiRNA/sSiAB™ Assay Kit (Upstate Biotechnology, Giber Biomol, Hamburg)
TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation System bzw. TNT® SP6
Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega, Mannheim)

TSR Template Suppression Reagent (Applied Biosystems, Darmstadt)

2.1.16 Geréte

Neben den laboriblichen Geraten kamen folgende Geréate zum Einsatz:
Autoklav ,Varioklav* (H+P Labortechnik AG, Oberschleil3heim)
Gene Pulser Il Electroporation System (Bio-Rad, Munchen)
Kihlzentrifuge: Sorvall RC-5B Zentrifuge (Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold)

Luminometer Lumat LB9507 (Berthold Technologies GmbH + CoKG, Bad
Wildbad)

Milliporeanlage (Millipore, Bedford, MA)

Mini Protean 1l Vertikal Elektrophorese System (Bio-Rad, Minchen)
PCR-Maschine ,Primus 96“ (MWG-Biotech, Ebersberg)
Polaroidkamera 44-16 (Polaroid GmbH, Offenbach)

Real-Time-PCR Gerat (,Tagman®) (Applied Biosystems, Darmstadt)
Schuttelinkubator ,Certomat” (B. Braun, Melsungen)
Scintillationszahler (Beckman Instruments, High Wycombe, UK)
Sequenzierer (Perkin Elmer Life Sciences, Rodgau-Jigesheim)
Spektrophotometer (Amersham Biosciences, Freiburg)
Tischzentrifuge ,Mikro 22R* (Hettich, Tuttlingen)

Trans Blot SD Semi Dry Transfer Zelle (Bio-Rad, Minchen)
Uberkopfrotierer (Barnstead/Thermolyne, Dubuque, lowa)
Ultraviolettstrahler (Ankersmit, Grand-Brigard, Belgien)
Zellkultur-Inkubator (Heraeus, Hanau)

Zellkultur-Sterilwerkbank (Heraeus, Hanau)

Zellkultur-Zentrifuge Megafuge 1.0 R (Heraeus, Hanau)
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2.1.17 Computerprogramme

Fur die Auswertung der Sequenzierungen wurde das Programm ,Chromas*
der Firma Technelysium (Helensvale, Australien) verwendet.

Die Analyse der Real-Time-PCR wurde mit dem Programm ,SDS* (Sequence
Detection System) von Applied Biosystems (Darmstadt) erstellt.

Fur die Analyse des relativen Phosphorylierungsstatus des MAP Kinase-
Proteins wurde das Programm , TotalLab® verwendet.

Die Suche nach Literatur, Plasmiden (,nucleotide) und Proteinen (,protein‘)
wurde mit dem Programm ,PubMed* durchgefihrt, das Gber NCBI (,National
Center for Biotechnology Information*) bereit gestellt wird.

Internetadresse: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Die vergleichende Analyse von Nukleotid- und Proteinsequenzen wurde mit
dem Programm ,BLAST" erstellt, das ebenfalls tber NCBI verfugbar ist.
Internetadresse: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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2.2 Methoden

Die folgenden Methoden wurden, soweit nicht anders angegeben, in Anlehnung an
das Laborhandbuch von (Sambrook et al., 1989) durchgefihrt.

2.2.1 Restriktionsverdau

(Plasmid-)DNA wird mit Restriktionsendonukleasen an definierten Stellen
geschnitten. Die geschnittene DNA kann auf einem Agarosegel in Anwesenheit von
Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden. Zum Vergleich der Plasmidgrof3e wurde
ein DNA-Marker, der an definierten Stellen geschnitten worden war, mit aufgetragen.

Beispiel fir einen Restriktionsansatz:

x gl Plasmid-DNA (z.B. 1 ug)

2 pl 10x Reaktionspuffer

evtl. 1 pl BSA (abhangig vom verwendeten Enzym)
+ 0,5 pl Enzym (10 oder 20U/ul)

ad 20 ul Aqua bidest.

1 U (Unit) Enzym schneidet 1 pg DNA an der speziellen Erkennungsstelle beim
Temperaturoptimum des Enzyms. Der Restriktionsverdau wurde bei 37°C im
Wasserbad fur 2 Stunden (h) inkubiert (oder tber Nacht, abhangig vom Enzym); ein
Aliquot wurde als Kontrolle auf ein Agarosegel aufgetragen.

2.2.2 Ligation

Bei einer Ligation werden unter Verwendung von Ligasen DNA-Fragmente
verbunden. Dabei werden z.B. zwischen einem DNA-Fragment und einem
linearisierten Plasmid die Phosphodiesterbindungen zwischen den 3"-Hydoxyl- und
den 5 -Phosphatresten der DNA mit einer T4-DNA-Ligase wieder zusammen geflgt.
Ein Ligationsansatz besteht aus einem Anteil Vektor und dem drei- bis zehnfachen

Uberschuss an Insert:
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X ng Vektor

3 x ng Insert

2 pl 10x Ligationspuffer (enth&alt ATP und DTT)
+ 1 U T4-DNA-Ligase

ad 20 ul Aqua bidest.

Der Ansatz wurde Uber Nacht fir mindestens 16 h bei 16°C im Wasserbad inkubiert,
am néchsten Tag wurde ein Teil der Ligation in kompetente Bakterien transformiert.

2.2.3 Arbeiten mit prokaryotischen Zellen

2.2.3.1 Herstellung kompetenter Bakterien

E. coli-Zellen sind nur in der Lage, Plasmide aufzunehmen, wenn sie kompetent
gemacht wurden. Dies geschieht durch eine Behandlung mit speziellen
Salzldsungen, die die Zellmembran der Bakterien durchlassiger machen. Damit wird
bei einer Transformation die Anheftung von DNA an die Bakterienzellmembran
verbessert. Die Bakterienstammkultur wurde auf einer Agarplatte ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C in einem speziellen Bakterienbrutschrank wachsen gelassen.
Am nachsten Tag wurde eine Bakterienkolonie in 5 ml LB-Medium inokuliert und
Uber Nacht bei 37°C und 225 Umdrehungen/Minute (U/min) schitteln gelassen.
Anschlieend wurden 5 ml der Kultur in 100 ml LB-Medium utberimpft und bis zu
einer ODgoo (Optische Dichte bei 600 nm) von 0,5 inkubiert. Dann wurden die
Bakterien fur 5 min bei 2000 x g (Heraeus Megafuge 1.0 R) und 4°C abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 15 ml TFB 1-Puffer
aufgenommen. Nach einer einstindigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen wieder
5 min bei 2000 x g und 4°C zentrifugiert und das Pellet in 2 ml TFB 2-Puffer
resuspendiert. Aliquots von 100 ul wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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2.2.3.2 Transformation mit Plasmid-DNA

DNA kann in Bakterien eingebracht und vermehrt werden, wenn die Bakterien vorher
kompetent gemacht wurden. Ein 100 pl-Aliquot des E. coli-Stammes (z.B. DH5a)
wurde auf Eis aufgetaut. 1 pug der zu transformierenden DNA wurde zu den Bakterien
pipettiert und der Ansatz 30 min auf Eis stehen gelassen. Nach einer
Hitzeschockbehandlung fiir 2 min bei 42°C wurde die Probe sofort fur 2 min auf Eis
abgekihlt. Nach Zugabe von 500 pl SOC-Medium wurde der Ansatz fur 1 h auf
einem Schuttler bei 225 U/min gemischt. Nach dieser Zeit wurden je 3, 30 und 300 pl
auf Agarplatten mit dem Selektivantibiotikum (z.B. Ampicillin oder Kanamycin)
ausgestrichen. Bei der Transformation des Plasmids pcDNA3.1 waren die Platten mit
100 pg/ml Ampicillin versetzt worden, bei der Transformation des Plasmids
pFA-ATF-2 mit 50 pg/ml Kanamycin. Die Platten wurden tber Nacht bei 37°C in
einem Bakterienbrutschrank inkubiert. Am nachsten Tag konnten einzelne
Bakterienkolonien mit einer sterilen Pipettenspitze oder einem Zahnstocher gepickt
und in LB-Medium angeimpft werden.

2.2.3.3 Anlegen einer Ubernachtkultur

E. coli lassen sich in einer Ubernachtkultur schnell vermehren. Die Bakterien teilen
sich etwa alle 20 min. Dabei kdnnen in dem antibiotika-haltigen LB-Medium nur die
Bakterien Uberleben, die ein Plasmid mit dem entsprechenden Resistenzgen tragen.
Fur eine Ubernachtkultur wurde eine Bakterienkolonie in antibiotika-haltigem
LB-Medium angeimpft und tber Nacht bei 37°C und 225 U/min geschittelt.

2.2.3.4 Sterile Glycerolldsung fur die Lagerung vom Dauerkulturen

Fir eine sterile Glycerollésung, in der Bakterien fur mehrere Monate gelagert werden
konnen, wurden 50 ml 85%-Glycerol und 50 ml LB-Medium gemischt, sterilfiltiert und
bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

2.2.3.5 Glyceroldauerkultur fir Bakterien-Stammkulturen

Fur eine Langzeitlagerung werden die transformierten Bakterien in einem Gemisch

aus Glycerol und LB-Medium aufgenommen und tief gefroren. 300 m der sterilen
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Glycerollosung wurden mit 700 mi der Bakterienkultur vermischt und bei -80°C

gelagert.

2.2.3.6 Herstellung von Plasmid-DNA

Minipraparation von Plasmid-DNA

Um kleinere Mengen an Plasmid-DNA (etwa 30 — 50 pg) zu erhalten, wird die
Minipraparations-Methode eingesetzt. Dafur wurde der Nucleospin Plasmid-
Minipraparationskit der Firma Macherey und Nagel verwendet. Nach der
Transformation wurde eine Bakterienkolonie in 5 ml LB-Medium mit
Selektivantibiotikum Gber Nacht inkubiert, am nachsten Tag in Reaktionsgefal3e
Uberfuhrt und die Bakterien bei RT abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 250
pl Puffer 1 (Resuspensionspuffer) geldst, nach Zugabe von 250 pl Puffer 2
(Lysepuffer) fur maximal 5 min bei RT inkubiert und nach Zufuigen von 300 pl Puffer
3 (Bindungspuffer) fir 10 min bei 4°C und 11000 x g (Hettich Tischzentrifuge ,,Mikro
22R*) zentrifugiert. Der Plasmid-haltige Uberstand wurde nun auf die im Kit
enthaltene Saule gegeben, fiur 1 min bei RT zentrifugiert und der Durchlauf
verworfen. Nach Waschen mit 750 ul PE-Puffer (Ethanol-haltiger Waschpuffer) und
erneuter Zentrifugation wurde die S&ule noch einmal fur eine Minute bei 11000 x g
bei RT zentrifugiert, um das restliche Ethanol des Waschpuffers zu entfernen.
Danach wurde die Saule auf ein sauberes Reaktionsgefal? gesetzt und die Plasmid-
DNA durch Zugabe von 50 ul Aqua bidest. und anschlieRender Zentrifugation bei RT
von der Saule gelost. Die DNA wurde bei -20°C gelagert und fir Restriktionsverdaus
oder fur Transfektionen eingesetzt.

Maxipraparation von Plasmid-DNA

Um grolRere Mengen an Plasmid-DNA (etwa 200 — 500 pg) aus Bakterien isolieren
zu konnen, wird die Maxipraparationsmethode eingesetzt. Dafir wurde der
Nucleobond AX-Maxipraparationskit der Firma Macherey und Nagel verwendet.
Bakterien wurden mit dem gewinschten Plasmid transformiert und eine
Bakterienkolonie am nachsten Tag in 5 ml LB-Medium mit dem entsprechenden
Antiobiotikum inokuliert. Dieser Ansatz wurde wieder Uber Nacht in 200 ml LB-
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Medium sowie Selektivantibiotikum auf dem Schuttler inkubiert. Die Bakterien
wurden nach etwa 18 h bei 5000 x g (Rotor GS-3, Sorvall RC-5B Zentrifuge) fur
20 min bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet in 12 ml Puffer 1 (Resuspensionspuffer)
resuspendiert. Nach Zugabe von 12 ml Puffer 2 (Lysepuffer) wurde der Ansatz
vorsichtig gemischt und maximal 5 min bei RT stehen gelassen. Nach der Zugabe
von 12 ml Puffer 3 (Bindungspuffer) wurde der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert und
danach 40 min bei 12000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand mit der Plasmid-
DNA wurde auf eine Saule gegeben, die vorher mit 6 ml Aquilibrierungspuffer
versetzt worden war. Der Durchlauf wurde verworfen, die Sdule noch zweimal mit
16 ml Waschpuffer gewaschen, dann auf ein sauberes Falcon-Gefal} gesetzt und die
DNA mit 15 ml Elutionspuffer (auf 56°C erwarmt) eluiert. Der Durchlauf wurde dann
mit 0,7fachem Volumen an Isopropanol 100% (v/v) gemischt und die DNA fur 1 h bei
15000 x g (Rotor SS-34, Sorvall RC-5B Zentrifuge) und 4°C durch Zentrifugation
gefallt. Der Uberstand wurde danach abgesaugt, das erhaltene Pellet mit 10 ml
70%igem Ethanol gewaschen (d.h. mindestens 10 min bei RT stehen gelassen),
wieder fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert, und nach Absaugen des Uberstands wurde
das Pellet in Aqua bidest. aufgenommen. Nach Inkubation Utber Nacht im
Kihlschrank wurde die DNA mit der Phenol-Chloroform-Extraktion von Proteinen und

anderen unerwinschten Zusatzen gereinigt.

2.2.3.7 Virus-DNA-Isolierung

Virus-DNA wird aus transformierten DH10bac-Zellen aufgereinigt. Dabei dient die
isolierte Virus-DNA fir eine Infektion von z.B. der Insektenzelllinie SF-9. DH10bac-
Bakterien wurden mit dem Vektor pFastBac-HT-c-HDACS3 transfomiert. Das Plasmid
pFastBac-HT-c enstammte dem Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System von
Invitrogen, in diesen Vektor wurde HDACS3 einkloniert. Dieses Plasmid wird
spezifisch fir diese Bakterien genutzt, denn es kodiert auRerdem N-terminal fur
sechs Histidinreste. Aus den transformierten DH10bac-Zellen wurde die Virus-DNA
isoliert. Fur die Isolierung der HDAC3-Virus-DNA wurde eine Bakterienkolonie in LB-
Medium mit 50 pg/ml Kanamycin, 10 pg/ml Tetracyclin, 7 pg/ml Gentamycin
angeimpft und uber Nacht bei 225 U/min inkubiert. Am nachsten Tag wurden die

Bakterien pelletiert und in 300 pl Loésung 1 (Resuspensionspuffer) aufgenommen.
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Dann wurden 300 ul Losung 2 (Lysepuffer) zugegeben, vorsichtig gemischt und der
Ansatz maximal 5 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 300 ul
Losung 3 (Neutralisierungspuffer) und der Ansatz wurde 5 bis 10 min auf Eis
inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 11000 x g (Hettich Tischzentrifuge ,Mikro
22R*) fur 10 min bei 4°C wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaRl
gegeben, das schon 800 pl Isopropanol 100% (v/v) enthielt. Nach Vermischen der
Losungen wurde die DNA bei 11000 x g und 4°C fur 15 min gefallt. Anschlielend
wurde der Uberstand abgesaugt, 500 pl 70%iger Ethanol zugegeben, das Tube
invertiert und wieder 5 min bei 11000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgesaugt und das Pellet etwa 10 min an der Luft trocknen gelassen.
Nach Zugabe von 40 pl Aqua bidest. hatte sich die Virus-DNA nach etwa 10 min
geldst und war fur die Transfektion von SF-9-Zellen einsetzbar.

2.2.4 Aufreinigung von DNA mit Phenol/Chloroform/lIsoamylalkohol

Isolierte  DNA wird mit der Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion von
unerwinschten Proteinen befreit. Fir diese Methode wird ein Phase-Lock-Gel der
Firma Eppendorf eingesetzt. Dieses Gel ist fir die Phenolextraktion von
Nukleinsauren sehr gut geeignet. Es dient beim Zentrifugieren als Trennschicht
zwischen der wassrigen DNA-haltigen Phase, die sich oben sammelt, und der
organischen, Phenol-haltigen Phase, die sich im Boden des Gefal3es anreichert.

Fir die Aufreinigung wurde die geloste DNA in ein Phase-Lock-Gefald tberfuhrt.
Dann wurde das gleiche Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (im
Verhaltnis 25:24:1) zugegeben und 5 min bei RT geschuttelt. Nach einer
Zentrifugation von 10 min bei 4°C und 4000 x g (Heraeus Megafuge 1.0 R) wurde der
Vorgang wiederholt. Der Uberstand wurde in ein neues Phase-Lock-GefaR gegeben
und mit dem gleichen Volumen an Chloroform/Isoamylalkohol (im Verhéaltnis 24:1)
gemischt. Nach erneuter Zentrifugation bei 4000 x g fur 10 min und bei 4°C wurde
dieser Vorgang ebenfalls wiederholt und der Uberstand in ein neues Falcon-
Rohrchen gegeben. Hierzu wurde 10% (v/v) Natriumacetat (3 M, pH 5.2) gegeben,
dann das 2,5fache des Volumens an eiskaltem, 100%igem Ethanol. Der Ansatz
wurde gemischt und bei -80°C fur etwa 30 min inkubiert, um die DNA zu fallen. Die

DNA wurde fiir 1 h bei 4000 x g bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, und
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das Pellet mit 5-10 ml 70%igem Ethanol gewaschen, d.h. mindestens 10 min bei RT
stehen gelassen. Nach einer erneuten Zentrifugation fir 30 min wurde der Uberstand
wieder abgesaugt und das Pellet kurz bei RT getrocknet. Danach wurde das Pellet in
Aqua bidest. aufgenommen und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag war
die DNA gel6st und konnte z.B. zur Konzentrationsbestimmung im Fotometer

eingesetzt werden.

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von DNA bzw. RNA

Die DNA- bzw. RNA-Konzentration wurde in einem Fotometer bei einer Wellenlange
von | = 260 nm gegen Aqua bidest. in einer Quarzkivette bestimmt. Eine ODysg

entspricht dabei 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml RNA.

2.2.6 Auftrennung von DNA auf einem Agarosegel

DNA kann auf einem Agarosegel der Grof3e nach aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid, das in Nukleinsauren interkaliert, ab einer Menge von 5 ng als
violette Banden auf dem UV-Schirm sichtbar gemacht werden. Fir ein 1%iges
Agarosegel wurden 0,5 g Agarose mit 50 ml 1xTAE-Puffer versetzt und aufgekocht.
Nach Abkuhlung wurden 0,5 pl EtBr (entspricht 50 pg bei einer Konzentration von
100 mg/ml) zugegeben, die LOsung durch Schitteln gemischt und in einen
vorbereiteten Trager gegossen. Nach Festwerden der Agarose wurde 1xTAE-Puffer
zugegeben, der Kamm entfernt, und das Gel konnte mit den DNA-Proben beladen
werden. Die aufzutrennenden DNA-Proben waren vorher mit einem Ladepuffer
versetzt worden, der durch den Glycerolanteil die Proben im Gel nach unten sinken
lasst. EtBr interkaliert in die DNA und macht diese durch Auflegen auf einen UV-

Schirm sichtbar.

2.2.7 Isolierung von DNA aus einem Agarosegel (Gelextraktion)

Aus einem Agarosegel kann aufgetrennte DNA ausgeschnitten und mit dem
Gelextraction Kit der Firma Qiagen aufgereinigt werden. Dabei ist bei der
Aufreinigung mit einem Verlust von etwa 50% der urspringlich aufgetragenen DNA-
Menge zu rechnen. Nach Auftrennung einer DNA-Probe auf einem Agarosegel
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wurde die DNA-Bande in der gewunschten Grofie mit einem sauberen Skalpell
ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefald uberfihrt. Dann wurden, abhangig vom
Gewicht des Agarosesticks, das Dreifache des Volumens an QG-Puffer
(Solubilisierungs- und Bindungspuffer, der Guanidinthiocyanat enthalt) zugegeben
und der Ansatz bei 50°C fur 10 min erwdrmt. Nach Auflosung der Agarose wurde die
L6sung auf eine im Kit enthaltene Saule gegeben und 1 min bei 11000 x g (Hettich
Tischzentrifuge ,Mikro 22R") bei RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen,
und zu der Saule wurden 500 pl QG-Puffer gegeben und wieder zentrifugiert. Zum
Waschen der Séaule wurden 750 pl des PE-Puffers (Ethanol-haltiger Waschpuffer)
zugegeben und bei RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde wieder verworfen und die
Saule noch einmal zentrifugiert, um den restlichen Waschpuffer zu entfernen.
Danach wurden 50 ul Aqua bidest. auf die Saule pipettiert. Der Ansatz wurde
mindestens 1 min bei RT inkubiert und dann bei RT fir 1 min bei 11000 x ¢
zentrifugiert. Das Eluat im neuen Reaktionsgefald enthielt nun die isolierte DNA, die

z.B. fur Ligationen eingesetzt werden kann.

2.2.8 Polymerase-Kettenreaktion sowie Aufreinigung der Reaktionsprodukte

2.2.8.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der PCR werden DNA-Sequenzen vervielfaltigt. Hierbei werden aus dem
Erststrang mit dNTPs und einer Tag-Polymerase sowie dem Einsatz von Vorwarts-
und Ruckwartsprimern, die sich komplementar an die DNA anlagern, neue DNA-
Strange gebildet. Fur die PCR wurde ein Kit der Firma Promega verwendet.

Beispiel eines PCR-Ansatzes:

1 ug DNA
1 pl Vorwartsprimer (10 pmol/pl)
1 pl Ruckwartsprimer (10 pmol/pl)
1 ul dNTPs (je 10 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
5 pl 10x Reaktionspuffer

+ 1 pl Tag-Polymerase (1 U/ul)

ad 50 ul Aqua bidest.
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Die verwendeten Reaktionszyklen und -—zeiten waren abhéngig von der
Schmelztemperatur der Primer. Die folgende Formel gibt naherungsweise die

Schmelztemperatur der benutzten Primer an:

Tm = 59,5°C +0,41x(GC%)-(500/1)
Dabei sind: Tm = Schmelztemperatur des Primers, GC% = Guanin/Cytosin-Anteil in
% ausgedrickt, L = Lange des Primers

Die ndherungsweise Berechnung der Schmelztemperatur ergibt sich u.a. aus dem
Anteil an Guanin- und Cytosin innerhalb der Primer. Je hoher der GC-Anteil, desto
hoher ist die Schmelztemperatur des jeweiligen Oligonukleotids, da die Basen
Guanin und Cytosin mit 3 Wasserstoffbricken verbunden sind, im Gegensatz zu
Adenin und Thymin, die nur mit 2 Wasserstoffbriicken verbunden sind und deren
Bindung weniger stark ist. Unter diesen Voraussetzungen werden die Primer jeweils
so gewahlt, dass sie ca. 20-30 Basen lang sind und der GC-Anteil Uber 50% betragt.
AulRerdem sollten die jeweils zusammen gehorenden Primer (vorwarts und
rickwarts) eine gleiche bzw. &hnliche Schmelztemperatur haben. Eine
Hybridisierung der Primer sollte ebenfalls vermieden werden (Palindrom) (Coyne et
al., 2001).

Fiur die Temperaturoptima der jeweiligen Primer (als Beispiel seien Primer mit einer
Schmelztemperatur von 73°C gewahlt) ergaben sich folgende Inkubationszeiten in
der PCR-Maschine:

Die PCR-Reaktion wird mit zwei unspezifische Zyklen gestartet: 1 min bei 95°C (bei
diesem Schritt werden die Doppelstrange der DNA geldst, sog. ,Denaturierung®),
anschlieRend 30 Sekunden (sec) bei 68°C (dies dient der Anlagerung der Primer an
die DNA, ,Annealing“), und am Schluss wird 1 min bei 72°C inkubiert (bei diesem
Schritt werden die neuen DNA-Strange gebildet, ,Elongation®).

Nach diesen zwei eher unspezifischen Zyklen, denn die Temperatur fur die
Anheftung der Primer liegt niedriger als bei den folgenden Zyklen, werden 20-30
Zyklen mit folgenden Bedingungen gestartet: Zuerst wird 1 min bei 95°C inkubiert
(,Denaturierung®), dann 30 sec bei 71°C zur Anlagerung der Primer an die DNA
(- Annealing®), und die Synthese der neuen DNA wird 1 min bei 72°C durchgefuhrt.
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2.2.8.2 Aufreinigung des PCR-Produktes mit dem PCR-Purification-Kit

Mit dem PCR-Purification-Kit der Firma Qiagen werden z.B. Reaktionsprodukte einer
PCR oder synthetisierte cDNAs aufgereinigt. Hierbei werden PCR-Produkte und
cDNAs in einer Grof3e von 100 bp bis 10 kb von unerwinschten Enzymresten, die
nachfolgende Reaktionen stéren konnen, befreit. Dies geschieht durch die Bindung
der des PCR-Produktes bzw. der cDNA an eine Silicagel-Membran und spétere
Elution des gewilnschten Produktes von der Membran, wahrend unerwinschte
Zusatzprodukte durch Waschen abgetrennt werden. Zu der abgeschlossenen PCR-
oder cDNA-Reaktion wurde das Funffache des Volumens an PB-Puffer
(Bindungspuffer) gegeben und gemischt. Die Losung wurde auf die im Kit enthaltene
Saule gegeben und bei RT 1 min bei 11000 x g (Hettich Tischzentrifuge ,Mikro 22R*)
zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und 750 ul PE-Puffer (Ethanol-haltiger
Waschpuffer) auf die S&ule pipettiert. Nach Zentrifugation und Verwerfen des
Durchlaufs wurde noch einmal zur Entfernung des restlichen Waschpuffers 1 min
zentrifugiert. Nach Zugabe von 50 pl Aqua bidest. wurde die S&ule mindestens 1 min
bei RT inkubiert, dann auf ein sauberes Reaktionsgefall gesetzt und bei RT fur 1 min
bei 11000 x g zentrifugiert. Das Eluat enthielt nun das aufgereinigte PCR- oder
cDNA-Reaktionsprodukt.

2.2.9 RNA-Isolierung, cDNA-Synthese sowie Real-Time-PCR

2.2.9.1 RNA-Isolierung

RNA lasst sich aus Zellen mit dem RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen) aufreinigen.
Eukaryote Zellen wurden von der Zellkulturflasche geldst und abgeschabt. Die Zellen
wurden anschlieRend pelletiert und mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in
350 pl RLT-Puffer (Lysepuffer) aufgenommen, wenn die Zellzahl kleiner als 5 x 10°
Zellen war. Bei hoheren Zellzahlen wurde mit 700 pl RLT-Puffer resuspendiert. Der
Ansatz wurde dann zum Aufschlielen der Probe auf eine Qia-Shredder-Saule
gegeben und 2 min bei 11000 x g (Hettich Tischzentrifuge ,Mikro 22R") bei RT
zentrifugiert. Zu dem Durchlauf wurde das gleiche Volumen an 70%igem Ethanol
gegeben, vorsichtig gemischt, und alles auf eine RNeasy-Saule gegeben. Dann

wurde 15 sec bei 11000 x g und RT zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Nach
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Zugabe von 700 pl RW1-Puffer wurde zentrifugiert wie oben, anschlie3end wurden
500 ul RPE-Puffer (Ethanol-haltiger Waschpuffer) zugegeben und erst 15 sec, dann
nach erneuter Zugabe des RPE-Puffers 2 min zentrifugiert. Um den Restethanol zu
entfernen, wurde die Saule auf ein neues Auffanggefald gesetzt und noch einmal bei
11000 x g fur 1 min bei RT zentrifugiert. Nach Zugabe von 50 pl Aqua bidest. auf die
S&ule und Inkubation fir 1 min auf einem neuen Auffanggefal3, enthielt der Durchlauf
nach erneuter Zentrifugation das RNA-haltige Eluat. Die isolierte RNA wurde bis zur
weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

2.2.9.2 cDNA-Synthese

RNA wird unter Verwendung des SUPERSCRIPT™ |[I, RNase H- Reverse
Transcriptase Kits (Invitrogen) in cDNA umgeschrieben. Zuerst wurden maximal
10 pg RNA in einem Volumen von 25 pl in der PCR-Maschine fir 10 min bei 70°C
erhitzt. Nach dem Abkihlen wurden 25 ul eines Mastermixes zugegeben, der
folgende Reagenzien enthielt:

10 pl 5x Puffer
5ul DTT (0,1 M)
0,25 ul p(DN)s (,Random hexamer®, 8 pg/ul)
2 pl dNTPs (10 mM)
2 pl RNA-Guard (40 U/ul)
3,25 ul Aqua bidest.
+ 2,5 pl Superscript Reverse Transkriptase (200 U/ul)

25 pl Mastermix

Nach Zugabe des Mastermixes zu der abgekihlten RNA wird das Gemisch zunachst
fur 10 min bei 25°C, dann fur 45 min bei 42°C und am Schluss fur 3 min bei 99°C
inkubiert. Die erhaltene cDNA wurde mit dem PCR-Purification-Kit aufgereinigt und
anschlieBend in der Real-Time-PCR eingesetzt. Aufgereinigte cDNA wurde zur

langeren Aufbewahrung bei —20°C gelagert.
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2.2.9.3 Real-Time-PCR

Bei der Real-Time-PCR kénnen kleinste Mengen eines Nukleinsduretemplates mit
einer fluoreszenzmarkierten Sonde nachgewiesen werden. Dazu wurde der
Platinum® qPCR Supermix UDG der Firma Invitrogen verwendet. Pro Real-Time-
PCR-Ansatz wurden 5 pl aufgereinigte cDNA eingesetzt. Hierbei ergab sich

folgender Reaktionsansatz:

5 ul cDNA
0,5 pl Primer 1 (10 pmol/pul)
0,5 pl Primer 2 (10 pmol/pul)
0,5 pl Sonde (10 pM)
+ 12,5 pl PlatinumO gPCR Supermix UDG

ad 25 ul Aqua bidest.

Der PlatinumO gPCR Supermix UDG hat folgende Bestandteile: 60U/ml PlatinumO
Taq DNA Polymerase, 40 mM Tris-HCI (pH 8.4), 100 mM KCI, 6 mM MgCl;, 400 pM
dGTP, 400 pM dATP, 400 pM dCTP, 400 puM dUTP, 40 U/ml UDG, sowie

Stabilisatoren.

Die Proben wurden in spezielle 96-Lochplatten pipettiert und diese anschlie3end in
das Real-Time-PCR-Gerat gestellt. Die eingestellten Parameter fur den Verlauf der
Real-Time-PCR waren eine anfangliche Inkubation tber 2 min bei 50°C sowie eine
Denaturierung fur 10 min bei 95°C. Abschlie3end wurden die Ansatze tber 45 Zyklen
jeweils mit einer Denaturierung 95°C fur 15 sec sowie ein Anlagern der Primer und
Verlangern der cDNAs bei 60°C fur 1 min im Wechsel inkubiert. Die
Reaktionsprodukte der abgeschlossenen Real-Time-PCR wurden anschliel3end mit
dem Programm ,SDS* (Sequence Detection System) der Firma Applied Biosystems

ausgewertet.
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2.2.10 Mutagenese-PCR

Durch den QuikChange® Site directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene kénnen
an beliebigen Stellen einer DNA Mutationen bzw. Stopcodons eingebracht werden.
Dazu werden zwei Primer, die die gewlnschte Mutation einer Base enthalten und
komplementar zur verwendeten DNA sind, in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Nach
der PCR wurde der Original-DNA-Strang (der im Gegensatz zum neu synthetisierten
Strang methyliert ist) mit dem Enzym Dpnl verdaut. Der alte Strang wurde durch den
Verdau entfernt, und der neue Doppelstrang, der meist die Mutation enthielt, wurde
in Bakterien transformiert. Nach einer Minipraparation von Plasmid-DNA wurde die
DNA sequenziert, um die eingebrachte Mutation zu verifizieren. Fur diese PCR
wurde das Plasmid pGEX-4T-3-HDAC3 aus der Arbeitsgruppe Dr. Mahlknecht
verwendet. Es wurden verschiedene Mutationen und Trunkationen in das Plasmid
eingebracht (siehe unter Vektoren und Plasmide), nachfolgend die GST-
Fusionsproteine isoliert und Pulldown-Assays durchgefihrt. Die fur die Mutagenese-
PCR verwendeten Primer sind im Anhang aufgefuhrt (Tabelle 6).

