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Beschreibung

Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Identifikation und Isolation einer Histon-Deacetylase und Verwen-
dungsmöglichkeiten für dieses Enzym. Im Speziellen betrifft die vorliegende Erfindung Histon-Deacetylase-9 
(HDAC9), ein Mitglied der Klasse-II-Histon-Deacetylase-Familie.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Eukaryotische DNA ist in Chromatin auf präzise und äußerst geordnete Weise verpackt. Dieser Orga-
nisationsgrad ist für viele Prozesse in der Zelle fundamental, einschließlich der Replikation, Rekombinations-
reparatur, Chromosomensegregation und Transkriptionsregulation. DNA ist um den Histonoctamerkern (H2A, 
H2B, H3 und H4) gewunden, sodass Nucleosomen gebildet werden, welche die Grundeinheiten von Chroma-
tin bilden. Durch die Entschlüsselung der Kristallstruktur des Nucleosoms wurden viele Informationen erhalten, 
aber über die Mechanismen zur Bildung und Erhaltung der einzelnen funktionellen Domänen von Chromatin 
gibt es noch viel zu lernen. Die wichtigsten Veränderungen in der Chromatinstruktur werden wahrscheinlich 
durch posttranslationale Modifikationen von N-terminalen Schwänzen der Histone beeinflusst, welche aus dem 
Nucleosom herausragen. Diese sind im unmodifizierten Zustand stark basisch und Wechselwirken mit einem 
negativ geladenen DNA-Phosphat-Rückgrat. Spezifische Aminosäuren innerhalb dieser Schwänze stellen Tar-
gets für eine Reihe von Enzymen dar, die unterschiedliche Modifikationen erzeugen können, wie z.B. eine Ace-
tylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Poly(ADP-ribosylierung) und Ubiquinierung. Über die Acetylierung 
ist bisher am meisten bekannt, und sie wird durch Histonacetyltransferasen (HATs) katalysiert und umfasst die 
Substitution der ε-Aminogruppe von bestimmten Lysinen. Dies ergibt einen saureren Rest und eine allgemein 
reduzierte Affinität des Histonoctamers für DNA. Es scheint, dass die Histonschwänze auch Wechselwirkung 
zwischen Nucleosomen vermitteln, um so Chromatinstrukturen höherer Ordnung zu bilden, und diese könnten 
durch Acetylierung aufgebrochen werden. Die Verpackung von DNA in Nucleosomenanordnungen stellt eines 
der größten physikalischen Hindernisse für den Transkriptionsapparat dar, wenn Zugang zur DNA-Matrize ge-
wonnen werden soll, und es gibt starke Beweise dafür, dass das Entwinden von Nucleosomen aufgrund der 
Acetylierung von Histonschwänzen eine grundlegende Rolle bei der Aktivierung der Gentranskription spielt. 
Anders als die Histonacetylierung bei der Transkriptionsaktivierung wäre zu erwarten, dass Enzyme, welche 
diese Modifikationen entfernen, eine wichtige Rolle bei der Herabregulierung und beim Verstummen eines 
Gens spielen. Das wurde tatsächlich nachgewiesen, und neuere Untersuchungen haben außerdem bei einer 
Reihe von menschlichen Krebsarten eine anomale Histon-Deacetylase-Funktion aufgezeigt.

[0003] Bisher wurden acht Histon-Deacetylasen charakterisiert, die grob in zwei verwandte Klassen unterteilt 
werden können, welche durch ihre Deacetylase-Domänen Homologie zu den Hefe-Histon-Deacetylasen Rpd3 
und Hda1 aufweisen. Klasse-II-HDAC4, -5 und -7 können von Klasse-I-HDACs dadurch unterschieden wer-
den, dass sie eine zusätzliche N-terminale, nicht katalytische Region aufweisen, die homolog zu einem Protein 
ist, das schon vorher als Corepressor charakterisiert wurde, nämlich „MEF2-Interacting Trancription Repres-
sor" (MITR/HDRP).

[0004] Zhou et al. (PNAS 98(19), 10572–10577 (2001)) behaupten, die Sequenz der Histon-Deacetylase 
HDAC9 zu offenbaren. Das in diesem Dokument geoffenbarte Protein ist jedoch unvollständig, und der im Do-
kument angeführte Deacetylase-Aktivitätswert liegt unter der negativen Kontrolle.

[0005] Die WO 02/102323, dessen europäisches Äquivalent gemäß Art. 54(3) zitiert werden kann, offenbart 
drei kurze C-terminale Nucleinsäurefragmente, die für mit Histon-Deacetylase verwandte Proteine kodieren 
sollen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0006] Allgemein gesprochen betrifft die vorliegende Erfindung die Identifikation und das Klonieren der His-
ton-Deacetylase 9 (HDAC9), und im Speziellen von HDAC9-Polypeptiden voller Länge und HDAC9-Polypep-
tiden mit Deacetylase-Aktivität, sowie Nucleinsäuremoleküle, die für diese Polypeptide kodieren. Weiters be-
trifft die vorliegende Erfindung die Verwendung dieser Polypeptide und Nucleinsäuremoleküle, insbesondere 
zum Screenen auf Verbindungen, die zur Modulation einer biologischen Aktivität von HDAC9 fähig sind.

[0007] Demgemäß stellt die vorliegende Erfindung in einem ersten Aspekt ein isoliertes HDAC9-Polypeptid 
mit der in Fig. 2 gezeigten Aminosäuresequenz bereit. Diese Figur zeigt die cDNA und die vorausgesagte Ami-
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nosäuresequenz von Wildtyp-Histon-Deacetylase 9 (HDAC9), ein aus 1069 Aminosäuren bestehendes Poly-
peptid. Die HDAC9-Sequenz ist über die Sequenz von MITR gelegt, das bis zur Aminosäure 577 am Ende des 
Exons 11 die gleiche N-terminale Aminosäuresequenz aufweist wie ein HDAC9-Polypeptid, aber ein anderes 
Exon 12 besitzt. Die MITR-Sequenz ist 593 Aminosäuren lang.

[0008] Die in Zhou et al. (2001) angegebene HDAC9-Sequenz ist bis zur Aminosäure Ser1008 identisch mit 
der in Fig. 2 dargestellten, umfasst jedoch nicht die C-terminalen 61 Aminosäuren, für welche die Exons 24 
und 25 kodieren, wie in Fig. 2 gezeigt. Bezeichnenderweise fehlt dem in Zhou et al. angegebenen Polypeptid 
Histon-Deacetylase-Aktivität. Die bevorzugten Polypeptide der vorliegenden Erfindung weisen hingegen eine 
biologische HDAC9-Aktivität, insbesondere Histon-Deacetylase-Aktivität, auf und umfassen die gesamte Ami-
nosäuresequenz zwischen den Aminosäuren 1009 bis 1069 des Polypeptids aus Fig. 2 oder einen Teil davon. 
Im Vergleich zu anderen Histon-Deacetylasen weist HDAC9 55% Sequenzidentität mit HDAC, 56% Sequenz-
identität mit HDAC5 und 38% Sequenzidentität mit HDAC7 auf.

[0009] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein isoliertes Polypeptid mit Histon-Deace-
tylase-Aktivität bereit, das zumindest 80% Aminosäuresequenzidentität mit dem Volllängenpolypeptid mit der 
in Fig. 2 gezeigten Aminosäuresequenz aufweist und die gesamte Aminosäuresequenz zwischen den Amino-
säuren 1009 bis 1069 des Polypeptids aus Fig. 2 oder einen Teil davon umfasst.

[0010] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein isoliertes Polypeptid mit Histon-Deace-
tylase-Aktivität bereit, das mehr als 200 Aminosäuren aus der Volllängensequenz aus Fig. 2 umfasst, worin für 
das Polypeptid eine Nucleinsäuresequenz, die in der Lage ist, unter stringenten Bedingungen an die Nucleo-
tidsequenz aus Fig. 2 zu hybridisieren, oder ein Komplement davon kodiert und worin die Nucleinsäurese-
quenz einen Abschnitt umfasst, der in der Lage ist, unter stringenten Bedingungen an eine Nucleinsäurese-
quenz, die für die Aminosäuren 1009 bis 1069 des Polypeptids aus Fig. 2 kodiert, oder ein Komplement davon 
zu hybridisieren.

[0011] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein isoliertes Polypeptid bereit, das eine Va-
riante, ein Fragment oder ein aktiver Teil eines Polypeptids nach einem der vorangehenden Ansprüche ist, wo-
rin die Variante, das Fragment oder der aktive Teil Histon-Deacetylase-Aktivität aufweist und mehr als 200 Ami-
nosäuren aus der Sequenz voller Länge aus Fig. 2 und die gesamte Aminosäuresequenz zwischen den Ami-
nosäuren 1009 bis 1069 des Polypeptids aus Fig. 2 oder einen Teil davon umfasst. Sequenzvarianten sind un-
ten definiert und umfassen HDAC9-Polypeptide, in denen ein oder mehrere der in Fig. 2 gezeigten Exons de-
letiert sind, beispielsweise die Varianten, in denen Exon 7, Exon 12 und/oder Exon 15 deletiert sind.

[0012] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein wie oben definiertes HDAC9-Polypeptid 
bereit, das an einen Bindungspartner gebunden ist.

[0013] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein isoliertes Nucleinsäuremolekül, das für 
eines der obigen Polypeptide kodiert, und komplementäre Nucleinsäuresequenzen davon bereit. Die cD-
NA-Sequenz von HDAC9 voller Länge ist in Fig. 2 dargestellt. Die vorliegende Erfindung umfasst auch Nucle-
insäuremoleküle mit mehr als 90% Sequenzidentität mit einer der obigen Nucleinsäuresequenzen. In anderen 
Ausführungsformen betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsäuresequenzen, die an die in Fig. 2 gezeigte 
Kodiersequenz hybridisieren, oder eine komplementäre Sequenz davon und insbesondere Nucleinsäurese-
quenzen, die an eine Nucleinsäuresequenz, die für die Aminosäuren 1009 bis 1069 in Fig. 2 kodiert, hybridi-
siert, oder eine komplementäre Sequenz davon.

[0014] In weiteren Aspekten stellt die vorliegende Erfindung einen Expressionsvektor, der eine der obigen Nu-
cleinsäuren operabel an Kontrollsequenzen gebunden umfasst, um ihre Expression zu steuern, und mit dem 
Vektor transformierte Wirtszellen bereit. Die vorliegende Erfindung umfasst weiters ein Verfahren zur Herstel-
lung eines Histon-Deacetylase-9-Polypeptids oder eines Fragments oder aktiven Teils davon, welches das Kul-
tivieren der Wirtszellen und das Isolieren des so produzierten Polypeptids umfasst.

[0015] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung eine Zusammensetzung bereit, die eines 
oder mehrere der obigen Polypeptide oder der hierin definierten Nucleinsäuremoleküle umfasst.

[0016] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung die Verwendung eines hierin definierten His-
ton-Deacetylase-9-Polypeptids (einschließlich Fragmenten, aktiven Teilen oder Sequenzvarianten) oder eines 
entsprechenden Nucleinsäuremoleküls zum Screenen auf Kandidatenverbindungen bereit, die (a) biologische 
Histon-Deacetylase-9-Aktivität zeigen oder (b) sich an das Histon-Deacetylase-9-Polypeptid binden oder (c) 
3/71



DE 602 14 867 T2    2007.05.24
biologische Aktivität eines Histon-Deacetylase-9-Polypeptids inhibieren. Das Screenen kann beispielsweise 
durchgeführt werden, um Peptidyl- oder Nichtpeptidyl-Mimetika oder Inhibitoren der HDAC9-Polypeptide zu 
finden, um sie als Leitverbindungen in der pharmazeutischen Forschung zu entwickeln.

[0017] Somit stellt die Erfindung in einer Ausführungsform ein Verfahren zur Identifikation einer Verbindung 
bereit, die in der Lage ist, Aktivität eines Histon-Deacetylase-9-Polypeptids, wie es hierin beansprucht ist, zu 
modulieren, wobei das Verfahren Folgendes umfasst: 

(a) das Kontaktieren zumindest einer Kandidatenverbindung mit einem hierin definierten Histon-Deacetyla-
se-9-(HDAC9-) Polypeptid unter Bedingungen, unter denen die Kandidatenverbindung und das 
HDAC9-Polypeptid in der Lage sind, miteinander wechselzuwirken;
(b) das Bestimmen in einem Test auf HDAC9-Aktivität, ob die Kandidatenverbindung die Aktivität moduliert; 
und
(c) das Selektieren einer Kandidatenverbindung, die eine Aktivität des HDAC9-Polypeptids moduliert.

[0018] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Identifikation einer Verbin-
dung bereit, die in der Lage ist, ein Histon-Deacetylase-9-(HDAC9-) Polypeptid, wie es hierin beansprucht ist, 
zu hemmen, wobei das Verfahren Folgendes umfasst: 

(a) das Kontaktieren zumindest einer Kandidatenverbindung mit einem hierin definierten HDAC9-Polypep-
tid in Gegenwart eines Substrats für HDAC9 unter Bedingungen, unter denen die Kandidatenverbindung, 
das HDAC9-Polypeptid und das HDAC9-Substrat in der Lage sind, miteinander wechselzuwirken;
(b) das Bestimmen, ob die Kandidatenverbindung die Aktivität des HDAC9-Polypeptids durch Reaktion mit 
dem Substrat inhibiert; und
(c) das Selektieren einer Kandidatenverbindung, die die Aktivität des HDAC9-Polypeptids auf das Substrat 
inhibiert.