2.2.11 In vitro Transkription/Translation

Fir die in vitro Transkription/Translation wurde das TNT® T7 (bzw. SP6) Quick
Coupled Transcription/Translation System der Firma Promega verwendet. Mit einem
im Kit enthaltenen Kaninchen-Retikoluzytenlysat kann ,in vitro“ ein Protein aus DNA
hergestellt werden. Dabei kann das Protein auch radioaktiv markiert werden. Fur
diesen radioaktiven Ansatz wurden 1 pg DNA mit 40 pl des Retikoluzytenlysats und
2 pl von [**S]-Methionin (Stocklésung 10 pCi/ul) sowie Aqua bidest. zum Endvolumen
von 50 pl fir 90 min bei 30°C inkubiert. Die Probe kann danach entweder flir einen
Pulldown (s. 2.2.12) verwendet oder fur eine langere Lagerzeit bei -20°C eingefroren
werden. Der Vorteil der in vitro Translation/Tranksriptions-Methode besteht darin,
dass in kurzer Zeit ein Protein hergestellt werden kann, ohne dass Bakterien oder
eukaryote Zellen mit DNA transformiert bzw. transfiziert werden mussen. Auf3erdem
muss das gewtnschte Protein nicht erst anschliel3end aus den Zellen isoliert werden.
Eine nicht-radioaktive in vitro Transkription/Translation wurde mit den Plasmiden
pcDNA3.1, pcDNA3.1-HDAC3 sowie pcDNA3.1-MAPK11 fir den Kinase Assay
angesetzt (s. 2.2.14).

60



Material und Methoden

2.2.12 Pulldown

Mit der Pulldown-Methode konnen Protein-Protein-Interaktionen nachgewiesen
werden. Dabei wird ein aufgereinigtes Protein aus Prokaryoten (z.B. HDAC3) mit
einem eukaryotisch hergestellten, aber mit [*S]-Methionin radioaktiv markiertem
Protein (z.B. MAP Kinase 11) inkubiert. Das eukaryotisch synthetisierte Protein (z.B.
MAP Kinase 11) war durch eine in vitro Transkription/Translation (s. 2.2.11) mit
einem Kaninchen-Retikoluzytenlysat hergestellt und dabei mit [**S]-Methionin
radioaktiv markiert worden. Das prokaryotisch isolierte Protein wurde aus BL21 DE3-
Bakterien isoliert, die vorher mit den Vektoren pGEX-4T-3 bzw. pGEX-4T-3-HDAC3
transfomiert worden waren.

Die isolierten Proteine besitzen eine GST- (Glutathion-S-Transferase-) Doméne. Aus
den mit pGEX-4T-3 transfomierten BL21 DE3 wurde das Protein GST isoliert; aus
den mit pGEX-4T-3-HDAC3 transfomierten Bakterien wurde das Fusionsprotein
GST-HDACS isoliert. Eine im Pulldown nachgewiesene Bindung gibt einen ersten
Hinweis auf eine mdgliche (prokaryotische) Protein-Protein-Interaktion, die dann in
weiter gehenden Versuchen bestatigt werden kann.

Beim Pulldown wurden 5 pl (etwa 100 pg) eines eukaryotisch in vitro translatierten,
radioaktiv markierten Proteins mit etwa 20 pg eines prokaryotisch aufgereinigten
Proteins, das an GST-Sepharose gebunden war, inkubiert. Dieser Ansatz wurde mit
200 pl PBS verdunnt und in einem Reaktionsgefald tber Nacht bei 4°C auf einem
Uberkopfrotierer inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Gemisch bei 4°C fir 2 min
bei 2800 x g zentrifugiert, dreimal mit Puffer (PBS oder E1A) gewaschen, der
Uberstand verworfen und die restliche Sepharose fir 3 min bei 95°C mit zweifach
konzentriertem SDS-Ladepuffer aufgekocht, um die gebundenen Proteine durch die
Hitzeeinwirkung von der Sepharose zu l6sen. Die von der Sepharose geldsten
Proteine wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen, das Gel spater getrocknet und ein
Film aufgelegt. Nach 1-7 Tagen konnte der Film entwickelt und eine mogliche
Bindung der Proteine durch eine Schwarzung des Films, verursacht durch die
eingesetzte Radioaktivitat, detektiert werden. Wenn ein in vitro translatiertes Protein
an das sepharosegebundene Protein (HDAC3) gebunden hatte, war dies nach dem
Waschen durch eine Schwérzung des Films sichtbar. Fand keine Bindung statt, war
der Film ,leer”, denn die Sepharose selbst war nicht radioaktiv. Als Kontrolle fir den
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Pulldown wurde jeweils 1 pl (etwa 20 pg) des radioaktiven in vitro translatierten
Proteins mit auf das SDS-Gel aufgetragen.

2.2.13 Sequenzierungs-PCR, Aufreinigung der Reaktionsprodukte und
anschliel3ende Sequenzierung

22131 Sequenzierungs-PCR

Bei einer Sequenzierungs-PCR werden zusatzlich zu unmarkierten Basen
fluoreszenzmarkierte Basen an eine Plasmid-DNA angehéangt. Dadurch entstehen zu
einem gewissen Anteil Reaktionsprodukte, die in hohem Mal3e fluoreszenzmarkierte
Basen besitzen, wobei mit der spateren Sequenzierung die Basenabfolge der
Plasmid-DNA ermittelt werden kann. Die Sequenzierungs-PCR-Reaktion wurde mit
dem Abi Prism® Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit der Firma
Applied Biosystems gemald des angegebenen Protokolls durchgefuhrt. Fur eine
Sequenzierungs-PCR wurden zu 3 pl DNA (entspricht etwa 1-2 ug DNA) noch 2 pl
Primer (10 pmol/ul) und 4 pl Big Dye Mix [AmpliTag® DNA Polymerase; dNTPs; Tris-
HCI pH 9.0; MgCly; fluoreszenzmarkierte ddNTPs mit Rhodaminfarbstoffen] gegeben
und mit Aqua bidest. zum Endvolumen von 20 pl aufgefilit. In der PCR-Maschine
wurden 35 Zyklen mit je 30 sec bei 95°C (Denaturierung), 15 sec bei 50°C (Anheften
des Primers) sowie 4 min bei 60°C (Elongation) laufen gelassen. Die Proben wurden
dann mit dem Centrisep-Kit (s. 2.2.13.2) aufgereinigt.

2.2.13.2 Aufreinigung der Segenzierungs-PCR Reaktionsprodukte

Ein Sequenzierungs-PCR-Reaktionsprodukt wird mit Centrisep-Saulen der Firma
Princeton Separation aufgereinigt. Hierbei werden Uberschissige Salze und Primer
entfernt, die die spatere Sequenzierreaktion beeintrachtigen kdnnten. Zun&chst
wurde die Saule fur die Aufreinigung der Probe vorbereitet. Dazu wurden 800 ul
steriles Aqua bidest. zu der Saule pipettiert und der Ansatz gemischt. Dabei war
darauf zu achten, dass keine Luftblasen mehr enthalten waren. Das entstehende Gel
wurde mindestens fir 1 h bei RT inkubiert, dann wurden Deckel und Boden der
Séaule entfernt. Nach Abtropfen des Aqua bidest. wurde die S&ule bei 2800 x g
(Hettich Tischzentrifuge ,Mikro 22R*) fir 2 min bei RT zentrifugiert und der Durchlauf
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verworfen. Dann wurde das Seqgenzierungs-PCR-Reaktionsprodukt auf die Saule
gegeben, ohne das Gel zu berthren, die Saule auf ein sauberes Gefal3 gesetzt und
wieder bei 2800 x g fur 2 min bei RT zentrifugiert. Das Eluat beinhaltete nun das
aufgereinigte PCR-Produkt, das fur den Sequenzer vorbereitet werden konnte.

2.2.13.3 Sequenzierung

Bei der Sequenzierung wird die Basenabfolge einer DNA ermittelt. Die mit der
Centrisep-Saule aufgereinigten Proben wurden fir die Sequenzierreaktion im ABI
PRISM® Sequencer (PE Applied Biosystems) vorbereitet. Fiir die Sequenzierreaktion
wurden 5 pl TSR (Template Suppression Reagent) und 15 pl der aufgereinigten
Sequenzierungs-PCR-Probe gemischt und bei 95°C fur 5 min erhitzt. Nach
Abklhlung auf Eis waren die Proben nun fertig fur die Sequenzierung. Bei der
Sequenzierung wird die Probe, die die fluoreszenzmarkierten Basen enthalt, mit
einem Laser angeregt und die Basenabfolge detektiert. Die fertigen
Sequenzierungsreaktionen konnten dann als Datei geladen und mit dem Programm

,Chromas* ausgewertet werden.

2.2.14 Kinase Assay (radioaktiv)

Fur die Analyse des Phosphorylierungsstatus eines Proteins wird der Protein Kinase
Assay Kit der Firma Calbiochem verwendet. Dabei wird der Einbau von [g-**P]-ATP
durch eine Proteinkinase in ein Peptidsubstrat mit einem b-Szintillationszahler
gemessen. Der vorliegende Kinase Assay Kit basiert auf einer Reaktion, bei der eine
Proteinkinase zusammen mit einem biotinylierten Peptidsubtrat sowie [g-**P]-ATP
inkubiert wird. Dabei Ubertragt die Proteinkinase die gamma-Phosphatgruppe von
[0-3P]-ATP auf das Peptidsubstrat. Nach dieser Reaktion wird Avidin dazu gegeben,
das an das biotinylierte *P-Peptidprodukt bindet. Der Ansatz wird auf eine mit
Streptavidin beschichtete Saule gegeben, wobei dann mittels Zentrifugation das freie
[0-3P-ATP] entfernt wird und nur der Reaktionsprodukt-Avidin-Komplex auf der
Membran der S&ule gebunden bleibt. Nach mehreren Waschschritten wird die auf
der Membran verbliebene Radioaktivitat in einem b-Szintillationszahlers gemessen.

Durch in vitro Transkription/Translation mit nicht-radioaktivem Methionin wurden
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Proteine aus den Vektoren pcDNA3.1 und pcDNA3.1-HDACS3 hergestellt. Das
Plasmid pcDNA3.1-MAPK11 wurde unter Zugabe von biotinylierter tRNA transkribiert
und translatiert und stellte das Peptidsubstrat dar. Diese drei Proteine wurden in
verschiedenen Kombinationen fir den Kinase Assay eingesetzt. Je 10 pl (etwa
40 ug) des in vitro translatierten Proteins wurde mit 2,5 pyl 0,15 mM ATP, 5 ul 5x
Kinase-Puffer und 2,5 pl [¢-*?P]-ATP (spezifische Aktivitat 2,5 pCi/ul) versetzt und in
verschiedenen Kombinationen fir 30 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 10 pl Stoplésung und 8 pl Avidin unterbrochen. Die Ansatze
wurden auf eine Saule gegeben, die eine streptavidinbeschichtete Membran enthielt.
Nach drei Waschschritten wurde die Menge des auf der Membran verbleibenden

¥p_ATPs in einem b-Szintillationszahler gemessen.

2.2.15 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

2.2.151 Kultivierung der Zellen

Arbeiten in der Zellkultur werden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Alle Medien
werden vorher auf 37°C erwarmt. Zum Medium zugegebenes FKS (fotales
Kalberserum) wurde vorher bei 56°C fiir 30 min hitzeinaktiviert. COS-7-, U937- und
THP-1-Zellen wurden bei 37°C und 5% (v/v) CO, im Brutschrank inkubiert, SF-9-
Zellen bei 30°C im Brutschrank ohne CO,-Zusatz. COS-7-Zellen wurden in DMEM-
Medium mit 10% FKS, 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert, U937-
und THP-1-Zellen in RPMI 1640-Medium mit den oben genannten Zusatzen. SF-9-
Zellen wurden in SF-900-1I-Medium ohne Zuséatze (auf3er bei der Transfektion)

inkubiert.

2.2.15.2 Kryokonservierung/Kryokultivierung

Eukaryote Zellen konnen in einem DMSO-haltigen Puffer fur langere Zeit in flissigem
Stickstoff gelagert werden. Fir die Kryokonservierung wurden Suspensionszelllen
oder geloste adharente Zellen bei 900 x g (Heraeus Megafuge 1.0 R) fir 5 min bei
RT zentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und in 1 ml Einfriermedium (90% FKS,
10% DMSO) resuspendiert. Die Zellen wurden in Kryorohrchen verteilt und fir 48 h

bei -80°C inkubiert. Fur eine langere Lagerung wurden die Zellen in flissigen
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Stickstoff tberfihrt.

Aus dem Stickstofftank entnommene Rohrchen wurden kurz in 70%igem Ethanol
desinfiziert, dann die Zellen mit Medium resuspendiert und bei RT fiir 5 min bei 900 x
g (Heraeus Megafuge 1.0 R) zentrifugiert. Das Pellet wurde noch einmal mit Medium
gewaschen und wieder zentrifugiert. Danach wurden die Zellen mit etwa 5 ml

Medium aufgenommen, in eine Zellkulturflasche tberfihrt und im Inkubator gelagert.

2.2.15.3 Inkubation von U937-Zellen mit GM-CSF bzw. LPS

Um U937-Zellen zu Makrophagen ausdifferenzieren zu lassen, werden sie fur 24 h
mit GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierungsfaktor) stimuliert. Die
spatere Inkubation mit Lipopolysaccharid (LPS) soll die Expression der MAP Kinasen
stimulieren (Jiang et al., 1996; Kumar et al., 1997). Es sollte auRerdem ein mdglicher
Einfluss von HDAC3 auf die Expression der MAP Kinasen untersucht werden.

Dafur wurden die U937-Zellen entweder mit dem Leervektor pcDNA3.1 oder mit dem
Plasmid pcDNA3.1-HDAC3 transfiziert. Die Zellen wurden einen Tag nach der
Transfektion fur weitere 24 h mit 10 ng/ml GM-CSF stimuliert. Die U937-Zellen
wurden dann mit 1 pg/ml LPS (verdunnt in RPMI) inkubiert, und nach 7, 14 und
21 min wurden aus den Zellen unter Verwendung des Passive Lysis Buffers Lysate
hergestellt. Als Kontrolle wurden U937-Zellen ohne LPS inkubiert. Diese Proben
wurden mittels einer Western Blot-Analyse z.B. auf die Expression von
phosphoryliertem p38 MAP Kinase-Protein oder auf die Expression von
phosphoryliertem ATF-2-Protein hin untersucht. Es soll gepruft werden, ob die
Uberexpression von HDAC3 einen Einfluss auf die der Kinase nachgeschalteten
Signalwege hat.

2.2.15.4 Transfektion nach der Elektroporationsmethode

Bei der Elektroporation wird mit elektrischer Spannung DNA in eukaryote Zellen
(meist Suspensionszellen) eingebracht. Fur eine kurzfristige Einbringung von DNA
(transiente Transfektion) wird die DNA nicht mit einem Restriktionsenzym behandelt.
Die Zellen wurden vor der Elektroporation mit PBS gewaschen und dann in
Elektroporationspuffer aufgenommen. Die Zellen wurden in einem Gesamtvolumen

von 200 pul in eine Elektroporationskiivette pipettiert und die Kivette anschlieRend in
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das Elektroporationsgerat gestellt. Nach Einstellung der Parameter auf 200 V sowie
,High Capacity” wurden die Zellen in der Kivette elektroporiert und die Zellen in der
Kuvette danach auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurde die Kivette steril mit Medium
aufgeflllt und die Zellen danach rasch in ein steriles Falcon-Rdhrchen tberfuhrt.
Nach Abzentrifugieren der Zellen wurde der Uberstand entfernt und das Pellet wieder
mit PBS gewaschen. Abschlie3end wurden die Zellen in Zellkulturflaschen tberfuhrt.
Nach 24 h bis 48 h erfolgte bei der transienten Transfektion eine Proteinisolierung.

2.2.155 Transfektion nach der DEAE-Dextran-Methode

DNA kann durch eine Transfektion mit einer DEAE-LGsung in eukaryote Zellen (meist
adharente Zellen) eingebracht werden. DEAE ist ein Polymer, das an DNA bindet.
Der DEAE-Dextran-DNA-Komplex bindet Uber elektrostatische Anziehung an die
negativ geladene Zelloberflache und wandert dann in die Zelle (Yang and Yang,
1997). 5-10 Millionen COS-7-Zellen wurden pro Ansatz verwendet. Die COS-7-Zellen
wurden vor der Transfektion je einmal in PBS und STBS gewaschen. Pro
Transfektion wurden je 450 pg DEAE eingesetzt. Die DNA wurde in einem Gefal3 in
STBS verdiunnt. Das Gesamtvolumen betrug hierbei 500 pl, die Gesamtmenge an
DNA war in allen Ansatzen gleich (10 pg). Fur die Transfektion wurde das DEAE mit
der STBS/DNA-LOsung vermischt, zu den COS-7-Zellen geben, und die Zellen darin
resuspendiert. Die Ansatze wurden fur 1 h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO-
inkubiert und alle 15 min resuspendiert. Nach dieser Zeit wurden die Zellen mit STBS
auf 10 ml aufgefillt, gemischt und bei RT abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
Medium aufgenommen und in Zellkulturflaschen mit einer Flache von 75 cm? verteilt.
Nach 48 h im Brutschrank wurde eine Lyse mit dem Passive Lysis Buffer (Promega)
vorgenommen. Die erhaltenen Proteine wurden entweder fir Immunpréazipitationen

eingesetzt oder die Lysate wurden im Luciferase-Assay gemessen.

2.2.15.6 Mammalian Two Hybrid System

Mit dem CheckMate©O Mammalian Two Hybrid System der Firma Promega kénnen
Protein-Protein-Interaktionen in vivo untersucht und nachgewiesen werden. Dafur
werden COS-7-Zellen mit den entsprechenden Plasmiden (in diesem Fall pBIND-

HDAC3 und pACT-MAPK11 sowie Kontrollplasmiden) zusammen mit dem Plasmid
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pG5Sluc (die COS-7-Zellen bilden nach der Transfektion das Luciferase-Protein)
transfiziert und nach 48 h die Proteine isoliert. Dabei ist die MAPK11 mit der VP16-
Aktivierungsdomane fusioniert (P ACT-MAPK11) und HDACS3 wird als Fusionsprotein
mit der GAL4-DNA-Bindungsdomane (pBIND-HDAC3) transfiziert. Der Vektor pBIND
besitzt die Hefe-GAL4-Bindungsdomane ,oberhalb* einer mehrfachen Klonierungs-
stelle (multiple cloning site) und bildet ein GAL4-Fusionsprotein aus. Die VP16-
Aktivierungsdomane weist die VP16-Aktivierungsdomane des Herpes simplex Virus
auf, die ebenfalls ,oberhalb“ einer mehrfachen Klonierungsstelle zu finden ist.

Eine Interaktion der exprimierten Proteine HDAC3 und MAP Kinase fihrt zu einer
erhohten Expression des Reportergens Firefly Luciferase. Die Lysate werden

anschlieBend im Luciferase-Assay eingesetzt und im Luminometer gemessen.

2.2.15.7 Luciferase-Assay

Luciferase-Assay im Anschluss an eine Transfektion mit Plasmiden des
Mammalian Two Hybrid-Assays

Mit dem Luciferase-Assay kann eine intrazellulare Signalweiterleitung oder auch der
Einfluss von Transkriptionsfaktoren bei einer Signalkaskade untersucht werden.
COS-7-Zellen wurden mit der DEAE-Dextran-Methode transfiziert. Aus den Zellen
wurden nach 48 h mit dem Passive Lysis Buffer Lysate hergestellt. Kommt es nach
Transfektion von zwei Plasmiden (im Falle des Mammalian Two Hybrid System mit
den in dieser Arbeit verwendeten pACT-MAPK11 und pBIND-HDAC3) sowie dem
Plasmid pG5-luc, das die Information fir das Firefly Luciferase-Gen tragt, zu einer
Bindung zwischen MAPK11 und HDAC3, wird die Expression der Firefly Luciferase
erhoht. Hierbei wird unter Zugabe des Luciferase-Assay Reagents Il durch die Firefly
Luciferase aus ,Beetle Luciferin“ anschliel3end ,Oxyluciferin® gebildet, was dann im
Luminometer gemessen werden kann. Als interner Abgleich wurde der Proteingehalt
der Lysate mit dem Proteinbestimmungsassay (Bio-Rad) gemessen und die
Expression der Firefly Luciferase auf den Proteingehalt bezogen (,normalisiert).
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Luciferase-Assay im Anschluss an eine Transfektion mit Plasmiden des Path

Detect Systems

Der Luciferase-Assay wurde auch beim PathDetect® in vivo signal transduction
pathway trans-reporting system eingesetzt. Hiermit kdnnen Signaltransduktionswege
naher untersucht werden. Die jeweiligen Plasmide wurden ebenfalls in COS-7-Zellen
transfiziert und die Lysate auf ihre Firefly Luciferase-Genexpression im Luminometer

untersucht.

2.2.15.8 Transfektion des HDAC3-siRNA/siAB™ Assay Kits

Mit dem HDAC3-siRNA/siIAB™ Assay Kit von Upstate Biotechnology werden siRNAs
in Zellen transfiziert, wobei die SIRNA die Expression von HDAC3 unterdriicken kann
(siRNA = small interfering RNA). siRNAs sind 21-23 Basenpaare grof3 und werden
als Doppelstrang synthetisiert. Diese SsiRNAs konnen posttranslational zur
Unterdrickung der Expression der Gene flhren, gegen die sie gerichtet sind. Dieser
Prozess wird RNA-,Storung” genannt (engl. RNAiI = Abk. fur RNA interference)
(Holen et al., 2002; Tuschl, 2001). Der HDAC3-siRNA/siAB™ Assay Kit wurde mit
der DEAE-Dextran-Methode in COS-7-Zellen transfiziert, fur U937-Zellen wurde
Elektroporation angewandt. Nach 48 h wurden Lysate aus den Zellen hergestellt und
diese im Western Blot auf ihre HDAC3-Expression untersucht. Als Negativkontrolle
wurde eine unspezifische siRNA eingesetzt, wahrend die HDAC3-siRNA spezifisch
gegen HDACS3 gerichtet war. Der Effekt einer HDAC3-Hemmung wurde auch im

PathDetect-Experiment untersucht.

2.2.15.9 Transfektion von SF-9-Zellen

SF-9-Zellen werden mit kationischen Lipiden (Cellfectin-Reagenz der Firma
Invitrogen) transfiziert. Hierzu wurden die SF-9-Zellen zentrifugiert, mit Medium
gewaschen und auf eine 6-Lochplatte ausgeséat (etwa 1 Million Zellen pro Loch). Die
Anheftungszeit der Zellen betrug 2 h bei 27°C. In einem sterilen Gefal? wurden 5 pl
der HDACS3-Virus-DNA (s. 2.2.3.7) sowie 100 pl vom SF-9-Medium gemischt, in
einem anderen Reaktionsgefald wurden 5 ul Cellfectin-Reagenz und 100 pl SF-9-

Medium inkubiert. Beide Ansatze wurden gemischt, den Zellen wurde das
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verbrauchte Medium entzogen und durch frisches Medium ersetzt, dann wurde der
Virus-DNA/Cellfectin-Mix in 800 pl SF-9-Medium geldst und auf die Zellen gegeben.
Die Zellen wurden 5 h bei 27°C inkubiert, danach wurde das Medium abgesaugt und
durch SF-9-Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin ersetzt. Dieser Ansatz wurde
48 h im Brutschrank inkubiert, dann der Uberstand abgenommen, filtriert und fir eine
erneute Infektion auf neue SF-9-Zellen gegeben. Dieser Ansatz wurde fur 72 h
stehen gelassen und der Uberstand nach dieser Zeit wieder abgenommen. Der
Uberstand wurde anschlieRend filtriert und war fir eine neue Infektion einsetzbar.
Die infizierten SF-9-Zellen wurden anschlieBend lysiert, und die HDACS3-
Proteinexpression wurde nach der Aufreinigung in einer Western Blot-Analyse

untersucht.

2.2.15.10 Immunprazipitation

Mit einer Immunprézipitation konnen Proteininteraktionen in vivo untersucht und
nachgewiesen werden. Dabei kann z.B. in COS-7-Zellen eine Bindung von endogen
gebildeten Proteinen (ohne vorherige Transfektion mit Plasmiden) gezeigt werden,
oder auch eine Interaktion von Proteinen, die nach einer Transfektion mit Plasmiden
synthetisiert wurden. Die Immunprézipitation wurde mit Lysaten aus COS-7-Zellen
mit oder ohne Transfektion sowie mit U937-Zellen mit Transfektion durchgefihrt.
48 h nach der Transfektion (mit den Plasmiden pcDNA3.1-HDAC3 und pcDNAS3.1-
MAP Kinase 11) wurden die Zellen lysiert und die Lysate mit Protein G Plus/Protein
A-Agarose, die dreimal mit einer L6sung aus PBS/0,5% BSA und Proteaseinhibitoren
gewaschen worden war, fur 1 h bei 4°C inkubiert (,Preclear®). Die Mischung wurde
danach fur 30 sec bei 10000 x g (Hettich Tischzentrifuge ,Mikro 22R*) bei RT
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und mit 1-5 pg eines Antikorpers inkubiert
(in diesem Fall je ein Ansatz mit anti-HDAC3-Antikdrper und ein Ansatz mit anti-
MAPKZ11-Antikorper). Dies wurde tber Nacht bei 4°C auf dem Rotierer gemischt und
am nachsten Tag fur 5 h mit neuer, gewaschener Protein G Plus/Protein A-Agarose
bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugieren und dreimaligem Waschen wurde die restliche
Agarose mit Ladepuffer aufgekocht und die von der Agarose gelosten Proteine auf
ein SDS-Gel aufgetragen. Wurde die Immunprazipitation mit dem HDAC3-Antikdrper
durchgefuhrt, erfolgte der Western Blot mit dem MAPK11-Antikorper, und umgekehrt.
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2.2.16 Expression rekombinanter Proteine

2.2.16.1 Proteinisolierung aus prokaryotischen Zellen

Proteine kdnnen in Bakterien exprimiert und spéater in groReren Mengen isoliert
werden. Fur die Expression rekombinanter Proteine wurde der E. coli-Stamm
BL21 DE3 verwendet. Dafur wurde die gewiinschte DNA (hier HDAC3) durch
Restriktionsverdau und Ligation in den Vektor pGEX-4T-3 eingebracht. Die Bakterien
wurden mit dem Plasmid transfomiert, am nachsten Tag wurde eine Kolonie mit einer
sterilen Pipettenspitze in 20 ml LB-Medium mit 10 pg/ml Ampicillin Gber Nacht
inokuliert. Am folgenden Tag wurden etwa 10 ml dieses Ansatzes in 200 ml neues
LB-Medium mit Ampicillin gegeben und bei 225 U/min und bei 30°C bis zu einer
ODgop von etwa 0,5 geschittelt. Danach erfolgte die Zugabe von IPTG
(Endkonzentration 0,1 M) fur 4-5 h. Nach Zentrifugation wurde das Pellet in 5 ml
E1A-Puffer, dem ein Proteaseinhibitor-Cocktail der Firma Roche zugesetzt worden
war, aufgenommen. Die Zellen wurden nach der Resuspendierung mit Ultraschall
aufgeschlossen und zwischenzeitlich weiter auf Eis gekuhlt. Der Zellaufschluss
wurde dann in 50 ml-Réhrchen uberfihrt und bei 12000 x g (Rotor SS-34, Sorvall
RC-5B Zentrifuge) fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf 1 ml
GST-Sepharose, die mit E1A und Proteaseinhibitoren &aquilibriert worden war,
gegeben und lber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfrotierer inkubiert. Am nachsten
Tag wurde die Sepharose bei 500 x g (Heraeus Megafuge 1.0 R) flr 2 min bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Sepharose noch dreimal mit E1A-
Puffer ohne Tritonzugabe gewaschen. Die Sepharose, die nun das GST-
Fusionsprotein enthielt, wurde bei 4°C gelagert.

2.2.16.2 Proteinisolierung aus eukaryotischen Zellen

Bei der Proteinisolierung aus eukaryotischen Zellen ist die Proteinausbeute haufig
geringer als aus prokaryotischen Zellen. Durch die Aufreinigung eines rekombinanten
Proteins aus Bakterien sind andere Synthesebedingungen gegeben als in
eukaryoten Zellen. Bakterien konnen keine posttranslationale Modifizierung eines
gebildeten Proteins durchfuhren, d.h. bakteriell aufgereinigte Proteine werden nicht

glykosyliert und sind dadurch z.B. weniger l6slich. Dadurch veréndert sich auch die
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Sekundarstruktur des isolierten Proteins (Baneyx, 1999; Miesfeld, 2001; Zhang et al.,
2000).

Proteinisolierung aus COS-7-, U937- und THP-1-Zellen

Die Proteinisolierung aus COS-7-, U937- und THP-1-Zellen erfolgte mit dem Passive
Lysis Buffer der Firma Promega. Aus transfizierten COS-7-Zellen wurde nach 24
oder 48 h mit dem Passive Lysis Buffer Proteine isoliert. Die adharenten COS-7-
Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit Trypsin abgelost und fur 10 min im
Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden dann mit Medium aufgenommen,
resuspendiert und in ein Falcon-Rohrchen uberfihrt. Nach einer Zentrifugation von
5 min bei RT und 900 x g (Heraeus Megafuge 1.0 R) wurde das Pellet mit PBS
gewaschen und resuspendiert, nochmals zentrifugiert, und das gewaschene Pellet in
Passive Lysis Buffer, der 1:5 mit Aqua bidest. verdiinnt worden war, lysiert.

U937- und THP-1-Zellen wurden als Suspensionszellen ohne Zugabe von Trypsin
pelletiert, zweimal mit PBS gewaschen und das Pellet dann mit Passive Lysis Buffer
versetzt. Hierbei wurde das Pellet resuspendiert, fir 15 min auf Eis gelagert und alle
5 min gemischt. Danach wurden die Zellextrakte fir 15 min bei 11000 x g (Hettich
Tischzentrifuge ,Mikro 22R*) und 4°C zentrifugiert und der Uberstand mit den
Proteinen in ein neues Reaktionsgefald uberflihrt. Lysate wurden z.B. fir Western
Blot oder Immunprazipitationen eingesetzt. Eine Langzeitlagerung der Lysate erfolgt
bei -80°C.

Proteinisolierung aus SF-9 Insektenzellen

Aus infizierten SF-9-Insektenzellen wird mit dieser Methode ein rekombinantes
Protein isoliert, das Uber die Bindung an eine Matrix aufgereinigt und spater eluiert
werden kann. DH10bac Bakterien wurden mit dem Plasmid pFastBac-HT-c-HDACS,
das N-terminal fur sechs Histidinreste kodiert, transformiert und anschlieend
HDAC3-Virus-DNA isoliert. Der Vektor pFastBac-HT-c entstammte dem Bac-to-Bac®
Baculovirus Expression System von Invitrogen, in diesen Vektor wurde HDAC3
eingebracht. Mit der isolierten HDAC3-Virus-DNA wurden SF-9-Zellen infiziert, die 72
h nach der Infektion mit einem Zellschaber geerntet wurden. Das in den SF9-Zellen
gebildete HDAC3-Protein bildet N-terminal sechs Histidinreste aus, Uber die das
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Protein an eine Matrix gebunden werden kann. Als Bindungsmatrix wird Nickel-NTA-
Agarose (NTA = Nitrilotriacetic acid) der Firma Qiagen verwendet. Ni-NTA ist ein
Chelatbildner und besitzt ein zentrales Ni**-lon, von dessen sechs Bindungsstellen
vier mit NTA besetzt sind, wahrend die restlichen zwei Bindungsstellen fur die
Anlagerung eines Proteins mit Histidinresten genutzt werden kdnnen.