[0019] In einer Ausführungsform ist das Substrat ein Histon, das ein Substrat für HDAC9 darstellt. In diesem 
Test kann die Wirkung einer Kandidatenverbindung bezüglich der Modulation der Aktivität von HDAC9 beurteilt 
werden, indem die Mengen an acetyliertem und deacetyliertem Histon bestimmt werden, die nach der Reaktion 
von HDAC9 in Gegenwart oder Abwesenheit der Kandidatenverbindungen vorhanden sind. Dies kann leicht 
unter Einsatz von auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannten Verfahren bestimmt werden, beispiels-
weise unter Verwendung von Antikörpern, die in der Lage sind, spezifisch an ein acetyliertes oder deacetylier-
tes Substrat zu binden.

[0020] In diesem Aspekt der Erfindung ist die Aktivität des HDAC9-Polypeptids vorzugsweise die Aktivität der 
Entfernung von Acetylgruppen vom Substrat. Am besten kann der Fortschritt dieser Reaktion beurteilt werden, 
indem das Substrat mit einer detektierbaren Markierung (z.B. einer radioaktiven Markierung) markiert wird und 
die Menge an durch die Wirkung des HDAC9-Polypeptids vom Substrat freigesetzter Markierung gemessen 
wird, beispielsweise in einem SPA-Test (Szintillation Proximity Assay). Vorzugsweise dient das Verfahren zum 
Screenen auf Modulatoren von HDAC9, die gegebenenfalls bei der Behandlung von Krebs von Nutzen sind.

[0021] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Identifikation einer Verbin-
dung bereit, die in der Lage ist, ein Histon-Deacetylase-9-(HDAC9-) Polypeptid, wie es hierin beansprucht ist, 
zu hemmen, wobei das Verfahren Folgendes umfasst: 

(a) das Kontaktieren zumindest einer Kandidatenverbindung mit einem hierin definierten HDAC9-Polypep-
tid in Gegenwart eines Substrats für HDAC9 unter Bedingungen, unter denen die Kandidatenverbindung, 
das HDAC9-Polypeptid und das HDAC9-Substrat in der Lage sind, miteinander wechselzuwirken;
(b) das Bestimmen, ob die Kandidatenverbindung die Aktivität des HDAC9-Polypeptids durch Reaktion mit 
dem Substrat inhibiert; und
(c) das Selektieren einer Kandidatenverbindung, die die Aktivität des HDAC9-Polypeptids auf dem Substrat 
inhibiert.

[0022] In einer Ausführungsform werden Kandidatenverbindungen auf Aktivität bezüglich der Modulation von 
HDAC9 in einem zellbasierten Reportertest unter Verwendung von Zellen gescreent, die HDAC9 an eine Nu-
cleinsäure-Bindungsdomäne, wie z.B. GAL4, fusioniert produzieren, beispielsweise durch Transfizieren von 
Zellen mit geeigneten Expressions- und Reportervektoren. In den Zellen kann ein chimäres 
HDAC9-GAL4-Protein, das in der Lage ist, mit einer GAL4-DNA-Bindungsstelle wechselzuwirken, an einen 
Promotor binden, der solch eine Stelle umfasst, wobei der Promotor an ein Reporterkonstrukt gebunden ist. 
Die HDAC9-Aktivität kann so Kernhistone deacetylieren, die mit DNA assoziiert sind, die die GAL4-Bindungs-
stelle umgibt, was eine Herabregulierung der Promotoraktivität hervorruft. Verbindungen, die HDAC9-Aktivität 
hemmen, würden dieser Herabregulierung entgegenwirken. Deshalb können Änderungen in der Reporterakti-
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vität zum Screenen auf Verbindungen genutzt werden, die HDAC9-Aktivität entweder stimulieren oder hem-
men.

[0023] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung Antikörper bereit, die in der Lage sind, sich 
spezifisch an das obige HDAC9-Polypeptid, wie es hierin beansprucht ist, oder einen aktiven Teil, eine Domäne 
oder ein Fragment davon zu binden, sowie die Verwendung des HDAC9-Polypeptids oder von Peptiden, die 
auf der Sequenz basieren, zum Entwerten von Antikörpern oder in einem Verfahren zur Herstellung von Anti-
körpern, die in der Lage sind, an HDAC9 zu binden. Diese Antikörper können in Tests zur Detektion und Quan-
tifizierung der Gegenwart eines HDAC9-Polypeptids, in Verfahren zur Reinigung von HDAC9-Polypeptiden 
und als Inhibitoren von HDAC9-Polypeptiden eingesetzt werden.

[0024] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Diagnose oder Prognose 
von Krebs bereit, wobei das Verfahren das Bestimmen der Gegenwart oder Menge von HDAC9-Polypeptid, 
wie hierin beansprucht, oder einer Isoform davon oder einer HDAC9-Nucleinsäure in einer Probe umfasst. Dies 
ist nachstehend genauer erläutert.

[0025] Diese und andere Aspekte der vorliegenden Erfindung werden nachstehend im Detail beschrieben. 
Unter Bezugnahme auf die beiliegenden Zeichnungen werden dabei als Beispiele, nicht jedoch zur Einschrän-
kung, Ausführungsformen der Erfindung erläutert.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen

[0026] Fig. 1. Schematische Darstellung des Prinzips der Klonierung des 3'-Endes von HDAC9. Die EST-Zu-
griffsnummern sind auf der linken Seite angeführt, während die Positionsnummern auf der rechten Seite an-
gegeben sind. Die HDAC9-Sequenz ist fett gedruckt und grau unterlegt. Sequenzidentität ist durch vertikale 
Linien angezeigt. Die EST-Datenbank am NCBI wurde mit HDAC9-cDNA entsprechenden EST-Sequenzen 
gescreent, die durch Homologie zu HDAC5 gefunden worden waren. Eine Reihe von überlappenden Klonen 
wurde erhalten, die das Klonieren von HDAC9 durch das Erstellen von spezifischen Primern ermöglichten.

[0027] Fig. 2. HDAC9-cDNA-Sequenz zusammen mit der vorausgesagten HDAC9-Aminosäuresequenz. 
HDAC9-cDNA voller Länge wies ein offenes Leseraster mit 3207 bp auf, was ein 1069 Aminosäuren langes 
Protein ergibt. Die HDAC9∆Exon7-Isoform resultiert in einer Substitution von A durch E an Position 222. Die 
für HDAC9∆CD-Exon-12 spezifische Sequenz ist kursiv dargestellt.

[0028] Fig. 3. Schematische Darstellung von HDAC9-Isoformen. Die Länge der verschiedenen HDAC9-Iso-
formen zusammen mit den beim Klonieren und in der RT-PCR-Analyse eingesetzten Primern.

[0029] Fig. 4. Analyse der HDAC9-Sequenz.  
A. Aminosäuresequenzanordnung von HDAC9, HDAC4, HDAC5, HDAC7 und einer bakteriellen Deacetylase 
HDLP. Die markierten Sequenzen wurden mithilfe von Clustal W angeordnet. Identische Reste sind eingerahmt 
und dunkelgrau unterlegt; ähnliche Reste sind Hellgrau unterlegt.  
B. Beurteilung von Aminosäureidentitäten und -ähnlichkeiten zwischen HDAC9 und anderen Histon-Deacety-
lasen. Die Werte wurden erhalten, indem das gesamte Protein oder eine Deacetylase-Domäne von HDAC9 
auf einem „BioEdit Sequence Alignment Editor" unter Einsatz der Blosum62-Matrix mit den angegebenen Pro-
teinsequenzen verglichen wurde.  
C. Phylogenetischer Baum von HDAC1 bis HDAC9. Die Sequenzen wurden mithilfe des Clustal-W-Servers am 
„Centre for Molecular and Biomolecular Informatics" (University of Nijmegen) angeordnet. Die PHYLIP-Format-
ausgabe (Bracket) wurde verwendet, um einen Baum ohne Wurzeln zu erstellen.

[0030] Fig. 5. HDAC9 weist HDAC-Aktivität auf und unterdrückt basale Transkription.  
A. HDAC9 deacetyliert Histon-H4-Peptid. 293T-Zellen wurden mit FLAG-markierter HDAC transfiziert. Ganz-
zelllysate wurden hergestellt, und die HDACs wurden mit Anti-FLAG-Agarose gefällt. Die Kügelchen wurden 
auf ihre Fähigkeit getestet, ein [3H]Acetyl-markiertes Peptid zu deacetylieren, das dem N-Terminus des Histons 
H4 entspricht. Freies Acetat wurde extrahiert und durch Szintillationszählung gemessen.  
B. GAL4-HDAC9 hemmt Promotoraktivität in vivo auf TSA-empfindliche Weise. GAL4-Tk-Luc wurde vorüber-
gehend zusammen mit 100 ng GAL4DBD-Fusionen in 293T-Zellen transfiziert. Alle Versuche wurden doppelt 
durchgeführt und die Ergebnisse auf Fehler überprüft.

[0031] Fig. 6. Northern-Blot, der die differentielle Expression eines HDAC9-Polypeptids in menschlichen Ge-
weben zeigt. Ein Northern-Blot mit mehreren menschlichen Geweben wurde mithilfe einer 32P-markierten Son-
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de analysiert, die der Sequenz entspracht, die nur in HDAC9-mRNA voller Länge vorkam, um die Expressions-
stärke von HDAC9-mRNA zu bewerten. Der Blot wurde mit β-Aktin-cDNA als Normalisierungskontrolle rehyb-
ridisiert. Die untersuchte Gewebeart ist jeweils oben an der Spur angegeben. Die Positionen der RNA-Größen-
marker sind in auf der linken Seite des Blots in Kilobasen angegeben.

[0032] Fig. 7. HDAC9 zeigt höhere Aktivität bezüglich eines Histon-H3-Peptids. 293T-Zellen wurden mit 
FLAG-markierter HDAC transfiziert. Ganzzelllysate wurden hergestellt, und die HDACs wurden mit An-
ti-FLAG-Agarose gefällt. Die Kügelchen wurden auf ihre Fähigkeit getestet, ein [3H]Acetyl-markiertes Peptid zu 
deacetylieren, das dem N-Terminus des Histons H3 entspricht. Freies Acetat wurde extrahiert und durch Szin-
tillationszählung gemessen.

[0033] Fig. 8. Expression verschiedener HDAC9-Isoformen in normalen und Krebszellen. Gesamt-RNA wur-
de aus den angegebenen Zelllinien und Geweben isoliert, und cDNA wurde durch M-MLV-Umkehrtranskripta-
se unter Einsatz von entweder genspezifischen oder zufallsverteilten bindenden Primern hergestellt. 32 Durch-
gänge einer Standard-PCR wurden durchgeführt.

[0034] Fig. 9. In-vitro-Wechselwirkungen von HDAC9 mit verschiedenen Onkoproteinen und Corepressoren 
GST-HDAC9, GST-HDAC9CD und GST-MITR, die aus E. coli DH5α hergestellt wurden. [35S]Methionin-mar-
kierte Proteine wurden in vitro mithilfe eines Kaninchen-Retikulozyten-gekoppelten Transkription-Translati-
on-Systems synthetisiert. Die Tests wurden in NETN-Puffer durchgeführt, gewaschen wurden in H-Puffer, ge-
trennt wurde durch SDS-PAGE und sichtbar gemacht durch Autoradiographie.

[0035] Fig. 10. Zelllokalisation verschiedener Isoformen von HDAC9. COS-1-Zellen wurden vorübergehend 
mit am N-Terminus flag-markierter HDAC9, HDAC9∆CD/MITR, HDAC9∆Exon7, HDAC9∆Exon12 oder 
HDAC9∆Exon15 wie angegeben transfiziert. Nach einer Methanolfixierung wurden die Zellen mit DAPI (blau) 
und Antikörpern, die gegen HDAC9 gebildet wurden, oder flag (grün) gefärbt. G-15 ist ein Antikörper gegen 
den N-Terminus von HDAC9, der alle Isoformen detektiert (einschließlich HDAC9∆CD/MITR).

[0036] Fig. 11. Wirkung verschiedener Isoformen von HDAC9 auf die Zelllokalisierung von BCL-6. 
COS-1-Zellen wurden vorübergehend mit am N-Terminus flag-markiertem HDAC9, HDAC9∆CD oder 
HDAC9∆Exon7 wie angegeben transfiziert.

[0037] Nach Methanolfixierung wurden die Zellen mit DAPI (blau) und Antikörpern, die gegen HDAC9 G-15 
(grün) oder BCL-6 (rot) gebildet wurden, gefärbt.

[0038] Fig. 12. Wirkung verschiedener Isoformen von HDAC9 auf die Zelllokalisation von NCoR. COS-1-Zel-
len wurden vorübergehend mit am N-Terminus markiertem HDAC9, HDAC9∆CD oder HDAC9∆Exon7 wie an-
gegeben transfiziert. Nach einer Methanolfixierung wurden die Zellen mit DAPI (blau) und Antikörpern, die ge-
gen FLAG (grün) G-15 oder NCoR (rot) gebildet wurden, gefärbt.

[0039] Fig. 13. Wirkung verschiedener Isoformen von HDAC9 auf die Zelllokalisation von PLZF. COS-1-Zel-
len wurden vorübergehend mit am N-Terminus markiertem HDAC9 oder HDAC9∆Exon7 wie angegeben trans-
fiziert. Nach einer Methanolfixierung wurden die Zellen mit DAPI (blau) und Antikörpern, die gegen HADC9 
G-15 (grün) oder PLZF (rot) gebildet wurden, gefärbt.