Nach der Zentrifugation der SF-9-Zellen bei 900 x g (Heraeus Megafuge 1.0 R) fur
5 min bei 4°C wurde der Uberstand sterilfiltriert und konnte fir weitere Infektionen
eingesetzt werden. Das Zellpellet wurde mit Lysepuffer resuspendiert, fir 15 min auf
Eis stehen gelassen und anschlieRend fir 15 min bei 4°C und 4000 x g (Heraeus
Megafuge 1.0 R) zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf 1 ml Ni-NTA-Agarose
gegeben und Uber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfrotierer inkubiert. Am nachsten
Tag wurde der Ansatz auf eine 5 ml-Saule gegeben und der Durchlauf aufgefangen
(der Durchlauf entspricht dem Lysat). Waschpuffer (pH 7) mit Imidazol-
konzentrationen von 5 und 10 mM Imidazol sowie Elutionspuffer (20, 30, 50 und 100
mM Imidazol) wurden in aufsteigender Konzentration zu der S&ule gegeben. Ab einer
Imidazolkonzentration von 50 mM konnte das Protein (HDAC3) von der Matrix eluiert
werden. Die erhaltenen Eluate wurden mittels einer Western Blot-Analyse auf ihre
HDAC3-Expression Uberprift. Dazu wurden je 10 pl Eluat auf ein SDS-Gel
aufgetragen und das Protein nach dem Blotten auf Nitrozellulosemembranen mit
einem HDAC3-Antikdrper detektiert. Nicht verwendete Zellpellets wurden bei —20°C
gelagert, die sterilfiltrierten Uberstande bei 4°C.

Die folgende Abb. 6 zeigt eine Ubersicht iiber die Unterschiede zwischen pro- und

eukaryotischer Proteinaufreinigung.
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Schematische Ubersicht iiber die pro-
und eukaryotische Proteinaufreinigung

| Kultivierung von Bakterien oder eukaryoten Zellen |

v

| mogliche Transfektion/Transformation der Zellen |

v

| Ernten der Zellen |

Zell-Lyse

Zentrifugation

| Uberstand enthélt die gewiinschten Proteine |

|
v v

| Eukaryotische Aufreinigung | | Prokaryotische Aufreinigung |

BL21 DE3

SF9 | COS-7, THP-1, U937 |
z.B. Isolierung
| z.B. Isolierung von HDAC3 | - Messung von: von GST-HDAC3
+ a) Firefly-Luciferase-Expression +
b) Proteingehalt -
Uberstand wird auf Matrix - Immunpréazipitation Uberstand wird auf Matrix
gegeben (NTA-Agarose) + gegeben (GST-Sepharose)
+ | Lagerung bei -80°C | *
Protein wird an Matrix gebunden Protein wird an Matrix
(NTA-Agarose) gebunden
(GST-Sepharose)

Waschschritte

Waschschritte

Elution des Proteins von der Matrix

(NTA-Agarose) KEINE Elution des Proteins
+ von der Matrix
(GST-Sepharose)
| Proteinbestimmung | *
+ Pulldown-Versuche
Auftragen auf Western Blot; z.B. GST-HDAC3 + 3S-MAPK11
Bestimmung der Kristallstruktur +
+ Lagerung der Sepharose
Lagerung der Lysate bei -80°C bei +4°C

Abbildung 6: Ubersicht tiber die pro- und eukaryotische Proteinaufreinigung
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2.2.17 Biochemische und immunologische Methoden

22171 Quantifizierung von Proteinen

Der Proteingehalt eines Lysates wird bestimmt, um z.B. einen Vergleich zur Firefly
Luciferaseexpression ziehen zu kdnnen oder um gleiche Proteinmengen auf ein
SDS-Gel auftragen zu konnen. Fir die Quantifizierung von Proteinen wird der
Protein-Detection Kit von Bio-Rad verwendet. Hierzu wird eine Eichkurve mit BSA
oder Immunglobulin als Standard in Konzentrationen von 0,1 mg/ml bis 0,8 mg/ml
erstellt. Die Proben wurden 1:10 mit Aqua bidest. verdinnt. Zu den verdinnten
Proben oder zu der Eichlésung wurden 500 ul Puffer A sowie 10 ul Puffer S
gegeben. Dazu wurden 4 ml von Puffer B pipettiert und der Ansatz fir 15 min bei RT
stehen gelassen. Die Konzentration der Proteine wurde im Abgleich zur Eichkurve

bei einer Wellenlange von | = 750 nm fotometrisch bestimmit.

2.2.17.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine auf einem Gel
vertikal nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970)
durchgefihrt. Hierzu wurde das Mini Protean Il Vertikal Elektrophorese System von
Bio-Rad verwendet. Es wurden 10% Acrylamid-Trenngele mit 2.7% N,N-Bisacrylamid
und 4% Acrylamid-Sammelgele mit 0.11% N,N-Bisacrylamid kurz vor dem Verbrauch
gegossen. Die Proben wurden mit zweifach konzentriertem Ladepuffer fir 5 min
gekocht, auf Eis abgekihlt und in die Geltaschen pipettiert. Gleichzeitig wurde ein
GroRenmarker in eine separate Spur mit aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte
bei 100 V flr etwa 75 min, bis eine Auftrennung der Proben gegeben war.

2.2.17.3 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Fur die Anfarbung von aufgetrennten Proteinen auf einem SDS-Gel wird das Gel fir
5-10 min mit Fixierldsung inkubiert und danach fur 30 min mit Coomassie-LOdsung bei
RT gefarbt. Der Hintergrund wurde anschlieRend mit Entfarbelésung entfarbt. Die
Gele wurden danach bei 80°C fur 30 min getrocknet.
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2.2.17.4 Western Blot

Bei einem Western Blot werden Proteine auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen
und mit einem spezifisch an das Protein bindenden Antikorper detektiert. Die durch
die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden mittels einer Semidry-Blot-Apparatur
auf Nitrozellulosemembranen Uberfuhrt. Das SDS-Gel wurde nach der
Proteinauftrennung fur 5 min in Transferpuffer inkubiert und dann auf eine ebenfalls
mit Transferpuffer getrankte Nitrozellulose gegeben. Anschliel3end wurden Gel und
Nitrozellulose zusammen mit zwei passend zugeschnittenen Chromatographie-
filterpapieren (ebenfalls in Transferpuffer getr&nkt) entsprechend der Polung der
Semidry-Blot-Apparatur zusammen gesetzt, wie Abb. 7 zeigt. Der Transfer der
Proteine auf die Nitrozellulose erfolgte pro SDS-Gel fiir 1 h bei 200 mA konstanter

Stromstarke.

Kathode (-)
Chromatografiefilterpapier

[
Richtung des i _ SDS-Gel nach Auftrennung der Proteine
I

Proteintransfers .
Nitrozellulose

Chromatografiefilterpapier
Anode (+)

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Western Blot-Aufbaus

Die Membran wurde nach dem Blotten fir 1 h in Blockierpuffer inkubiert, danach
wurde der erste Antikorper (1:1000 verdunnt in Blockierpuffer) auf die Membran
gegeben und Uber Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer fur
10 min wurde der Sekundarantikorper (Peroxidase gekoppelter Antikoérper), 1:10000
verdunnt in Blockierpuffer, auf die Membran gegeben. Nach drei weiteren
Waschschritten wurde die Membran kurz getrocknet, mit dem Chemilumineszenz-
system ECL® (,enhanced chemiluminescence system®) inkubiert und die
Proteinbanden durch Filmauflegen sichtbar gemacht.

Um den ersten Antikérper zu entfernen, wurde die Membran bei 56°C mit einer
Losung zum Entfernen des Primérantikdrpers fur 1 h inkubiert und war danach fur

weitere Analysen von Proteinen wieder verwendbar.
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2.2.17.5 Far Western-Methode

Prokaryotische Protein-Protein-Interaktionen konnen mit der Far Western-Methode
nachgewiesen werden. Dabei werden ,high density protein filter arrays“ verwendet.
Diese Membranen werden vom RZPD (Referenz-Zentrum des Deutschen
Humangenomprojekts) zur Verfigung gestellt. Die Membranen enthalten mehrere
Tausend Klone von Bakterien, die je doppelt auf die Membran aufgetragen sind.
Kommt es nach Inkubation der Membran mit einem Protein ,A* (z.B. HDAC3) zu
einer Interaktion mit Proteinen der Membran, so kann man diese Bindung mit einem
spezifischen Anti-Protein ,A“-Antikdrper (anti-HDAC3) auf der Membran detektieren.

Die Membranen wurden fir die Far Western-Methode auf einem mit Ethanol
getrankten Whatmanpapier gelagert und dann in TBST-T-Puffer inkubiert. Die
Oberflache wurde vorsichtig abgewischt, um eine Lyse der Bakterien zu
gewabhrleisten, und die Membranen dann weiter in TBST-T gelagert. Nach zwei
Waschschritten in TBS wurden die Membranen in TBST-Puffer mit 3% BSA fir 1 h
geblockt, um unspezifische Proteinbindungsstellen abzusattigen, wieder mit TBST
gewaschen und anschlielend mit dem gewiinschten Protein (hier HDAC3) bei 4°C
inkubiert. Fur die Aufreinigung von rekombinantem HDAC3-Protein waren BL21 DE3-
Bakterien mit dem Vektor pET32-HDAC3 transformiert worden. Die Far Western-
Membran wurde dber Nacht mit etwa 1,5 mg HDAC3-Protein inkubiert. Nach
Waschen mit TBST wurde die Membran fur mindestens 1 h mit einem anti-HDAC3-
Antikorper geschuttelt, gewaschen und dann mit dem sekundaren Antikorper
inkubiert. Nach drei Waschschritten wurde die Membran mit ECL® (,enhanced
chemiluminescence system*) inkubiert und ein Film aufgelegt. Mit Hilfe der X- und Y-
Koordinaten konnte das an HDAC3 gebundene Protein zugeordnet und die dazu
gehdrige cDNA beim RZPD bestellt werden (Mahlknecht et al., 2001). Diese
Methode erlaubt ein schnelles Screening fur potenzielle Protein-Protein-

Interaktionen.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung von HDACS3-Interaktionspartnern

HDACS3 liegt in der Zelle in Multiproteinkomplexen vor. Bisher wurden verschiedene
Proteine, auch Nicht-Histonproteine, als Bindungspartner von HDAC3 identifiziert.
HDACS3 interagiert mit Transkriptionsfaktoren wie GATA-2 (Ozawa et al., 2001) und
RelA (eine Untereinheit des Zellkernfaktors NFkB) (Chen et al., 2001). AufRerdem
kann HDAC3 Homodimere und -trimere bilden (Yang et al., 2002), und HDAC3
bindet an das Hitzeschockprotein 70 (Johnson et al., 2002).

Welche anderen Proteine mit HDAC3 interagieren, sollte weiter untersucht werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden nach Vorarbeiten von Dr. Frank Landgraf und PD
Dr. Ulrich Mahlknecht vier neue Bindungspartner von HDAC3 identifiziert: MAP
Kinase 11, Rab3a, SCG-10 und MAP Kinase 13. Die Interaktion von HDAC3 mit der
MAP Kinase 11 konnte naher charakterisiert und ein Einfluss von HDAC3 auf den

MAP Kinase-Signaltransduktionsweg nachgewiesen werden.

3.2 Untersuchungen zur Interaktion von p38 beta 2 MAP Kinase (MAPK11)
und HDAC3

3.2.1 Nachweis der Bindung zwischen der MAPK11 und HDAC3 mittels Far
Western-Methode

Mit der Far Western-Analyse (Mahlknecht et al., 2001) wurde die MAP Kinase 11
(mitogenaktivierte Proteinkinase 11) nach Vorarbeiten von Dr. Frank Landgraf und
PD Dr. Ulrich Mahlknecht in Screening-Versuchen als Bindungspartner von HDAC3
detektiert. Diese Interaktion wurde in dieser Arbeit in weiter gehenden Experimenten
bestatigt. Die nicht-radioaktive Far Western-Methode (s.2.2.17.5) ist fur ein
schnelles Screening nach potenziellen Interaktionspartnern auf Proteinebene sehr
gut geeignet und kann innerhalb weniger Tage durchgefihrt werden. Daher wurde
diese Methode eingesetzt, um nach moglichen Bindungspartnern von HDAC3 zu
suchen. Abb. 8 zeigt den Teil der Far Western-Membran, in dem die Interaktion von
HDAC3 und der MAP Kinase 11 nachgewiesen wurde.
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Abbildung 8: Nachweis der Bindung von HDAC3 an die MAPK11l mit der Far
Western-Methode

Ein vom RZPD bezogener ,high density protein filter array* wurde mit etwa 1,5 mg
bakteriellem HDAC3-Protein inkubiert. An der Membran gebundenes HDAC3 wurde
mit einem spezifischen Antikorper detektiert. Durch Auflegen eines Films wurde die
Bindung von HDAC3 an zwei Proteine auf der Membran (Pfeile) sichtbar gemacht.
Durch Auswertung der X- und Y-Koordinaten (weif3e Punkte auf der Membran)
konnte die MAP Kinase 11 als Bindungspartner von HDAC3 identifiziert werden.

Abkirzungen: HDACS3 = Histon-Deacetylase 3; MAPK11 = MAP Kinase 11

3.2.2 Untersuchung der Bindung von HDAC3 und MAPK11 durch Pulldown-

Experimente

Um die Interaktion von HDAC3 und MAPK11l zu bestatigen, wurden Pulldown-
Experimente (s. 2.2.12) angeschlossen. Die ,Volle-Lange“-cDNA des Plasmids
pcDNA3.1-MAP Kinase 11 (Accession Nr. U53442) mit 1119 Basenpaaren (bp)
wurde in vitro transkribiert und translatiert. Das erhaltene Protein bestand aus 373
Aminosauren (AS). Das vom RZPD bezogene Plasmid pQE30NST-MAP Kinase 11
(Accession Nr. AF031135) kodierte fur eine am N-Terminus verkirzte Form der
Kinase und besald 561 bp. Das aus der cDNA transkribierte und translatierte Protein
bestand aus 187 AS. Beide radioaktiv markierten in vitro translatierten Proteine
wurden jeweils in separaten Pulldown-Experimenten eingesetzt. Es zeigte sich, dass
sowohl die ,Volle-Ladnge“-MAP Kinase (ohne Abb.) als auch die am N-Terminus
trunkierte Form der MAP Kinase 11 (Abb. 9) in der Lage war, HDAC3 zu binden.
Dieses in vitro translatierte, am N-Terminus verklrzte Protein wurde fur alle weiteren
Pulldown-Versuche verwendet. Frihere Pulldown-Analysen mit HDAC3 und der
trunkierten MAP Kinase 11, durchgefuhrt von Dr. Frank Landgraf und PD Dr. Ulrich
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Mahlknecht, konnten in dieser Arbeit bestatigt werden. Abb. 9 zeigt in Spur 1 den
Input [etwa 20 pg in vitro translatiertes, [**S]-markiertes (am N-Terminus verkiirztes)
MAPK11-Protein] sowie in Spur 2 den Pulldown von [*S]-MAPK11 mit dem GST-
Protein. Es ist keine Bindung der beiden Proteine aneinander zu beobachten. Spur 3
prasentiert den Pulldown des [**S]-MAPK11-Proteins mit dem GST-HDAC3-Protein.
Hier fand eine Bindung der Proteine aneinander statt, wie die Schwéarzung des Films
analog zu Spur 1 (Input) darstellt. Die Doppelbande zeigt die phosphorylierte bzw.
nicht-phosphorylierte Form der MAP Kinase.

== 355 MAP Kinase 11

Abbildung 9: Pulldown-Experiment mit dem Nachweis der Bindung von radioaktiver
MAPK11 an das HDAC3-Protein

Fur die Pulldown-Versuche wurden etwa 20 ug der Proteine GST bzw. GST-HDACS3
zusammen mit etwa 100 pg radioaktiv markiertem MAPK11-Protein Uber Nacht
inkubiert. Die Ansatze wurden gewaschen, erhitzt, und die von der Sepharose
gelosten Proteine auf ein SDS-Gel aufgetragen. Nach Trocknung des Gels wurde ein
Rontgenfilm aufgelegt, der nach einer Woche entwickelt wurde.

Die Abb. zeigt die Schwarzung eines Rontgenfilms durch die in vitro translatierte, mit
[**S]-Methionin markierte MAPK11 (am N-Terminus verkiirzt). In Spur 1 sind etwa
20 pg (1pl) des radioaktiv markierten MAPK11-Protein als Input aufgetragen. Spur 2
prasentiert den Pulldown zwischen dem [*S]-MAPK11-Protein und dem
Kontrollprotein (GST-Fusionsprotein), hier fand keine Bindung statt. Spur 3 zeigt die
positive Bindung zwischen dem [**S]-MAPK11-Protein und dem an GST-Sepharose
gebundenen HDAC3-Protein. In Spur 2 und 3 wurden jeweils etwa 30 pg der von der
GST-Sepharose gelosten Proteine aufgetragen. Die Doppelbande des Proteins zeigt
die phosphorylierte bzw. nicht-phosphorylierte Form der MAP Kinase.

Abkirzungen: HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; MAPK11 = MAP Kinase 11
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3.2.3 Untersuchungen zur Interaktionsdomane im HDAC3-Protein anhand von

Mutationsstudien

HDAC3 besitzt mehrere funktionelle Domé&nen und weist im C-Terminus einen
Bereich auf, der fur die Deacetylierung von Proteinen verantwortlich ist (AS 401-428).
N-terminal ist zwischen den Aminosauren 1 und 122 eine Oligomerisierungsdoméne
zu finden (Yang et al., 2002). Anhand der erzielten Pulldown-Ergebnisse sollte nun
untersucht werden, in welchem Bereich des HDAC3-Proteins die Interaktion mit der
MAP Kinase 11 stattfindet. Zu diesem Zweck wurden Mutagenese-PCRs
durchgefiihrt (s. 2.2.10) und im Plasmid pGEX-4T-3-HDAC3 an verschiedenen
Positionen die Basenabfolge geadndert. Dies flhrte in separaten Ansatzen in
verschiedenen Bereichen des HDAC3-Proteins zur Ausbildung von Stopcodons.
AulRerdem wurde an den Positionen AS 54 und AS 63 separat je eine Modifikation in
der Basenabfolge eingebracht, was zur Mutation der Aminosaure Serin zur AS Alanin
fuhrte. Damit sollte getestet werden, ob Mutationen dieser potenziellen
Phosphorylierungsstellen im HDAC3-Protein einen Einfluss auf die Bindung mit der
MAP Kinase 11 besitzen. Die aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden mit
radioaktiv markierter MAPK11 in Pulldown-Versuchen (s. 2.2.12) eingesetzt. Nach
Auswertung des Rontgenfilms konnte der Bereich der Interaktion von MAPK11 und
HDAC3 auf wenige Aminosauren im HDACS3-Protein eingegrenzt werden. Die
Ergebnisse sind in der folgenden Abb. 10 dargestellt. Sie weisen darauf hin, dass die
N-terminale Domane von HDAC3 an MAPK11 bindet. Der Bereich der Bindung von
MAPK11 an HDAC3 konnte hierbei zwischen Aminoséure 31 und 49 im HDACS3-
Protein nachgewiesen werden. Ferner wurde gezeigt, dass eine Mutation im HDAC3-
Protein von Serin zu Alanin in den Aminoséurepositionen 54 und 63 keinen Einfluss
auf die Bindung der MAPK11 an HDACS3 hat.
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Abbildung 10: Ubersicht tiber die Pulldown-Experimente mit radioaktiv markiertem
MAPK11-Protein und verschiedenen Mutationen bzw. Trunkationen des GST-
HDAC3-Proteins

Fur die Pulldown-Anséatze wurden etwa 100 pg [*S]-markierte MAPK11 mit etwa
20 ug des GST-Proteins bzw. mit 20 pg der GST-HDACS3-Fusionsproteine uber
Nacht inkubiert, anschlieend gewaschen und erhitzt. Etwa 30 pg der von der
Sepharose geldsten Proteine wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen, das Gel nach
Auftrennung der Proteine getrocknet und ein Rontgenfilm aufgelegt, der nach sieben
Tagen entwickelt wurde. Die Abb. zeigt die Schwarzung des Rontgenfilms durch die
unter Verwendung von [**S]-Methionin in vitro translatierte MAPK11 (N-terminal
trunkiert).

In Spur 1 und Spur 8 sind etwa 20 pg des radioaktiv markierten MAPK11-Protein als
Input aufgetragen. Spur 2 zeigt den Pulldown des in vitro translatierten MAPK11-
Proteins mit dem GST-Fusionsprotein, wobei keine Bindung nachgewiesen werden
konnte. Ebenfalls keine Bindung der Proteine wird in Spur 3 (Pulldown mit dem
MAPK11-Protein und dem GST-HDACS3-Protein, das bei AS 3 ein Stopcodon besitzt)
sowie Spur 4 (Pulldown zwischen dem MAPK11-Protein sowie dem GST-HDACS3-
Protein, das bei AS 31 ein Stopcodon aufweist) gezeigt. In Spur 5 ist der erste
Nachweis einer Bindung des radioaktiv markierten MAPK11-Proteins an das GST-
HDAC3-Protein, das ein Stopcodon in der Position AS 49 besitzt, zu finden. Das
MAPK11-Protein bindet auch an HDAC3, das bei AS 59 ein Stopcodon eingebaut hat
(Spur 6). In Spur 7 ist der Pulldown bzw. die Bindung zwischen dem MAPK11-
Protein und HDAC3 zu sehen, wobei die AS Serin in der Position 54 zu Alanin
mutiert wurde. Die Bindung von MAPK11 an HDAC3 (Serin mutiert zu Alanin in der
AS-Position 63) ist in Spur 9 gezeigt. Die weiteren Spuren zeigen den Pulldown
zwischen dem MAPK11-Protein und HDAC3, das in folgenden AS-Positionen
Stopcodons besitzt: AS 66 (Spur 10), AS 137 (Spur 11), AS 198 (Spur 12), AS 266
(Spur 13) und AS 331 (Spur 14). Spur 15 zeigt den Pulldown zwischen MAPK11 und
GST-HDACS3 (,Volle-Lange“-Protein; diese Spur entspricht Spur 3 in Abb. 9).

Die Doppelbande des Proteins reprasentiert die phosphorylierte bzw. nicht-
phosphorylierte Form der MAP Kinase.

Abkirzungen: HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; MAPK11 = MAP Kinase 11
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3.2.4 Nachweis der Interaktion von MAP Kinase 11 und HDACS3 in vivo mittels

Immunprazipitation

Ein weiteres Ziel dieses Forschungsvohabens bestand darin, eine moégliche Bindung
von MAP Kinase 11 und HDACS in vivo zu untersuchen, da beim Pulldown durch die
prokaryotische Proteinsynthese andere Interaktionsbedingungen gegeben sein
konnen als im eukaryoten Organismus. Die Expression eines rekombinanten
Proteins in Bakterien (z.B. E. coli) fuhrt zur Isolierung einer grof3en Proteinmenge.
Allerdings ist dabei zu beachten, dass Bakterien nicht bzw. kaum in der Lage sind,
ein gebildetes Protein posttranslational zu modifizieren (z.B. zu glykosylieren). Da die
Modifikation eines Proteins dessen Sekundarstruktur beeinflusst, kann dies in
Prokaryoten und Eukaryoten zu einer unterschiedlichen Faltung des Proteins fuhren
(Baneyx, 1999). Daher wurde die Interaktion der Proteine HDAC3 und MAPK11 in
eukaryotischen Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden Immunprézipitationen
(IP) mit Zelllysaten aus COS-7- und U937-Zellen durchgefuhrt (s. 2.2.15.10), die
zuvor mit den Plasmiden pcDNA3.1-HDAC3 und pcDNA3.1-MAPK11 transfiziert
worden waren. Die COS-7-Zellen wurden mit der DEAE-Dextran-Methode transfiziert
(s. 2.2.15.5), wahrend die U937-Zellen elektroporiert wurden (s.2.2.15.4). Als
Kontrolle fir eine endogene Proteinexpression wurden COS-7-Zellen ohne
Transfektion fur die Immunpréazipitationen verwendet. Es zeigte sich, dass in beiden
Zelllinien eine Bindung von HDAC3 und MAPK11 aneinander nachweisbar war. In
Abb. 11 ist eine Immunprazipitation gezeigt, bei der COS-7- (Teil A) sowie U937-
Zellen (Teil B) mit HDAC3 und MAPK11 transfiziert worden waren. Als Kontrollen fur
die IP wurden nicht immunisierte Seren verwendet. Dabei war bei jedem positiven
Ansatz (jeweils rechte Spur) eine Bindung der beiden Proteine zu sehen, wahrend in
der Negativkontrolle (jeweils linke Spur) keine Interaktion zu beobachten war. Die
Versuchsansétze mit nicht transfizierten COS-7-Zellen stellen das gleiche Ergebnis
dar (ohne Abb.). Die Doppelbande der MAPK11 zeigt die phosphorylierte bzw. nicht-
phosphorylierte Form der Kinase.
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Abbildung 11: Nachweis der Bindung von MAPK11 und HDAC3 durch
Immunpréazipitation

Teil A: IP mit COS-7-Zellen; Teil B: IP mit U937-Zellen. Die Spuren 1 bis 4 stellen die
IP aus transfizierten COS-7 bzw. U937-Lysaten mit 2,5 pg HDAC3-Antikorper dar,
wobei der Western Blot mit anti-MAPK11 durchgefuhrt wurde. Spuren 5 bis 8 zeigen
den umgekehrten Ansatz, wobei die Lysate mit 2,5 pg MAPK11-Antikorper inkubiert
wurden und der Western Blot mit anti-HDAC3 durchgefuhrt wurde. Die Kontrollen bei
der Immunprézipitation (,Kontrolle* in den Spuren 1, 3, 5 und 7) wurden mit nicht-
immunisierten Seren angesetzt: In der IP mit HDAC3-Antikbrper mit einem Serum
aus Kaninchen, in der IP mit MAPK11-Antikbrper mit einem Serum aus Ziege.

Die Spuren 2, 4, 6 und 8 (,a-HDAC3* bzw. ,a-MAPK11") zeigen die
Immunpréazipitation, bei der die Bindung zwischen HDAC3 und MAPK11
nachgewiesen wurde. Pro Spur wurden 20 pg Protein aufgetragen.

Die Immunprazipitation in nicht-transfizierten COS-7-Zellen zeigt im Western Blot das
gleiche Ergebnis wie die transfizierten COS-7-Zellen (ohne Abb.).

Abkirzungen: a- HDAC3 = anti-HDACS3; a- MAPK11l = anti-MAPK11; HDAC3 =

Histon-Deacetylase 3; IP = Immunprézipitation; kDA = Kilodalton; MAPK11 = MAP
Kinase 11
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3.2.5 Untersuchung der Interaktion von HDAC3 und MAPK11 in vivo mit dem

Mammalian Two Hybrid-Assay

Mit dem CheckMate® Mammalian Two Hybrid System (s. 2.2.15.6) kdnnen Protein-
Protein-Interaktionen in vivo untersucht werden. Neben der Immunprazipitation stellt
das Mammalian Two Hybrid System eine weitere Mdglichkeit zur Identifizierung bzw.
Bestatigung von Proteinbindungen dar. Ein Vorteil dieser Methode liegt darin, dass
es durch Positivkontrollen mdglich wird, den Erfolg der Transfektion nachzuweisen.
AuBerdem ist durch die Negativkontrollen gewahrleistet, dass keine falsch positiven
Ergebnisse fir Proteininteraktionen erzielt werden. Die Untersuchung von
Proteininteraktionen ist bei diesem System nicht auf eine Zelllinie beschrankt,
sondern es wurde gezeigt, dass diese Methode in fiuinf verschiedenen Zelllinien
erfolgreich durchgefihrt werden kann (s. 2.2.15.6).

Das Grundprinzip dieses Systems liegt darin, dass durch die Bindung zweier
Proteine ein Reportergen, in diesem Fall die Firefly Luciferase (Photinus pyralis),
aktiviert wird. Die zu transfizierenden Plasmide besitzen spezielle Doméanen, die
auch in Transkriptionsfaktoren gefunden werden: 1) Eine DNA-Bindungsdoméne, die
an eine spezifische DNA-Sequenz bindet, und 2) eine Transkriptions-
Aktivierungsdomane, die mit der Transkriptionsmaschinerie interagiert. Der
verwendete Vektor pBIND hat eine GAL4-DNA-Bindungsdomane, wéahrend das
Plasmid pACT eine transkriptionelle VP16-Aktivierungsdoméne aufweist. Beide
Plasmide werden zusammen mit dem Vektor pG5luc in eukaryote Zellen transfiziert
(s. 2.2.15.5). Der Vektor pG5luc besitzt funf GAL4-Bindungsstellen im Bereich der
TATA-Box, die sich ,oberhalb“ des Firefly Luciferase-Gens befindet. Die cDNAs von
HDAC3 und MAPK11 wurden in diese Plasmide einkloniert (Expressionsplasmide:
pBIND-HDAC3 sowie pACT-MAPK11). Als Negativkontrolle wurden die jeweiligen
Leervektoren eingesetzt. Aul3erdem wurde eine Positivkontrolle mit den Plasmiden
pACT-MyoD und pBIND-Id verwendet. pBIND besitzt GAL4:Id- und pACT weist
VP16:MyoD-Fusionsproteine auf. Es wurde bereits nachgewiesen, dass diese beiden
Proteine in vivo exprimiert werden und interagieren (Finkel et al., 1993). Abb. 12
zeigt schematisch die eingesetzten Plasmide fir den Mammalian Two Hybrid-Assay.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der im Mammalian Two Hybrid-Assay
verwendeten Plasmide

Der Vektor pG5luc stellt mit seinen fiinf GAL4-Bindungsstellen das Reporterplasmid
dar. Die Vektoren pBIND (mit DNA-Bindungsstelle) und pACT (mit Transkriptions-
Aktivierungsdoméane) wurden als Negativkontrolle verwendet. Als Positivkontrolle
wurden die Vektoren pACT-MyoD und pBIND-Id eingesetzt. Die Expression der
Firefly Luciferase wurde 48 h nach der Transfektion in den Lysaten gemessen.

Abkirzungen: HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; Luc = Luciferase; MAPK11 = MAP
Kinase 11

3.2.6 Messung der Firefly Luciferaseexpression in COS-7-Zellen nach
Transfektion mit Plasmiden des Mammalian Two Hybrid Systems

Der Mammalian Two Hybrid-Assay dient zum Nachweis von Proteininteraktionen in
vivo. Nach Transfektion der oben aufgefuhrten Plasmide in COS-7-Zellen wurde
nach 48 h die Expression der Firefly Luciferase mit dem Dual-LuciferaseO Reporter
Assay System (s. 2.2.15.7) gemessen. Mit dieser Methode konnte ebenfalls eine
Bindung von HDAC3 und der MAPK11 nachgewiesen werden. Durch den Abgleich
der Luciferaseexpression auf den Proteingehalt der jeweiligen Lysate (,Relative
Luciferaseexpression®) wurden vergleichbare Bedingungen fur die Auswertung des
Versuchs geschaffen. Die folgende Abb. 13 zeigt die Auswertung eines Luciferase-
Assays. Dargestellt sind die Durchschnittswerte aus drei Ansatzen.