Histon-Deacetylase-9-Nucleinsäure

[0040] Eine „HDAC9-Nucleinsäure" umfasst ein Nucleinsäuremolekül mit einer Nucleotidsequenz, die für ein 
Polypeptid mit der in Fig. 2 gezeigten Aminosäuresequenz oder ein beliebiges anderes HDAC9-Polypeptid der 
vorliegenden Erfindung kodiert. Die für HDAC9 kodierende Sequenz kann die in Fig. 2 gezeigte Nucleinsäu-
resequenz voller Länge sein, eine komplementäre Nucleinsäuresequenz sein, oder es kann sich um eine Se-
quenzvariante handeln, die sich durch eines oder mehrere aus einer Addition, Insertion, Deletion und Substi-
tution eines oder mehrer Nucleotide der dargestellten Sequenz von den obigen Sequenzen unterscheidet. Än-
derungen an der Nucleotidsequenz können in eine Aminosäureveränderung auf Proteinebene führen oder 
auch nicht, was durch den genetischen Code bestimmt wird. Nucleinsäure, die für ein Polypeptid kodiert, bei 
dem es sich um eine Sequenzvariante handelt, weist vorzugsweise zumindest 80% Sequenzidentität, noch be-
vorzugter zumindest 95% Sequenzidentität, noch bevorzugter zumindest 98% Sequenzidentität, insbesondere 
zumindest 99% Sequenzidentität, mit der in Fig. 2 gezeigten Nucleinsäuresequenz auf.

[0041] Die vorliegende Erfindung umfasst weiters Fragmente der hierin beschriebenen HDAC9-Nucleinsäu-
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resequenzen, wobei die Fragmente vorzugsweise zumindest 60, 120, 180, 240, 480 oder 960 Nucleotide lang 
sind. Bei bevorzugten HDAC9-Nucleinsäurefragmenten ist zumindest ein Teil der Nucleinsäuresequenz gleich 
wie die HDAC9-Nucleinsäuresequenz, die für die Aminosäuren 1008 bis 1069 des in Fig. 2 gezeigten Poly-
peptids kodiert, oder eine komplementäre Sequenz davon.

[0042] Im Allgemeinen ist die Nucleinsäure der vorliegenden Erfindung als Isolat, in isolierter und/oder gerei-
nigter Form oder frei oder im Wesentlichen frei von Materialien bereitgestellt, mit denen sie von Natur aus as-
soziiert ist. Nucleinsäure kann vollständig oder teilweise synthetisch sein und genomische DNA, cDNA oder 
RNA umfassen. Wenn Nucleinsäure gemäß der Erfindung RNA umfasst, ist ein Verweis auf die Sequenz als 
Verweis auf das RNA-Äquivalent zu verstehen, wobei T durch U substituiert ist.

[0043] Die vorliegende Erfindung umfasst auch Nucleinsäuremoleküle, die in der Lage sind, an eine der hierin 
geoffenbarten HDAC9-Sequenzen zu hybridisieren, oder eine komplementäre Sequenz davon. Die Stringenz 
der Hybridisierungsreaktionen kann von Fachleuten auf dem Gebiet der Erfindung leicht bestimmt werden, nor-
malerweise mithilfe einer empirischen Berechnung auf Basis der Sondenlänge, Waschtemperatur und Salz-
konzentration. Längere Sonden erfordern im Allgemeinen höhere Temperaturen, um eine geeignete Doppel-
strangbildung zu ermöglichen, während kürzere Sonden niedrigere Temperaturen erfordern. Die Hybridisie-
rung hängt im Allgemeinen von der Fähigkeit denaturierter DNA ab, sich zu reassoziieren, wenn komplemen-
täre Stränge in einer Umgebung mit einer Temperatur unter ihrer Schmelztemperatur vorliegen. Je höher der 
Grad der gewünschten Homologie zwischen der Sonde und einer hybridisierbaren Sequenz, desto höher die 
relative Temperatur, die eingesetzt werden kann. Als Ergebnis folgt, dass höhere relative Temperaturen die Re-
aktionsbedingungen meist stringenter machen, niedrigere Temperaturen jedoch weniger. Für weitere Details 
und eine Erläuterung der Stringenz von Hybridisierungsreaktionen siehe Ausubel et al., Current Protocols in 
Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers (1995).

[0044] Eine Nucleinsäuresequenz hybridisiert vorzugsweise unter „stringenten Bedingungen" an eine 
HDAC9-Sequenz der Erfindung oder eine komplementäre Sequenz davon. Diese Bedingungen sind Fachleu-
ten auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt und umfassen: (1) den Einsatz geringer Ionenstärke und 
einer hohen Temperatur zum Waschen, beispielsweise 0,015 M Natriumchlorid/0,0015 M Natriumcitrat/0,1% 
Natriumdodecylsulfat bei 50°C; (2) den Einsatz eines Denaturierungsmittels während der Hybridisierung, wie 
beispielsweise Formamid, z.B. 50 Vol.-% Formamid mit 0,1% Rinderserumalbumin/0,1% Ficoll/0,1% Polyvinyl-
pyrrolidon/50 mM Natriumphosphatpuffer bei pH 6,5 mit 760 mM Natriumchlorid, 75 mM Natriumcitrat bei 42°C; 
oder (3) den Einsatz von 50% Formamid, 5 × SSC (0,75 M NaCl, 0,075 M Natriumcitrat), 50 mM Natriumphos-
phat (pH 6,8), 0,1% Natriumpyrophosphat, 5 × Denhardts Lösung, beschallte Lachsspermien-DNA (50 μg/ml), 
0,1% SDS und 10% Dextransulfat bei 42°C, mit Waschvorgängen bei 42°C in 0,2 × SSC (Natriumchlorid/Nat-
riumcitrat) und 50% Formamid mit 55°C, gefolgt von Waschen unter hoher Stringenz in 0,1 × SSC mit EDTA 
bei 55°C.

[0045] Nucleinsäuresequenzen, die für ein ganzes oder einen Teil eines HDAC9-Gens und/oder seine regu-
latorischen Elemente kodiert, können von Fachleuten auf dem Gebiet der Erfindung leicht anhand der hierin 
enthaltenden Informationen und Literaturverweise sowie mithilfe der auf dem Gebiet der Erfindung bekannten 
Verfahren hergestellt werden (siehe beispielsweise Sambrook, Fritsch und Maniatis, Molecular Cloning, A La-
boratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989), und Ausubel et al., Short Protocols in Mole-
cular Biology, John Wiley and Sons (1992)). Diese Verfahren umfassen (i) den Einsatz der Polymeraseketten-
reaktion (PCR) zur Amplifikation von Proben einer solchen Nucleinsäure, (ii) chemische Synthese oder (iii) Am-
plifikation in E. coli. Modifikationen an den HDAC9-Sequenzen können beispielsweise unter Einsatz von orts-
gerichteter Mutagenese vorgenommen werden, um die Expression eines modifizierten HDAC9-Polypeptids zu 
erreichen oder um die Codonpräferenz in den Wirtszellen, die zur Expression der Nucleinsäure eingesetzt wer-
den, zu berücksichtigen.

[0046] PCR-Verfahren zur Amplifikation von Nucleinsäure sind im US-Patent Nr. 4.683.195 beschrieben. Mit-
hilfe der hierin bereitgestellten HDAC9-Nucleinsäuresequenzen können Fachleute leicht PCR-Primer erstel-
len. Literaturverweise zum allgemeinen Einsatz von PCR-Verfahren umfassen Mullis et al., Cold Spring Har-
bour Symp. Quant. Biol. 51, 263 (1987), Ehrlich (Hrsg.), PCR Technology, Stockton Press, NY (1989), Ehrlich 
et al., Science 252, 1643–1650 (1991); Innis et al. (Hrsg.), PCR Procotols; A Guide to Methods and Applicati-
ons, Academic Press, New York (990).

[0047] Um eine Expression der HDAC9-Vucleinsäuresequenzen zu erreichen, können die Sequenzen in ei-
nen Vektor inkorporiert werden, der Kontrollsequenzen operabel an die HADC9-Nucleinsäure gebunden auf-
weist, um die Expression zu regeln. Die Vektoren können auch andere Sequenzen aufweisen, wie z.B. Promo-
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toren oder Enhancer, um die Expression der insertierten Nucleinsäure voranzutreiben, Nucleinsäuresequen-
zen, sodass das HDAC9-Polypeptid als Fusion produziert wird, und/oder für Sekretionssignale kodierende Nu-
cleinsäure, damit das in der Wirtszelle produzierte Polypeptid von der Zelle sekretiert wird. Geeignete Vektoren 
können ausgewählt oder konstruiert werden, und diese können geeignete regulatorische Sequenzen ein-
schließlich Promotorsequenzen, Terminationsfragmente, Polyadenylierungssequenzen, Enhancer-Sequen-
zen, Markergene und andere Sequenzen, wie geeignet, enthalten. Vektoren können Plasmide oder viral sein, 
beispielsweise je nach Fall ein Phage oder Phagemid. Für weitere Details siehe beispielsweise Sambrook et 
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Aufl., Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989). Viele be-
kannte Verfahren und Protokolle zur Manipulation von Nucleinsäure beispielsweise bei der Herstellung von Nu-
cleinsäurekonstrukten, Mutagenese, Sequenzierung, Einführung von DNA in Zellen und Genexpression sowie 
zur Analyse von Proteinen sind in Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons 
(1992), genauer beschrieben.

[0048] Ein HDAC9-Polypeptid kann erhalten werden, indem die Vektoren in Wirtszelle transformiert werden, 
in denen der Vektor funktional ist, die Wirtszelle so kultiviert werden, dass das HAC9-Polypeptid produziert 
wird, und das HDAC9-Polypeptid aus den Wirtszellen oder dem umliegenden Medium gewonnen wird. Auf 
dem Gebiet der Erfindung werden prokaryotische und eukaryotische Zellen zu diesem Zweck eingesetzt, ein-
schließlich Stämme von E. coli, Insektenzellen (z.B. mit einem Baculovirus transformiert), Hefe und eukaryoti-
sche Zellen wie COS- oder CHO-Zellen. Die Wahl der Wirtszelle kann dazu genutzt werden, die Eigenschaften 
des in diesen Zellen exprimierten HDAC9-Polypeptids zu kontrollieren, beispielsweise um zu kontrollieren, wo 
das Polypeptid in den Wirtszellen abgelagert wird, oder um Eigenschaften wie seine Glykosylierung und Phos-
phorylierung zu beeinflussen. Wenn das Polypeptid an ein geeignetes Signal-Leader-Peptid gekoppelt expri-
miert wird, kann es von der Zelle in das Kulturmedium sekretiert werden. Nach der Produktion durch Expres-
sion kann ein Polypeptid je nach Fall aus der Wirtszelle und/oder dem Kulturmedium isoliert und/oder gereinigt 
werden und danach, je nach Wunsch, beispielsweise zur Formulierung einer Zusammensetzung eingesetzt 
werden, die eine oder mehrere zusätzliche Komponenten, wie z.B. einen Träger, umfassen kann. Polypeptide 
können auch in In-vitro-Systemen, wie z.B. einem Retikulozytenlysat, exprimiert werden.

[0049] Die hierin bereitgestellten Nucleinsäuresequenzen sind zur Identifikation von HDAC9-Nucleinsäure in 
einer Probe zweckdienlich. Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zum Erhalt von Nucleinsäure von In-
teresse bereit, wobei das Verfahren das Hybridisieren einer Sonde, die die gesamte oder einen Teil der hierin 
bereitgestellten Sequenz teilt, oder einer komplementären Sequenz an die Target-Nucleinsäure umfasst. Auf 
die Hybridisierung folgt im Allgemeinen die Identifikation der erfolgreichen Hybridisierung und die Isolierung 
von Nucleinsäure, die an die Sonde hybridisiert hat, was einen oder mehrere PCR-Schritte umfassen kann. 
Diese Verfahren können bei der Bestimmung von Nutzen sein, ob eine HDAC9-Nucleinsäure in einer Probe 
vorhanden ist, beispielsweise in einer bestimmten Zellart in der Probe.

[0050] Nucleinsäure gemäß der vorliegenden Erfindung ist unter Einsatz einer oder mehrerer Oligonucleotid-
sonden oder Primer erhältlich, die zur Hybridisierung mit einem oder mehreren Fragmenten der hierin gezeig-
ten Nucleinsäuresequenz ausgebildet sind, insbesondere mit Fragmenten einer relativ seltenen Sequenz, ba-
sierend auf Codonnutzung oder einer statistischen Analyse. Ein Primer, der auf die Hybridisierung mit einem 
Fragment der in den obigen Figuren dargestellten Nucleinsäuresequenz ausgerichtet ist, kann zusammen mit 
einem oder mehreren Oligonucleotiden verwendet werden, die auf die Hybridisierung mit einer Sequenz in ei-
nem Klonierungsvektor, in dem eine Target-Nucleinsäure kloniert wurde, ausgerichtet ist, oder in einer so ge-
nannten „RACE"-(schnelle Vermehrung von cDNA-Enden), worin cDNAs in einer Bibliothek an einen Oligonu-
cleotid-Linker ligiert werden und eine PCR unter Einsatz eines Primers, der mit der hierin dargestellten Se-
quenz hybridisiert, und eines Primers, der an den Oligonucleotid-Linker hybridisiert, durchgeführt wird.

[0051] Auf Basis der Informationen über die Aminosäuresequenz können Oligonucleotidsonden oder Primer 
entworfen werden, wobei der Degeneration des genetischen Codes Rechnung getragen wird, und in manchen 
Fällen kann die Codonnutzung des Organismus von der Kandidaten-Nucleinsäure abgeleitet werden. Ein Oli-
gonucleotid zur Verwendung bei Nucleinsäure-Amplifikation kann etwa 10 oder weniger Codons aufweisen 
(z.B. 6, 7 oder 8), d.h. etwa 30 oder weniger Nucleotide lang sein (z.B. 18, 21 oder 24). Im Allgemeinen sind 
spezifische Primer mehr als 14 Nucleotide lang, aber nicht länger als 18–20. Das Erstellen von Primern zur 
Verwendung in Verfahren, wie z.B. PCR, stellt für Fachleute auf dem Gebiet der Erfindung kein Problem dar.

[0052] Demgemäß stellt ein weiterer Aspekt der Erfindung ein Oligonucleotid oder Nucleotidfragment einer 
der hierin geoffenbarten Nucleotidsequenzen oder einer komplementären Sequenz bereit, insbesondere zur 
Verwendung in einem Verfahren zum Erhalt und/oder Screenen von Nucleinsäure. Die oben genannten Se-
quenzen können durch Addition, Substitution, Insertion oder Deletion von einem oder mehreren Nucleotid(en) 
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modifiziert werden, vorzugsweise jedoch ohne Aufhebung der Fähigkeit, Nucleinsäure selektiv mit der hierin 
gezeigten Sequenz zu hybridisieren, d.h. wenn der Grad der Sequenzidentität des Oligonucleotids oder Poly-
nucleotids mit einer der angegebenen Sequenzen ausreichend hoch ist.

[0053] In einigen bevorzugten Ausführungsformen sind Oligonucleotide gemäß der vorliegenden Erfindung, 
bei denen es sich um Fragmente einer der hierin bereitgestellten Nucleinsäuresequenzen oder einer komple-
mentären Sequenz handelt, zumindest etwa 10 Nucleotide lang, noch bevorzugter zumindest etwa 15 Nucle-
otide lang, noch bevorzugter zumindest etwa 20 Nucleotide lang. Solche Fragmente selbst stellen individuelle 
Aspekte der vorliegenden Erfindung dar. Fragmente und andere Oligonucleotide können wie oben erläutert als 
Primer oder Sonden eingesetzt werden, können aber auch in Verfahren, die auf die Bestimmung der Gegen-
wart von HDAC9-Nucleinsäure in einer Probe ausgerichtet sind, erzeugt werden (z.B. durch PCR).

HDAC9-Polypeptide

[0054] Die hierin geoffenbarten HDAC9-Polypeptide oder Fragmente oder aktive Teile davon können bei der 
Entwicklung von Arzneimitteln als Pharmazeutika eingesetzt werden, um ihre Eigenschaften und ihre In-vi-
vo-Rolle genauer zu untersuchen und auf HDAC9-Inhibitoren zu screenen. Somit stellt ein weiterer Aspekt der 
vorliegenden Erfindung ein Polypeptid mit der in Fig. 2 gezeigten Aminosäuresequenz bereit, das in isolierter 
und/oder gereinigter Form, frei oder im Wesentlichen frei von Material, mit dem es von Natur aus assoziiert ist, 
wie z.B. anderen Polypeptiden als HDAC9, vorliegen kann.

[0055] Die vorliegende Erfindung umfasst auch aktive Teile, Domänen und Fragmente (einschließlich Domä-
nen) der HDAC9-Polypeptide der Erfindung.

[0056] Ein „aktiver Teil" eines HDAC9-Polypeptids ist ein Peptid, das weniger als die gesamte Länge eines 
HDAC9-Polypeptids umfasst, aber zumindest einen Teil seiner grundlegenden biologischen Aktivität beibehält, 
z.B. eine Deacetylase. Aktive Teile können mehr als 100 Aminosäuren, noch bevorzugter mehr als 200 Ami-
nosäuren, noch bevorzugter mehr als 300 Aminosäuren und insbesondere mehr als 400 Aminosäuren, lang 
sein. Ein bevorzugter aktiver Teil umfasst alle oder einen Teil der in Fig. 2 gezeigten 61 C-terminalen Amino-
säuren.

[0057] Ein „Fragment" des HDAC9-Polypeptids ist eine Kette von Aminosäureresten aus zumindest 5 zusam-
menhängenden Aminosäuren aus den in Fig. 2 dargestellten Sequenzen, noch bevorzugter aus zumindest 7 
zusammenhängenden Aminosäuren, noch bevorzugter aus zumindest 10 zusammenhängenden Aminosäu-
ren, noch bevorzugter aus zumindest 20 zusammenhängenden Aminosäuren, noch bevorzugter aus zumin-
dest 40 zusammenhängenden Aminosäuren. Fragmente der HDAC9-Polypeptidsequenzen können als antige-
ne Determinanten oder Epitope zur Bildung von Antikörpern gegen einen Teil der HDAC9-Aminosäurese-
quenz, die ebenfalls Teil der vorliegenden Erfindung bildet, zweckdienlich sein. Beispielsweise können Frag-
mente von HDAC9 als Maskierungsmittel oder kompetitive Antagonisten agieren, indem sie mit anderen Pro-
teinen wechselwirken, wenn sie z.B. eine Protein-Interaktionsdomäne besitzen, die in der HDAC9-Sequenz 
voller Länge vorhanden ist.

[0058] Polypeptide, bei denen es sich um Aminosäuresequenzvarianten handelt, sind ebenfalls in der vorlie-
genden Erfindung bereitgestellt. Eine „Sequenzvariante" des HDAC9-Polypeptids oder ein aktiver Teil oder 
Fragment davon ist ein Polypeptid, das durch Variation der Aminosäuresequenz des Proteins modifiziert wur-
de, beispielsweise durch Manipulation der Nucleinsäure, die für das Protein kodiert, oder durch Veränderung 
des Proteins selbst. Solche Sequenzvarianten der natürlichen Aminosäuresequenz können eine Insertion, Ad-
dition, Deletion oder Substitution von einer, zwei, drei, fünf, zehn, zwanzig oder mehr Aminosäuren umfassen.

[0059] Bevorzugte Polypeptide weisen eine biologische HDAC9-Aktivität auf, d.h. sie sind in der Lage, eine 
Acetylgruppe von einem Substrat wie Histon (z.B. Histon H3 oder H4) zu entfernen. HDAC9 und Isoformen des 
Proteins können andere Aktivitäten aufweisen, und eine mögliche Rolle hängt mit der ∆Exon7-Isoform zusam-
men. Es wurde vorgeschlagen, dass HDACs als Molekülreservoir innerhalb der Zellen und als deacatylierende 
Histone sowie als Transkriptionsfaktoren dienen können. Die Erfinder haben beobachtet, dass HDAC9 in vitro 
mit einer Reihe von Transkriptionsrepressoren wechselwirkt und diese in vivo colokalisiert, wie z.B. TEL, PLZF 
und BCL-6, deren Funktion mit der Pathogenese von hämatologischen Malignitäten in Verbindung gebracht 
wurde, sowie die Corepressoren mSIN3A/B und NCoR. Wenn HDAC9 oder HDAC9∆Exon7 in COS-Zellen co-
transfiziert werden, weisen sie die Fähigkeit auf, BCL-6 und PLZF zu delokalisieren. NCoR wird ebenfalls de-
lokalisiert. Der interessante Aspekt dieser Wechselwirkungen ist, dass sich HDAC9 im Zellkern befindet, wäh-
rend HDAC9∆Exon7 zytoplasmatisch ist. Außerdem weist die HDAC9∆CD/hMITR-Isoform eine mikrogespren-
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kelte Verteilung innerhalb des Zellkerns auf, die sich von der von HDAC9 unterscheidet.

[0060] Vorzugsweise weist ein Polypeptid, das eine Aminosäuresequenzvariante der in Fig. 2 gezeigten Ami-
nosäuresequenz ist, zumindest 80% Sequenzidentität, noch bevorzugter zumindest 90% Sequenzidentität, 
noch bevorzugter zumindest 95% Sequenzidentität, noch bevorzugter zumindest 97% Sequenzidentität, noch 
bevorzugter zumindest 98% Sequenzidentität und insbesondere zumindest 99% Sequenzidentität, mit dem 
Polypeptid voller Länge mit der in Fig. 2 gezeigten Aminosäuresequenz auf.

[0061] Fachleute können leicht Sequenzvergleiche anstellen und die Identität bestimmen unter Einsatz von 
auf dem Gebiet der Erfindung bekannten Verfahren, beispielsweise mithilfe des GCG-Programms Version 9.1, 
das von Genetics Computer Group, Oxford Molecular Group, Madison, Wisconsin, USA, erhältlich ist. Be-
stimmte Aminosäuresequenzvarianten können sich von den in Seq. -ID Nr. 2 oder 4 durch eine Insertion, Ad-
dition, Substitution oder Deletion von 1 Aminosäure, 2, 3, 4, 5–10, 10–20, 20–30, 30–50, 50–100, 100–150 oder 
mehr als 150 Aminosäuren unterschieden.

[0062] Die „prozentuelle (%) Aminosäuresequenzidentität" in Bezug auf die hierin identifizierten HDAC9-Po-
lypeptidsequenzen ist als Prozentsatz der Aminosäurereste in einer Kandidatensequenz definiert, der mit den 
Aminosäureresten in der HDAC9-Sequqenz identisch ist, nachdem die Sequenzen angeordnet und, falls er-
forderlich, Zwischenräume eingefügt wurden, um die maximale prozentuelle Sequenzidentität zu erreichen, 
ohne Berücksichtigung von konservativen Substitutionen als Teil der Sequenzidentität. Die % Identitätswerte 
können durch WU-BLAST-2 generiert werden, das von [Altschul et al., Methods in Enzymology, 266, 460–480 
(1996); http://blast.wustl/edu/blast/README.html] erhalten wurde. WU-BLAST-2 nutzt verschiedene Suchpa-
rameter, wobei für die meisten voreingestellte Werte ausgewählt werden. Die einstellbaren Parameter wurden 
auf die folgenden Werte eingestellt: „overlap span" = 1, „overlap fraction" = 0,125, „word threshold(T)" = 11. Die 
HSPS- und HSPS2-Paramater sind dynamische Werte und werden vom Programm selbst je nach Zusammen-
setzung der jeweiligen Sequenz und Zusammensetzung der Datenbank, in der die Sequenz von Interesse ge-
sucht wird, festgelegt; die Werte können jedoch an erhöhte Empfindlichkeit angepasst werden. Ein% Amino-
säuresequenzidentitätswert wird durch die Anzahl an übereinstimmenden identischen Resten dividiert durch 
die Gesamtzahl an Resten der „längeren" Sequenz in der angeordneten Region bestimmt. Die „längere" Se-
quenz" ist jene mit den meisten tatsächlichen Resten in der angeordneten Region (Zwischenräume, die von 
WU-Blast-2 eingefügt werden, um die Übereinstimmungspunkte zu maximieren, werden ignoriert).

[0063] Gleichermaßen ist die „prozentuelle (%) Nucleinsäuresequenzidentität" in Bezug auf die hierin identi-
fizierte, für die HDAC9-Polypeptide kodierende Sequenz als Prozentsatz der Nucleotidreste in einer Kandida-
tensequenz definiert, die mit den Nucleotidresten in der für HDAC9 kodierenden Sequenz aus Fig. 2 identisch 
sind. Die hierin verwendeten Identitätswerte wurden durch das BLASTN-Modul von WU-BLAST-2 erstellt, bei 
dem die Voreinstellungen gewählt wurden, wobei „overlap span" und „overlap fraction" auf 1 bzw. 0,125 einge-
stellt wurden.

[0064] Ein Polypeptid gemäß der vorliegenden Erfindung kann isoliert und/oder gereinigt (z.B. unter Verwen-
dung eines Antikörpers) werden, beispielsweise nach der Produktion durch Expression aus kodierender Nuc-
leinsäure. Polypeptide gemäß der vorliegenden Erfindung können auch vollständig oder teilweise durch che-
mische Synthese erzeugt werden. Das isolierte und/oder gereinigte Polypeptid kann in der Formulierung einer 
Zusammensetzung eingesetzt werden, die zumindest eine weitere Komponente enthalten kann.

[0065] Die HDAC9-Polypeptide können auch an einen Kupplungspartner, z.B. an ein Effektormolekül, eine 
Markierung, ein Arzneimittel, ein Toxin und/oder einen Träger oder ein Transportmolekül, gebunden sein. Ver-
fahren zur Kupplung der Peptide der Erfindung an sowohl Peptidyl- als auch Nichtpeptidyl-Bindungspartner 
sind auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt.

Zur Bindung von HDAC9-Polypeptiden fähige Antikörper

[0066] Eine weitere wichtige Anwendung der HDAC9-Polypeptide betrifft die Bildung von Antikörpern, welche 
die Fähigkeit aufweisen, spezifisch an die HDAC9-Polypeptide oder an Fragmente davon zu binden. Die Ver-
fahren zur Herstellung von monoklonalen Antikörpern gegen ein HDAC9-Protein sind auf dem Gebiet der Er-
findung allgemein bekannt. Bevorzugte Antikörper sind in der Lage, spezifisch an ein Epitop von HDAC9 zu 
binden, das sich vollständig oder teilweise zwischen den Aminosäuren 1009 und 1069 der in Fig. 2 gezeigten 
Aminosäuresequenz befindet. Die Anti-HDAC9-Antikörper der vorliegenden Erfindung können in dem Sinne 
spezifisch sein, dass sie in der Lage sind, zwischen dem Polypeptid, das sie binden können, und anderen 
menschlichen Polypeptiden, für die sie keine oder im Wesentlichen keine Bindungsaffinität aufweisen (z.B. 
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eine 1000-mal geringere Bindungsaffinität), zu unterscheiden. Spezifische Antikörper binden an ein Epitop am 
Molekül, das bei anderen Molekülen entweder nicht vorhanden oder nicht zugänglich ist. Andere bevorzugte 
Antikörper umfassen jene, die in der Lage sind, eine biologische HDAC9-Aktivität und insbesondere biologi-
sche Aktivität als Histon-Deacetylase im Wesentlichen zu neutralisieren.