85



Ergebnisse

70000

60000 -

50000 -

40000 -

30000 -

20000 -

Relative Luciferase Expression
(Luciferase/Proteinmenge)

10000

pG5-Luc + + + + +

pBIND-HDAC3 - - + +

pACT-MAPK11 - - + - +

pACT-MyoD - +

pBIND-Id - +

pACT +

pBIND +

Abbildung 13: Auswertung eines Mammalian Two Hybrid-Luciferase-Assays

COS-7-Zellen wurden mit Plasmiden des Mammalian Two Hybrid-Assays transfiziert.
Nach 48 h wurden Lysate hergestellt, die Luciferaseexpression der Zelllysate wurde
anschlieBend im Luminometer bestimmt. Ansatz 1: Luciferaseexpression der
Negativkontrolle (Transfektion von pBIND + pACT + pG5luc): Das Reportergen wird
schon in einem gewissen Grundniveau exprimiert. Ansatz 2: Der Messwert der
Positivkontrolle (Transfektion von pBIND-Id + pACT-MyoD + pGb5luc) steigt im
Vergleich zur Negativkontrolle um mehr als das Zehnfache an. Ansatz 3 stellt die
Luciferaseexpression nach Transfektion von MAPK11 und HDAC3 sowie pG5luc dar;
durch die Transfektion der Expressionsplasmide pBIND-HDAC3 sowie pACT-
MAPK11 zusammen mit pG5luc zeigt die im Vergleich zur Negativkontrolle vierfach
erhohte Firefly Luciferaseexpression eine Bindung der Proteine HDAC3 und MAP
Kinase 11 an. Die Ansatze 4 und 5 weisen darauf hin, dass eine alleinige
Transfektion von HDAC3 (Ansatz 4) oder MAPK11 (Ansatz 5) zusammen mit dem
Vektor pG5Sluc eine ahnlich niedrige Luciferaseexpression hervor ruft wie die
Negativkontrolle. Relative Luciferaseexpression heil3t, dass die Expression auf den
Proteingehalt der Proben bezogen wurde. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung wieder (N=3).

Abkirzungen: HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; Luc = Luciferase; MAPK11 = MAP
Kinase 11
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3.3 Untersuchungen zum Signaltransduktionsweg der MAPK11l mit der
PathDetect-Methode

Weiterhin sollte geprift werden, ob die Bindung von HDAC3 einen Einfluss auf die
Signalweiterleitung der MAP Kinase 11 besitzt. Dazu wurde das PathDetect® in vivo
signal transduction pathway trans-reporting system der Firma Stratagene eingesetzt,
mit dem Signaltransduktionswege nédher untersucht werden koénnen. Hierbei wird
(&hnlich wie im Mammalian Two Hybrid System) nach einer Plasmid-Transfektion in
COS-7-Zellen die Expression eines Luciferase-exprimierenden Reportergens
gemessen. Beim PathDetect-System werden Signalwege untersucht, wahrend beim
Mammalian Two Hybrid vorwiegend Protein-Protein-Interaktionen nachgewiesen
werden. Die folgende Abb. 14 zeigt schematisch die fur die Transfektion des
PathDetect-Versuchs verwendeten Plasmide.

Reporter- PFR-Luc CMV - -
Plasmid 5XGAL4 mmm TATA Firefly-Luciferase

DNA3.1-HDA MV
i - DNA3.1-
Expressions- ) peDNASLMAPKLL CMV
Plasmide

PFA-ATF2 CMV I -
— ATF2

GAL4
Positiv- -
e S
kontrolle
Negativ- pFC2-dbd CMV

Kontrolle

Abbildung 14: Schematische Darstellung der fir die PathDetect-Analyse
verwendeten Plasmide

Fur die Negativkontrolle wurden die Plasmide pFR-Luc, pFA-ATF-2 und pFC2-dbd
transfiziert, fur die Positivkontrolle pFR-Luc + PpFA-ATF-2 + pFC-MEKS.
Expressionsplasmide: HDAC3, MAPK11 sowie der Transkriptionsfaktor ATF-2. Im
PathDetect-Versuch wurde das Reporterplasmid pFR-Luc bei jeder Transfektion
ebenfalls transfiziert. Die Luciferaseexpression wurde im Lysat gemessen.

Abklrzungen: ATF-2 = activating transcription factor 2; HDAC3 = Histon-Deacety-
lase 3; Luc = Luciferase; MAPK11 = MAP Kinase 11; MEK3 = MAP Kinase Kinase 3
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3.3.1 Messung der Firefly Luciferaseexpression in COS-7-Zellen nach

Transfektion mit Plasmiden des PathDetect-Systems

Das PathDetect® in vivo signal transduction pathway trans-reporting system ist fiir
eine schnelle und spezifische Bestimmung der Aktivierung eines Transkriptions-
faktors in vivo sowie fur eine Untersuchung von Signaltransduktionswegen geeignet.
Im PathDetect-Experiment sollte untersucht werden, inwieweit sich die Aktivitat des
MAPK11-abh&ngigen Transkriptionsfaktors ATF-2 in An- und Abwesenheit von
HDAC3 bzw. MAPK11 andert. Damit kdnnte ein mdglicher Einfluss von HDAC3 auf
den MAP Kinase-Signalweg aufgezeigt werden. ATF-2 wird durch die MAP Kinase
phosphoryliert und damit aktiviert (Enslen et al., 1998; Kawasaki et al., 2000).

In diesem Versuch konnte nachgewiesen werden, dass HDAC3 die Aktivitdt von
ATF-2 in Anwesenheit der Kinase vermindern kann. Durch Uberexpression der MAP
Kinase wird auch die Aktivitat des nachgeschalteten Transkriptionsfaktors ATF-2
erhoht. HDAC3 ist in der Lage, diesen Effekt aufzuheben, d.h. die Luciferase-
expression sinkt in Anwesenheit von HDAC3. Dabei wirkt HDAC3 nicht direkt auf
ATF-2, denn eine gleichzeitige Expression von HDAC3 und ATF-2 verringert nicht
die Aktivitat von ATF-2. HDACS fuhrt den inhibitorischen Effekt dagegen uUber die
MAPK11 aus und hat moglicherweise keine direkt hemmende Wirkung auf die
Aktivitat von ATF-2. Als Negativkontrolle wurden mit der DEAE-Dextran-Methode die
Plasmide pFC2-dbd, pFA-ATF-2 und pFR-Luc transfiziert, die Positivkontrolle
bestand aus den Plasmiden pFC-MEK3, pFA-ATF-2 und pFR-Luc. Der Kinase-
Inhibitor SB202190 wurde in einer Konzentration von 100 pM eingesetzt und hemmt
die Luciferaseexpression sowohl in An- als auch in Abwesenheit von HDAC3. Abb.
15 =zeigt die Auswertung eines PathDetect-Versuchs. Dargestellt sind die

Durchschnittswerte aus drei Ansatzen.
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Abbildung 15: Auswertung eines PathDetect-Luciferase Assays

Die in der Tabelle aufgefihrten Plasmide wurden in verschiedenen Kombinationen
mit der DEAE-Dextran-Methode in COS-7-Zellen transfiziert. Nach 48 h wurde die
Luciferaseexpression in den Lysaten bestimmt. Ansatz 1: Die Positivkontrolle
bestand aus den Plasmiden pFC-MEKS, pFA-ATF-2 und pFR-Luc und zeigt eine
hohe Luciferaseexpression. Die Negativkontrolle (Ansatz 5) mit den Plasmiden
pFC2-dbd, pFA-ATF-2 und pFR-Luc weist wie die anderen Kontrollen (Ansétze 2 bis
4) eine geringe Expression an Luciferase auf. Ansatz 6: HDAC3 nimmt nicht direkten
Einfluss auf ATF-2. Der Transkriptionsfaktor ATF-2 ist im Signalweg der MAP Kinase
nachgeschaltet und wird durch diese aktiviert (Ansatz 7). Die Expression der
Luciferase durch die Aktivierung von ATF-2 wird durch die Anwesenheit von HDAC3
auf etwa 20% gemindert (Ansatz 8). Ansatz 9: Die Luciferaseexpression ist auch
niedrig, wenn die MAP Kinase durch einen Inhibitor (SB202190) gehemmt wird.
Ansatz 10: Wird die Aktivitat der MAP Kinase durch SB202190 inhibiert, fallt die
Luciferaseexpression auch in diesem Ansatz weiter ab. Ansatz 11: HDAC3 ist in der
Lage, die Luciferaseexpression der Positivkontrolle (Ansatz 1) Uber den Einfluss auf
MEKS auf etwa 20% zu verringern. Der Kinase-Inhibitor SB202190 wurde in einer
Konzentration von 100 pM eingesetzt. Relative Luciferaseexpression heift, dass die
Expression auf den Proteingehalt der Proben bezogen wurde. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung wieder (N=3).

Abkilrzungen: ATF-2 = activating transcription factor 2; HDAC3 = Histon-Deacetylase
3; Luc = Luciferase; MAPK11 = MAP Kinase 11; MEK3 = MAP Kinase Kinase 3;
SB202190 = Kinase-Inhibitor
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3.3.2 Messung der Firefly Luciferaseexpression in COS-7-Zellen nach

Transfektion einer HDAC3-spezifischen siRNA im PathDetect-System

Der Einfluss von HDAC3 auf den Transkriptionsfaktor ATF-2 und damit auf die
nachgeschaltete Luciferaseexpression wurde in einem weiteren PathDetect-
Experiment untersucht. Hierbei wurde zuséatzlich eine Hemmung der HDACS3-
Expression durch die Transfektion einer HDACS3-spezifischen siRNA (small
interfering RNA) hervorgerufen (s. 2.2.15.8). Als Negativkontrolle wurde mit der
DEAE-Dextran-Methode eine siRNA transfiziert, die nicht gegen HDAC3 gerichtet
war. siRNAs werden als 21-23 Basenpaare grof3e Doppelstrange synthetisiert.
Werden sie in Zellen transfiziert, konnen sie posttranslational zur Unterdriickung der
Expression der Gene fuhren, gegen die sie gerichtet sind (Holen et al., 2002; Sui et
al., 2002; Tuschl, 2001). Die weiteren Plasmide wurden bereits in Abb. 14
beschrieben. Nach Messung der Lysate im Luciferaseassay (s. 2.2.15.7.) ergaben
sich folgende Ergebnisse: Die Positivkontrolle in Ansatz 5 bestand wie in Abb. 15 aus
den Plasmiden pFC-MEK3, pFA-ATF-2 und pFR-Luc und zeigt eine hohe
Luciferaseexpression. Die Ansatze 1 bis 4 stellen negative Kontrollen dar, d.h. hier
ist kein groRRerer Einfluss auf die Luciferaseexpression zu sehen. Bei Ansatz 6
ergaben sich ahnliche Werte wie in Abb. 15, d.h. auch hier wird die Bindung von
ATF-2 an die MAP Kinase durch eine erhdhte Luciferaseexpression angezeigt. Der
hemmende Einfluss von HDACS3 ist in Ansatz 7 dargestellt. Wird nun eine siRNA
transfiziert, die nicht gegen HDAC3 gerichtet ist (Ansatz 8), ist eine ahnliche
Expression zu sehen wie in Ansatz 7. Wird dagegen eine siRNA, die gegen die
HDAC3-mRNA gerichtet ist, transfiziert, verringert sich der hemmende Einfluss von
HDAC3 auf die ATF-2-Aktivitat, d.h. die Luciferaseexpression steigt durch die
Hemmung von HDAC3 stark an (Ansatz 9). Wie auch in Abb. 15 sinkt die Aktivitat
der MAP Kinase und damit auch die Luciferaseexpression durch den Einsatz des
Kinase-Inhibitors SB202190, der in einer Konzentration von 100 pM eingesetzt
wurde. Die folgende Abb. 16 zeigt den PathDetect Luciferase-Assay, bei dem durch
die Hemmung der HDACS3-Expression durch Transfektion mit HDAC3-siRNA die
Repression der Aktivitat von ATF-2 aufgehoben wird.
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Abbildung 16: Auswertung eines PathDetect-Luciferase-Assays nach Transfektion
von siRNA und HDAC3-siRNA

COS-7-Zellen wurden mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert und die
Luciferaseexpression nach 48 h in den Lysaten gemessen. Ansatz 1, 2 und 3 zeigen
die niedrige Luciferaseexpression nach der Transfektion einzelner Plasmide. In
Ansatz 4 wird der Effekt von HDAC3 auf die ATF-2-Aktivitdt ohne Einfluss der MAP
Kinase dargestellt. Die Positivkontrolle zeigt eine hohe Luciferaseexpression (Ansatz
5). Die Bindung von ATF-2 und der MAP Kinase ist in Ansatz 6 dargestellt. Durch
den Einfluss von HDAC3 wird die Luciferaseexpression im Vergleich zu Ansatz 6
stark reduziert (Ansatz 7). Wird zu den Plasmiden von Ansatz 7 noch eine Kontroll-
siRNA mit transfiziert, steigt die Luciferaseexpression etwas an (Ansatz 8). Wird eine
SiRNA, die gegen HDAC3 gerichtet ist, mit transfiziert (Ansatz 9), wird die
Repression der ATF-2-Aktivitdt aufgehoben, und die Luciferaseexpression steigt
noch uber den Wert der Positivkontrolle. Der Einsatz von SB202190, einem Kinase-
Inhibitor, hebt die Bindung auf und fuhrt zu einer geringen Luciferaseexpression
(Ansatz 10). Die Expression der Luciferase wurde auf den Proteingehalt bezogen
(Relative Luciferaseexpression). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
(N=3).

Abkilrzungen: ATF-2 = activating transcription factor 2; HDAC3 = Histon-Deacetylase
3; Luc = Luciferase; MAPK11 = MAP Kinase 11; SB202190 = Kinase-Inhibitor; sSiRNA
= small interfering RNA; siRNA HDAC3 = gegen HDAC3 gerichtete siRNA
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3.3.3 Einfluss der HDAC3-Deacetylasedoméne auf die Luciferaseexpression
im PathDetect-Experiment

In Abb. 10 wurde gezeigt, dass die Bindung zwischen der MAPK11 und HDAC3 im
N-terminalen Bereich des HDAC3-Proteins statt findet. Um zusatzlich zu klaren,
welche Doméane von HDAC3 den hemmenden Einfluss auf die ATF-2-Aktivitat besitzt
(s. Abb. 15), wurde mit der Mutagenese-PCR (s. 2.2.10) in das Plasmid pcDNA3.1-
HDAC3 bei Aminosdure 401 ein Stoppcodon eingebaut. Dadurch wird die
Deacetylasedoméne, die sich im Bereich der Aminoséauren 401-428 befindet (Yang
et al.,, 2002), nach der Transfektion nicht mehr exprimiert. Durch die fehlende
Deacetylasedoméne von HDAC3 wird die Aktivitat von ATF-2 gesteigert (Abb. 17).
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Abbildung 17: Darstellung eines Luciferase-Assays: Der Einfluss von HDAC3 ohne
Deacetylasedomane auf die Luciferaseexpression wird gezeigt

COS-7-Zellen wurden mit den jeweiligen Plasmiden transfiziert und die Luciferase-
expression nach 48 h in den Lysaten gemessen. Ansatz 1: Luciferaseexpression
nach Transfektion von pFR-Luc und ATF-2. Wird die MAPK11 Uberexprimiert, steigt
die Luciferaseexpression an (Ansatz 2). Ansatz 3: Die fehlende Deacetylasedoméane
von HDACS3 steigert die Aktivitat von ATF-2 und damit die Expression der Luciferase.
Ansatz 4: Die fehlende Deacetylasedoméne erhoht die Luciferaseexpression ohne
Uberexpression von MAPK11. Die Luciferaseexpression wurde auf den Proteingehalt
des Lysats bezogen (,Relative Luciferaseexpression®). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung (N=3).

Abklrzungen: ATF-2 = activating transcription factor 2; « DEAC = fehlende

Deacetylasedomane in HDAC3; HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; MAPK11 = MAP
Kinase 11; Luc = Luciferase
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3.4 Verminderung der HDAC3-Proteinmenge nach Transfektion von HDACS3-
SiRNA in U937- und COS-7-Zellen

In Abb. 16 ist dargestellt, dass eine Verminderung der HDAC3-Proteinmenge zu
einer erhohten ATF-2-Aktivitat fuhrt. Um den Effekt der HDAC3-siRNA in vivo
nachzuweisen, wurden U937- und COS-7-Zellen entweder ohne DNA, mit siRNA
oder mit HDAC3-siRNA transfiziert. Die Lysate wurden mittels einer Western Blot-
Analyse (s. 2.2.17.4) untersucht. Als Kontrolle fir den HDAC3-Antikdrper wurde ein
HDACS3-Eluat aus SF9-Insektenzellen aufgetragen. Die spatere Inkubation der Blots
mit dem Tubulin-Antikorper zeigte, dass pro Spur gleiche Proteinmengen pipettiert
worden waren. Durch die Transfektion von HDAC3-siRNA konnte die Protein-
expression von HDAC3 in U937- und COS-7-Zellen reduziert werden (Abb. 18).
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Abbildung 18: Die HDACS3-Proteinmenge in U937- und COS-7-Zellen wird durch
Transfektion einer HDAC3-siRNA verringert

U937- und COS-7-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. 48 h
nach Transfektion wurden je 20 pug Protein aus U937- (Abb. Teil A) sowie COS-7-
Zellen (Abb. Teil B) auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Blots wurden mit einem
HDAC3-Antikorper inkubiert (oberer Teil von Abb. A und B). Dabei zeigt sich eine
gleichmaliige HDAC3-Expression, wenn keine DNA (Spur ,Kontrolle ohne DNAY)
oder siRNA, die nicht speziell gegen HDAC3 gerichtet war (Spur ,SiRNA*) transfiziert
wurden. Wird dagegen eine gegen HDAC3 gerichtete siRNA transfiziert (Spur
,SIRNA HDAC3"), verringert sich die HDAC3-Proteinmenge in vivo. Als Kontrolle fur
den HDAC3-Antikdrper wurde ein aus SF9-Zellen aufgereinigtes HDAC3-Protein
aufgetragen (Spur ,HDAC3-Eluat SF9*). Der Tubulin-Antikdrper (,a-Tubulin®) diente
zur Kontrolle, dass bei den transfizierten Zellen in jeder Spur gleiche Proteinmengen
aufgetragen wurden (unterer Teil von Abb. A und B).

Abkirzungen: a = anti (Antikdrper); HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; kDa =
Kilodalton; SF-9 = SF-9-Insektenzellen; siRNA = small interfering RNA
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Eine sterile Handhabung von siRNA ist wichtig fur ein optimales Transfektions-
ergebnis, da siRNA wie RNA sehr anfallig gegen RNasen ist. Daher wurde die
Transfektion von siRNA in COS-7- und U937-Zellen als Kontrolle genutzt, ob die
SsiRNA nach der Transfektion in der Zelle stabil bleibt und ihren hemmenden Effekt
auf die HDACS3-Proteinexpression austiben kann. Mit diesem Versuch (Abb. 18)
konnte in vivo nachgewiesen werden, dass die HDAC3-Proteinmenge durch die
Transfektion der HDAC3-siRNA reduziert wird.

3.5 Einfluss von HDAC3 auf den Phosphorylierungsstatus verschiedener

Proteine

3.5.1 Messung des Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase 11 in vitro
mittels Kinase Assay

MAP Kinasen werden von tUbergeordneten Kinasen phosphoryliert und damit aktiviert
(Enslen et al., 1998). Bisher konnte ein inhibitorischer Effekt von HDAC3 auf die
Aktivitdt des Transkriptionsfaktors ATF-2, der der MAPK11 nachgeschaltet ist,
aufgezeigt werden. In den folgenden Experimenten sollte daher untersucht werden,
ob HDACS3 einen Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus der MAPK11 hat. Ein
moglicher Einfluss der Bindung von HDAC3 an die MAPK11 wurde zuerst in einem
radioaktiven Kinase Assay (s.2.2.14) untersucht. Mit dieser Methode konnte der
Phosphorylierungsstatus der MAPK11 in An- und Abwesenheit von HDAC3 in vitro
Uberpruft werden. Es zeigte sich, dass der Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase
11 in Anwesenheit von HDAC3 vermindert wurde, wie die reprasentative Auswertung
eines Kinase Assays in Abb. 19 darstellt.
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Abbildung 19: Auswertung eines radioaktiven Kinase Assays

Die Abb. zeigt reprasentativ die Auswertung eines Kinase Assays. Die unter
Verwendung von nicht-radioaktivem Methionin in vitro transkribierten und
translatierten Plasmide pcDNA3.1, pcDNA3.1-HDAC3 und pcDNA-MAPK11 wurden
in verschiedenen Kombinationen unter Zugabe von [g-*P]-ATP fiir 30 min bei 30°C
inkubiert. Das Plasmid pcDNA-MAPK11 wurde unter Verwendung von biotinylierter
tRNA in vitro transkribiert und translatiert, wobei das translatierte MAP Kinase
Protein das Peptidsubstrat darstellte.

Nach der Inkubation wurden Stopldsung sowie Avidin zu den Ansatzen gegeben. Die
Reaktionsprodukte wurden auf eine mit Streptavidin beschichtete Membran
Uberfiihrt, die Anséatze gewaschen und die auf der Membran der Saule verbliebene
Radioaktivitat im b-Szintillationszéhler gemessen. Der Kontrollansatz links zeigt die
Menge an gebundenem *P-ATP, wenn nur der Leervektor pcDNA3.1 in vitro
transkribiert und translatiert und im Kinase Assay eingesetzt wurde. Der mittlere
Ansatz stellt den Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase dar. Wird HDAC3
zusammen mit der MAPK11l inkubiert (Ansatz rechts), sinkt die Menge des
gebundenen *P-ATPs auf den Wert des Kontrollansatzes, d.h. in Abwesenheit von
HDACS3 ist der Phosphorylierungsstatus der MAPK11 am hochsten.

Abklrzungen: cpm = counts per minute (Z&hlungen pro Minute im

Szintillationszahler); biotin. = biotinyliert, HDAC3 = Histon-Deacetylase 3, MAPK11 =
MAP Kinase 11
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3.5.2 Verminderung des MAP Kinase-Phosphorylierungsstatus in vivo durch
HDAC3

Im Kinase Assay konnte gezeigt werden, dass der Phosphorylierungsstatus der MAP
Kinase 11 in Anwesenheit von HDAC3 vermindert ist (Abb. 19). Nun sollte gepruft
werden, ob dies auch in einer Zelllinie, d.h. in vivo, der Fall ist. Da in vivo andere
Bedingungen zu finden sind als in einem in vitro-Versuch, kann von den Ergebnissen
des Kinase Assays nicht unbedingt auf die Gegebenheiten in der Zelle geschlossen
werden. MAP Kinasen, die vermindert phosphoryliert werden, besitzen damit einen
geringeren Aktivitatsgrad. Eine mogliche Uberexpression von HDAC3 kann einen
Einfluss auf die Signalweiterleitung in der Zelle haben. Fir diesen in vivo-Versuch
wurde die humane Histiozytom-Zelllinie U937 verwendet. U937-Zellen exprimieren
endogen die MAP Kinase sowie HDAC3 und sind fuir diese Versuche geeignet, weil
die Expression der endogenen MAP Kinase durch die Gabe von Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierbar ist. Ebenso wird der Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase
durch LPS erhoéht (Goh et al., 2000; Han et al., 1994).

Daher wurden U937-Zellen nach der Transfektion (s. 2.2.15.4) und der Inkubation mit
GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierungs-Faktor) mit  LPS
stimuliert (s. 2.2.15.3). Die Lysate wurden in einer Western Blot-Analyse (s. 2.2.17.4)
auf ihre Expression an phosphorylierter MAP Kinase 11 untersucht. Parallel dazu
wurde die Bandenintensitdt auf dem Western Blot mit dem Computerprogramm
.rotalLab“ ermittelt und die Werte in einer Tabelle dargestellt. Abb. 20 zeigt die
relative Phosphorylierung der MAP Kinase 11 (oberer Teil) sowie die mittels
Antikorper detektierte Menge an phosphorylierter MAP Kinase 11 in den
verwendeten Zelllysaten (unterer Teil). Die phosphorylierte MAPK11 wird in beiden
Ansatzen (ohne HDAC3 bzw mit HDAC3-Uberexpression) in einem Grundniveau
exprimiert (0O min), steigt nach 7 min etwas an und erreicht nach 14 min ein
Maximum. Nach 21 min ist der Ausgangswert etwa wieder erreicht. Wichtig ist, dass
der Phosphorylierungsstatus der MAPK11 bei Uberexpression von HDAC3 im
Vergleich zur Kontrolle in allen vier Ansatzen (weil3e Balken) vermindert ist.
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Abbildung 20: Darstellung des relativen Phosphorylierungsstatus von LPS-
stimulierten U937-Zellen mittels Computerprogramm ,TotalLab® (oben) sowie
Western Blot derselben U937-Lysate nach Inkubation mit dem anti-phospho-
MAPKZ11-Antikorper (unten)

Die Abb. zeigt reprasentativ den relativen Phosphorylierungsstatus von transfizierten
U937-Zellen. U937 wurden mit Leervektor (pcDNA3.1) oder mit HDAC3 (pcDNA3.1-
HDAC3) transfiziert und nach 24 h mit 10 ng/ml GM-CSF stimuliert. Nach 48 h
wurden die U937 mit 1 pg/mlLipopolysaccharid (LPS) inkubiert und zu
verschiedenen Zeitpunkten geerntet (7, 14 und 21 min). Als Kontrolle wurden U937
ohne LPS inkubiert (O min). Je 20 pg Protein wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen
und die Banden im Western Blot mit einem Antikorper gegen phosphorylierte MAP
Kinase detektiert (,a-phospho-MAPK11“ unten). Die im Western Blot nachgewie-
senen Banden wurden mit dem Programm ,TotalLab* auf Grund ihrer Intensitat in
Relation zueinander gesetzt und die relative Expression von phosphorylierter MAP
Kinase anhand der Balken dargestellt (oben). Schwarze Balken: Transfektion mit
pcDNA3.1, weil3e Balken: Transfektion mit pcDNA3.1-HDACS3.

Abkirzungen: a- phospho = anti-phospho; GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-Stimulierungs-Faktor HDAC3 =  Histon-Deacetylase 3; LPS =
Lipopolysaccharid; MAPK11 = MAP Kinase 11

3.5.3 Verminderung des Phosphorylierungsstatus von ATF-2 in vivo durch
HDAC3

Durch die Aktivierung der MAP Kinase wird eine Phosphorylierung und damit eine
Erhohung der Aktivitat des Transkriptionsfaktors ATF-2 erreicht (Ouwens et al.,
2002). Um einen Effekt bei Uberexpression des HDAC3-Proteins auf die Aktivierung
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von ATF-2 zu zeigen, wurden U937-Zellen entweder mit Leervektor oder mit HDAC3
transfiziert. Die Lysate aus LPS-stimulierten U937-Zellen wurden in einer Western
Blot-Analyse (s. 2.2.17.4) untersucht. Der Phosphorylierungsstatus von ATF-2 wurde
ebenso wie der von MAPK11 (s. Abb. 20) durch die Uberexpression von HDAC3
reduziert (oberer Teil der folgenden Abb. 21). Um einen internen Vergleich der
Proteinexpression aller Lysate zu haben, wurden die zuvor im Western Blot
verwendeten Membranen nach Entfernen des HDAC3-Antikérpers mit neuem
Tubulin-Antikorper inkubiert. Tubulin wurde hier als Abgleich genutzt, um zu
gewahrleisten, dass jeweils gleiche Proteinmengen pro Spur aufgetragen worden
waren. Der untere Teil der Abb. 21 zeigt die mit Tubulin-Antikorper inkubierten Blots.

Inkubation mit

LPS (min) 0 7 14 21
pHDAC3 - + - + - + - +
-64 kDa
a-phospho- i S I S A —— .50 kDa
ATF-2
. -64 kDa
a-Tubulin _50 KkDa

Abbildung 21: Phosphorylierungsstatus von ATF-2 in LPS-stimulierten U937-
Zelllysaten nach Transfektion von Leervektor oder HDAC3

U937-Zellen wurden mit pcDNA3.1 oder pcDNA3.1-HDAC3 transfiziert. Nach 24 h
wurden die Zellen mit 10 ng/ml GM-CSF stimuliert, nach 48 h mit 1 pg/ml LPS
inkubiert und nach verschiedenen Zeitpunkten (7, 14 und 21 min) Lysate hergestellt.
Als Kontrolle wurden transfizierte U937 ohne LPS lysiert (0 min). Je 20 ug Protein
wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und die Blots mit einem AntikGrper gegen
phosphoryliertes ATF-2 (oben) oder mit anti-Tubulin (unten) inkubiert. Auch hier wird
durch die Uberexpression von HDAC3 der Phosphorylierungsstatus eines Proteins,
in diesem Fall der des Transkriptionsfaktors ATF-2, reduziert (oben). Die Expression
von Phospho-ATF-2 steigt nach LPS-Stimulierung an, fallt aber nach 14 min wieder
ab und erreicht nach 21 min ein niedrigeres Niveau als ohne LPS-Stimulierung. Der
untere Teil der Abb. (Tubulin-Antikdrper) zeigt, dass bei allen Lysaten gleiche
Proteinmengen aufgetragen wurden. Abkurzungen: a = anti (Antikorper); ATF-2 =
activating transcription factor; HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; KDa = Kilodalton;
LPS = Lipopolysaccharid; MAPK11 = MAP Kinase 11
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3.5.4 Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase in Patientenzellen nach
Behandlung mit LPS

In Makrophagen eines Patienten, der bei der Erstdiagnose eine Akute Myeloische
Leukamie (myelomonozytar) aufwies, sollte untersucht werden, ob nach einer LPS-
Inkubation der Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase in vivo vergleichbar ist mit
dem einer Zelllinie. Die Makrophagen wurden vom Universitatsklinikum Frankfurt zur
Verfugung gestellt. Auf eine Transfektion mit Plasmiden (pcDNA3.1 oder pcDNA3.1-
HDAC3) wurde verzichtet, da Primarzellen sehr schlecht neue DNA aufnehmen bzw.
bei der Transfektion auch schnell absterben kénnen (Li et al., 2001). Daher wurden
die Patientenzellen mit LPS inkubiert (s.2.2.15.3). Zuerst wurde die Menge an
phosphorylierter MAP Kinase nach den verschiedenen Inkubationszeiten in einer
Western Blot-Analyse (s. 2.2.17.4) untersucht. Dieses Protein wurde auch ohne
Stimulierung mit LPS in einer Grundmenge exprimiert. Dabei stieg die Expression
nach 7 min schon stark an, fiel nach 14 min aber schon wieder ab, und erreichte
nach 21 min etwa das Ausgangsniveau. Ein ahnlicher Verlauf der Expression von
phosphorylierter MAP Kinase ist in Abb. 20 zu sehen, als U937-Zellen nach LPS-
Stimulierung auf ihre Expression von phosphorylierter MAP Kinase untersucht
wurden. Abb. 22 zeigt den Western Blot, bei dem Lysate aus LPS-stimulierten
AML-Patientenzellen mit einem phospho-MAPK11-Antikérper inkubiert worden

waren.
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Abbildung 22: Ubersicht tiber den Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase in
Makrophagen eines Patienten mit Akuter Myeloischer Leuk&mie

Bei den verwendeten Zellen handelte es sich um Makrophagen eines Patienten mit
einer Akuten Myeloischen Leuk&mie (myelomonozytar) bei Erstdiagnose. Die Zellen
wurden ohne vorherige Plasmid-Transfektion fur 0, 7, 14 und 21 min mit 1 ug/ml LPS
inkubiert. Der Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase wurde nach Stimulation der
Makrophagen mit LPS zu den verschiedenen Zeitpunkten gemessen, d.h. nach der
Inkubation fur 7, 14 und 21 min mit LPS wurden Lysate hergestellt. Als Kontrolle
wurden Zellen ohne LPS inkubiert (O min). In einem SDS-Gel wurden pro Spur
jeweils 20 pg Protein aufgetragen.