[0067] Antikörper können mithilfe von Verfahren erhalten werden, die Standard auf dem Gebiet der Erfindung 
sind. Verfahren zur Produktion von Antikörpern umfassen die Immunisierung eines Säugetiers (z.B. Maus, Rat-
te, Kaninchen, Pferd, Ziege, Schaf oder Affe) mit dem Protein oder einem Fragment davon. Antikörper können 
von immunisierten Tieren mithilfe einer Reihe von auf dem Gebiet der Erfindung bekannten Verfahren erhalten 
und dann gescreent werden, vorzugsweise unter Nutzung der Bindung eines Antikörpers an ein Antigen von 
Interesse. Beispielsweise können Western-Blotting-Verfahren oder Immunfällung eingesetzt werden (Armitage 
et al., Nature 357, 80–82 (1992)). Die Isolation von Antikörpern und/oder antikörperproduzierenden Zellen aus 
einem Tier kann durch Tötung des Tiers erfolgen. Als Alternative oder Ergänzung zur Immunisierung eines 
Säugetiers mit einem Peptid kann ein Antikörper, der für ein Protein spezifisch ist, aus einer rekombinant her-
gestellten Bibliothek von exprimierten variablen Immunglobulin-Domänen erhalten werden, beispielsweise un-
ter Einsatz eines λ-Bakteriophagen oder filamentösen Bakteriophagen, die funktionale Immunglobulin-Domä-
nen auf ihrer Oberfläche aufweisen; siehe z.B. WO 92/01047. Die Bibliothek kann naiv sein, d.h. aus Sequen-
zen bestehen, die von einem Organismus erhalten wurden, der nicht mit einem der Proteine (oder Fragmenten 
davon) immunisiert wurde, oder sie kann aus Sequenzen bestehen, die von einem Organismus erhalten wur-
den, der dem Antigen von Interesse ausgesetzt wurde.

[0068] Antikörper gemäß der Erfindung können auf verschiedene Arten modifiziert werden, die auf dem Ge-
biet der Erfindung allgemein bekannt sind. Der Begriff „Antikörper" ist so zu verstehen, dass er alle Bindesub-
stanzen mit einer Bindedomäne mit der erforderlichen Spezifität umfassen. Somit umfasst die Erfindung Anti-
körperfragmente, Derivate, funktionale Äquivalente und Homologe von Antikörpern, einschließlich syntheti-
schen Molekülen und Molekülen, deren Gestalt die eines Antikörpers nachahmt, was es ihm ermöglicht, an ein 
Antigen oder Epitop zu binden. Humanisierte Antikörper, in denen CDRs von einer nichtmenschlichen Quelle 
auf menschlichen Gerüstregionen aufgepfropft sind, wobei typischerweise ein Teil der Gerüst-Aminosäureres-
te verändert wird, um Antikörper bereitzustellen, die weniger immunogen sind als die nichtmenschlichen El-
tern-Antikörper, sind ebenfalls in vorliegenden Erfindung enthalten.

[0069] Ein Hybridom, das einen monoklonalen Antikörper gemäß der vorliegenden Erfindung produziert, kann 
eine genetische Mutation oder andere Veränderungen durchlaufen. Weiters ist für Fachleute auf dem Gebiet 
der Erfindung klar, dass ein monoklonaler Antikörper Verfahren der DNA-Rekombinationstechnologie unterzo-
gen werden können, um andere Antikörper oder chimäre Moleküle herzustellen, welche die Spezifität des ur-
sprünglichen Antikörpers beibehalten. Solche Verfahren können die Einführung von DNA, die für die variable 
Immunglobulinregion oder die komplementaritätsbestimmenden Regionen (CDRs) eines Antikörpers kodiert, 
in die konstanten Regionen oder konstanten Regionen plus Gerüstregionen eines anderen Immunglobulins 
umfassen. Siehe beispielsweise EP 0 184 187 A, GB 2 188 638 A oder EP 0 239 400 A. Das Klonieren und 
die Expression von chimären Antikörpern sind in EP 0 120 694 A und EP 0 125 023 A beschrieben. In einem 
weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Antikörpern bereit, wobei 
das Verfahren den Einsatz eines HDAC9-Polypeptids oder eines Fragments davon als Immunogen umfasst. 
Die vorliegende Erfindung stellt außerdem ein Verfahren zum Screenen auf Antikörper bereit, die in der Lage 
sind, spezifisch an ein HDAC9-Polypeptid zu binden, wobei das Verfahren das Kontaktieren eines HDAC9-Po-
lypeptids mit einem oder mehreren Kandidatenantikörpern und das Detektieren, ob eine Bindung stattfindet, 
umfasst.

[0070] Bevorzugte Antikörper gemäß der Erfindung sind isoliert, und zwar in dem Sinne, dass sie frei von Ver-
unreinigungen wie Antikörpern, die an andere Polypeptide binden können, und/oder frei von Serumkomponen-
ten sind. Für manche Zwecke sind monoklonale Antikörper bevorzugt, obwohl auch polyklonale Antikörper in 
den Schutzumfang der vorliegenden Erfindung fallen.

[0071] Hybridome, die zur Produktion eines Antikörpers mit gewünschten Bindungseigenschaften fähig sind, 
liegen ebenfalls im Schutzumfang der vorliegenden Erfindung, genauso wie Wirtszellen, eukaryotische oder 
prokaryotische, die für Antikörper (einschließlich Antikörperfragmente) kodierende Nucleinsäure enthalten und 
zu ihrer Expression fähig sind. Die Erfindung stellt weiters Verfahren zur Produktion der Antikörper bereit, die 
das Kultivieren einer zur Produktion des Antikörpers fähigen Zelle unter Bedingungen, unter denen der Anti-
körper produziert und vorzugsweise sekretiert wird, umfassen.

[0072] Die Reaktivitäten von Antikörpern in Bezug auf eine Probe können durch geeignete Mittel bestimmt 
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werden. Das Markieren einzelner Reportermoleküle stellt eine Möglichkeit dar. Die Reportermoleküle können 
hierbei direkt oder indirekt detektierbare, und vorzugsweise messbare, Signale erzeugen. Die Bindung von Re-
portermolekülen kann direkt oder indirekt, kovalent, z.B. über eine Peptidbindung, oder nichtkovalent erfolgen. 
Ein Bindung über eine Peptidbindung kann das Ergebnis der rekombinanten Expression einer Genfusion sein, 
die für einen Antikörper und ein Reportermolekül kodiert. Ein bevorzugtes Verfahren umfasst die kovalente Bin-
dung der einzelnen Antikörper mit einem einzelnen Fluorochrom, phosphoreszierenden Stoff oder durch Laser 
angeregten Farbstoff mit spektral isolierten Absorptions- oder Emissionseigenschaften. Geeignete Fluorochro-
me umfassen Fluorescein, Rhodamin, Phyoerythrin und Texas-Rot. Geeignete chromogene Farbstoffe umfas-
sen Diaminobenzidin.

[0073] Weitere Reporter umfassen makromolekulare kolloidale Teilchen oder partikuläres Material, wie z.B. 
gefärbte, magnetische oder paramagnetische Latexkügelchen und biologisch oder chemisch aktive Stoffe, die 
direkt oder indirekt detektierbare Signale erzeugen können, die durch eine Sichtprüfung erkennbar sind oder 
elektronisch detektierbar sind oder auf andere Weise aufgezeichnet werden. Diese Moleküle können Enzyme 
sein, die Reaktionen katalysieren, bei denen beispielsweise Farben entstehen oder verändert werden oder Än-
derungen von elektrischen Eigenschaften auftreten. Diese können molekular anregbar sein, sodass Elektro-
nenübergänge zwischen Energiezuständen zu charakteristischen spektralen Absorptionen oder Emissionen 
führen. Diese können chemische Bestandteile in Kombination mit Biosensoren umfassen. Detektionssysteme 
auf Basis von Biotin/Avidin oder Biotin/Streptavidin und alkalischer Phosphatase können ebenfalls eingesetzt 
werden.

[0074] Antikörper gemäß der vorliegenden Erfindung können zum Screenen auf die Gegenwart eines Poly-
peptids eingesetzt werden, beispielsweise in einer Probe, die Zellen oder ein Zelllysat, wie oben erläutert, ent-
hält, und sie können auch zur Reinigung und/oder Isolation eines Polypeptids der vorliegenden Erfindung ein-
gesetzt werden, beispielsweise nach der Produktion des Polypeptids durch Expression aus kodierender Nuc-
leinsäure. Antikörper können die Aktivität des Polypeptids, an das sie binden, modulieren, und wenn das Po-
lypeptid in einem Individuum schädliche Wirkung aufweist, können sie so in einem therapeutischen Zusam-
menhang (der gegebenenfalls eine Prophylaxe umfasst) zweckdienlich sein.

Screenen auf mimetische Substanzen

[0075] Die vorliegende Erfindung betrifft weiters die Verwendung eines Histon-Deacetylase-9-Polypeptids 
oder -Nucleinsäuremoleküls zum Screenen auf Kandidatenverbindungen, die (a) eine gleiche biologische His-
ton-Deacetylase-9-Aktivität aufweisen oder (b) an das Histon-Deacetylase-9-Polypeptid binden oder (c) biolo-
gische Aktivität eines Histon-Deacetylase-9-Polypeptids inhibieren.

[0076] Es ist allgemein bekannt, dass pharmazeutische Forschung, die zur Identifikation eines neuen Arznei-
mittels führt, das Screenen von sehr vielen Kandidatensubstanzen umfassen kann, sowohl bevor eine Leitver-
bindung gefunden wird als auch danach. Dies ist ein Faktor, der die pharmazeutische Forschung sehr teuer 
und zeitaufwendig macht. Mittel zur Unterstützung des Screening-Vorgangs weisen großen kommerziellen 
Einfluss und Nutzen auf.

[0077] Das Screenen kann beispielsweise durchgeführt werden, um Peptidyl- oder Nichtpeptidyl-Mimetika 
oder Inhibitoren der HDAC9-Polypeptide zu finden, um sie als Leitverbindungen in der pharmazeutischen For-
schung weiterzuentwickeln.

[0078] In diesem Aspekt der Erfindung ist die Aktivität des HDAC9-Polypeptids vorzugsweise die Aktivität der 
Entfernung von Acetylgruppen vom Substrat. Am besten kann der Fortschritt dieser Reaktion beurteilt werden, 
indem das Substrat mit einer detektierbaren Markierung (z.B. einer radioaktiven Markierung) markiert wird und 
die Menge an durch die Wirkung des HDAC9-Polypeptids vom Substrat freigesetzter Markierung gemessen 
wird, beispielsweise in einem SPA-Test (Szintillation Proximity Assay). Vorzugsweise dient das Verfahren zum 
Screenen auf Modulatoren von HDAC9, die gegebenenfalls weiteren Tests zur Verwendung als Therapeutika, 
insbesondere zur Behandlung von Krebs, unterzogen werden.

[0079] Ein Verfahren zum Screenen auf eine Substanz, welche die Aktivität eines Polypeptids moduliert, kann 
das Kontaktieren einer oder mehrerer Testsubstanzen mit einer HDAC9 in einem geeigneten Reaktionsmedi-
um, das Testen der Aktivität des behandelten Polypeptids und das Vergleichen dieser Aktivität mit der Aktivität 
des Polypeptids in einem vergleichbaren Reaktionsmedium, das nicht mit der Testsubstanz oder den Testsub-
stanzen behandelt ist, umfassen. Ein Unterschied in der Aktivität zwischen den behandelten und den unbehan-
delten Polypeptiden weist auf eine modulierende Wirkung der jeweiligen Testsubstanz oder -substanzen hin.
12/71



DE 602 14 867 T2    2007.05.24
[0080] Kombinatorische Bibliothekentechnologie stellt eine effektive Möglichkeit zum Testen einer möglicher-
weise sehr großen Anzahl an unterschiedlichen Substanzen auf ihre Fähigkeit, Aktivität eines Polypeptids zu 
modulieren, dar. Solche Bibliotheken und ihre Verwendung sind auf dem Gebiet der Erfindung bekannt. Der 
Einsatz von Peptidbibliotheken ist bevorzugt.

[0081] Vor oder neben dem Screenen auf Modulation von Aktivität können Testsubstanzen auch auf ihre Fä-
higkeit gescreent werden, mit dem Polypeptid wechselzuwirken, beispielsweise in einem Hefe-Zwei-Hyb-
rid-System (wobei sowohl das Polypeptid als auch die Testsubstanz von kodierender Nucleinsäure in Hefe ex-
primierbar sein müssen). Dies kann als grobes Screenen vor dem Testen einer Substanz auf ihre tatsächliche 
Fähigkeit, Aktivität des Polypeptids zu modulieren, eingesetzt werden. Alternativ dazu könnte das Screenen 
dazu eingesetzt werden, Testsubstanzen auf ihre Bindung an einen HDAC9-spezifischen Bindungspartner zu 
screenen, um Mimetika des HDAC9-Polypeptids zu finden, z.B. um sie als Therapeutika zu testen.

[0082] In einer Ausführungsform stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Identifikation einer Verbin-
dung bereit, die in der Lage ist, Aktivität eines Histon-Deacetylase-9-Polypeptids zu modulieren, wobei das 
Verfahren Folgendes umfasst: 

(a) das Kontaktieren zumindest einer Kandidatenverbindung mit einem hierin definierten Histon-Deacetyla-
se-9-(HDAC9-) Polypeptid unter Bedingungen, unter denen die Kandidatenverbindung und das 
HDAC9-Polypeptid in der Lage sind, miteinander wechselzuwirken;
(b) das Bestimmen in einem Test auf HDAC9-Aktivität, ob die Kandidatenverbindung die Aktivität moduliert; 
und
(c) das Selektieren einer Kandidatenverbindung, die Aktivität des HDAC9-Polypeptids moduliert.

[0083] In einer bevorzugten Ausführungsform stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Identifikation 
einer Verbindung bereit, die in der Lage ist, ein Histon-Deacetylase-9-(HDAC9-) Polypeptid zu hemmen, wobei 
das Verfahren Folgendes umfasst: 

(a) das Kontaktieren zumindest einer Kandidatenverbindung mit dem hierin definierten HDAC9-Polypeptid 
in Gegenwart eines Substrats für HDAC9 unter Bedingungen, unter denen die Kandidatenverbindung, das 
HDAC9-Polypeptid und das HDAC9-Substrat in der Lage sind, miteinander wechselzuwirken;
(b) das Bestimmen, ob die Kandidatenverbindung die Aktivität des HDAC9-Polypeptids durch Reaktion mit 
dem Substrat inhibiert; und
(c) das Selektieren einer Kandidatenverbindung, die die Aktivität des HDAC9-Polypeptids auf das Substrat 
inhibiert.