Im Western Blot wurden die Membranen mit einem phospho-MAPK11-Antikorper
inkubiert. Die Expression der phosphorylierten MAP Kinase stieg im Vergleich zum
Grundniveau (0 min) nach LPS-Gabe schon nach sieben min stark an, fiel nach 14
min wieder ab und erreichte nach 21 min fast wieder das Grundniveau.

Die Expression der phosphorylierten MAP Kinase ist im Verlauf &hnlich zur
Expression in LPS-behandelten U937-Zellen (Abb. 20).

Abklrzungen: a-phospho = anti-phospho; kDa = Kilodalton; LPS =
Lipopolysaccharid; MAPK11 = MAP Kinase 11

Fur einen internen Abgleich der aufgetragenen Proteinmenge wurde die Membran
vom ersten Antikdrper befreit, geblockt und danach mit dem Tubulin-Antikbrper
inkubiert. In Abb. 23 ist die Tubulin-Expression in den LPS-stimulierten Makrophagen
eines AML-Patienten dargestellt. In dieser Abb. wird gezeigt, dass in jeder Spur die
gleiche Proteinmenge aufgetragen worden war. Die Expression der phosphorylierten
MAPK11 nach verschiedenen Zeitpunkten (s. Abb. 22) ist damit nicht auf

unterschiedliche Proteinmengen zurick zu fuhren.
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Abbildung 23: Western Blot-Analyse der Tubulinexpression in Lysaten aus LPS-
stimulierten Makrophagen eines AML-Patienten

Die Abb. zeigt einen Western Blot mit Zelllysaten aus LPS-stimulierten Makrophagen
eines AML-Patienten, bei dem die Membran mit anti-Tubulin inkubiert wurde. Dies
diente zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge. Die Proteinmenge war in allen
Ansatzen gleich, so dass ein Unterschied in der phospho-MAPK11-Expression (Abb.
22) nachgewiesen werden konnte. Abklrzungen: a-Tubulin = anti-Tubulin; kDa =
Kilodalton; LPS = Lipopolysaccharid

Dieselben Proben wurden ebenfalls mit dem phospho-ATF-2-Antikorper inkubiert,
allerdings konnten hier auch nach mehreren Versuchen keine Proteine

nachgewiesen werden.

3.6 Hemmung der LPS-induzierten TNF alpha-Expression durch HDAC3

LPS ruft eine erhdhte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine hervor (Lee et al.,
1994). Es sollte untersucht werden, ob HDAC3 im Prozess der TNF alpha-Produktion
ebenfalls einen Einfluss hat. Daher wurden THP-1-Zellen (eine Modellzelllinie fur die
Akute Monozytische Leukdmie) mit einem TNF-Promotor-Luciferase-Plasmid sowie
anderen Plasmiden transfiziert. Der TNF-Promotor besitzt sowohl eine ATF-2- als
auch eine NF-kB-Bindungsstelle (Udalova et al., 1998). Die Lysate wurden auf ihre
Luciferaseexpression hin untersucht. Dieser Versuch wurde in Zusammenarbeit mit
Audrey Varin (AG Prof. Georges Herbein, Abteilung fur Virologie, Universitat
Besancon) durchgefuhrt. Abb. 24 zeigt, dass die Luciferaseexpression durch die
Stimulierung mit LPS um das Doppelte gesteigert wird (Ansatz 4 im Vergleich zu
Ansatz 2 bzw. Ansatz 1). Durch Transfektion von HDAC3-siRNA konnte die
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Expression noch erhoht werden (Ansatz 5), wahrend eine nicht gegen HDAC3

gerichtete siRNA (als Kontrolle) keinen steigernden Effekt ausiibte (Ansatz 2).
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Abbildung 24: Darstellung eines Luciferase-Assays, bei dem die HDAC3-vermittelte
Hemmung der LPS-stimulierten TNF alpha-Expression durch die Inhibition von
HDAC3 aufgehoben wird

THP-1-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. Nach 24 h wurde
mit 10 ng/ml GM-CSF inkubiert. Nach 48 h wurden die THP-1-Zellen in einigen
Anséatzen fur 20 min mit LPS stimuliert und aus allen Anséatzen Lysate hergestellt.
Die Luciferaseexpression wurde in den Lysaten gemessen und auf den Proteingehalt
der Lysate bezogen (,Relative Luciferaseexpression®). Wurde nur das Plasmid TNF-
Promotor-Luciferase transfiziert, ergab sich die Grundexpression an Luciferase
(Ansatz 1). Der Einsatz von siRNA steigerte die Expression kaum (Ansatz 2). Durch
eine  Hemmung von HDAC3 (Uber HDAC3-siRNA wurde die TNF-
Luciferaseexpression erhoht (Ansatz 3). Durch Zugabe von LPS konnte die
Expression noch gesteigert werden (Ansatz 4). Eine Hemmung von HDAC3 und die
gleichzeitige Zugabe von LPS liel3 die Grundexpression um das Doppelte ansteigen
(Ansatz 5). Ansatz 6 stellte die Positivkontrolle dar, hier wurde das Plasmid TNF-
Promotor-Luciferase transfiziert und die THP-1-Zellen vor der Ernte noch fir 20 min
mit LPS stimuliert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder (N=3).
Der Versuch wurde zusammen mit Audrey Varin durchgefuhrt.

Abkirzungen: HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; LPS = Lipopolysaccharid; Luc =
Luciferase; siRNA = small interfering RNA; siRNA HDAC3 = gegen HDAC3
gerichtete siRNA
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3.7 Bestimmung der TNF alpha-Expression durch Real-Time-PCR

3.7.1 Einfluss von HDACS3 auf die Expression von TNF alpha in THP-1-Zellen

Mit der Real-Time-PCR (s. 2.2.9.3) werden Nukleinsduretemplates amplifiziert und
konnen mittels einer spezifischen, farbstoffmarkierten Sonde nachgewiesen werden.
Mit dieser Methode werden Molekulzahlen in einer cDNA-Probe untersucht. Die
Real-Time-PCR wurde genutzt, um die Expression von TNF alpha, einem ATF-2-
abhangigen Gen, zu bestimmen. Aul3erdem sollte ein moglicher Einfluss von HDAC3
auf die TNF alpha-Expression geprift werden. Durch die zuséatzliche Bestimmung
von GaPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) kann die Expression von
TNF alpha auf die Grundexpression von GaPDH bezogen werden, womit die
Expression eines Gens in verschiedenen Versuchsbedingungen verglichen werden
kann. Fur diesen Versuch wurden THP-1-Zellen nach der Gabe von GM-CSF
transfiziert und anschlieBend mit verschiedenen Substanzen inkubiert: Der MAP
Kinase-Inhibitor SB202190 wurde jeweils eine Stunde vor der Zugabe von LPS zu
den Zellen gegeben. Aus der isolierten RNA wurde cDNA fur die Real-Time-PCR
hergestellt. Die verwendeten Primer und die Sonde waren spezifisch fir TNF alpha
sowie fur GaPDH (ein Enzym der Glykolyse) (von Schnakenburg et al., 2002).

Die Expression von GaPDH ist als Grundexpression zu sehen, auf die die
Expression von TNF alpha bezogen werden kann (,Quotient TNF alpha/GaPDH").
Die folgende Abb. 25 zeigt die Unterschiede zwischen den mit Leervektor und den
mit HDAC3 transfizierten THP-1-Zellen. Durch Uberexpression von HDAC3 wurde
die TNF alpha-Expression in allen Ansatzen um etwa 50% reduziert, auch in der
Kontrolle (Balken ,ohne Zugabe*). Die durch LPS stimulierte TNF alpha-Expression
wurde durch HDAC3 ebenso gemindert (Balken ,LPS*). Die TNF alpha-Expression
wurde durch Zugabe von LPS und SB202190 (Balken ,LPS + SB202190%), aber auch
von der alleinigen Zugabe von SB202190 (Balken ,SB202190%) verringert, was die
Rolle der MAP Kinase in diesem Prozess zeigte. Die jeweilige Expression wurde in
diesen Anséatzen auch durch die Uberexpression von HDAC3 vermindert, wie Abb.
25 darstellt.
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Abbildung 25: Darstellung einer Real-Time-PCR mit THP-1-Zellen — Untersuchungen
zum Einfluss von LPS, SB202190 und HDAC3 auf die TNF alpha-Expression

THP-1-Zellen wurden mit Leervektor (schwarze Balken) oder HDAC3 (weil3e Balken)
transfiziert und nach einem Tag fur 24 h mit GM-CSF stimuliert. Die Zellen wurden
jeweils ohne Zugabe bzw. einzeln oder in Kombination mit LPS und SB202190
inkubiert. 100 uM SB202190 wurde 1 h vor dem LPS zu den Zellen gegeben, mit
LPS wurde im Anschluss fur 2 h stimuliert. Die Zellen wurden anschlielend mit PBS
gewaschen, dann wurde RNA isoliert und daraus cDNA synthetisiert. Je 5 pul cDNA
wurden pro Real-Time-PCR-Ansatz eingesetzt. Es wurden jeweils Primer und Sonde
fur TNF alpha bzw. fur GaPDH dazu gegeben. Die fertige Reaktion konnte dann am
Real-Time-PCR-Gerat ausgewertet werden, da fir jede Reaktion Molekulzahlen fur
TNF alpha und GaPDH ausgewiesen wurden. Die Expression von TNF alpha wurde
auf die GaPDH-Expression bezogen (,Quotient TNF alpha/GaPDH").

Durch Transfektion von HDACS3 verringert sich jeweils der Quotient in allen
Ansatzen, auch ohne Zusatz von Reagenzien (,ohne Zugabe®). AuRerdem wird die
LPS-stimulierte Expression von TNF alpha durch HDAC3 ebenso gehemmt (,LPS*).
Durch LPS und den Kinase-Inhibitor SB202190 (,LPS + SB202190%) verringert sich
die TNF alpha-mRNA unter das Grundniveau; wird nur Kinase-Inhibitor dazu
gegeben (,+ SB202190) fallt die TNF alpha-Expression stark ab. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung (N=2).

Abkirzungen: GaPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; GM-CSF =
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierungsfaktor, LPS = Lipopolysaccharid,
SB202190 = MAP Kinase-Inhibitor; TNF = Tumornekrosefaktor

3.7.2 Einfluss von TSA auf die TNF alpha-Expression in THP-1-Zellen

Um zu bestatigen, dass die Hemmung der TNF alpha-Expression durch HDAC3
ausgelost wird, wurde in einem nachfolgenden Real-Time-PCR-Versuch der Einfluss
von Trichostatin A (TSA), einem HDAC-Inhibitor getestet. Dazu wurden THP1-Zellen
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entweder mit Leervektor oder mit HDAC3 transfiziert, anschlieRend unter
verschiedenen Bedingungen inkubiert und die hergestellte cDNA in einer Real-Time-
PCR eingesetzt. Die Auswertung ergab folgende Ergebnisse (Abb. 26): LPS
stimulierte die TNF alpha-Produktion um mehr als das Doppelte (,LPS" im Vergleich
zu ,ohne Zugabe®). Zuséatzlich hemmte HDAC3 die LPS-induzierte TNF alpha-
Expression (,LPS + HDAC3"). Diese Hemmung konnte durch den HDAC-Inhibitor
Trichostatin A wieder aufgehoben werden (,LPS + HDAC3 + TSA*). Die Expression
von TNF alpha wurde auf die GaPDH-Expression bezogen (,Quotient TNF
alpha/GaPDH").
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Abbildung 26: Auswertung einer Real-Time-PCR mit THP-1-Zellen -
Untersuchungen zum Einfluss von HDAC3 und TSA auf die TNF alpha-Expression

Die gezeigte Abb. ist reprasentativ fur die Real-Time-PCR unter den angegebenen
Bedingungen. THP-1-Zellen wurden entweder mit Leervektor oder mit HDACS3
transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit 10 ng/ml GM-CSF stimuliert. Nach 48 h
wurde ein Ansatz der Zellen ohne Zugabe von Reagenzien, ein weiterer fir 1 h mit
1 puM TSA inkubiert. AnschlieRend erfolgte zu dem TSA sowie in einem separaten
Ansatz eine Inkubation mit 500 ng/ml LPS fir 2 h. Die Zellen wurden gewaschen,
und es wurde RNA isoliert, aus der cDNA synthetisiert wurde. Je 5 pl cDNA wurden
fur die Real-Time-PCR eingesetzt, die verwendeten Sonden und Primer waren
spezifisch fur TNF alpha und GaPDH. Die als Ergebnis ausgewiesene Molekulzahl
an TNF alpha je Probe wurde auf die Molekihlzahl GaPDH derselben Probe
bezogen.

Abkirzungen: GaPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; HDAC3 =
Histon-Deacetylase 3; LPS = Lipopolysaccharid; TNF = Tumornekrosefaktor; TSA =
Trichostatin A

105



Ergebnisse

3.7.3 Messung der Expression von TNF alpha in AML-Patientenzellen

Um zu vergleichen, ob die Expression von TNF alpha auch in vivo durch HDAC3
gehemmt werden kann, wurden Makrophagen eines Patienten mit einer Akuten
Myeloischen Leuk&mie (myelomonozytar) dhnlich wie THP-1-Zellen (s. Abb. 25 und
26) mit verschiedenen Reagenzien inkubiert. Die Makrophagen wurden anschliel3end
fur eine Real-Time-PCR vorbereitet, in der die TNF alpha-Expression untersucht
werden sollte. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht tiber die Inkubationsbedingungen der

Makrophagen vor der RNA-Isolierung.

Tabelle 5: Ubersicht tber die Inkubationsbedingungen der zur Untersuchung der
TNF alpha-Expression verwendeten Makrophagen eines AML-Patienten

Inkubations- ) )
Inkubationsbedingungen
ansatz
1 Ohne Zugabe
2 LPS 500 ng/ml fur 2 h
3 LPS 500 ng/ml fur 2 h und SB202190 100 uM (1 h vor LPS-Gabe)
4 LPS 500 ng/ml fur 2 h und TSA 1 pM (1 h vor LPS-Gabe)

Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob sich die TNF alpha-
Expression der AML-Zellen im Vergleich zu der Expression der Zelllinie THP-1
unterscheidet. Um einen maoglichen Einfluss von Histon-Deacetylasen und Kinasen
zu testen, wurden spezifische Inhibitoren eingesetzt. Die Makrophagen des AML-
Patienten wurden ohne vorherige Transfektion mit verschiedenen Reagenzien
inkubiert (s. Tabelle 5), bevor RNA isoliert wurde. Die daraus synthetisierte cDNA
wurde fur eine Real-Time-PCR verwendet. Die verwendeten Sonden und Primer
waren spezifisch fur TNF alpha bzw. GaPDH. Abb. 27 zeigt reprasentativ eine Real-
Time-PCR der verwendeten Makrophagen eines AML-Patienten. Die Expression von

TNF alpha wurde in Relation zur Expression von GaPDH gesetzt.
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Abbildung 27: Untersuchung der TNF alpha-Expression in Makrophagen eines AML-
Patienten mittels Real-Time-PCR nach Behandlung mit verschiedenen Reagenzien

Die Abb. zeigt die Auswertung einer reprasentativen Real-Time-PCR. Makrophagen
eines AML-Patienten wurden mit verschiedenen Reagenzien inkubiert, aber nicht mit
Plasmiden transfiziert. Aus der isolierten RNA wurde cDNA hergestellt. Die Real-
Time-PCR wurde mit je 5 pl cDNA und mit TNF alpha- sowie GaPDH-spezifischen
Primern und Sonden durchgefuhrt. Die Expression von TNF alpha wurde auf die
Expression von GaPDH abgeglichen. Der Ansatz ohne Reagenzien (,ohne Zugabe*)
zeigt die Grundexpression von TNF alpha, die nach Zugabe von LPS um etwa das
Dreifache anstieg. Nach Zugabe von LPS und dem Kinase-Inhibitor SB202190 sank
die TNF alpha-Expression. Durch die Gabe von TSA konnte die Expression von TNF
alpha gesteigert werden, obwohl kein HDAC3 transfiziert worden war.

Abkirzungen: GaPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; LPS
Lipopolysaccharid; SB202190 = Kinase-Inhibitor; TNF = Tumornekrosefaktor; TSA
Trichostatin A

Des weiteren sollte in AML-Patientenzellen die Expression von Interleukin 1 beta,
das wie TNF alpha ein ATF-2-abhangiges Gen darstellt, durch Real-Time-PCR
untersucht werden. Trotz mehrerer Versuche konnte kein Interleukin 1 beta detektiert
werden. Allerdings war in jedem Real-Time-PCR-Experiment eine TNF alpha-

Expression zu messen.
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3.8 Interaktion von HDAC3 mit der p38 MAP Kinase delta (MAPK13)

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte eine mdgliche Bindung der anderen p38-
Isoenzyme (p38 alpha, gamma und delta) an HDAC3 mit Pulldown-Experimenten
(s. 2.2.12) uberpruft werden. Die einzelnen MAP Kinase-Proteine weisen eine etwa
50%ige Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz auf (Wang et al., 1997). Daher
wurde untersucht, welche weitere MAPK an HDAC3 bindet. Mit Pulldown-Versuchen
konnte nachgewiesen werden, dass die p38 MAP Kinase delta-Isoform an GST-
HDACS3, aber nicht an das GST-Protein allein gebunden hatte. Allerdings konnte
weder bei p38 MAP Kinase alpha (ohne Abb.) noch bei p38 gamma eine Interaktion
mit HDAC3 nachgewiesen werden. Bei der MAP Kinase gamma-Isoform stellte sich
heraus, dass die in vitro translatierte MAP Kinase gamma bereits an das GST-
Protein gebunden hatte, was bedeutet, dass die Bindung an HDAC3 damit als

negativ zu bewerten war (Abb. 28).

p38 delta

Input

Input +
GST

Input +
GST-HDAC3

p38 gamma

Input

Input +
GST

Input +
GST-HDAC3

36 kDa -

Abbildung 28: Darstellung radioaktiver Pulldown-Assays mit in vitro translatierter p38
MAP Kinase delta sowie p38 MAP Kinase gamma

Die Pulldown-Analyse mit der MAP Kinase delta ist links aufgetragen (Spur 1 bis 3),
das Experiment mit MAP Kinase gamma ist rechts dargestellt (Spur 4 bis 6). Spur 1
und 4 zeigen etwa 20 pg der in vitro Translationen der MAP Kinase-Proteine p38
delta und gamma mit [*S]-Methionin. Spur 2 und 5 stellen die Kontrolle der
Pulldown-Ansatze mit in vitro Translationen und dem Kontrollprotein GST dar. In
Spur 2 wurde keine Bindung nachgewiesen, wéahrend in Spur 5 eine Bindung statt
gefunden hatte. Spur 3 zeigt den Nachweis der Bindung von radioaktiver MAP
Kinase delta an HDACS3. Eine Bindung zwischen MAP Kinase gamma und HDAC3
fand dagegen nicht statt, denn hier hatte die in vitro translatierte MAP Kinase gamma
an den Leervektor gebunden (Spur 5) sowie an das GST-HDACS3-Protein (Spur 6).

Abkirzungen: HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; p38 delta/gamma = p38 MAP Kinase
delta/gamma; kDa = Kilodalton
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3.9 Interaktion von HDAC3 mit den Proteinen Rab3a und SCG-10

Anhand der Far Western-Analysen konnte neben der Bindung von HDAC3 an zwei
Isoenzyme der p38 MAP Kinase auch eine Interaktion mit anderen Proteinen gezeigt
werden. Die Bindung von HDAC3 an Rab3a und SCG-10 wurde im Far Western
nachgewiesen, denn auch hier zeigten sich positive Spots (ohne Abb.). Bisher sind
keine Untersuchungen zu der Interaktion von Rab3a und HDAC3 bzw. SCG-10 und
HDACS3 in der Literatur bekannt.

3.9.1 Rab3a, ein Mitglied der ras-Gen-Superfamilie, als potenzieller HDAC3-

Bindungspartner

Rab3a gehdrt zu der ras-Gen-Superfamilie (Burstein et al.,, 1991). Die ras-Gen-
Superfamilie wird in mehrere Gruppen aufgeteilt, wobei die erste Gruppe die
klassischen ras-Gene sowie die ral-Gene und die rras-Gene enthélt. Die rho-Gene
gehoren zu der zweiten Gruppe, und die rab-Gene zu der dritten (Albright et al.,
1993; Huber et al.,, 1994; Takai et al., 2001). Die cDNA von Rab3a wurde 1989
neben noch sechs weiteren Rab-cDNAs kloniert. Die Rab Genprodukte bilden ein
Polypeptid von etwa 23-25 kDa (Zahraoui et al., 1989), das Rab3a-Protein ist 25 kDA
grol3 (Burstein et al., 1991). Die Rab-Proteine bekamen ihren Namen daher, weil sie
zuerst im Rattengehirn isoliert wurden (,Rat brain“). Die chromosomale Lokalisierung
von Rab3a wurde mit der in situ Hybridisierung auf Chromosom 19p13.2 festgelegt
(Rousseau-Merck et al., 1989). Die rab-Gene sollen eine regulatorische Funktion im
sich entwickelnden Nervensystem haben. Bisher wurde keine onkogene Aktivitat
nachgewiesen, allerdings ist die 19p13.2-Stelle im Chromosom in maligne Prozesse,
wie z.B. Akute Leukamien, involviert (Hromas et al., 2000). Die Gruppe um Trask et
al. (Trask et al., 1993) lokalisierte Rab3a auf dem Chromosom 19p13.1-p12.

3.9.2 Nachweis der Bindung von HDAC3 an Rab3a mittels Pulldown-Analyse

Mit der Far Western-Methode konnte Rab3a als Bindungspartner von HDAC3
entdeckt werden (ohne Abb.). Zusatzlich wurden Pulldown-Experimente
durchgefiihrt, um die Interaktion zu bestatigen. Abb. 29 stellt die Bindung zwischen
Rab3a und HDAC3 dar.
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Abbildung 29: Pulldown-Experiment von in vitro translatiertem, radioaktiv markiertem
Rab3a mit prokaryotisch aufgereinigtem GST- sowie GST-HDAC3-Protein

Das Plasmid pQE30NST-Rab3a wurde unter Verwendung von [*S]-Methionin in
vitro transkribiert und translatiert und mit prokaryotisch aufgereinigtem GST- bzw.
GST-HDACS3-Protein in einem Pulldown-Experiment inkubiert. Die Anséatze wurden
gewaschen und die von der Sepharose gelosten Proteine auf ein SDS-Gel
aufgetragen. Nach Trocknen des Gels wurde ein Film aufgelegt, der nach einer
Woche entwickelt wurde. Spur 1: Input: etwa 20 pg in vitro translatiertes, radioaktiv
markiertes Rab3a-Protein; Spur 2: Pulldown Rab3a + GST (Negativkontrolle, etwa 20
Mg Protein), hier zeigte sich keine Bindung der beiden Proteine aneinander; Spur 3:
Pulldown Rab3a + GST-HDAC3 (etwa 10 pg Protein). Spur 3 zeigt, dass eine
Interaktion der beiden Proteine statt gefunden hatte.

Abkirzungen: HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; kDa = Kilodalton

3.9.3 Das neuronale Protein SCG-10 als potenzieller Bindungspartner von
HDAC3

SCG-10 (superior cervical ganglion-10) ist auf dem Chromosom 8 lokalisiert und ist
ein neuronales, mit Wachstum assoziiertes Protein, das eine hohe Ahnlichkeit in der
Aminosauresequenz mit dem Phosphoprotein Stathmin besitzt (Sobel et al., 1989).
Die SCG-10-cDNA wurde in der Ratte 1988 zuerst von Stein et al. kloniert (Stein et
al., 1988), die Gruppe um Okazaki et al. isolierte einen grof3en Teil des Maus-Gens
(Okazaki et al., 1993). Das SCG-10-Genprodukt ist ein Protein von 21 kDa, dessen
Expression besonders in der embryonalen und postnatalen Phase hoch ist (Stein et
al., 1988). SCG-10 ist ein membrangebundenes Protein und liegt konzentriert in sich
entwickelnden Neuronen vor (Stein et al., 1988). Die C-terminale Doméne von SCG-
10 zeigt eine hohe Sequenzhomologie zu dem ubiquitdr vorhandenen

Phosphoprotein Stathmin/Opl18. Die beiden Proteine haben eine Homologie in der
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Aminosauresequenz der Uberlappenden Region von 74%. Stathmin ist in vitro und in
vivo ein Substrat fir viele Serin/Threonin-Kinasen wie z.B. MAP Kinase, PKA
(Protein Kinase A) und p34°®? Kinase (Antonsson et al., 1998; Neidhart et al., 2001).
Es wurde auflerdem herausgefunden, dass SCG-10 und Stathmin in vitro fir
dieselben Proteinkinasen als Substrate dienen (Antonsson et al., 1998).
Moglicherweise besitzen beide Proteine eine ahnliche Funktion in unterschiedlichen
Zellkompartimenten. In der aktuellen Literatur ist bisher kein Hinweis auf eine
Interaktion zwischen SCG-10 und HDAC3 zu finden.

3.9.4 Nachweis der Bindung von HDAC3 an SCG-10 mittels Pulldown-Analyse

Anhand der Far Western-Methode konnte auch SCG-10 als Bindungspartner von
HDAC3 detektiert werden (ohne Abb.). Mit in vitro translatiertem, radioaktiv
markiertem SCG-10-Protein sowie den bakteriell aufgereinigten GST- bzw. GST-
HDAC3-Proteinen wurde ein Pulldown-Experiment durchgefuhrt, das die Bindung
zwischen SCG-10 und HDAC3 bestatigte, wie Abb. 30 zeigt.

Input Input + Input +
GST GST-HDAC3

36 kDa -
22 kDa -

1 2 3

Abbildung 30: Pulldown-Experiment von in vitro translatiertem, radioaktiv markiertem
SCG-10-Protein mit prokaryotisch aufgereinigtem GST- sowie GST-HDAC3-Protein

Das Plasmid pQE30NST-SCG-10 wurde unter Verwendung von [*S]-Methionin in
vitro transkribiert und translatiert und in einem Pulldown-Experiment mit aus
Bakterien isoliertem GST- oder GST-HDAC3-Protein inkubiert. Nach Waschen der
Ansétze wurden die an der Sepharose gebundenen Proteine durch Erhitzen gelost
und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Nach Trocknen des Gels wurde ein Film
aufgelegt, der nach sieben Tagen entwickelt wurde. Spur 1: Input, etwa 20 pg in vitro
translatiertes SCG-10-Protein, Spur 2: Pulldown SCG-10 + GST (Negativkontrolle, 10
pg Protein); Spur 3: Pulldown SCG-10 + GST-HDAC3 (10 ug Protein), hier wurde die
Bindung zwischen den beiden Proteinen nachgewiesen.

Abkirzungen: HDAC3 = Histon-Deacetylase 3; kDa = Kilodalton
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3.10 Aufreinigung von rekombinantem HDAC3 aus SF-9-Insektenzellen

Bakterien wie E. coli spielen schon seit Jahren eine wichtige Rolle, um rekombinante
Proteine in groRen Mengen herzustellen. Eine Aufreinigung in Insektenzellen wird
dagegen bevorzugt, wenn ein Protein eukaryotisch aufgereinigt werden soll und das
Protein eine posttranslationale Modifizierung bendtigt, um enzymatisch aktiv zu sein.
HDACS3 sollte daher aus eukaryoten Zellen isoliert und aufgereinigt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden dafir SF-9-Insektenzellen verwendet. Die Transfektion

von Insektenzellen mit dem Baculovirussystem hat mehrere Vorteile:

- die isolierten Proteine sind meist enzymatisch aktiv und I6slich

- es konnen cDNAs bis zu einer Grof3e von 15 kb transfiziert werden

- die Arbeit mit dem Virussystem ist unschadlich fur den Menschen

- unter optimalen Bedingungen kdnnen 1-5 mg Protein in einem Liter von

Insektenzellen produziert werden

(Miesfeld, 2001; Zhang et al., 2000)

Bisher waren wenige Studien veroffentlicht worden, in denen die Aufreinigung einer
Histon-Deacetylase mit dem Baculovirussystem beschrieben wurde. In einem Paper
war die Isolierung von HDAC1 dargestellt (Hassig et al., 1997a), in einem weiteren
die Aufreinigung von HDAC3 (Guenther et al., 2001), hier waren allerdings jeweils
keine Untersuchungen zur Bestimmung der Kristallstruktur gemacht worden.

Das in dieser Arbeit aufgereinigte HDAC3-Protein diente als Positivkontrolle fir
Western Blot-Analysen. Aul3erdem sollte noch die Kristallstruktur aufgeklart werden,
was aber im Rahmen des Promotionsvorhabens nicht mehr durchgefiihrt werden
konnte.

SF-9-Zellen wurden nach der Transfektion mit einer HDAC3-Virus-DNA (s. 2.2.15.9)
lysiert und das Lysat mit Nickel-NTA-Agarose inkubiert. Durch die exprimierten
Histidinreste kann das synthetisierte Protein an die Nickel-NTA-Agarose binden.
AnschlieRend wurde das Protein eluiert. Die folgende Abb. 31 zeigt eine Western
Blot-Analyse, bei der das Lysat und die Eluate aus infizierten SF-9-Zellen mit einem
HDAC3-Antikorper inkubiert worden waren.

112



Ergebnisse

50 kDA -

Abbildung 31: Western Blot-Analyse mit aufgereinigtem HDAC3-Protein aus SF-9-
Insektenzellen

SF-9-Zellen wurden mit einer fir HDAC3 spezifischen Virus-DNA infiziert, die Zellen
lysiert und das Lysat Uber Nacht auf einer Ni-NTA-Agarose inkubiert. Am nachsten
Tag wurde das Gemisch auf eine S&dule gegeben und der Durchlauf jeweils
aufgefangen. Nach Waschschritten mit 5 mM- und 10 mM-Imidazol-haltigem Puffer
wurde das HDAC3-Protein von der Ni-NTA-Matrix mit Puffern eluiert, die 500 mM,
1 M und 1,5 M Imidazol enthielten. Die Abb. zeigt eine Western Blot-Analyse, bei
dem aufgereinigtes HDAC3 aus SF-9-Insektenzellen mit einem spezifischen HDAC3-
Antikorper detektiert wurde. Spur 1: Erstes Eluat, nachdem das Lysat auf die Saule
aufgegeben wurde; Spur 2: Eluat nach Elution mit 0,5 M Imidazol; Spur 3: Eluat nach
Elution mit 1 M Imidazol; Spur 4: Eluat nach Elution mit 1,5 M Imidazol.

Abkurzung: kDa = Kilodalton

Die Abb. zeigt, dass HDAC3 in groRen Mengen im Lysat enthalten war. HDAC3
konnte gut von der Saule eluiert werden. Schon mit einer Konzentration von 500 mM
Imidazol waren fast 100% des Proteins von der NTA-Matrix eluiert. Die Inkubation
der Saule mit 1 M bzw. 1,5 M Imidazol im Puffer brachte kaum bzw. keine

zusatzliche Proteinelution mehr.

Um auszutesten, ab welcher Imidazolkonzentration das HDAC3-Protein schon eluiert
werden kann, wurde neues Lysat aus infizierten SF-9-Zellen ebenfalls auf eine Ni-
NTA-Agarose gegeben, Uber Nacht inkubiert und am nachsten Tag auf eine Séaule
gegeben. Die Matrix auf der Saule wurde dann mit 5 mM und 10 mM Imidazol im
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde HDAC3 mit stetig steigenden
Imidazolkonzentrationen von der Ni-NTA-Agarose eluiert. Hierbei zeigte sich, dass
bei 20, 30 und 50 mM Imidazol eine ahnlich hohe Proteinmenge von der Ni-NTA-
Matrix eluiert werden kann, wie die folgende Abb. 32 darstellt. Mit noch héheren

Imidazolkonzentrationen konnte die Proteinmenge nicht weiter gesteigert werden.
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Abbildung 32: Nachweis der Aufreinigung von HDAC3-Protein aus infizierten SF-9-
Zellen

SF-9-Zellen wurden mit einer HDAC3-Virus-DNA infiziert und die Zellen geerntet.
Das Lysat wurde tUber Nacht mit einer Ni-NTA-Matrix inkubiert und das Gemisch am
nachsten Tag auf eine Séaule gegeben. Der erste Durchlauf enthielt das Lysat
(Spur 1). Die Matrix wurde anschliel3end mit verschiedenen Puffern gewaschen, die
5 mM Imidazol (Spur 2) und 10 mM Imidazol (Spur 3) enthielten. Danach wurde mit
20 mM Imidazol im Puffer eluiert (Spur 4), dann mit 30 mM (Spur 5) und mit 50 mM
(Spur 6).

Die Zugabe von Puffern mit noch héheren Imidazolkonzentrationen brachte keine
gesteigerte Proteinelution (ohne Abb.).

Abkirzungen: kDa = Kilodalton, mM = millimolar
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4 Diskussion

Die Untersuchung der ,Genexpression® ist in den letzten Jahren Gegenstand vieler
Forschungsarbeiten geworden. Es soll weiter ermittelt werden, unter welchen
Bedingungen Gene exprimiert werden und wann ihre Expression unterdrickt wird.
Dabei kommt der Funktion von Histon-Acetyltransferasen (HATs) und Histon-
Deacetylasen (HDACs) eine immer grof3ere Bedeutung zu, denn diese beiden
Enzymgruppen beeinflussen den Acetylierungszustand von Proteinen, insbesondere
von Histonen, die zusammen mit der DNA einen Baustein des Chromatingerists
bilden (Grunstein, 1997; Hassig and Schreiber, 1997). Der Acetylierungszustand von
Histonen verandert wiederum die Verfligbarkeit von DNA fur Transkriptionsfaktoren.
Das Zusammenspiel zwischen Histon-Deacetylasen und Histonen bzw. Nicht-

Histonproteinen ist in der letzten Zeit vermehrt untersucht worden.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher anfangs ein Screening durchgefuhrt, um
weitere potenzielle Bindungspartner der Histon-Deacetylase 3 zu detektieren. Mittels
der Far Western-Methode konnten mehrere Proteine (MAPK11, Rab3a, SCG-10 und
MAPK13) als mogliche Interaktionspartner entdeckt werden. Die Bindung von
HDACS3 an die beiden Proteine SCG-10 und Rab3a wurde in Pulldown-Experimenten
bestatigt. Es wurden allerdings keine Immunprazipitationen und keine funktionellen
Assays durchgefuhrt, die bestatigen koénnten, dass die Interaktion auch in vivo
vorliegt. Die Bindung von HDAC3 an die MAP Kinase Isoform p38 beta 2 (MAPK11)
war Inhalt weiterer Untersuchungen, da eine solche Interaktion in der Literatur noch

nicht beschrieben worden war.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Charakterisierung der Interaktion der
MAPK11 an HDAC3. Dabei sollte untersucht werden, ob bzw. inwieweit sich diese
Proteine in ihrer Expression gegenseitig beeinflussen und ob Einfluss auf
Signalwege genommen werden kann, da alle MAP Kinasen in
Signaltransduktionswege involviert sind und eine grol3e Rolle bei der

Signalweiterleitung eines Reizes von ,auf3en“ in das Zellinnere spielen.
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4.1 Identifizierung von HDAC3-Interaktionspartnern

4.1.1 Untersuchungen zur Interaktion von MAPK11 mit HDAC3

Erste Studien zu mdglichen Interaktionspartnern von HDAC3 wurden mit der Far
Western-Methode erstellt (Mahlknecht et al., 2001). Bereits in friheren Studien
wurde die Interaktion von Histon-Deacetylasen mit z.B. BRCA-1, Retinoblastom und
den beiden Proteinen RbAp46 und RDbAp48 mit der Far Western-Analyse
beschrieben (Yarden and Brody, 1999). Ferner wurde von Palaparti et al. (1997) mit
dieser Methode nachgewiesen, dass der transkriptionelle Repressor Groucho mit
dem Histon H3, aber nicht mit den anderen Histonproteinen interagiert. In dieser
Arbeit konnte die Bindung der Histon-Deacetylase 3 mit der p38 MAP Kinase beta 2
zum ersten Mal gezeigt werden. Die verwendeten Membranen wurden vom RZPD
(Referenz-Zentrum des Deutschen Humangenomprojekts) bezogen (Bussow et al.,
1998). Es handelt sich dabei um eine Bindung von zwei prokaryotischen Proteinen,

die noch weiter untersucht werden sollte.

Pulldown-Experimente sind zur Bestatigung von Proteininteraktionen geeignet, da
anhand einer Negativkontrolle falsch positive Bindungsnachweise ausgeschlossen
werden konnen. Dressel et al. (2001) beschrieben mit einem Glutathion S-
Transferase-Pulldown die Interaktion zwischen HDAC7 und dem Transkriptionsfaktor
MEF2 (myocyte enhancer factor 2), der die Expression von muskelspezifischen
Genen kontrolliert. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der
MEF2-Genexpression durch die N-terminale Domane von HDAC7 vermittelt wird und
die Deacetylase-Domaéne nicht involviert ist. Ebenso wurde die Bindung von HDAC3
an RIP140 (receptor-interacting protein 140) mit der Pulldown-Methode beschrieben
(Wei et al.,, 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden im Anschluss an die Far
Western-Methode ebenfalls Pulldown-Analysen angeschlossen, die die Interaktion
von HDAC3 mit der MAP Kinase 11 bestéatigten (Abb. 9). Aul3erdem wurde
festgestellt, dass die Bindung der radioaktiv markierten MAP Kinase zwischen den
Aminosauren 31 bis 49 im HDAC3-Protein erfolgt (Abb. 10). Die Bindung der MAP
Kinase 11 an HDACS3 findet damit am N-Terminus der Histon-Deacetylase statt. Die
Interaktion befindet sich innerhalb der Oligomerisierungsdoméane von HDAC3, die die
Aminosauren der Positionen 1 bis 122 umfasst (Yang et al., 2002). Mdglicherweise
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beinhaltet die Féahigkeit von HDAC3 zur Oligomerisierung eine Funktion bei der
Bindung an die MAP Kinase. Eventuell tragt auch die Struktur von HDACS3 als
Oligomer zu einer verbesserten Repressorfunktion im nachgeschalteten
Signaltransduktionsweg der Kinase bei. Allerdings lassen die Pulldown-Experimente
keine genaue Aussage Uber eine mogliche Interaktion der beiden Proteine in vivo zu.
Da Bakterien nicht bzw. kaum glykosylieren kdnnen, ist die Sekundarstruktur eines
prokaryotisch hergestellten Proteins nicht unbedingt mit der eines eukaryotisch
synthetisierten Proteins identisch (Baneyx, 1999). Daher sollte eine Untersuchung
der Interaktion zweier Proteine nicht nur auf pro-, sondern auch auf eukaryotischer

Ebene erfolgen.

Die Interaktion von Proteinen in Zelllinien lasst sich mit einer Immunpréazipitation
Uberprufen. Der weiter oben erwdhnte Nachweis einer Bindung zwischen HDAC3
und RIP140 (receptor-interacting protein 140) wurde ebenfalls mit einer
Immunpréazpitation bestatigt (Wei et al., 2000). In weiteren Studien wurde mit dieser
Methode z.B. gezeigt, dass die Klasse II-HDACs im Gegensatz zu HDAC1 und 2
nicht im Multiproteinkomplex Sin3/NURD zu finden sind (Grozinger et al., 1999).
AulRerdem konnte nachgewiesen werden, dass HDACL1 in der Maus uber eine N-
terminale Doméne zur Oligomerisierung fahig ist und als Homodimer in den Zellkern
transportiert werden kann (Taplick et al., 2001). Die Interaktion der MAPK11
innerhalb der Oligomerisierungsdoméne von HDAC3 lasst auf den Einfluss eines
HDAC3-Dimers auf den Kinase-Signalweg schlieBen. Mdoglicherweise kann ein
Dimer des HDAC3-Proteins ebenfalls in den Zellkern wandern und dort auf die
Genexpression der MAP Kinase bzw. auf die Expression von der Kinase
nachgeschalteten Genen einwirken. Mit der Immunprazipitation wurde hier gezeigt,
dass die endogen exprimierten Proteine HDAC3 und MAPK11 miteinander
interagierten (ohne Abb.). Aul3erdem konnte die Interaktion in vivo in beiden
transfizierten Zelllinien nachgewiesen werden (Abb. 11). Mit Hilfe des Mammalian
Two Hybrid Systems sollte die Bindung der beiden Proteine nochmals bestatigt

werden.

Das Mammalian Two Hybrid System stellt eine weitere Methode zur Uberpriifung der
Bindung von HDAC3 und MAPK11 dar. Die fur den Mammalian Two Hybrid-Assay
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eingesetzten Plasmide sind in Abb. 12 schematisch dargestellt. Eine Interaktion der
beiden Proteine der Positivkontrolle war bereits in der Literatur nachgewiesen
worden (Finkel et al., 1993). In mehreren, unabhangig voneinander durchgefuhrten
Mammalian Two Hybrid-Assays resultierte die Transfektion von COS-7-Zellen mit
den Positivkontrollen jeweils in einer hohen Luciferaseexpression (ohne Abb.). Daher
konnte angenommen werden, dass eine erhthte Expression der Firefly Luciferase
nach der Transfektion der Expressionsplasmide ebenfalls tber eine Bindung der
Proteine HDAC3 und MAPK11l zu Stande gekommen war. Die Messung der
Luciferaseexpression in den Zelllysaten im Luminometer zeigte, dass eine Interaktion
zwischen HDAC3 und der MAP Kinase stattgefunden hat (Abb. 13). Mit der Methode
des Mammalian Two Hybrid-Assays sind allerdings keine Aussagen uber die
Wirkung der HDAC3-Bindung an die MAP Kinase moglich. In einer Arbeit von Lee et
al. (2000) wurde mit dem Mammalian Two Hybrid System gezeigt, dass eine
Koexpression von SMRT die Transaktivierung von AP-1 (activating protein-1), NFkB
und SRF (serum response factor) dosisabhangig unterdriickt. Diese Repression
konnte allerdings durch TSA aufgehoben werden, was darauf hinweist, dass Histon-
Deacetylasen involviert sind. Entsprechend dieser Ergebnisse wurde bestétigt, dass
eine Koexpression von HDAC1 und mSin3a einen hemmenden Effekt ausubt (Lee et
al., 2000). Im Mammalian Two Hybrid-Assay kann allerdings noch keine Aussage
Uber einen inhibitorischen Effekt von HDAC3 auf die Genexpression gemacht
werden. Nachdem gezeigt wurde, dass auch endogen gebildetes HDAC3- und MAP
Kinase-Protein interagieren konnen, sollte untersucht werden, ob ein mdglicher
Einfluss von HDAC3 auf die Funktion der MAP Kinase in der Signaltransduktion
besteht.

Daher wurden Versuche mit dem PathDetect® in vivo signal transduction pathway
trans-reporting system angeschlossen. Mit dieser Methode kann ein Einfluss von
HDAC3 auf den MAP Kinase-Signaltransduktionsweg n&her untersucht werden.
Auch hier wird wie beim Mammalian Two Hybrid System die Expression eines
Reportergens (Firefly Luciferase) gemessen. Die verwendeten Plasmide sind in Abb.
14 schematisch dargestellt. Mit dem PathDetect System konnte gezeigt werden,
dass durch HDACS3 die Aktivitdt von ATF-2 vermindert wird (Abb. 15). ATF-2 ist ein

Transkriptionsfaktor und wurde vor einigen Jahren als Histon-Acetyltransferase
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identifiziert (Kawasaki et al., 2000). Transkriptionsfaktoren besitzen funktionelle
Domanen, die fur die DNA-Bindung oder die transkriptionelle Aktivierung zustandig
sind. ATF-2 bindet an cAMP-response Elemente (CREs) und bildet entweder ein
Homodimer oder mit c-Jun ein Heterodimer und stimuliert die CRE-abh&angige
Transkription. ATF-2 bindet in vitro an die Histone H2B und H4 (Kawasaki et al.,
2000). ATF-2 ist ein Substrat fir p38 beta, was in dieser Arbeit bestatigt werden
konnte. Die Ergebnisse des Mammalian Two Hybrid-Assays lassen vermuten, dass
HDAC3 dabei auf die Kinase und nicht direkt auf ATF-2 wirkt. Allerdings kann hier
ein Einfluss von HDAC3 auf den Transkriptionsfaktor ATF-2 nicht ganz
ausgeschlossen werden, da die Luciferaseexpression in Abb. 15 Ansatz 8 etwa 50%
des Wertes in Ansatz 6 darstellt. Hatte HDAC3 keinen Effekt auf die Aktivitat von
ATF-2, dann sollte die Expression der Firefly Luciferase in Ansatz 6 hoher sein.
ATF-2 ist kein Substrat fir p38 gamma (Li et al., 1996), was darauf hinweisen
konnte, dass die Unterschiede in der Aminosauresequenz der Kinasen einen Einfluss
auf ihre Bindungskapazitat haben.

Um den Einfluss von HDAC3 auf eine Hemmung von ATF-2 in vivo zu zeigen, wurde
durch die Transfektion einer HDAC3-spezifischen siRNA (small interfering RNA) die
Expression von HDAC3 unterdriickt (Abb. 16). Durch Transfektion einer sSiRNA kann
gezielt die Expression bestimmter mRNAs vermindert werden (Holen et al., 2002;
Tuschl, 2001). Der Einsatz einer gegen HDAC1 und HDACS3 gerichteten siRNA
wurde bereits in der Literatur beschrieben (Glaser et al., 2003). In dieser Studie
wurde gezeigt, dass durch die Hemmung der Histon-Deacetylase-Expression in
HelLa S3-Zellen morphologische Verdnderungen hervor gerufen werden konnten, die
mit denen von HDAC-Inhibitoren vergleichbar waren. Dagegen wurden mit einer
gegen HDAC4 und HDAC7 gerichteten siRNA keine Veranderungen der
Zellmorphologie in HeLa S3-Zellen erreicht, was darauf hindeutet, dass Klasse I-
HDACSs in der Regulierung von Zellproliferation und Apoptose in Krebszellen eher
involviert sind als HDACs der Klasse Il. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt,
dass eine HDAC3-Uberexpression die Aktivitat von ATF-2 stark vermindert (Abb. 16),
wahrend dagegen durch die HDACS3-siRNA die Repression der ATF-2-Aktivitat
wieder aufgehoben werden kann. Dadurch, dass HDAC3 nicht direkt auf ATF-2 wirkt,
wie Abb. 15 vermuten lasst, wurde der Effekt auf die ATF-2-Aktivitat in diesem
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Ansatz wohl durch die MAP Kinase vermittelt. Diese These wird dadurch gestutzt,
dass bei Zugabe des Kinase-Inhibitors SB022190 die Expression der Luciferase
stark abnimmt. Durch die Hemmung der Kinase war gleichzeitig keine Aktivierung
des Transkriptionsfaktors ATF-2 moglich, was auf die direkte Signalweiterleitung
zwischen der MAP Kinase und dem Transkriptionsfaktor hinweist.

Fur die Beantwortung der Frage, ob siRNAs in der Zelle nach der Transfektion stabil
bleiben und ihren inhibitorischen Effekt austiben kénnen, konnte eine Hemmung der
HDAC3-Expression sowohl in COS-7- als auch in U937-Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 18 oben). Die anschlie3ende Western Blot-Analyse der Lysate mit anti-
Tubulin belegte, dass in jeder verwendeten Lysatprobe die gleichen Proteinmengen
vorhanden waren (Abb. 18 unten). Damit wurde der Unterschied in der HDACS3-
Expression durch eine unterschiedliche Menge des HDAC3-Proteins verursacht, und
nicht durch ungleichmallige Proteinmengen in den Lysaten. Der Effekt einer
Hemmung von HDAC3 wurde z.B. in Abb. 16 gezeigt, da eine verminderte HDAC3-
Expression zu einer erhohten Aktivierung von ATF-2 flhrte.

Um den inhibitorischen Einfluss von HDAC3 auf die Kinase weiter zu
charakterisieren, wurde untersucht, welche Doméne von HDAC3 bei diesem Prozess
moglicherweise beteiligt ist. Mittels Mutagenese-PCR wurde in das Plasmid
pcDNA3.1-HDAC3 durch Mutation der Basenabfolge ein Stopcodon eingebracht.
Dadurch wurde die Deacetylasedomane (AS 401-428) von HDAC3 nach der
Transfektion nicht mehr exprimiert. In Abb 17. konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von HDAC3 ohne Deacetylasedomane die Aktivitat von ATF-2
steigern kann. Dies wird gestitzt von Studien von Yang et al. (2002), die gezeigt
hatten, dass der C-terminale Bereich von HDAC3 nicht nur fir die Lokalisierung des
Proteins im Zellkern, sondern auch fur die transkriptionelle Repressorfunktion
notwendig ist. Die Aktivierung von ATF-2 durch die MAP Kinase wird demnach durch
die Deacetylasedoméne von HDAC3 unterdriuickt. Der Effekt auf die ATF-2-Aktivitat
kann bei einem Fehlen der Deacetylasedoméne sogar im Vergleich zur Kontrolle
sogar gesteigert werden, wenn die MAP Kinase nicht tberexprimiert wird. Dies lasst
den Schluss zu, dass endogen synthetisierte MAP Kinase in diesem Prozess

involviert sein konnte, Uber die die Aktivierung von ATF-2 vermittelt werden kann. Im
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Unterschied zu den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen wurde von Chan et al.
(2003) beschrieben, dass der aminoterminale Bereich von HDAC4 ebenso wie das
Volle-Lange-Protein in der Lage ist, MEF2 zu binden und dessen Expression zu
unterdriicken. Hierbei ist der Carboxyterminus, in dem sich die Deacetylasedoméne
befindet, nicht notwendig fur die Repression. Im Gegensatz zu der Studie von Chan
et al. (2003) waren Miska et al. (1999) vor einigen Jahren noch davon ausgegangen,
dass die Deacetylasedomane von HDAC4 fur die Hemmung der Genexpression
erforderlich ist. Wie weiter oben schon ausgefiihrt wurde, ist auch die Deacetylase-
Domaéane von HDAC7 nicht fur die Hemmung der MEF2-Genexpression notwendig
(Dressel et al., 2001). Diese Ergebnisse zeigen wie die Studien mit SiRNAs (Glaser
et al., 2003) einen Unterschied zwischen den Klasse I- und den Klasse II-HDACs .

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, mogliche Effekte von HDAC3 auf die
MAP Kinase zu untersuchen. Um eine Aussage Uber den Phosphorylierungsstatus
der MAPK11 unter Einfluss von HDAC3 zu machen, wurde ein in vitro Kinase Assay
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass der Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase
11 in vitro durch die Anwesenheit von HDAC3 vermindert wurde (Abb. 19).
Moglicherweise blockiert HDAC3 die potenzielle(n) Phosphorylierungsstelle(n) von
MAPK11 oder Ubergeordnete MAP Kinase Kinasen konnten in ihrer Aktivitat durch
HDAC3 ebenfalls gehemmt werden. In einer Untersuchung von Shin et al. (2003)
wurde dagegen gezeigt, dass eine Gabe von HDAC-Inhibitoren die Aktivierung von
p38 sowie von ERK-Kinasen vermindert. Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit, denn hier wurde nachgewiesen, dass
HDAC3 die Expression von MAPK11 verringert. Dieser Effekt kdonnte vermutlich
durch die Gabe von HDAC-Inhibitoren wieder aufgehoben werden.

Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung der MAP Kinase 11 auch in vivo durch
HDAC3 beeinflusst wird, wurde die humane Histiozytom-Zelllinie U937 fur weitere
Studien eingesetzt. Diese Zellen exprimieren endogen MAPK11 oder ein Gemisch
von MAP Kinasen und HDAC3. Eine Uberexpression von HDAC3 wurde mit der
Transfektion eines HDAC3-Plasmids gewahrleistet. Es sollte geprift werden, ob der
Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase durch HDAC3 auch in einer Zelllinie

verandert werden kann. In der Literatur ist schon seit langerem bekannt, dass MAP
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Kinasen durch die Gabe von Lipopolysaccharid (LPS) induziert werden (Jiang et al.,
1996; Lee et al., 1994). Ebenso wurde in den Versuchen hier verfahren: Die
transfizierten Zellen wurden nach der Elektroporation fur 24 h mit 10 ng/ml GM-CSF
stimuliert und anschlie3end mit LPS in einer Konzentration von 1 pg/ml inkubiert.
Diese Menge reicht sehr gut aus, um die Expression von p38 Kinasen zu induzieren
(Jiang et al., 1996; Lee et al., 1994). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Expression der phosphorylierten MAP Kinase grundsatzlich in den HDACS3-
transfizierten U937-Lysaten geringer war als in den Lysaten aus U937-Zellen, die mit
Leervektor transfiziert worden waren (Abb. 20). Der Verlauf der Aktivierung der
MAPK11 zeigte, dass die Bildung der Phospho-Kinase schnell auf auflere Reize
reagierte, was bedeutet, dass hier wahrscheinlich keine Neusynthese von Proteinen
stattfand, sondern dass bereits synthetisierte Proteine, die in Vesikeln gespeichert
waren, ins Zytoplasma abgegeben wurden. Eine weitere Studie von Koch et al.
(2003) mit LPS-stimulierten Makrophagen zeigte einen &hnlichen Verlauf der p38-
Phosphorylierung, allerdings war hier ein Maximum an phosphorylierter MAP Kinase
nach 60 min erreicht, und nicht nach 14 min, wie die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigen. Im Gegensatz zu den hier angefihrten Ergebnissen war bei
Untersuchungen von Schmidt et al. (2001) ohne LPS-Gabe keine phosphorylierte
p38 MAP Kinase nachzuweisen. Dies koénnte durch den in dieser Studie
verwendeten Antikdrper bedingt sein, oder in den hier verwendeten Zellen lag schon
endogen phosphorylierte MAP Kinase 11 vor, die dann ohne LPS-Stimulierung
detektiert werden konnte. MAP Kinasen sind im allgemeinen in die frihe
Geninduktion involviert (,early response genes®) (Cheung et al., 2000; Thomson et
al., 1999a). Um zu uberprifen, ob die Synthese der phosphorylierten Kinase ohne
neue Proteinbiosynthese ablauft, konnte der Einsatz von Cycloheximid geeignet sein.
Sano and Kitajima konnten 1996 nachweisen, dass eine Gabe von Cycloheximid die
Proteinneusynthese um 97% hemmen kann, was durch den Einbau von radioaktivem

Methionin bzw. Cystein gezeigt wurde.

In dieser Arbeit wurde zudem untersucht, ob sich der Phosphorylierungsstatus von
ATF-2 ebenfalls durch die Uberexpression von HDAC3 &ndert. Ouwens et al.
konnten 2002 nachweisen, dass ATF-2 an Threonin®® und Threonin” phosphoryliert

und damit aktiviert wird. Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung von
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ATF-2 in Fibroblasten durch die Gabe von Insulin, Epidermalem Wachstumsfaktor
(EGF) und durch Serum gesteigert werden kann. Ein hemmender Einfluss von
HDAC3 auf die Phosphorylierung von ATF-2 konnte auf Grund der bisher erzielten
Ergebnisse angenommen werden. Anhand einer Western Blot-Analyse wurde
nachgewiesen, dass in U937-Zellen die Expression von Phospho-ATF-2 bei HDAC3-
Uberexpression im Vergleich zu den Leervektor-transfizierten U937-Zellen
vermindert ist (Abb. 21). Der Verlauf der Aktivierung von ATF-2 war vergleichbar mit
dem der MAPK11. Bei diesem Versuch war der Repression-Effekt durch HDAC3
allerdings nicht so ausgepragt wie auf den Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase.
Dies unterstitzt die Ergebnisse des PathDetect-Experiments, die vermuten lassen,
dass HDACS3 eher einen Effekt auf die Kinase als auf ATF-2 ausubt. Die Inkubation
der jeweiligen Blots mit dem Tubulin-Antikorper zeigte, dass gleiche Proteinmengen
aufgetragen wurden und Unterschiede in der Bandenintensitdt somit durch
unterschiedliche Expressionen der untersuchten phosphorylierten Proteine zu

Stande gekommen waren.

Die verwendete Zelllinie U937 ist ein Modell fur ein Histiozytom (Paas and Fishelson,
1995). Eine Aussage uber die Verhaltnisse der Proteinexpressionen im Menschen
kann daher nur mit Einschrankungen gemacht werden. Daher wurden fir einen in
vivo-Versuch Makrophagen eines Patienten verwendet, der an einer Akuten
Myeloischen Leukamie (myelomonozytar) erkrankt war. Die Makrophagen wurden
vom Universitatsklinikum Frankfurt zur Verfugung gestellt. Ein Einfluss von HDAC3
konnte allerdings nicht untersucht werden, weil diese Makrophagen als Priméarzellen
sehr schlecht zu transfizieren sind (Li et al., 2001). Es zeigte sich, dass die Gabe von
LPS in den Makrophagen des AML-Patienten zu einem Anstieg der phosphorylierten
Kinase fluhrte. Das Grundniveau von Phospho-MAPK11 war hier sehr niedrig bzw.
kaum zu erkennen. Nach 7 min war ein starker Anstieg der phosphorylierten MAP
Kinase 11 zu verzeichnen, der nach 14 min wieder abfiel und nach 21 min nur noch
gering vorhanden war. Dass gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden, zeigte die
Inkubation des Blots mit dem Tubulin-Antikorper (Abb. 23). Dies deutete darauf hin,
dass in Patientenmakrophagen &hnliche Proteinexpressionsmuster vorlagen wie in
den verwendeten U937-Kulturzellen. Inwieweit allerdings Substanzen, die in der

Zellkultur eingesetzt werden, um die Proteinexpressionen zu hemmen bzw. zu
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stimulieren (z.B. Inhibitoren von MAP Kinasen oder von Histon-Deacetylasen, oder
auch LPS), einen ahnlichen Effekt auch in vivo haben, kann nicht genau beurteilt
werden. Daher sollte eine Applikation von Inhibitoren oder anderen Substanzen
zuerst im Tiermodell ausgetestet werden, bevor Versuche am Menschen gemacht

werden.

Der Einfluss von HDAC3 auf ATF-2, einen Transkriptionsfaktor, der der Kinase
nachgeschaltet ist (Kawasaki et al., 2000), wurde bisher in der vorliegenden Arbeit
untersucht. Es sollte ferner gepruft werden, inwieweit TNF alpha, ein ATF-2-
abhéngiges Gen, durch eine Hemmung der HDAC3-Expression beeinflusst wird
(Abb. 24). Zusatzlich zur Transfektion eines TNF-Luciferase-Promotor-Plasmids
sollte der Einfluss einer HDAC3-siRNA untersucht werden. Durch die Transfektion
von HDAC3-siRNA stieg die Luciferaseexpression an. Dieser Effekt wurde durch die
Stimulierung der Zellen mit LPS noch verstarkt. Dies kdnnte so interpretiert werden,
dass HDAC3 die Bildung von TNF durch die Hemmung des TNF-Promotors in den
Zellen normalerweise unterdrickt, und dass dieser Effekt durch die reprimierte
HDACS3-Expression aufgehoben werden kann. Vanden Berghe et al. konnten 1999
nachweisen, dass eine Hemmung der HDAC-AKktivitdt durch TSA den Effekt einer
TNF alpha-abh&ngigen Genexpression verstarken kann. Dieser Nachweis bestatigt
die in dieser Arbeit durch die Real-Time-PCR erzielten Ergebnisse. Die Messung der
TNF alpha-Expression in der Real-Time-PCR wurde unter verschiedenen
Bedingungen untersucht. Es zeigte sich, dass die durch HDAC3 unterdriickte TNF-
Expression durch die Gabe von TSA, einem HDAC-Inhibitor, aufgehoben werden
konnte.

Fur eine weitere Untersuchung der Expression des Einflusses von HDAC3 auf die
TNF alpha-Expression wurde ebenfalls die Real-Time-PCR genutzt. Durch die
Uberexpression von HDAC3 wurde in allen Ansatzen die TNF alpha-Expression
vermindert (Abb. 25). Die Gabe von SB202190, einem Kinase-Hemmer, reduzierte
die Expression ebenfalls, wobei eine gleichzeitige LPS-Inkubation die Hemmung
wieder aufhob. Durch die alleinige Gabe von LPS konnte die Expression von TNF
alpha um ein Vielfaches gesteigert werden. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass
HDACS3 in der Lage ist, die Expression von TNF alpha bereits auf RNA-Ebene, d.h.
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im Bereich der Transkription, z.B. durch Inhibition des TNF-Promotors oder
vorgeschalteter Transkriptionsfaktoren, zu beeinflussen. Dieses Ergebnis l&sst sich
auch aus Abb. 24 ableiten. Eine in der Literatur beschriebene ahnliche Studie hatte
gezeigt, dass eine Uberexpression von Histon-Deacetylasen zu einer Hemmung der
TNF alpha-Transkription fuhrt (Tong et al., 2004). Dies ist vergleichbar mit den in
dieser Arbeit erzielten Ergebnissen, denn durch die HDAC3-Uberexpression war eine

Hemmung der TNF alpha-Expression zu erkennen.

Die Makrophagen eines AML-Patienten wurden ebenfalls mit LPS, TSA und
SB202190 behandelt. Hier wurde allerdings nicht mit HDAC3 transfiziert. Bei diesen
Zellen war eine Induktion der Expression von TNF alpha nach LPS-Gabe sichtbar
(Abb. 27). Die Expression von TNF alpha wurde durch die gleichzeitige Gabe von
LPS und SB202190 gehemmt. Nach LPS- und TSA-Gabe stieg die Expression
dagegen an, was bedeutet, dass in diesen Zellen das endogen exprimierte HDAC3
durch die Gabe von TSA gehemmt wurde. Auch ohne eine HDAC3-Uberexpression
wurde demnach wohl die Repression des TNF-Promotors aufgehoben und die

Expression von TNF stieg an.

Ein weiteres Ziel dieses Promotionsvorhabens bestand darin zu klaren, ob HDAC3
auch an andere MAP Kinase-lsoenzyme bindet. Dazu wurden Pulldown-Experimente
durchgefiihrt, die zeigten, dass HDAC3 auch an die p38 MAP Kinase delta
(MAPK13) gebunden hatte (Abb. 28). Hierzu wurden bisher allerdings keine weiteren
Untersuchungen wie z.B. Immunpréazipitationen mehr durchgefuhrt. Eine Bindung
von HDAC3 an p38 alpha (ohne Abb.) oder p38 gamma konnte nicht nachgewiesen
werden. Die radioaktiv markierte p38 gamma-Isoform hatte bereits an das GST-
Kontrollprotein gebunden, was bedeutete, dass eine weitere Bindung an HDAC3 als
negativ zu bewerten war. Es ist daher denkbar, dass die Unterschiede zwischen den
Kinase-Isoformen (z.B. lber die Aminosauresequenz und die Sekundarstruktur) zu
einem veranderten Interaktionsverhalten fuhren koénnten. Mit der Isolierung und
Identifizierung der p38 MAP Kinase-Isoform delta konnte gezeigt werden, dass p38
delta (MAPK13) zu p38 alpha eine 57%ige Homologie in der Aminosauresequenz
besitzt (Wang et al., 1997). Aul3erdem ist p38 delta zu 55% homolog zu p38 beta und
zu 62% der Aminosauresequenz von p38 gamma &hnlich. Dadurch kann vermutet
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werden, dass p38 delta trotz geringerer Homologie zu p38 beta (als z.B. p38 gamma)
in dem Bereich des Proteins, der an HDAC3 bindet, eine gleiche oder zumindest
ahnliche Aminosauresequenz besitzt. Ein Unterschied in der Tertiérstruktur der
verschiedenen p38 MAP Kinase-Proteine konnte dann zu einem unterschiedlichen
Interaktionsverhalten mit HDAC3 fuhren.