[0084] Nach der Identifikation einer Kandidatenverbindung, welche HDAC9-Aktivität moduliert oder inhibiert, 
kann die Substanz genauer untersucht werden. Ferner kann sie weiterverarbeitet und/oder in einem Präparat 
eingesetzt werden, d.h. bei der Herstellung oder Formulierung einer Zusammensetzung wie eines Medika-
ments, einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder eines Arzneimittels.

Diagnoseverfahren

[0085] Neuere Untersuchungen haben eine anomale Histon-Deacetylase-Funktion mit einer Reihe von 
menschlichen Krebsarten in Verbindung gebracht. Demgemäß stellt die vorliegende Erfindung auch die Ver-
wendung von HDAC9 als diagnostischen Marker für Krebs bereit, beispielsweise durch Korrelieren seines 
Werts mit der Menge an HDAC9-Polypeptid, einer Isoform davon oder HDAC9-Nucleinsäure in einer Kontrolle.

[0086] Unter normalen Umständen scheint die Expression von HDAC9-Isoformen, welche die katalytische 
Domäne enthalten, genau geregelt zu sein, wobei das Protein nur im Gehirn von Erwachsenen und Föten in 
großer Menge vorhanden ist und in Skelettmuskeln, Hoden, Knochenmark, Thymus, Milz, CD14+ve- und 
CD19+ve-Zellen in geringerer Menge. Eine Prüfung der RT-PCR-Daten zeigt jedoch, dass HDAC9 spezifisch 
bei TEL-AML1-positiver und -negativer akuter Prä-B-Zell-Lymphoblastenleukämie und in B-Zell-Lym-
phom-Zelllinien und -Patientenproben exprimiert wird. HDAC9 wird in verschiedenen anderen akuten myeloi-
schen Leukämie-Zelllinien nicht exprimiert, mit Ausnahme der akuten Monozytenleukämie, was möglicherwei-
se auf einen gemeinsamen Vorläufer der B-Zellen und der monozytischen Linie hinweist. HDAC9 findet sich in 
geringeren Mengen auch in der Erythroleukämie-Zelllinie HEL. Eine Zelllinie, die HDAC9 überexprimiert, ex-
primiert auch die ∆Exon7- und ∆Exon12-Isoformen stärker, und in einer der CLL-Patientenproben, die mit 
SAC/IL2 stimuliert wurden, ist eine klare Veränderung in der relativen Expression der Volllängen- und 
∆Exon12-Isoformen erkennbar. Es gibt Beweise dafür, dass die Hinzufügung von HDAC-Inhibitoren die Zell-
verteilung der HDACs verändern kann, vermutlich durch eine Störung der Protein-Protein-Wechselwirkung so-
wie eine Blockade des katalytischen Stelle und der Fähigkeit von HDAC9, andere Proteine zu rekrutieren und 
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zu modifizieren, sowie die Histon-Deacetylierung. Angesichts dessen könnte sich ∆Exon7 als sehr wichtig bei 
der Pathogenese einiger Leukämien herausstellen.

[0087] In diesem Zusammenhang gibt es auf dem Gebiet der Erfindung eine Reihe von Verfahren zur Analyse 
von Proben von Individuen, um die Gegenwart einer HDAC9-Nucleinsäure oder eines HDAC9-Polypeptids zu 
bestimmen. Die Tests können die Gegenwart oder Menge einer HDAC9-Nucleinsäure oder eines HDAC9-Po-
lypeptids in einer Probe von einem Patienten bestimmen und die Frage beantworten, ob die Nucleinsäure oder 
das Polypeptid in voller Länge vorhanden ist oder biologische HDAC9-Aktivität aufweist. Beispiele für biologi-
sche Proben umfassen Blut, Plasma, Serum, Gewebeproben, Tumorproben, Speichel und Urin. Solch eine 
Analyse kann für Diagnose- oder Prognosezwecke eingesetzt werden, um den Arzt bei der Bestimmung der 
Schwere oder des wahrscheinlichen Verlaufs des Leidens zu unterstützen und/oder die Behandlung zu opti-
mieren.

[0088] Beispiele für Ansätze zur Detektion von HDAC9-Nucleinsäure oder -Polypeptiden umfassen: 
(a) das Bestimmen der Gegenwart oder Menge eines HDAC9-Polypeptids in einer Probe von einem Pati-
enten durch Messen einer Aktivität des HDAC9-Polypeptids oder seiner Gegenwart in einem Bindungstest; 
oder
(b) das Bestimmen der Gegenwart von HDAC9-Nucleinsäure unter Verwendung einer Sonde, die in der 
Lage ist, an die HDAC9-Nucleinsäure zu hybridisieren;
(c) die Anwendung von PCR unter Verwendung eines oder mehrerer Primer auf Basis einer HDAC9-Nuc-
leinsäuresequenz, um zu bestimmen, ob das HDAC9-Transkript in einer Probe von einem Patienten vor-
handen ist.

[0089] In einer Ausführungsform umfasst das Verfahren folgende Schritte: 
(a) das Kontaktieren einer Probe vom Patienten mit einem festen Träger, der darauf immobilisiert ein Bin-
dungsmittel mit Bindungsstellen aufweist, die für HDAC9-Polypeptid oder HDAC9-Nucleinsäure spezifisch 
sind;
(b) das Kontaktieren des festen Trägers mit einem markierten Entwickler, der in der Lage ist, nicht besetzte 
Bindungsstellen, gebundenes HDAC9-Polypeptid oder -Nucleinsäure oder besetzte Bindungsstellen zu 
binden; und
(c) das Nachweisen der Markierung des Entwicklers, der in Schritt (b) spezifisch bindet, um einen Wert zu 
erhalten, der für die Gegenwart oder Menge des HDAC9-Polypeptids oder der HDAC9-Nucleinsäure in der 
Probe repräsentativ ist.

[0090] Das Bindungsmittel ist vorzugsweise ein spezifisches Bindungsmittel und weist eine oder mehrere Bin-
dungsstellen auf, die in der Lage sind, bevorzugt im Vergleich zu anderen Molekülen spezifisch an HDAC9 
oder Nucleinsäure zu binden. Am besten ist das Bindungsmittel auf einem festen Träger immobilisiert, bei-
spielsweise an einer definierten Stelle, um seine Manipulation während des Test zu vereinfachen.

[0091] Beispiele für spezifische Bindungspaare sind Antigene und Antikörper, Moleküle und Rezeptoren und 
komplementäre Nucleotidsequenzen. Fachleute kennen noch viele andere Beispiele, die hier keine Auflistung 
erfordern. Weiters kann der Begriff „spezifisches Bindungspaar" auch dann verwendet werden, wenn entweder 
eines oder beide aus dem spezifischen Bindungselement und dem Bindungspartner einen Teil eines größeren 
Moleküls umfassen. In Ausführungsformen, in denen das spezifische Bindungspaar aus Nucleinsäuresequen-
zen besteht, weisen diese eine Länge auf, die unter den Testbedingungen eine Hybridisierung aneinander er-
möglicht, vorzugsweise eine Länge von mehr als 10 Nucleotiden, noch bevorzugter eine Länge von mehr als 
15 oder 20 Nucleotiden.

[0092] Es gibt verschiedene Verfahren zur Bestimmung der Gegenwart oder Abwesenheit einer bestimmten 
Nucleinsäuresequenz, beispielsweise der in Fig. 2 gezeigten Sequenz, in einer Probe. Beispiele für Tests um-
fassen Nucleotidsequenzanalyse, Hybridisierung unter Verwendung von auf Chips immobilisierter Nucleinsäu-
re, Molekülphänotyptests, Test auf trunkierte Proteine (PTT), Einzelstrang-Konformationspolymorphismustests 
(SSCP), die Detektion der Spaltung von Fehlpaarungen und denaturierende Gradientengel-Elektrophorese 
(DGGE). Diese Verfahren und ihre Vorteile und Nachteile sind in Nature Biotechnology 15, 422–426 (1997), 
zusammengefasst.

Pharmazeutische Zusammensetzungen

[0093] Die vorliegende Erfindung offenbart den Einsatz von HDAC9 oder Inhibitoren davon zur Formulierung 
in pharmazeutischen Zusammensetzungen, vor allem in Zusammensetzungen zur Behandlung von Krebs, ins-
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besondere Leukämien wie TEL-AML1-positive und -negative akute Prä-B-Zell-Lymphoblastenleukämie und 
B-Zell-Lymphome. Diese Zusammensetzungen können neben einer der oben genannten Substanzen noch ei-
nen pharmazeutisch annehmbaren Exzipienten, Träger, Puffer, Stabilisator oder andere Materialien, die Fach-
leuten auf dem Gebiet der Erfindung allgemein bekannt sind, umfassen. Solche Materialien sollten nichttoxisch 
sein und die Wirksamkeit des Wirkbestandteils nicht beeinträchtigen. Die genaue Art des Trägers oder anderen 
Materials kann vom Verabreichungsweg abhängen, der beispielsweise den oralen, intravenösen, kutanen oder 
subkutanen, nasalen, intramuskulären und intraperitonealen Weg umfasst.

[0094] Pharmazeutische Zusammensetzungen zur oralen Verabreichung können in Form einer Tablette, ei-
ner Kapsel, eines Pulvers oder einer Flüssigkeit vorliegen. Eine Tablette kann einen festen Träger wie Gelatine 
oder ein Adjuvans umfassen. Flüssige pharmazeutische Zusammensetzungen umfassen im Allgemeinen ei-
nen flüssigen Träger, wie z.B. Wasser, Petroleum, tierisches oder pflanzliches Öl, Mineralöl oder synthetisches 
Öl. Eine physiologische Kochsalzlösung, Dextrose oder andere Saccharidlösungen oder Glykole, wie z.B. 
Ethylenglykol, Propylenglykol oder Polyethylenglykol, können ebenfalls enthalten sein.

[0095] Für eine intravenöse, kutane oder subkutane Injektion oder für eine Injektion an der betroffenen Stelle 
liegt der Wirkbestandteil am besten in Form einer parenteral annehmbaren wässrigen Lösung vor, die pyro-
genfrei ist und einen geeigneten pH, geeignete Isotonie und geeignete Stabilität aufweist. Fachleute auf dem 
Gebiet der Erfindung können leicht geeignete Lösungen unter Verwendung von beispielsweise isotonischen 
Vehikeln wie einer Kochsalzlösung, einer Ringerlösung oder einem Ringerlaktat herstellen. Konservierungs-
mittel, Stabilisatoren, Puffer, Antioxidantien und/oder andere Additive können je nach Bedarf ebenfalls enthal-
ten sein.

[0096] Egal ob es sich um ein Polypeptid, einen Antikörper, ein Peptid, ein Nucleinsäuremolekül, ein kleines 
Molekül oder eine andere pharmazeutisch zweckdienliche Verbindung gemäß der Erfindung handelt, die ei-
nem Individuum verabreicht wird, die Verabreichung erfolgt vorzugsweise in einer „prophylaktisch wirksamen 
Menge" oder einer „therapeutisch wirksamen Menge" (je nach Fall, obwohl auch eine Prophylaxe als Therapie 
betrachtet werden kann), die ausreicht, um eine positive Wirkung im Individuum zu erreichen. Die tatsächlich 
verabreichte Menge und die Rate und der zeitliche Verlauf der Verabreichung hängen von der Art und Schwere 
des behandelten Leidens ab. Die Verschreibung einer Behandlung, beispielsweise Entscheidungen über die 
Dosierung usw., unterliegt der Verantwortung des behandelnden praktischen Arztes oder anderer Ärzte, und 
typischerweise werden hierbei das zu behandelnde Leiden, der Zustand des jeweiligen Patienten, die Zufuhr-
stelle, das Verabreichungsverfahren und andere, Ärzten bekannte Faktoren berücksichtigt. Beispiele für die 
oben genannten Verfahren und Protokolle finden sich in Remington's Pharmaceutical Sciences, 20. Aufl., Lip-
pincott, Williams & Wilkins (Hrsg.) (2000). Eine Zusammensetzung kann alleine oder in Kombination mit ande-
ren Behandlungen, entweder gleichzeitig oder nacheinander, je nach zu behandelndem Leiden, verabreicht 
werden.