4.1.2 Interaktion von HDAC3 und Rab3a

Rab3a gehort zur ras-Superfamilie (Familie der kleinen G-Proteine). Inzwischen
besteht die Familie der Rab-Proteine aus 60 Mitgliedern. Rab ist eine GTPase und
bendtigt fur diese Funktion einen Isoprenylrest am C-Terminus (Pereira-Leal et al.,
2003). Rab3a reguliert Ca®*-abhangig die Exozytose von Neurotransmittern (Kawabe
et al., 2003) und auch von Insulin (Regazzi et al., 1996; Yaekura et al., 2003). Das
Rab3a-Protein ist 25 kDA grof3 (Burstein et al., 1991). Rab3a wird vor allem im
neuralen Gewebe, aber auch im endokrinen Gewebe exprimiert (Burstein et al.,
1991; Park et al., 2002). Rab3a ist auf dem Chromosom 19p13.2 lokalisiert, das bei
malignen Erkrankungen wie Akuten Leuk&mien beteiligt sein kann (Hromas et al.,
2000; Trask et al., 1993). Bisher ist noch keine Verbindung zwischen Rab3a und
HDACS in der Literatur bekannt.

In dieser Arbeit wurde eine Interaktion zwischen prokaryotischen HDAC3 und dem
Rab3a-Protein mittels Far Western-Analyse (ohne Abb.) und mit der Pulldown-
Methode gezeigt (Abb. 29). Die Ergebnisse lassen allerdings bisher noch keine
Aussage Uber die Bindung dieser beiden Proteine in vivo zu. Weitere
Untersuchungen waren erforderlich, um die Interaktion von HDAC3 und Rab3a zu
manifestieren, auferdem waren funktionelle Assays wichtig, um den moglichen
Einfluss von HDAC3 auf Signalkaskaden, bei denen Rab3a involviert ist, zu

untersuchen.

Rab3a wird verstarkt im Gehirn sowohl bei Mausen (Olofsson et al., 1988) als auch
beim Menschen exprimiert (Zahraoui et al., 1989). Eine gewebespezifische
Expression von Rab3a kdnnte durch eine spezielle Funktion von Rab3a in diesen
Geweben bedingt sein. Ein Einfluss von HDAC3 auf Rab3a konnte eventuell
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vorhanden sein, andererseits kdnnte die Interaktion von HDAC3 an Rab3a auch nur

in vitro zu Stande gekommen sein, ohne dass sie in vivo existiert.

Bisher ist in verschiedenen Studien untersucht worden, welche Funktion die Rab-
Proteine in Geweben ausiiben. Dabei wurde heraus gefunden, dass eine Dysfunktion
von Rab27A zum sog. ,Griscelli* Syndrom fuhrt (Izumi et al., 2003; Menasche et al.,
2003; Pereira-Leal et al., 2001). Dabei kommt es einerseits zu Pigmentstorungen von
Haaren und der Haut, andererseits aber auch zu Immundefekten beim Menschen.
Ein Defekt im Protein Rab-Geranylgeranyl-Transferase fuhrt zum sog. ,Hermansky-
Pudlak® Syndrom (Pereira-Leal et al., 2001; Richards-Smith et al., 1999; Seabra et
al., 2002). Bei dieser Erkrankung kommt es ebenfalls zu einer Hypopigmentierung
der Haut (partieller Albinismus). Eine Hemmung der Rab27-Funktion durch HDAC3
in diesem Zusammenhang ware denkbar, aber bisher noch nicht nachgewiesen
worden.

Bei der Signalkaskade, die Uber die Ras- und Raf-Proteine zu einer Aktivierung von
MAP Kinasen fuhren (Takai et al., 2001), kbnnte ein inhibitorischer Effekt durch
HDAC3 vermutet werden. Rab3a bindet wie ras in seiner inaktiven Form GDP und
wird durch die Bindung von GTP aktiviert. Hier ware es moglich, dass HDAC3 einen
hemmenden Einfluss haben kdnnte, so dass die Kinase-Signalkaskade unterbrochen
werden kann. Andererseits kdnnte durch eine spezifische Hemmung mit HDAC-
Inhibitoren ein moglicher HDAC-Effekt aufgehoben werden.

Rab-Proteine besitzen eine wichtige Funktion beim Vesikeltransport (Zerial and
McBride, 2001). Eine Freisetzung von Neurotransmittern wird u.a. Uber
Phosphorylierung reguliert. Es wurde herausgefunden, dass Rabphilin3a, ein mit
Rab3a interagierendes Protein, in vitro von der Ca?/Calmodulin-abhangigen
Proteinkinase Il phosphoryliert wird. Diese Kinase phosphoryliert Rabphilin3a an den
Aminosauren in den Positionen 234 und 274. AufRerdem wurde in dieser Studie
nachgewiesen, dass die PKA Rabphilin3a an der AS in Position 234 ebenfalls
phosphorylieren kann (Fykse et al., 1995).
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Studien mit Rab3a-exprimierenden Mausen [Rab3a(+/+)] sowie Rab3a-Knockout-
Mausen [Rab3a(-/-)] haben gezeigt, dass Rab3a eine wichtige Funktion bei der
Freisetzung von Insulin spielt (Yaekura et al., 2003). Es wurden keine Unterschiede
bei der Zellmasse der Inselzellen und bei der Insulinproduktion zwischen
[Rab3a(-/-)]- und [Rab3a(+/+)]-Mausen festgestellt. Inzwischen wurde nachgewiesen,
dass neben Rab3a auch Rab27a in beta-Zellen des Pankreas exprimiert wird.
Allerdings scheinen beide Proteine eine unterschiedlichen Einfluss auf die
Insulinfreisetzung zu haben (Izumi et al., 2003). Dies konnte dadurch bedingt sein,
dass ein Gleichgewicht zwischen den beiden Proteinen die Freisetzung von Insulin
reguliert. Eine gestorte Freisetzung des Insulins kdnnte durch eine HDAC3-induzierte
Hemmung der Rab-Proteine bei diesen Vorgangen erklart werden. Uber HDAC-
Inhibitoren koénnte mdglicherweise eine verstarkte Rab-Expression und damit

Insulinfreisetzung induziert werden.

4.1.3 Interaktion von HDAC3 mit dem neuronalen Protein SCG-10

SCG-10 ist ein Protein von 21 kDa, das besonders in der embryonalen und
postnatalen Phase in grofiem Umfang gebildet wird (Stein et al., 1988). SCG-10
(superior cervical ganglion-10) kommt an Membranen gebunden vor und ist hoch
konzentriert in sich entwickelnden Neuronen. Stein et al. isolierten als erste Gruppe
die SCG-10 cDNA in der Ratte (Stein et al., 1988). Die Forschungsgruppe um
Okazaki klonierte einen grof3en Teil des Mausgens (Okazaki et al., 1993). SCG-10
hat eine hohe Homologie in der Aminoséuresequenz zu Stathmin (Zhu et al., 1989).
Stathmin kommt ubiquitar vor und gehort zu den zytosolischen Proteinen. Es bindet
Tubulin und wird tGber extrazellulare Effektoren reguliert bzw. phosphoryliert (Sobel et
al., 1989). AuBerdem werden zellulare Mikrotubuli durch Stathmin destabilisiert
(Liedtke et al., 2002). SCG-10 ist (wie Stathmin) ein Substrat fur verschiedene
Kinasen wie z.B. MAP Kinase oder PKA (Antonsson et al., 1998).

In dieser Arbeit wurde eine Bindung von prokaryotisch aufgereinigtem HDAC3 an
SCG-10 mit der Far Western-Methode gezeigt (ohne Abb.). Die Pulldown-Analyse
von HDAC3 mit SCG-10 weist auf eine mogliche Bindung beider Proteine hin (Abb.
30). Auch hier fehlen noch weitere Untersuchungen, die zeigen, dass diese beiden
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Proteine auch in vivo interagieren. Zum einen kénnten Immunprazipitationen prufen,
ob die beiden Proteine in vivo interagieren, zum anderen koénnte durch
Mutationsanalysen untersucht werden, in welchem Bereich von HDAC3 das SCG-10-
Protein bindet. Es konnte aulerdem erforscht werden, ob die hemmende Wirkung
von SCG-10 auf die Tubulinbildung durch HDAC3 vermittelt wird. Es wurde bereits
gezeigt, dass HDAC6 Tubulin und Mikrotubuli deacetylieren kann (Zhang et al.,
2003). Eine Interaktion bzw. gegenseitige Beeinflussung von Histon-Deacetylasen
und SCG-10 ist hier denkbar. Bisher sind kaum Studien tber die Rolle von SCG-10
im Zusammenhang mit HDACs bekannt. SCG-10 ist ein Substrat fur MAP Kinasen,
ebenso wie ATF-2 ein Substrat fur die MAPK11 darstellt. Daher kann ein
inhibitorischer Effekt von HDAC3 bei der Phosphorylierung von SCG-10 vermutet
werden. HDAC3 konnte ebenfalls inhibierend auf die Expression von SCG-10 wirken,
z.B. indirekt Gber die Hemmung der p38 MAP Kinase.

Aktuelle Studien zeigen, dass SCG-10 als Protein, das fur Neuronen-spezifisches
Wachstum verantwortlich ist, in einen Zusammenhang mit der Alzheimer Krankheit
gebracht wird. Sowohl SCG-10- als auch Stathmin-mRNAs werden in bestimmten
neuronalen Populationen des alternden Gehirns nachgewiesen. Es wurde gezeigt,
dass die SCG-10-Proteinmenge in den Zellen des Gehirns ansteigt, die von der
Alzheimer Erkrankung betroffen sind (Okazaki et al., 1995).

Der MAP Kinase Signaltransduktionsweg ist bei der Alzheimer Krankheit ebenfalls
beeinflusst. MAP Kinasen phosphorylieren Proteine, die bei der Alzheimer
Erkrankung beteiligt sind. Alle Kinase-Signaltransduktionswege, vor allem die ERK,
JNK und p38-Signalwege, sind bei der Pathophysiologie und der Pathogenese der
Alzheimer Erkrankung involviert. Die ERKS sind u.a. beteiligt am Mechanismus des
LTP (long term potentiation), der dem Lernen und der Erinnerung unterliegt. Die
basal exprimierten Mengen von p38 MAP Kinasen sind in Neuronen sehr hoch. Auch
diese Kinasen konnten eine Rolle bei LTP spielen (Zhu et al., 2002). Ras aktiviert
den ERK-Signaltransduktionsweg, daher wird eine verédnderte Expression von Ras
bei der Alzheimer Erkrankung diskutiert (Ferrer et al., 2001). HDACs konnten hier
einen Einfluss auf den Signaltransduktionsweg haben. Bisher gibt es noch keine

Studien Uber einen Zusammenhang zwischen Histon-Deacetylasen und der
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Alzheimer Erkrankung. Durch weitere Untersuchungen bei Erkrankungen wie

Alzheimer kénnte ein méglicher Einfluss von HDAC3 gepruft werden.

SCG-10 ist in Neuronen hoch exprimiert. Kurzlich wurde gezeigt, dass SCG-10 von
c-Jun-Kinasen sowie p38 MAP Kinasen phosphoryliert werden kann. Eine
Phosphorylierung von SCG-10 vermindert dessen Fahigkeit zur Destabilisierung von
Tubulin (Neidhart et al., 2001). Da p38 MAP Kinasen in Neuronen ebenfalls stark
exprimiert werden und eine Rolle bei der Ubertragung von Informationen sowie der
neuronalen Differenzierung spielen, kann vermutet werden, dass einerseits ein
Einfluss von HDAC3 bzw. Histon-Deacetylasen allgemein mdglich ist. Andererseits
konnte eine Fehlfunktion von SCG-10 oder p38 MAP Kinasen durch die
Repressoreigenschaft von HDAC3 z.B. bei Krankheiten wie Alzheimer diskutiert

werden.

Die Expression neuronaler Gene wird in nicht-neuronalen Geweben durch einen
Transkriptionsfaktor unterdrickt, der REST (RE1-silencing transcription factor)
genannt wurde (Thiel et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass REST ein
Zinkfingerprotein ist und zusammen mit Sin3 und HDAC1 einen Komplex bildet. Wird
HDAC1 durch die Gabe von TSA gehemmt, kommt es in nicht-neuronalen Zellen zur
Expression von u.a. SCG-10 und Cholinacetyltransferase. Die Expression von SCG-
10 in nicht-neuronalen Zellen (ohne Zugabe eines HDAC-Inhibitors) ist noch nicht
beschrieben worden (Naruse et al., 1999). Eine Bindung von HDAC3 und SCG-10
konnte maoglicherweise indirekt Uber REST zu Stande kommen. Kirzlich wurde der
Proteinkomplex von REST, Sin3, HDAC1 und HDAC?2 untersucht und gezeigt, dass
dieser Komplex auf die Expression von Genen unterschiedlich wirken kann (Belyaev
et al., 2003). Bisher wurde eine direkte Interaktion von SCG-10 und HDAC3 noch
nicht nachgewiesen. Weitere Studien sind nétig, um eine Bindung zu verifizieren und

einen maglichen gegenseitigen Effekt der Proteine zu prufen.
4.2 Aufreinigung von HDAC3 aus SF9-Insektenzellen

Die Aufreinigung von Histon-Deacetylasen aus SF-9-Insektenzellen war bei Beginn
dieses Promotionsvorhabens in der Literatur kaum beschrieben worden. Da es sich
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bei SF-9-Zellen um eukaryotische Zellen handelt, die daher Proteine
posttranslational modifizieren kdnnen, wurde diese Zelllinie gewahlt, um das HDAC3-
Protein aufzureinigen. Die Aufreinigung aus prokaryotischen Bakterienzellen kann zu
einer veranderten Sekundéarstruktur des HDAC3-Proteins fuhren, da Bakterien ein
gebildetes Protein nicht oder kaum posttranslational modifizieren konnen (Baneyx,
1999). Fur die SF-9-Zellen wurde das Baculovirus-Expressionssystem genutzt
(Invitrogen).

Die Aufreinigung von HDACS3 aus den infizierten Insektenzellen konnte erfolgreich
durchgefuhrt werden. Das isolierte Protein diente bei Western Blot-Analysen als
Kontrolle fur den HDAC3-Antikérper. HDAC3 konnte von der Ni-NTA-Matrix schon
mit niedrigen Imidazolkonzentrationen (etwa 50 mM) im Puffer eluiert werden. Dies
hatte den Vorteil, dass wenig Imidazol aus dem Eluat entfernt werden musste, um
das Eluat fur eine Bestimmung der Tertiarstruktur einzusetzen. Die Aufklarung der
Kristallstruktur von HDAC3 war ein weiteres Ziel, dies konnte aber im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr durchgefuhrt werden.

Inzwischen sind mehrere Forschungsarbeiten bekannt, die die Aufreinigung von
Histon-Deacetylasen aus infizierten Insektenzellen beschreiben. In friheren Studien
wurde HDAC1 mit einem Flag-Rest mit dem Baculovirussystem aufgereinigt. Dabei
wurde herausgefunden, dass HDACL fur die repressive Aktivitdt von mSin3a notig ist
(Hassig et al.,, 1997a). HDAC3 wurde inzwischen mit einem Flag-Rest mit dem
Baculovirussystem aufgereinigt. Dabei zeigte sich, dass ,pures® HDAC3 ohne
weitere Proteinkomponenten keine enzymatische Aktivitat besal? (Guenther et al.,
2001). In einer weiteren Untersuchung wurde auf3erdem festgestellt, dass fur eine
volle Aktivitat von HDAC3 eine Proteinfaltung notwendig ist, die Uber einen sog.
TCP-Ring-Komplex unter Verbrauch von ATP vermittelt wird (Guenther et al., 2002).
In einer aktuellen Arbeit ist die Aufreinigung von HDAC1 und HDAC3 aus SF-9-
Zellen beschrieben worden. Bei dieser Studie wurde herausgefunden, dass beide
Proteine nach der Aufreinigung sowohl 18slich als auch enzymatisch aktiv waren (Hu
et al., 2003). Dagegen besagt die oben erwahnte Studie, dass aufgereinigtes HDAC3
ohne weitere Proteinkomponenten enzymatisch inaktiv ist (Guenther et al., 2001).

Eine Bestimmung der Tertiarstruktur von HDAC3 ist bisher allerdings noch nicht
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publiziert worden. Inzwischen ist die Kristallstruktur des katalytischen Zentrums von
SIRT2 verdffentlicht worden (Finnin et al.,, 2001). Die Untersuchung der
Kristallstruktur von HDAC3 kénnte z.B. zu einem gezielten ,Design“ von HDAC-
inhibierenden Reagenzien genutzt werden. Anhand der bisherigen Studien ist nur
wenig uber eine effektive Hemmung einzelner HDAC-Isoformen bekannt. Erst vor
kurzem wurde heraus gefunden, dass TSA viele Klasse I-HDACs in einer niedrigen
Konzentration hemmen kann, und dass HDACS8 z.B. eher insensitiv gegenuber dem
HDAC-Inhibitor MS-27-275 ist (Hu et al., 2003). Weitere Studien zur Effektivitat von
HDAC-Hemmstoffen konnten erfolgreich  durchgefuhrt werden, wenn die

Kristallstruktur der einzelnen Histon-Deacetylasen bekannt wére.

4.3 Die Art der Modifizierung von Histonen entscheidet udber die

Genexpression

4.3.1 Der Einfluss der Histon-(De-)Acetylierung auf die Genexpression

Die Verfugbarkeit von DNA entscheidet dartber, ob ein Gen exprimiert wird oder ob
seine Expression unterdrickt wird. DNA ist im Zellkern um basische Proteine, die
Histone, gewunden. Diese Histone werden u.a. von zwei Enzymgruppen modifiziert:
Histon-Deacetylasen deacetylieren Lysinreste an Histonen, wahrend Histon-
Acetyltransferasen Acetylgruppen an die Lysinreste anlagern. Die Deacetylierung der
Histone fuhrt zu einem dichter gepackten Chromatin, die Acetylierung lockert das
Chromatingeriist auf und ermdglicht Transkriptionsfaktoren und anderen DNA-
bindenden Regulatoren einen besseren Zugriff auf die DNA (Grunstein, 1997; Hassig
and Schreiber, 1997; Kuo and Allis, 1998). Dass Histonreste modifiziert werden
kénnen, wurde schon in den 60er-Jahren entdeckt (Allfrey et al., 1964). Der
molekulare Hintergrund blieb allerdings Jahrzehnte nicht erklarbar, bis Mitte der
90er-Jahre erstmals Histon-Acetyltransferasen und Histon-Deacetylasen isoliert und
charakterisiert wurden (Brownell et al., 1996; Taunton et al., 1996).

Die Bedeutung von HDACs und HATSs fur die Expression verschiedener Gene wurde
in den letzten Jahren zunehmend untersucht und beschrieben. Seit einiger Zeit wird
ein ,Histon-Code" propagiert, der besagt, dass die Transkription eines Gens davon
abhangt, welche Histone acetyliert und welche deacetyliert sind (Cheung et al., 2000;
Jenuwein and Allis, 2001; Turner, 2000). Die weiteren Untersuchungen dieser neuen
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Zusammenhange wird die Frage nach dem Einfluss der (De-)Acetylierung auf die
Regulierung der Transkription besser beantworten kénnen. Auf Grund der bisherigen
Forschungsergebnisse kann der Therapieerfolg bei der Bek&mpfung von
Krebserkrankungen durch die Gabe von HDAC-Hemmstoffen verbessert werden
(Kelly et al., 2002; Marks et al., 2001b). In der Zukunft kbnnte es moglich sein, dass
z.B. durch Medikamente die Transkriptionsrate so beeinflussbar wird, dass
verschiedenste Krebserkrankungen endgtltig bekampft werden kdnnen.

4.3.2 Die Funktion der Histon-Methylierung bei der Genexpression

Die Modifizierung von Histonen kann neben einer (De-)Acetylierung auch eine
Methylierung sein. Fiur die Methylierung von DNA sind DNA-Methyltransferasen
verantwortlich. Neuere Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen DNA-
Methylierung und Transkriptionshemmung. So ist z.B. ist die Methylierung
bestimmter Promotoren der Grund dafir, dass Gene des zweiten X-Chromosoms bei
Frauen nicht exprimiert werden. Inzwischen sind mehrere Isoformen von DNA-
Methyltransferasen isoliert worden (DNMT 1, 2, 3a und 3b) (Bestor, 2000). DNMT1
wurde zuerst detektiert und ist bisher am besten charakterisiert. Studien zeigen, dass
die Isoform DNMT1 durch die Bindung von HDACs zu inaktivem Chromatin fuhrt.
Das dnmtl1-Gen unterliegt einer Ruckkopplung. Die Reaktion findet zwischen CpG-
reichen Inseln der DNA wund S-Adenosylmethionin mit Hilfe von DNA-
Methyltransferasen statt und fihrt zu einer Methylierung der DNA (Bestor, 2000;
Wolffe et al., 1999). CpG-Inseln bestehen aus Cytosinen, die in CG-reichen
Dinukleotiden zu finden sind. Diese CpG-Inseln sind unterschiedlich methyliert und
fuhren daher zu einem bestimmten Methylierungsmuster (Bestor, 2000). Das
chromosomale Protein MeCP2 (Methyl CpG Binding protein) bindet spezifisch tUber
seine Methyl-CpG-Bindungsdoméane an methylierte DNA. Auf3erdem ist es uber
seine transkriptionelle Repressordomane (TRD, transcriptional repression domain)
mit dem mSin3a/HDAC-Repressorkomplex verbunden und hemmt dariber die
Transkription (Ng and Bird, 1999). Die Cytosin-5-Methylierung an CpG-Inseln der
Promotorregion bestimmter Gene (z.B. Zellzyklusregulatoren oder Tumor-
suppressoren) fuhrt zu deren Repression (Baylin and Herman, 2000; Patra et al.,
2001). DNA ist innerhalb des Genoms oft methyliert, allerdings findet sich eine
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vermehrte Methylierung in transkriptionell inaktivem Heterochromatin (Jones et al.,
1998; Nan et al., 1998; Patra et al., 2001). Hier ist ein Zusammenhang mit Histon-
Deacetylasen gegeben, denn in inaktivem Chromatin sind die Histonreste
Uberwiegend deacetyliert (EI-Osta et al., 2001; Ng et al., 1999; Patra et al., 2001).

Ein Ungleichgewicht im Methylierungsstatus kann Krankheiten hervorrufen, z.B. gibt
es bei einigen Krebsarten Gene, die hypermethyliert sind, wie BRCA-1 (breast
cancer protein 1) und RB (Retinoblastom). Beim Retinoblastom kommt es bei
Kindern zu einer Tumorentwicklung im Auge (Richter et al., 2003). Bei Brustkrebs
oder dem Retinoblastom kommt es zu einem Anstieg von hypermethylierten
Promotorregionen (Baylin et al., 2001; Baylin and Herman, 2000). Der
Zusammenhang von Deacetylierung und Hypermethylierung bei der Entstehung von
Tumoren ist Gegenstand von zahlreichen Untersuchungen (Chiurazzi et al., 1999).
Zu den therapeutischen MalRnahmen gehoren die Gabe von HDAC-Inhibitoren sowie
die Verabreichung von Methyltransferasehemmern wie 5-Aza-2’-Cytidin und 5-Aza-
2’-Deoxy-Cytidin, die bereits in der Zellkultur getestet wurden (Hu et al., 1996). Die
Gabe beider Hemmstoffklassen kann Gene, deren Expression vorher unterdriickt

war, wieder re-exprimieren (Cameron et al., 1999; Kikuchi et al., 2002).

Inzwischen sind weitere  Studien bekannt, bei denen HDAC- sowie
Methyltransferase-Inhibitoren eingesetzt wurden. Die Methylierung der DNA sowie
eine Histon-Deacetylierung kann eine Unterdrickung der Expression des
Ostrogenrezeptors (ER) in humanen Brustkrebszellen hervorrufen (Keen et al.,
2003). Es wurde bereits nachgewiesen, dass eine Gabe von 5-Aza-2'-Deoxycytidin
(AZA) und TSA eine Re-Expression des Ostrogenrezeptors auf mRNA- und
Proteinebene in diesen Zellen induzieren kdnnen. Die Behandlung von drei ER-
negativen Zelllinien mit dem HDAC-Inhibitor Scriptaid fuhrt schon nach 48 h zu einer
Wachstumshemmung sowie zu einer erhéhten H3- sowie H4-Acetylierung. Eine
Inkubation mit Scriptaid und AZA war effektiver fur die Induktion des
Ostrogenrezeptors als eine Monotherapie mit den jeweiligen Hemmstoffen. In einem
Mausmodell wurde ein vermindertes Tumorwachstum nach Gabe von Scriptaid oder
TSA beobachtet (Keen et al., 2003). Scriptaid bzw. TSA kénnten auf Grund dieser
Untersuchungen als viel versprechendes Heilmittel bei Brustkrebserkrankungen
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gelten. Allerdings sollten noch weitere Studien erstellt werden, um einen Effekt dieser
HDAC-Hemmstoffe auch in vivo zu zeigen. Die Kombination von Inhibitoren von
HDACs sowie DNA-Methyltransferasen lasst eine gesteigerte Effizienz bei der

Tumorbek&mpfung vermuten.

4.3.3 Die Rolle der Phosphorylierung bei der Genexpression

Ein Zusammenhang zwischen den beiden Proteinen HDAC3 und MAPK11 konnte in
dieser Arbeit aufgezeigt werden, und der hemmende Einfluss von HDAC3 auf die
Signalubertragung wurde in verschiedenen Versuchen nachgewiesen. Die
Phosphorylierung von Histonen an bestimmten Threonin- und Serinresten wurde
schon vor einiger Zeit bewiesen (Sauve et al., 1999; Spencer and Davie, 1999). Es
wurde z.B. gezeigt, dass wahrend der Mitose fast jedes Serin'® am Histon H3
phosphoryliert wird. Dies ist notwendig fur eine optimale Chromatinstruktur (Cheung
et al., 2000; Clayton and Mahadevan, 2003). Diese Histon-Modifizierung ist mit einer
Aktivierung der Transkription von schnell induzierbaren Genen (,early response
genes”) verbunden. Die Phosphorylierung von H3 wird durch die Gabe von
Wachstumsfaktoren oder Phorbolestern stimuliert (Mahadevan et al., 1991). Der
genaue Mechanismus, wie die H3-Phosphorylierung die Genexpression beeinflusst,
ist noch nicht geklart. Eine mdgliche Erklarung ist, dass durch die Anlagerung der
negativen Phosphatgruppe an das Histon H3 eine elektrostatische Interaktion
unterbrochen wird und es so Transkriptionsfaktoren ermoglicht wird, an DNA zu
binden (Cheung et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
HDAC3 einen hemmenden Einfluss auf die Signalweiterleitung der MAPK11 ausubt,
da die Aktivitat des Transkriptionsfaktors ATF-2 sowie eine TNF alpha-Expression
durch HDAC3 verringert werden kann. Auf Grund der inhibitorischen Effekte von
HDAC3 kann vermutet werden, dass nicht nur ATF-2, sondern noch viele andere
Gene in ihrer Expression durch HDAC3 beeinflusst werden konnten, wie z.B. Uber
das MAPKAP2 auch das Hitzeschockprotein hsp27 (Azuma et al., 2001; Piotrowicz
et al.,, 1998). In der kirzlich erschienenen Arbeit (Mahlknecht, 2003) wurde
aul3erdem beschrieben, dass der HDAC3-Promotor ebenfalls Bindungsstellen fur
HSF2 (Heat shock factor 2) besitzt. HSF2 Uberwacht die Expression von
Hitzeschockproteinen. Hitzeschockproteine wurden so benannt, weil sie zu den
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Proteinen gehoren, die nach einem Hitzeschock vermehrt synthetisiert werden,
wahrend andere Proteine vermindert gebildet werden. Sie werden aufl3erdem nach
Nahrstoffmangel oder oxidativem und anderem Stress in grol3en Mengen
synthetisiert. Viele Hitzschockproteine bilden Komplexe, die dann als sog.
,Chaperone® fungieren, d.h. sie Uberwachen das Schicksal von anderen Proteinen,
z.B. deren Faltung, Transport, Reparatur oder Abbau (Goetz et al.,, 2003).
Hitzeschockproteine werden auch Stressproteine genannt, sie sind essenzielle, hoch
konservierte Proteine, die fur das normale Zellwachstum und die Aufrechterhaltung
der Zellfunktion notwendig sind. Die Expression von Hitzschockproteinen wurde
schon wahrend der Embryogenese in vielen Organismen nachgewiesen (Calabrese
et al., 2002).

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass der hemmende Effekt von
HDAC3 auch auf andere Signalwege ausgeiibt werden konnte. Die p42/44 MAP
Kinasen (ERK) und p38 MAP Kinasen kdnnen die H3-Phosphorylierung induzieren.
Der ERK-Signaltransduktionsweg wurde bisher am besten beschrieben, viele
involvierte Kinasen wurden schon isoliert und charakterisiert. Werden Zellen
extrazellularen Wachstumsfaktoren ausgesetzt, wird Uber Ras und Raf eine
Kinasekaskade induziert, die p42/p44 (ERK2 und 1) aktiviert. Im Allgemeinen kommt
es zu einer Proliferation der Zelle. Der p38 MAP Kinase Signalweg ist bisher noch
nicht komplett erforscht (Cheung et al., 2000). Die vorliegende Arbeit tragt zu einer
besseren Erklarung der Signalwege bei, da ein Einfluss von HDAC3 auf die p38 MAP
Kinase-Signalkaskade aufgezeigt wurde.

Die Interaktion einer p38 MAP Kinase mit einer Histon-Deacetylase war bei Beginn
der Arbeit noch nicht in der Literatur beschrieben worden. Inzwischen sind mehrere
Studien Uber eine Interaktion von Histon-Deacetylasen mit verschiedenen Kinasen
publiziert worden. Es wurde z.B. nachgewiesen, dass HDAC1 von der Casein Kinase
2 phosphoryliert wird und dass HDAC1 zwei potenzielle Phosphorylierungsstellen

1 und Serin*®

(am Serin* ) besitzt. Die Mutation dieser Serinreste fiuihrt zu einer
Reduzierung der enzymatischen Aktivitdt von HDAC1 und zu einer verminderten
Fahigkeit zur Komplexbildung (Pflum et al., 2001). Aul3erdem wurde mittels der in

vivo labelling-Methode gezeigt, dass HDAC1 posttranslational am C-Terminus
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phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung beeinflusst dabei nicht die enzymatische
Aktivitat von HDAC1. Es wurde in vitro nachgewiesen, dass die Casein Kinase 2
sowie eine cAMP-abhéngige Kinase HDAC1 phosphorylieren, aber nicht die Protein
Kinase C oder eine MAP Kinase (Cai et al., 2001).

In einer anderen Untersuchung wurde dagegen gezeigt, dass die HDAC1- bzw.
HDAC2-Aktivitat durch die Gabe eines Proteinphosphatase-Inhibitors gesteigert wird
(Galasinski et al., 2002). HDAC1 und HDAC2 werden wahrend der Mitose
phosphoryliert. Die Studien wurden mit der Zellinie K562 (humane
Erythroleukdmiezellen) erstellt. Hierbei zeigte sich, dass eine Phosphorylierung von
HDAC?2 auch stattfindet, wenn die Zellen vor der Lyse fir 30 min mit Cycloheximid
(einem  Proteinbiosynthese-Inhibitor) behandelt worden waren, d.h. eine
Proteinneusynthese der Kinasen, die HDAC2 phosphorylieren, ist nicht erforderlich.
Durch die Phosphorylierung der beiden Histon-Deacetylasen wurde die
Proteinkomplexbildung zwischen HDAC1 und HDAC2 sowie der Komplex zwischen
den beiden HDACs und mSin3a unterbrochen (Galasinski et al., 2002).