Experimenteller Teil

Klonierung von HDAC9

[0097] Die Datenbasis von kurzen Stücken unvollendeter genomischer Sequenzen (htgs) am National Insti-
tute for Biotechnology Information (NCBI) wurde mit den Aminosäuresequenzen durchsucht, die der Deacety-
lase-Domäne von HDAC5 entsprachen, um neue Histon-Deacetylase-Gene zu identifizieren. Mehrere für Pep-
tide mit signifikanter Homologie zu HDAC5 kodierende DNA-Sequenzen wurden auf einem menschlichen 
BAC-Klon gefunden, nämlich RP11-8I15 (Zugangsnummer AC016186), das 70 ungeordnete Contigs enthält 
und Chromosom 18 zugeordnet ist. Als die Genbank-Nucleotid-Datenbank mit einem Gemisch der neuen Se-
quenzen mit Homologie zu HDAC5 durchsucht wurde, wurde es mit dem BAC-Klon CTB-13P7 (Zugangsnum-
mer AC002088) angeordnet, das dem Chromosom 7p15-p21 (Tabelle 1) zugeordnet wurde, was auf die Ge-
genwart eines Pseudogens oder auf einen inkorrekten Eintrag in die htgs-Datenbank hinweist. Eine Suche in 
der Literatur ergab, dass 7p15-p21 schon identifiziert wurde, ein mögliches offenes HDAC-Leseraster zu ent-
halten, und dass ein Gen, das für ein Protein namens HDRP/MITR kodiert, das 50% Identität mit dem N-Ter-
minus der HDACs 4 und 5 aufweist, kloniert und dieser genomischen Region zugeordnet worden war. Da eine 
Suche in der Datenbank exprimierter sequenzmarkierter Stellen (dbEST) zeigte, dass cDNA, die einer partiel-
len HDAC-Domäne entsprach, aus B-Keimzellen (Zugangsnummer AA287983) isoliert worden war, wurden 
mehrere hämatopoetische Zelllinien durch Umkehrtranskriptions-(RT-) PCR mit Oligonucleotiden, die der 
HDAC-Domäne und HDRP/MITR entsprachen, analysiert. Es zeigte sich, dass es nicht nur möglich war, Ban-
den aus der HDAC-Domäne selbst zu amplifizieren, sondern auch aus der cDNA von HDRP/MITR durch die 
HDAC-Domäne, was in der Bildung einer etwa 2700 bp großen Sequenz resultierte. Durch eine 3'-RACE konn-
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te der Rest der Sequenz nicht erhalten werden, sodass der Versuch unternommen wurde, überlappende ESTs 
zu finden, um sich entlang der cDNA vorzuarbeiten (Fig. 1) und übereinstimmende Sequenzen mit den geno-
mischen Klonen zu bestätigen. Während dieser Untersuchungen wurde klar, dass die Sequenz, die den letzten 
5 Exons von HDAC9 entsprach (Zugangsnummer RP5-1194E15 und GS1-465N13), in Antisense-Richtung be-
züglich des Rests des Gens eingefügt worden war (siehe Tabelle 1). Da diese Klone fast 160 kb der DNA aus-
machten (von insgesamt 500 kb des gesamten Gens), hatten Suchalgorithmen bisher keine Homologie zwi-
schen der EST und genomischen Sequenzen identifiziert. Klone, die das HDAC9-Gen umspannen, sind in Ta-
belle 2 angeführt. Als die Datenbanksuchen mit den letzten beiden genomischen Klonen in der korrekten Ori-
entierung wiederholt wurden, wurde eine Anordnung erhalten, die signifikante Homologie mit der Sequenz für 
die HDACs 4 und 5 aufwies. Diese Information erlaubte das Klonieren des gesamten offenen Leserasters von 
HDAC9 (Fig. 2) aus menschlicher Marathon-Ready-Gehirn-cNDA (Clontech) unter Verwendung des Sen-
se-Primers 9F1 5'-ATGCACAGTATGATCAGCTCA-3' und des Antisense-Primers 9R1 5'-GTCACACACAGG-
AAATATCAG-3'. HDAC9∆CD/HDRP/MITR wurde aus menschlicher Marathon-Ready-Gehirn-cDNA (Clon-
tech) unter Verwendung des Sense-Primers 9F1 und des Antisense-Primers 9∆CDR1 5'-TCAGATAATGACTT-
TAATTACAAAT-3' kloniert (siehe Fig. 2 für die cDNA-Sequenz und Translation). HDAC9∆Exon7 und 
HDAC9∆Exon12 wurden aus der akuten Monozytenleukämie-Zelllinie MONO-MAC-6 unter Verwendung des 
Sense-Primers 9F1 und des Antisense-Primers 9R3 5'-TCTCTAATCCATCCATGCCAA-3' kloniert. 
HDAC∆Exon15 wurde aus der akuten Prä-B-ALL-Zelllinie REH unter Verwendung des Sense-Primers 9F2 
5'-AGGCTGCTTTTATGCAACAG-3' und des Antisense-Primers 9R2 5'-CTGAATGCTTCAAGGTACTCA-3'
kloniert. Siehe Fig. 3 für eine detaillierte schematische Darstellung der Positionen der obigen Primer. Die 
PCR-Produkte wurden in pCRII (Invitrogen) kloniert und unter Verwendung von BigDye (Perkin Elmer) sequen-
ziert.

Analyse einer HDAC9-Segenz

[0098] Das Volllängenprodukt des HDAC9-Gens umfasst 1069 Aminosäuren, wie in Fig. 2 dargestellt ist (sie-
he Fig. 3 für eine schematische Darstellung), und dafür kodieren die Exons 2–26 (Exon 1 ist untranslatiert). 
Die 26 Exons, welche die HDAC9-cDNA bilden, überspannen 500 kb der genomischen Sequenz auf dem 
Chromosom 7p15-p21. HDAC9∆CD, auch als HDRP/MITR bezeichnet, ist 593 Aminosäuren lang und enthält 
16 Reste einer einzigartigen Sequenz, für die eine Region von Exon 12 kodiert, die 3' zu der zur Erzeugung 
des HDAC9-ORF verwendeten Donor-Spleißstelle liegt. Es können mehrere Exondeletionen vorkommen, die 
das offene Leseraster von HDAC9 erhalten (Tabelle 2), und zwei wurden identifiziert und kloniert. 
HDAC9∆Exon7 ist 1025 Aminosäuren lang und enthält eine Substitution von Ala durch Glu an Position 222 als 
Ergebnis der Deletion von Exon 7. Dieser Isoform fehlen zwei Serine (S223 und S253), die bei einer Phospho-
rylierung wahrscheinlich mit einem 14-3-3-Protein-abhängigen Shuttling von HDAC4 und 5 vom Kern zum Zy-
toplasma zusammenhängen, und auch ein dreiteiliges Kernlokalisationssignal.

[0099] HDAC9∆Exon12 ist 981 Aminosäuren lang, und ihm fehlen Exon-12-Sequenzen, die für ein Leu-
cin-Zipper-Motiv kodieren, das Wechselwirkungen zwischen HDAC9 und anderen Proteinen vermitteln kann.

[0100] Eine Isoform, die weder Exon 7 noch Exon 12 aufweist, wurde ebenfalls kloniert. HDAC9∆Exon15 ist 
1027 Aminosäuren lang, und ihm fehlt eine Region innerhalb der katalytischen Domäne neben der aktiven Stel-
le. Diese Isoform konserviert das ORF von HDAC9 nicht von Natur aus und scheint eine RNA-Edierung durch-
laufen zu haben, wie nachstehend dargestellt ist.

[0101] Außerdem kann Exon 4 deletiert werden, wodurch ein in-Frame-Stoppcodon eingeführt wird und ein 
trunkiertes Protein aus 95 Aminosäuren erhalten wird. Exon 4 kann alternativ dazu auch an einem beliebigen 
Ende gespleißt werden, wie in Tabelle 2 zu sehen ist.

HDAC9 weist Histon-Deacetylase-Aktivität auf und unterdrückt basale Transkription

[0102] Um zu bestimmen, ob HDAC9 Histon-Deacetylase-Aktivität aufweist, wurde ein In-vitro-Test unter Ein-
satz eines immungefällten Anti-FLAG-HDAC9 durchgeführt. Wie in Fig. 5A zu sehen ist, weist HDAC9 etwa 
25% Aktivität von HDAC1 und 50% Aktivität der HDACs 4 und 5 auf. Es wurden höhere Aktivitäten von HDAC9 
gegenüber von Histon H3 abgeleiteten Peptidsubstraten als von Histon H4 abgeleiteten detektiert (Fig. 7A und 
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B).

[0103] Es wurde schon vorher nachgewiesen, dass HDACs Transkription unterdrücken, wenn sie als 
Gal4-Fusionsproteine an DNA gebunden sind. Dieser Effekt tritt auch bei HDAC9, HDAC9∆CD und HDAC9CD 
alleine auf (Fig. 5B). Ein GAL4uasx5-TK-Luciferase-Reportergen wurde vorübergehend zusammen mit den Ex-
pressionsvektoren für die angegebenen GAL4-Fusionsproteine in 293T-Zellen transfiziert. Die unterdrückende 
Wirkung verschiedener GAL4DBD-HDAC9-Fusionen wurde durch die Addition des HDAC-Inhibitors Trichos-
tatin A teilweise verringert, einschließlich der von DHAC9∆CD. Obwohl HDAC9∆CD eine HDAC-Domäne fehlt, 
wurde nachgewiesen, dass es andere HDACs direkt und über Corepressoren bindet, und dies könnte sich in 
seiner Fähigkeit widerspiegeln, auf TSA-empfindliche Weise zu unterdrücken. Diese Ergebnisse zeigen, dass 
HDAC9 in der Lage ist, Histon H4 als Substrat zu nutzen, und zumindest teilweise als Komponente des Re-
pressionsmechanismus der Zelle funktioniert.

Expressionsmuster von HDAC9 in normalem menschlichem Gewebe und in Krebszellen

[0104] Unter normalen Umständen scheint die Expression von HDAC9-Isoformen, welche die katalytische 
Domäne enthalten, stark reguliert zu sein, wobei das Protein nur im Gehirn von Erwachsenen und Föten in 
großer Menge vorhanden ist und in Skelettmuskeln, Hoden, Knochenmark, Thymus, Milz, CD14+ve- und 
CD19+ve-Zellen in geringerer Menge (Fig. 8). Eine Prüfung der RT-PCR-Daten zeigt jedoch, dass HDAC9 spe-
zifisch bei TEL-AML1-positiver und -negativer akuter Prä-B-Zell-Lymphoblastenleukämieproben und in 
B-Zell-Lymphom-Zelllinien und -Patientenproben exprimiert wird (Fig. 8A und B). HDAC9 wird in verschiede-
nen anderen akuten myeloischen Leukämie-Zelllinien nicht exprimiert, mit Ausnahme der akuten Monozyten-
leukämie, was möglicherweise auf einen gemeinsamen Vorläufer der B-Zellen und der monozytischen Linie 
hinweist. HDAC9 findet sich in geringeren Mengen auch in der Erythroleukämie-Zelllinie HEL. Die Leukämie-
zelllinie, die HDAC9 überexprimiert, überexprimiert auch die Isoformen, denen Exon7 und Exon12 fehlen, im 
Vergleich zu normalen Werten (siehe Fig. 8B und C). In einer der CLL-Patientenproben, die mit SAC/IL2 sti-
muliert wurden, ist eine klare Veränderung in der relativen Expression der Volllängen- und ∆Exon12-Isoform 
erkennbar (Fig. 8C). Es gibt Beweise dafür, dass die Hinzufügung von HDAC-Inhibitoren die Zellverteilung der 
HDACs verändern kann, vermutlich durch eine Störung der Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie eine Blo-
ckade der katalytischen Stelle in Bezug auf HDAC9, wobei jedoch solche Erkenntnisse im Zusammenhang mit 
verschiedenen Isoformen und ihren Funktionen analysiert werden sollten. HDAC9-Isoformen, denen funktio-
nelle Domänen, für die Exon 7 oder 12 kodieren, fehlen, könnten sich als ein wichtiger Faktor in der Pathoge-
nese einiger hämatologischer Malignitäten herausstellen.

In-vitro- und In-vivo-Wechselwirkungen von HDAC9

[0105] Angesichts der Expressionsmuster des HDAC9-Gens in normalen und malignen Zellen der B-Zelllinie 
untersuchten die Erfinder, ob seine Produkte mit einem der Proteine wechselwirken können, deren Funktion 
mit B-Zell-Malignitäten in Verbindung gebracht wurde (Fig. 9). Wie erwartet gab es eine Wechselwirkung zwi-
schen HDAC9 und diffusen großzelligen Lymphomen und akuten Prä-B-Zell-Lymphoblastenleukämie im Zu-
sammenhang mit den Transkriptionsrepressoren BCL-6 bzw. TEL. HDAC9 wechselwirkt auch mit PLZF, HDAC 
4 und, in geringerem Ausmaß, den Klasse-I-HDACs 1 und 3. Außerdem zeigte sich, dass HDAC9 mit den 
Kern-Rezeptor-Corepressoren mSin3A und -B und N-CoR wechselwirkt, deren Aktivitäten mit dem Mechanis-
mus in Zusammenhang gebracht wurden, welche der Pathogenese verschiedener menschlicher Krebsarten 
zugrunde liegt.

[0106] Fig. 10 zeigt die zelluläre Lokalisation verschiedener HDAC9-Isoformen bei Sichtbarmachung mit ei-
nem Anti-FLAG-Antikörper und einem Antikörper gegen das N-terminale Epitop, das in allen HDAC9-Isofor-
men vorhanden ist. Es gilt anzumerken, dass HDAC9∆Exon7 vollständig aus dem Kern ausgeschlossen ist. 
Um die Wechselwirkungen von HDAC9-Isoformen in vivo weiter zu untersuchen, führten die Erfinder Co-Im-
munfluoreszenztests durch (Fig. 11–Fig. 13). Als HDAC9 mit BCL-6, PLZF und N-CoR coexprimiert wurde, co-
lokalisierte es in vivo mit diesen und beeinflusste ihre Wildtyp-Lokalisation, so dass das Muster einer gegebe-
nen HDAC9-Isoform erhalten wurde. Diese Daten zeigen, dass die In-vitro-Wechselwirkungen zwischen 
HDAC9 und einer Reihe von anderen Proteinen (siehe oben und Fig. 9) auch in vivo beobachtet werden kön-
nen. Als HDAC9∆Exon7 beispielsweise mit einem vorgegebenen Wechselwirkungspartner coexprimiert wur-
de, gab es eine dramatische Veränderung in seiner Zelllokalisation, wobei HDAC9∆Exon7 ihn ins Zytoplasma 
rekrutierte (siehe Fig. 10). 
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Consensus-Spleißdonor- und -akzeptor-Sequenzen zwischen Exons (Großbuchstaben) und Introns (Klein-
buchstaben) sind unterstrichen. Exons, die so 17 hervorgehoben sind, können im Leseraster herausgespleißt 
werden. ∆Exon7- und -12-cDNAs wurden schon detektiert. Die angehängten a, b, c und d beziehen sich auf 
die alternativen Spleißstellen an einem beliebigen Ende von Exon 4. d.h. 