Die Phosphorylierung von HDAC?2 durch die Casein Kinase 2 in vitro wurde kurzlich
ebenfalls nachgewiesen (Sun et al, 2002; Tsai and Seto, 2002). Die
Phosphorylierungsstelle von HDAC?2 liegt dabei, wie bei HDAC1, im C-terminalen
Bereich der Histon-Deacetylase. Die Phosphorylierung erhdht die enzymatische
Aktivitat von HDAC2, hat aber keinen Einfluss auf die transkriptionelle Repression
des Enzyms. Innerhalb dieser Studie wurde auch aufgezeigt, dass HDAC3 in vitro
ebenfalls durch die Casein Kinase 2 phosphoryliert werden kann. HDACS8 st
dagegen kein Substrat der Casein Kinase 2 (Tsai and Seto, 2002). Aktuelle Studien
dazu haben darauf hingewiesen, dass HDACS in vitro und in vivo von einer Protein
Kinase A am Serin®* phosphoryliert wird. Eine Mutation von Serin® zu Alanin® erhéht
die enzymatische Aktivitat von HDACS8, wahrend dagegen eine Mutation von Serin®
zu Glutamat® die Enzymaktivitait von HDAC8 hemmt. Eine Hyperphoshorylierung
von HDACS8 und damit Inaktivierung des Enzyms flhrt zu einer Hyperacetylierung
der Histone H3 und H4 (Lee et al., 2004).

Weitere Untersuchungen, inwieweit andere Histon-Deacetylasen potenziell
phosphorylierbar sind, konnten den Einfluss der Phosphorylierung von HDACs auf
Signaluibertragungen in der Zelle prifen. Dabei kdnnte bestimmt werden, ob durch
eine  mogliche enzymatische Hemmung von Histon-Deacetylasen durch
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(De-)Phosphorylierung auf Kinase-Signalwege Einfluss genommen werden kann.

Der Einsatz von verschiedenen HDAC-Inhibitoren sowie von MAP Kinase-Inhibitoren
konnte zu einem verbesserten Verstandnis der Signalwege fihren. Aul3erdem kénnte
ein moglicher synergistischer Effekt dieser Hemmstoffe bei der Bekampfung von
malignen Erkrankungen naher untersucht werden. Die Inhibitoren sollten zuerst in
vitro in der Zellkultur eingesetzt werden, um zu untersuchen, ob sich maligne
Erkrankungen in ihrer Entstehung oder Progression durch die Gabe einzelner oder
beider Inhibitoren hemmen lassen. Danach kénnten, abhangig von den Ergebnissen,
Tierversuche geplant werden, bevor Uberlegungen zu klinischen Studien gestartet

werden.

HDAC-Hemmstoffe werden bereits bei malignen Erkrankungen eingesetzt. Die
Heilungsrate kdonnte durch neue Ergebnisse zu der Wirkweise und der Spezifitat von
HDAC-Inhibitoren noch verbessert werden (Hu et al., 2003; Marks et al., 2001b). Der
Einsatz von MAP Kinase-Inhibitoren ist bisher in verschiedenen Forschungsarbeiten
ebenfalls getestet worden. In Studien wurde der Einfluss von Kinase-Inhibitoren bei
inflammatorischen Reaktionen gezeigt, z.B. wird die Produktion von Interleukin 1,
TNF und Interleukin 6 in vitro sowie in vivo unterdriickt (Kumar et al., 2003). Anti-
inflammatorische Effekte des Kinase-Inhibitors SB203580 wurde in Tiermodellen der
Rheumatoiden Arthritis schon nachgewiesen (Badger et al., 2000; Kumar et al.,
2003; Liverton et al.,, 1999). Anhand klinischer Untersuchungen mit mannlichen,
gesunden Studienteilnehmern, die den Kinase-Inhibitor SB242235 in einer Dosis von
1 mg bis 500 mg oral verabreicht bekamen, konnte gezeigt werden, dass diese
Medikamentendosen gut toleriert wurden. AulRerdem wurden die hochsten
Plasmawerte zwischen 1,5 und 6 h beobachtet, und die Halbwertszeit des Inhibitors
im Plasma betrug zwischen 14,7 und 18,3 Stunden (Fullerton et al., 2000).

In einer anderen Studie mit dem Kinase-Inhibitor RWJ-67657 bekamen die
Teilnehmer entweder Placebos oder verschiedene Konzentrationen des Inhibitors
verabreicht. Durch die Gabe von Endotoxin wurden Grippe &hnliche Symptome
verursacht und damit die Serumkonzentration von Interleukin 6, Interleukin 8 und
TNF erhoht. Die Behandlung mit RWJ-67657 konnte die Symptome verringern und
die Menge an Zytokinen im Blut der Probanden vermindern. Dieser Inhibitor soll sich
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nach dieser Studie bei der Behandlung von entzindlichen Erkrankungen wie Morbus

Crohn oder Rheumatoider Arthritis als effektiv erweisen (Fijen et al., 2001).

4.4 Einfluss von HDACSs bei verschiedenen Krankheiten

Ein Zusammenhang zwischen HDACs und verschiedenen Krankheiten ist seit
einigen Jahren bekannt. HDAC-Komplexe werden von Retinséurerezeptoren (RARa)
rekrutiert und unterdriicken damit die Expression bestimmter Gene. Sind aber die
Retinsaurerezeptoren uber eine chromosomale Translokation durch die Bindung an
den PML-Locus (Promyelozytenleukamie; [t(15;17)(922;921)]) oder den PLZF-Locus
(Promyeolzyten-leukdmischer Zinkfinger; [t(11;17)(923;921)]) mutiert, resultiert
daraus eine Akute Promyelozytenleukamie (APL), denn durch die Hemmung der
Expression bestimmter Gene ist die normale Hamatopoese gestort. Dabei kdnnen
die Patienten mit der Translokation PML-RARa haufig durch eine Gabe
pharmakologischer Dosen an Retinsdure geheilt werden, wéhrend bei Patienten mit
der PLZF-RARa- Translokation eine Chance auf Heilung nur durch die gleichzeitige
Gabe von Retinsaure und HDAC-Hemmstoffen erhéht werden kann (Cress and Seto,
2000; Lin et al., 1998). Bei der Akuten Myeloischen Leukamie (AML) kommt es bei
der Translokation von [t(8;21)(g22;922)] zu einer Unterbrechung des AML1-Gens
(Cress and Seto, 2000; Fenrick and Hiebert, 1998). Normalerweise funktioniert AML1
als DNA-Bindungskomponte von CBF (enhancer core binding factor). Dieser
Komplex aktiviert die Gene, die fir die normale myeloide Differenzierung notwendig
sind (Lenny et al., 1997). Im Fall der t(8;21)-Translokation ist AML1 an den
Repressor ETO gebunden. Dieser bindet tber die Rekrutierung von mSin3a und N-
CoR auch HDACSs. Als Folge ist die korrekte myeloide Differenzierung gehemmt und
es kommt zur Leuk&mie (Cress and Seto, 2000).
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45 Klinischer Einsatz von HDAC-Inhibitoren

HDAC-Inhibitoren ~ werden inzwischen vermehrt zur Behandlung von
Krebserkrankungen in klinischen Studien eingesetzt. Butyrat war das erste Agens,
bei dem die Fahigkeit zur Hemmung von HDACs nachgewiesen wurde (Boffa et al.,
1978). Die Mdglichkeit, Butyrat bei Darmkrebserkrankungen protektiv einzusetzen,
wird derzeit geprift. Ballaststoffe in der Nahrung werden durch bakterielle
Fermentation im Dickdarm zu Butyrat abgebaut, ein Schutz vor Dickdarmkrebs bei
ballaststoff-haltiger Ern&hrung wird diskutiert (Davie, 2003; Hinnebusch et al., 2002;
Peters et al, 2003). Bei der Behandlung von Krebserkrankungen sind die
Heilungschancen der Patienten in den letzten Jahren verbessert worden. Dabei ist
die Entdeckung der HDAC-Inhibitoren eine grof3e Hilfe. Die meisten HDAC-
Inhibitoren induzieren einen Zellzyklus-Arrest sowie Differenzierung und Apoptose in
vitro, einige dieser Chemikalien haben auch Anti-Tumor-Eigenschaften in vivo (Kelly
et al., 2002; Marks et al., 2001a; Weidle and Grossmann, 2000). Durch die Gabe von
HDAC-Inhibitoren wird allerdings nur eine geringe Zahl an Genen in ihrer Expression
verandert (Mariadason et al., 2000; Van Lint et al.,, 1996). Nach Inkubation mit
Trichostatin A (TSA) oder Trapoxin (TPX) wurde in lymphoiden Zelllinien nur eine
Hemmung von Histon-Deacetylasen, aber kein Effekt auf die Histon-Acetylierung
nachgewiesen. Auf3erdem wurde durch TSA oder TPX die Genexpression von
c-myc, einem Transkriptionsfaktor, der bei der Signalweiterleitung involviert ist,
reduziert (Fernandez et al., 2003; Oster et al., 2002). Die Expression von GaPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), einem Enzym der Glykolyse, das als
,Haushalts-Gen* (,housekeeping gene*) exprimiert wird (von Schnakenburg et al.,
2002), wurde kaum oder gar nicht beeinflusst. Anhand der ,Differential Display*-
Methode konnte gezeigt werden, dass 8 von 340 gemessenen Genen in ihrer
Expression durch die Gabe von TSA oder TPX verandert wurden. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Transkription von bestimmten Genen Uber den Grad der Histon-
Acetylierung geregelt wird (Van Lint et al., 1996).

Einige HDAC-Hemmstoffe wurden bisher in der Klinik eingesetzt: Phenylbutyrat

wurde in einem Phase I-Versuch alle 21 Tage fur 120 h an Patienten verabreicht, die
refraktare, solide Tumoren (meist Prostatakrebs) hatten. Die Patienten litten an
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verschiedenen Nebenwirkungen wie Mdudigkeit und Verwirrung. Die Dosis, die
maximal tolerierbar war, wurde auf 410 mg/kg/Tag fur 5 Tage festgelegt. In dieser
Studie wurde allerdings bei keinem Patienten eine komplette Remission durch die
Gabe von Phenylbutyrat erreicht. Zwei Patienten hatten tUber eine Zeitraum von 168
Tagen einen stabilen Krankheitsverlauf (Carducci et al., 2001). In einer weiteren
Studie wurde Phenylbutyrat Patienten mit soliden Tumoren verabreicht. Die Phase II-
Dosis errechnete sich auf 27 g/d. Es gab keine kompletten oder partiellen
Remissionen, aber sieben Patienten hatten wahrend der Phenylbutyrat-Gabe Uber
sechs Monate einen stabilen Krankheitsverlauf (Gilbert et al., 2001).

In anderen Untersuchungen wurden denen Phenylbutyrat bei Akuten Myeloischen
Leuk&dmien und Myelodysplasien verabreicht. Den Patienten wurden alle vier
Wochen fur sieben Tage kontinuierlich Phenylbutyrat infundiert, die maximal
tolerierte Dosis war hier 375 mg/kg/Tag. Hohere Dosen fuhrten zu neurologischen
Storungen, die aber nach dem Absetzen von Phenylbutyrat reversibel waren. Kein
Patient konnte eine komplette Remission erreichen, aber es war bei einigen
Patienten eine Verbesserung des Blutbildes zu beobachten (Gore et al., 2001; Yu et
al.,, 1999). Phenylbutyrat hemmt nicht nur HDACs, sondern erhoht in einer
Konzentration von 0,25 mM die Acetylierung (Warrell et al., 1998; Yu et al., 1999).

Eine weitere Studie Uber Kolonkarzinome beschaftigte sich nicht mit HDAC-
Inhibitoren, sondern mit Nahrstoffen. Die Aufnahme und der Gehalt von Folat im Blut
kann einen Einfluss auf das Kolonkarzinomentstehungsrisiko ausuben. In
epidemiologischen und in klinischen Studien wurde herausgefunden, dass bei hoher
Folat-Aufnahme ein 40% geringeres Risiko im Vergleich zu niedriger Folat-Aufnahme
besteht, an Kolonkarzinom zu erkranken. Allerdings zeigte sich im Tiermodell, dass
bei schon vorhandenen Neoplasien eine hohe Folat-Zufuhr zu einer Promotion des
Tumors fuhrt. Dies geschah in Abhangigkeit von der Zeit und der Folat-Dosis. Es
wurde aul3erdem festgestellt, dass eine Defizienz von Folat in Zellen eher zu einer
Entstehung von Neoplasien fuhrt. Moderate Mengen an Folat-Substitution in Zellen
hemmten dagegen die Tumorentstehung (Kim, 2003).

Eine andere klinische Studie am Menschen untersuchte den Einfluss einer
Weizenkleie- und Kalziumgabe bei Patienten, denen Polypen im Kolon operativ

entfernt worden waren. Hierbei zeigte sich nach neun Monaten bei den Patienten
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eine verminderte Menge an sekundaren Gallensauren, denen
(konzentrationsabhangig) eine kanzerogene Wirkung zugesprochen wird. Dabei
sollen sekundare Gallensduren zu der Entstehung von Neoplasien im Kolon
beitragen, was nach der Studie durch die Gabe von Weizenkleie und Kalzium
verhindert werden kann (Alberts et al., 1996).

Der klinische Einsatz von HDAC-Inhibitoren ist seit einiger Zeit voran geschritten,
allerdings sind noch viele Fragen offen. Bis vor kurzem war nicht bekannt, ob es
HDAC-Inhibitoren gibt, die spezifisch ein Isoenzym der Histon-Deacetylasen
hemmen kodnnen. Neuere Untersuchungen zeigen, dass TSA z.B. alle Klasse I-
HDACs mit einer ahnlichen Effizienz hemmt (ICso 100-300 nM). Allerdings zeigte
sich, dass MS-27-275 besonders gut HDAC1 hemmt (ICso 300 nM), wéhrend
dagegen HDACS relativ insensitiv zu MS-27-275 ist (etwa 30% Hemmung bei 100
MM) (Hu et al., 2003). Neue Forschungen an diesem Gebiet konnten zu einer
besseren Wirksamkeit und einer erhdhten Effizienz bei der Beka&mpfung von
Krebserkrankungen fuhren. Durch eine Bestimmung der Kristallstruktur von Histon-
Deacetylasen konnte das die Generierung von HDAC-Inhbitoren noch besser an das
aktive Zentrum von HDACs angepasst werden, was die Effektivitat dieser

Hemmstoffe verbessern kénnte.
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4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von HDAC3 mit verschiedenen
Nicht-Histonproteinen nachgewiesen. Dabei wurden die MAP Kinase 11, Rab3a,
SCG-10 und die MAP Kinase 13 als potenzielle Bindungspartner der humanen
Histon-Deacetylase 3 identifiziert.

Die Interaktion zwischen der MAP Kinase 11 und HDAC3 konnte am besten
charakterisiert werden. Hierbei wurde der Einfluss bzw. ein hemmender Effekt von
HDAC3 auf die Signaltransduktionswege der Kinase deutlich. HDAC3 hat demnach
eine wichtige Funktion bei der Unterdrickung der Genexpression. Eine gezielte
Inhibition von HDAC3 bzw. anderen HDAC-Proteinen kénnte maoglicherweise die
Ausbildung von verschiedenen Krankheiten verhindern. Allerdings ist das
Gleichgewicht zwischen Histon-Deacetylasen und Histon-Acetyltransferasen so fein
reguliert, dass die einseitige Hemmung einer Enzymgruppe Uber einen langeren
Zeitraum zur Entstehung anderer Krankheiten fuhren kdnnte. Die Forschungen uber
den klinischen Einsatz von HDAC-Hemmstoffen sollten demzufolge noch vertieft
werden. Den HDAC-Inhibitoren wird eine grof3ere Funktion zukommen, wenn die
selektive Hemmung von einzelnen HDACs zu einer verbesserten Heilungs-
maoglichkeit bei Krankheiten fiihren kdnnte. Die hier gezeigten Ergebnisse lassen
vermuten, dass nicht nur eine Hemmung von HDACSs, sondern auch die Inhibition
von Kinasen (z.B. bei der Unterdrickung einer Entziindungsreaktion) wichtig sein
konnte. Die ndhere Zukunft sollte neue Erkenntnisse bei der Bek&mpfung von

malignen Krankheiten bringen.

Die Zahl der Forschungsarbeiten tGber Histon-Deacetylasen ist in den letzten Jahren
in starkem MalR3e angestiegen, was zeigt, dass den HDACs eine wichtige Funktion
beim Verstandnis von Genregulation und Genexpression zugeschrieben wird. Der
Zusammenhang zwischen Histon-Deacetylierung, Histon-Acetylierung und Signal-
kaskaden sollte in der Zukunft noch weiter untersucht werden. Auch der Einfluss der
Bindung von HDACs an Nicht-Histonproteine sollte Gegenstand weiterer Studien
sein. Inzwischen sind schon einige Nicht-Histone als Bindungspartner von Histon-
Deacetylasen entdeckt worden. Zuséatzlich konnte in dieser Arbeit die Interaktion von
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HDAC3 und der MAP Kinase 11 ndher charakterisiert sowie die Bindung von HDAC3
an die MAPK13 bestatigt werden.

Die Bindung von MAP Kinasen an verschiedene Proteine und deren Einfluss auf die
Signalkaskaden sollte weiter geprift werden. Aul3erdem kdnnten weitere Studien zur
maoglichen Interaktion von Histon-Deacetylasen mit den Proteinen Rab3a bzw.
SCG-10 einen Hinweis auf die Steuerung von Sekretionswegen bzw. die Regulation
des Auf- und Abbaus des Zellskeletts geben. Zusatzlich sollte eine mdgliche Rolle
von Histon-Deacetylasen im Prozess der Alzheimer Erkrankung oder der HIV-

Infektion ndher untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

In den letzten Jahren rickte die Regulation der ,Genexpression® in den Mittelpunkt
vieler Forschungsarbeiten. Dabei wird untersucht, wie eine Zelle exakt bestimmen
kann, welches Gen exprimiert und bei welchem Gen die Expression unterdrtckt wird.
Eine grol3e Rolle bei der Aufklarung der Steuerung der Genexpression spielte die
Entdeckung von Enzymen, die Einfluss auf das Acetylierungsgleichgewicht einer
Zelle nehmen: Histon-Acetyltransferasen (HATSs) fihren zu einer Hyperacetylierung
bestimmter Proteine, wahrend Histon-Deacetylasen (HDACS) eine Hypoacetylierung
hervorrufen. Diese (De-)Acetylierung findet an Lysinresten basischer Histone statt,
die zusammen mit der DNA die Bausteine des Chromatins bilden. Dass Lysinreste
an Histonen acetyliert werden kénnen, wurde schon im Jahre 1964 von Allfrey und
Kollegen herausgefunden. Die molekularen Hintergrinde waren allerdings uber
Jahrzehnte unklar, denn humane Histon-Deacetylasen konnten erst vor einigen
Jahren isoliert und charakterisiert werden. HDACs werden aufgrund ihrer Homologie
zu Hefeproteinen in drei Klassen eingeteilt, wobei die erste Klasse von den HDACs
1, 2, 3 und 8 reprasentiert wird, welche zum Hefeprotein RPD3 (reduced potassium
dependency) homolog sind. Die zweite Klasse, die aus den HDACs 4, 5, 6, 7, 9 und
10 gebildet wird, ist HDA1 (histone deacetylase 1) in der Sequenz ahnlich. Die dritte
HDAC-Klasse wurde erst kurzlich entdeckt; sie ist homolog zum Hefeprotein SIR2
(silencing information regulator) und besteht aus den humanen Proteinen SIRT1-7.
Der Einfluss von HDACs und HATSs bei der Regulation der Genexpression ist heute
unbestritten: Generell wird es Transkriptionsfaktoren und anderen regulatorischen
Proteinen durch eine Hyperacetylierung ermoglicht, an die DNA zu binden und eine
Genexpression zu induzieren, wahrend eine Hypoacetylierung meist den
gegenteiligen Effekt hervorruft. Die Bedeutung von HDACs in malignen
Erkrankungen wurde ebenfalls in den letzten Jahren untersucht. Inzwischen sind
eine Reihe von HDAC-Hemmstoffen entwickelt worden, die neben den ublichen
Therapien im Kampf gegen Krebserkrankungen eingesetzt werden konnen. Die
Forschungen hierzu sind allerdings noch am Anfang, und in der nachsten Zeit
werden noch weitere Untersuchungen nétig sein.

Die weitergehende Charakterisierung des Phanotyps der humanen Histon-
Deacetylase 3 war Ziel der vorliegenden Arbeit. Es wurde zunachst versucht, neue
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Interaktionspartner von HDAC3 zu detektieren. Dabei wurden im Einzelnen folgende
Ergebnisse erzielt: Mit der Far Western-Methode wurden verschiedene potenzielle
Bindungspartner von HDACS identifiziert: Die MAP Kinase-Isoform p38 beta 2 (MAP
Kinase 11), Rab3a, das zu der ras-Gen-Superfamilie gehort, das neuronale Protein
SCG-10, sowie p38 delta (MAP Kinase 13), eine weitere Kinase-lsoform. Um einen
moglichen Einfluss von HDAC3 auf die durch MAP Kinasen vermittelte
Signaltransduktion aufzuzeigen, wurden weitere Versuche angeschlossen, wobei die
Interaktion von HDAC3 mit der MAP Kinase 11 genauer untersucht wurde. In
mehreren unabhangigen Experimenten wurde die Bindung der MAP Kinase 11 an
HDAC3 durch Methoden wie Far Western-Analyse, Pulldown-Assay, Mammalian
Two Hybrid-Analyse und Immunprazipitationen bestatigt. Mittels Mutationsstudien
konnte der Bereich der Interaktion zwischen HDAC3 und der MAP Kinase 11 auf den
N-terminalen Bereich des HDAC3-Proteins eingegrenzt werden. HDAC3 vermindert
aulerdem in vitro und in vivo den Phosphorylierungsstatus der MAP Kinase 11.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass HDAC3 einen hemmenden Einfluss auf die
Phosphorylierung und damit Aktivierung des Transkriptionsfaktors ATF-2 besitzt und
die Expression von TNF alpha unterdriicken kann. Die Bindung der Proteine Rab3a,
SCG-10 und sowie p38 delta an HDAC3 wurde ferner mittels Pulldown-Analysen
bestatigt.

Das zentrale Anliegen dieser Arbeit, den Phanotyp der humanen Histon-Deacetylase
3 weiter zu charakterisieren, konnte durch die Identifizierung neuer Interaktions-
partner von HDAC3 erreicht werden. Es wurden mehrere Nicht-Histon-Proteine als
Bindungspartner von HDAC3 detektiert. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass
HDAC3 in der Zelle eine Rolle bei der MAP Kinase 11l-vermittelten Signal-
Ubertragung spielt sowie an der Genexpression proinflammatorischer Zytokine
beteiligt ist. Dabei bt HDACS3 einen inhibitorischen Effekt aus, der aber durch die

Gabe von spezifischen Hemmstoffen wieder aufgehoben werden kann.
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7 Anhang

Tabelle 6: Ubersicht tiber die verwendeten Oligonukleotide

Primer wurden fir die Real-Time-PCR fir sowie die Sequenzierung und den Einbau
von Mutationen in Plasmiden verwendet.

Bezeichnung Sequenz

Oligonukleotide fur die Real-Time-PCR:

GaPDH Primer vorwarts 5’-gaaggtgaaggtcggagtc-3’
GaPDH Primer rickwarts 5’-gaagatggtgatgggatttc-3’
GaPDH Sonde 5’-caagcttcccgttctcagcc-3’

l11b Primer vorwarts 5’-gcctgaagcccttgctgtag-3’

[11b Primer riickwarts 5’-ccagtacccccaggagaagat-3’

[11b Sonde 5’-catccagctacgaatctccgaccacc-3’
TNF alpha Primer vorwarts 5’-aatcggcccgactatctcg-3’

TNF alpha Primer rickwarts 5’-tcctcacagggcaatgatcc-3’

TNF alpha Sonde 5’-ctttgccgagtctgggcaggtctacttt-3’

Oligonukleotide fur die Sequenzierung der Plasmide:

SP6 (pcDNAS.1) 5'-gaatttaggtgacactatagaag-3'

T7 (bcDNA3.1) 5'-taatacgactcactataggg-3'

Oligonukleotide fur die Mutationen (Serin zu Alanin) bzw. Trunkationen (Einbau von
Stopcodons) im Insert HDAC3 des Plasmids pGEX-4T3-HDACS3:

Stop bei AS 3 vorwarts 5’-cggccgcatggcctagaccgtggcctatttc-3’
Stop bei AS 3 rickwarts 5’-gaaataggccacggtctaggccatgcggcecg-3’
Stop bei AS 31 vorwarts 5’-catcgcctggcatagacccatagcctggtcc-3’
Stop bei AS 31 ruckwarts 5’-ggaccaggctatgggtctatgccaggcgatg-3’

167




Anhang

Stop bei AS 49 vorwarts

5’-gatgatcgtcttctagccataccaggcectce-3’

Stop bei AS 49 ruckwarts

5’-ggaggcctggtatggctagaagacgatcatc-3’

Stop bei AS 66 vorwarts

5’-ccactccgaggactagattgacttcctge-3’

Stop bei AS 66 rickwarts

5'-gcaggaagtcaatctagtcctcggagtgg-3’

Stop bei AS 137 vorwarts

5'-ggtctgcaccatgcctagaagtttgagg-3’

Stop bei AS 137 rickwarts

5'-cctcaaacttctaggcatggtgcagacc-3’

Stop bei AS 198 vorwarts

5'-cacaaatacggaaattagttcttccctggcacagg-3’

Stop bei AS 198 riickwarts

5'-cctgtgccagggaagaactaatttccgtatttgtg-3°

Stop bei AS 266 vorwarts

5'-gctgtgatcgatagggctgctttaacctcage-3’

Stop bei AS 266 rickwarts

5'-gctgaggttaaagcagccctatcgatcacage-3’

Stop bei AS 331 vorwarts

5'-ccctatagtgaatacttcgagtagtttgccccagac-3’

Stop bei AS 331 riickwarts

5'-gtctggggcaaactactcgaagtattcactataggg-3'

Serin zu Alanin Pos. 54 vorwarts

5’-gccataccaggccgcccagcatgacatgtge-3’

Serin zu Alanin Pos. 54 rickwarts

5’-gcacatgtcatgctgggcggectggtatgge-3’

Serin zu Alanin Pos. 63 vorwarts

5'-gtgccgcttccacgecgaggactacattg-3’

Serin zu Alanin Pos. 63 rickwarts

5'-caatgtagtcctcggcgtggaagceggeac-3'
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Tabelle 7: Adressen der Pharmafirmen

Amersham Biosciences

Amersham Biosciences Europe GmbH
Munzinger Str. 9
79111 Freiburg

Apotheke des Klinikums der JWG-Universitét

Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-
Universitat Frankfurt
Theodor-Stern-Kai 7

60590 Frankfurt

AppliChem

AppliChem GmbH
Ottoweg 4
64291 Darmstadt

Applied Biosystems

Applied Biosystems
Applera Deutschland GmbH
Frankfurter Strasse 129b
64293 Darmstadt

B. Braun B. Braun Melsungen AG
Carl-Braun-Strasse 1
34212 Melsungen

Barnstead/Thermolyne Barnstead International

2555 Kerper Boulevard
Dubuque, lowa USA 52001-1478

Beckman Instruments

Beckman Instruments Inc.
PO Box 3100

2500 Harbor Boulevard
Fullerton CA, 92634-3100
USA

Berthold Technologies GmbH + CoKG

Berthold Technologies GmbH & Co. KG
Calmbacher Str. 22
75323 Bad Wildbad

Bio-Rad

Bio-Rad Laboratories GmbH
Heidemannstr. 164
80939 Miinchen

Calbiochem Merck Biosciences

Merck Biosciences
Ober der Roeth 4
65824 Schwalbach a. Ts.

Chemicon International

Chemicon International Ltd.
Fischbacher Weg 3A
65719 Hofheim/Ts.

Corning

Corning GmbH
Carl-Billand-Strasse 1
67661 Kaiserslautern

Dianova

Dianova GmbH
Mittelweg 176
20148 Hamburg

DSMZ

DSMZ GmbH
Mascheroder Weg 1B
38124 Braunschweig

Eppendorf

EppendorfAG
Barkhausenwegl
22339Hamburg

Falcon Uber Greiner bio-one

Greiner Bio-One GmbH
Maybachstrasse 2
72636 Frickenhausen
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Fisher Scientific

Fisher Scientific GmbH
Im Heiligen Feld 17
58239 Schwerte

Fluka — Riedel de Haen

Fluka
Industriestrasse 25
9471 Buchs SG
Schweiz

H+P Labortechnik AG

H+P Labortechnik AG
Bruckmannring 15-19
85764 Oberschleil3heim

Heraeus

Heraeus Holding GmbH
Heraeusstrasse 12-14
63450 Hanau

Hettich

Hettich Zentrifugen GmbH & Co. KG
Gartenstrasse 100
78532 Tuttlingen

HyClone

HyClone

925 West

1800 South, Logan, UT 84321
USA

ICN Biomedicals

ICN Biomedicals

1263 S. Chillicothe Rd.
Aurora, OH 44202-8064
USA

Imgenex Uber Biocarta

BioCarta Europe GmbH
Borsteler Chausee 53
22453 Hamburg

Invitrogen

Invitrogen GmbH
Technologiepark Karlsruhe
Emmy-Noether Strasse 10
76131 Karlsruhe

Kendro Laboratory Products GmbH

Kendro Laboratory Products GmbH
Robert-Bosch-StralRe 1
63505 Langenselbold

Kodak

Kodak GmbH
Hedelfinger Strasse 60
70327 Stuttgart

Macherey und Nagel

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Valenciennerstr. 11
52355 Diren

Merck KGaA

Merck KgaA
Frankfurter Str. 250
64293 Darmstadt

Millipore

Millipore

290 Concord Rd.
Billerica, MA 01821
USA

MWG-Biotech

MWG Biotech AG
Anzinger Strasse 7a
85560 Ebersberg bei Minchen

Nalge Nunc International

Nalge Europe Ltd Ridderstraat 26
B-3040 Neerijse, Belgium

New England Biolabs

New England Biolabs GmbH
Briningstr. 50
65926 Frankfurt
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Novagen

Novagen Inc

601 Science Drive
Madison, WI 53711
USA

Perkin EImer Life Sciences

Perkin Elmer Instruments GmbH
Ferdinand-Porsche-Ring 17
63110 Rodgau-Jugesheim

Polaroid GmbH

Polaroid GmbH
Sprendlinger Landstrasse 109
63069 Offenbach

Promega

Promega GmbH
Schildkrotstr. 15
68199 Mannheim

Qiagen

Qiagen GmbH
Max-Volmer-Strasse 4
40724 Hilden

Referenz-Zentrum des Deutschen
Humangenomprojekts

Deutsches Humangenomprojekt
Heubnerweg 6
14059 Berlin

Roche

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer StralRe 116
68305 Mannheim

Roth

Carl Roth GmbH & Co. KG
Schoemperlenstr. 1-5
76185 Karlsruhe

Santa Cruz

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Bergheimer Str. 89-2
69115 Heidelberg

Sigma

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Eschenstrasse 5
82024 Taufkirchen bei Minchen

Stratagene

Stratagene Corporate Office
11011 N. Torrey Pines Road
La Jolla, CA 92037

Technelysium

Technelysium Pty. Ltd
PO Box 743

Tewantin Qld 4565
Australia

Thermo Electron

Thermo Electron GmbH
Sedanstrasse 18
89077 Ulm

Upstate Biotechnology, tiber Biomol

Biomol GmbH
Waldmannstr. 35
22769 Hamburg
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