Kursiv dargestellte Bereiche an einem beliebigen Ende von Exon4 beziehen sich auf alternative Spieißregio-
nen des Exons, die detektiert wurden.

Tabelle 1

Human-HDAC9-Exon/Intron-Spleißstellen
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Tabelle 2

Genomische Organisation von HDAC9 und seinen MITR-Isoformen
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SEQUENZPROTOKOLL
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Patentansprüche

1.  Isoliertes Polypeptid mit Histon-Deacetylase-Aktivität, worin:  
(a) das Polypeptid zumindest 80% Aminosäuresequenzidentität mit dem Volllängenpolypeptid mit der in Fig. 2
gezeigten Aminosäuresequenz aufweist und die gesamte Aminosäuresequenz zwischen den Aminosäuren 
1009 bis 1069 des Polypeptids aus Fig. 2 oder einen Teil davon umfasst; oder  
(b) das Polypeptid mehr als 200 Aminosäuren aus der Volllängensequenz aus Fig. 2 umfasst, worin für das 
Polypeptid eine Nucleinsäuresequenz, die in der Lage ist, unter stringenten Bedingungen an die Nucleotidse-
quenz aus Fig. 2 zu hybridisieren, oder ein Komplement davon kodiert und worin die Nucleinsäuresequenz ei-
nen Abschnitt umfasst, der in der Lage ist, unter stringenten Bedingungen an eine Nucleinsäuresequenz, die 
für die Aminosäuren 1009 bis 1069 des Polypeptids aus Fig. 2 kodiert, oder ein Komplement davon zu hybri-
disieren.

2.  Isoliertes Polypeptid nach Anspruch 1, worin das Polypeptid die Aminosäuresequenz des Polypeptids 
aus Fig. 2 aufweist.

3.  Isoliertes Polypeptid nach Anspruch 2, worin das Polypeptid zumindest 90% Aminosäuresequenziden-
tität mit dem Polypeptid aus Fig. 2 aufweist und die gesamte Aminosäuresequenz zwischen den Aminosäuren 
1009 bis 1069 des Polypeptids aus Fig. 2 oder einen Teil davon umfasst.

4.  Isoliertes Polypeptid, das eine Variante, ein Fragment oder ein aktiver Teil eines Polypeptids nach einem 
der vorangehenden Ansprüche ist, worin die Variante, das Fragment oder der aktive Teil Histon-Deacetyla-
se-Aktivität aufweist und mehr als 200 Aminosäuren aus der Sequenz voller Länge aus Fig. 2 und die gesamte 
Aminosäuresequenz zwischen den Aminosäuren 1009 bis 1069 des Polypeptids aus Fig. 2 oder einen Teil da-
von umfasst.

5.  Isoliertes Polypeptid nach Anspruch 4, das eine Variante ist, in der ein oder mehrere der in Fig. 2 ge-
zeigten Exons deletiert ist bzw. sind.

6.  Isolierte Polypeptidvariante nach Anspruch 5, in der Exon 7, Exon 12 und/oder Exon 15 deletiert sind.

7.  Isoliertes Polypeptid nach einem der vorangehenden Ansprüche, das an einen Bindungspartner gebun-
den ist.

8.  Isoliertes Polypeptid nach Anspruch 7, worin der Bindungspartner ein Effektormolekül, eine Markierung, 
ein Wirkstoff, ein Toxin oder ein Träger- oder Transportmolekül ist.

9.  Isoliertes Nucleinsäuremolekül, das für ein Polypeptid nach einem der vorangehenden Ansprüche ko-
diert.

10.  Isoliertes Nucleinsäuremolekül mit einer in Fig. 2 gezeigten Sequenz, das für ein Polypeptid mit His-
ton-Deacetylase-Aktivität kodiert.

11.  Expressionsvektor, umfassend Nucleinsäure nach Anspruch 9 oder Anspruch 10, operabel an Kontroll-
sequenzen gebunden, um seine Expression zu steuern.
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12.  Wirtszelle, die mit einem Expressionsvektor nach Anspruch 11 transformiert ist.

13.  Verfahren zur Herstellung eines Histon-Deacetylase-Polypeptids nach einem der Ansprüche 1 bis 8, 
umfassend das Kultivieren von Wirtszellen nach Anspruch 12 und das Isolieren des so produzierten Polypep-
tids.

14.  Zusammensetzung, umfassend ein Histon-Deacetylase-9-Polypeptid nach einem der Ansprüche 1 bis 
8 oder ein Nucleinsäuremolekül nach Anspruch 9 oder Anspruch 10.

15.  Verwendung eines Histon-Deacetylase-9-(HDAC9-) Polypeptids nach einem der Ansprüche 1 bis 8 
oder eines Nucleinsäuremoleküls, das für das Polypeptid kodiert, zum Screenen auf Kandidatenverbindungen, 
die (a) biologische Histon-Deacetylase-9-Aktivität zeigen oder (b) sich an das Histon-Deacetylase-9-Polypep-
tid binden oder (c) biologische Aktivität eines Histon-Deacetylase-9-Polypeptids inhibieren.

16.  Verwendung nach Anspruch 15, worin die biologische Aktivität des HDAC9-Polypeptids die Aktivität als 
Histon-Deacetylase ist.

17.  Verfahren zur Identifikation einer Verbindung, die in der Lage ist, Aktivität eines Histon-Deacetyla-
se-9-Polypeptids (HDAC9) nach einem der Ansprüche 1 bis 8 zu modulieren, umfassend:  
(a) das Kontaktieren zumindest einer Kandidatenverbindung mit dem HDAC9-Polypeptid unter Bedingungen, 
unter denen die Kandidatenverbindung und das HDAC9-Polypeptid in der Lage sind, miteinander wechselzu-
wirken;  
(b) das Bestimmen in einem Test auf HDAC9-Aktivität, ob die Kandidatenverbindung die Aktivität moduliert; 
und  
(c) das Selektieren einer Kandidatenverbindung, die Aktivität des HDAC9-Polypeptids moduliert.

18.  Verfahren nach Anspruch 17, worin das Modulieren der Bindung der Kandidatenverbindung an das 
HDAC9-Polypeptid entspricht.

19.  Verfahren nach Anspruch 17, worin das Modulieren der Hemmung von Aktivität des HDAC9-Polypep-
tids durch die Kandidatenverbindung entspricht.

20.  Verfahren nach Anspruch 19, worin die Aktivität Histon-Deacetylase-Aktivität ist.

21.  Verfahren nach Anspruch 20, welches das Kontaktieren des HDAC9-Polypeptids mit einem Histonsub-
strat in Gegenwart oder Abwesenheit der Kandidatenverbindung und das Bestimmen der Mengen an acety-
liertem und deacetyliertem Histonsubstrat, das nach der Reaktion mit dem HDAC9-Polypeptid vorhanden ist, 
umfasst.

22.  Verfahren nach Anspruch 21, worin das Histonsubstrat Histon 3 oder Histon 4 ist.

23.  Verfahren nach Anspruch 21 oder Anspruch 22, worin die Mengen an acetyliertem und deacetyliertem 
Histonsubstrat unter Verwendung von Antikörpern bestimmt werden, die in der Lage sind, sich spezifisch an 
acetyliertes oder deacetyliertes Histonsubstrat zu binden.

24.  Verfahren nach Anspruch 21 oder Anspruch 22, worin das Histonsubstrat eine Markierung aufweist, die 
durch das HDAC9 vom Substrat freisetzbar ist, so dass die Mengen an acetyliertem und deacetyliertem His-
tonsubstrat durch Messen der Menge an durch die Wirkung des HDAC9-Polypeptids vom Substrat freigesetz-
ter Markierung bestimmt werden.

25.  Verfahren nach Anspruch 24, worin die Markierung eine radioaktive Markierung oder eine Fluoreszenz-
markierung ist.

26.  Verfahren zur Identifikation einer Verbindung, die in der Lage ist, ein Histon-Deacetylase-9-(HDAC9-) 
Polypeptid nach einem der Ansprüche 1 bis 8 zu hemmen, umfassend:  
(a) das Kontaktieren zumindest einer Kandidatenverbindung mit dem HDAC9-Polypeptid in Gegenwart eines 
Substrats für HDAC9 unter Bedingungen, unter denen die Kandidatenverbindung, das HDAC9-Polypeptid und 
das HDAC9-Substrat in der Lage sind, miteinander wechselzuwirken;  
(b) das Bestimmen, ob die Kandidatenverbindung die Aktivität des HDAC9-Polypeptids durch Reaktion mit 
dem Substrat inhibiert; und  
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(c) das Selektieren einer Kandidatenverbindung, die die Aktivität des HDAC9-Polypeptids auf das Substrat in-
hibiert.

27.  Verfahren nach Anspruch 26, worin das Verfahren einen zellbasierten Reportertest verwendet, der (a) 
Zellen, die in der Lage sind, HDAC9-Polypeptid, fusioniert an eine Nucleinsäure-Bindungsdomäne, zu produ-
zieren, und (b) ein Reporterkonstrukt umfasst, das (i) einen Promotor mit einer Nucleinsäuresequenz, die von 
der Nucleinsäure-Bindungsdomäne gebunden werden kann, wodurch der Promotor aktiviert wird, und (ii) einen 
Reporter unter der Transkriptionssteuerung des Promotors umfasst.

28.  Verfahren nach Anspruch 27, worin die Gegenwart von aktivem HDAC9-Polypeptid Deacetylierung von 
Kernhistonen, die mit der Nucleinsäure-Bindungsdomäne des Reporters assoziiert sind, und eine Herabregu-
lierung von Promotoraktivität verursacht.

29.  Verfahren nach Anspruch 27 oder Anspruch 28, worin das Verfahren zur Identifikation von Kandidaten-
verbindungen eingesetzt wird, die HDAC9-Aktivität hemmen und der Herabregulierung des Promotors entge-
genwirken.

30.  Verfahren nach einem der Ansprüche 27 bis 29, worin die Nucleinsäure-Bindungsdomäne eine 
GAL4-Domäne ist und das HDAC9-GAL4-Protein zu Wechselwirkung mit einer GAL4-Nucleinsäure-Bindungs-
stelle des Promotors in der Lage ist, so dass HDAC9-Polypeptidaktivität eine Deacetylierung von Kernhistonen 
verursacht, die mit DNA assoziiert sind, die GAL4-Bindungsstelle umgibt, und dadurch eine Herabregulierung 
der Promotoraktivität hervorruft.

31.  Verfahren, das nach der Identifikation einer Kandidatenverbindung durch das Verfahren nach einem 
der Ansprüche 17 bis 30 den Schritt der Herstellung der Verbindung und/oder der Formulierung derselben zu 
einer Zusammensetzung umfasst.

32.  Antikörper, der in der Lage ist, sich spezifisch an ein Histon-Deacetylase-9-(HDAC9-) Polypeptid nach 
einem der Ansprüche 1 bis 8 zu binden, worin sich der Antikörper an ein Epitop bindet, das zwischen den Ami-
nosäuren 1009 und 1069 der in Fig. 2 gezeigten Aminosäuresequenz angeordnet oder teilweise dort angeord-
net ist.

33.  Verwendung eines Antikörpers nach Anspruch 32 in einem In-vitro-Test, um die Gegenwart von 
HDAC9-Polypeptid oder einer Isoform davon nachzuweisen und zu quantifizieren.

34.  Verwendung eines Antikörpers nach Anspruch 33 zur Reinigung eines HDAC9-Polypeptids oder als In-
hibitor eines HDAC9-Polypeptids.

35.  Verfahren zur Diagnose oder Prognose von Krebs, umfassend das Bestimmen der Gegenwart oder 
Menge von Histon-Deacetylase-9-(HDAC9-) Polypeptid nach einem der Ansprüche 1 bis 8 oder von Nuclein-
säure, die für ein HDAC9-Polypeptid kodiert, in einer Probe.

36.  Verfahren nach Anspruch 35, worin der Krebs eine Art von Leukämie ist.

37.  Verfahren nach Anspruch 36, worin die Leukämie TEL-AML1-positive und -negative, akute lymphati-
sche Prä-B-Zellen-Leukämie oder B-Zellen-Lymphom ist.

38.  Verfahren nach einem der Ansprüche 35 bis 37, worin das Verfahren Folgendes umfasst:  
(a) das Bestimmen der Gegenwart oder Menge von HDAC9-Polypeptid in einer Probe durch Messen einer Ak-
tivität des HDAC9-Polypeptids oder seiner Gegenwart in einem Bindungstest; oder  
(b) das Bestimmen der Gegenwart von HDAC9-Nucleinsäure unter Verwendung einer Sonde, die in der Lage 
ist, an die HDAC9-Nucleinsäure zu hybridisieren;  
(c) die Anwendung von PCR unter Verwendung eines oder mehrerer Primer(s) auf Basis einer HDAC9-Nucle-
insäuresequenz, um zu bestimmen, ob das HDAC9-Transkript in einer Probe vorhanden ist.

39.  Verfahren nach einem der Ansprüche 35 bis 37, worin das Verfahren die folgenden Schritte umfasst:  
(a) das Kontaktieren einer Probe mit einem festen Träger, der an sich immobilisiert ein Bindungsmittel mit Bin-
dungsstellen aufweist, die für HDAC9-Polypeptid oder HDAC9-Nucleinsäure spezifisch sind;  
(b) das Kontaktieren des festen Trägers mit einem markierten Entwickler, der in der Lage ist, nicht besetzte 
Bindungsstellen, gebundenes HDAC9-Polypeptid oder Nucleinsäure oder besetzte Bindungsstellen zu binden; 
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und  
(c) das Nachweisen der Markierung des Entwicklers, der sich in Schritt (b) spezifisch bindet, um einen Wert zu 
erhalten, der für die Gegenwart oder Menge des HDAC9-Polypeptids oder der Nucleinsäure in der Probe re-
präsentativ ist.

Es folgen 17 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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