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Abstract: Die Regulierung von transkriptionellen Program-
men durch epigenetische Leser (Bromodom�nen) wurde mit
der Entwicklung von mehreren Krankheiten in Zusammen-
hang gebracht. Sie ist vor allem bei der Regulierung des Zell-
wachstums, Umgehung der Apoptose, bei Krebs sowie bei
Entzîndungskrankheiten beteiligt. Die Entdeckung nieder-
molekularer Sonden, um die Rolle der Bromodom�nen zu
studieren, hat daher eine große Bedeutung. Wir zeigen, dass
spezifische konservierte Cysteine in den Bromodom�nen ko-
valent abgefangen werden kçnnen. Wir berichten îber die
Entdeckung von zwei niedermolekularen Substanzen, die eine
kovalente Bindung mit konservierten Cysteinen in der Familie
von Bromodom�nen eingehen, analysieren die Teilmenge an
Bromodom�nen die durch die kovalente Bindung angespro-
chen werden kann und demonstrieren Proteomanalysen durch
Anreicherung von Bromodom�nen aus nativen Zell-Lysaten.

Bromodom�nen sind wichtige Akteure in der epigeneti-
schen Regulierung. Bromodom�nen sind kleine Dom�nen
(etwa 110 Aminos�uren), die als epigenetische Leser an
acetylierten Lysinen in Histonschw�nzen von Chromatin
binden und dadurch transkriptionelle Vorg�nge modulieren,
die dann ph�notypische Ver�nderungen verursachen. Das
menschliche Proteom kodiert 61 Bromodom�nen, die trotz

niedriger Sequenzhomologie, gemeinsam eine aus vier a-
Helices zusammengesetzten Tasche aufweisen (Z, A, B, C).[1]

Die Helices B-C und Z-A sind miteinander îber variable
Linker verbunden. Acetylierte Lysine werden durch einen
großen hydrophoben Hohlraum in den Proteinen gebunden,
und diese Taschen sind fîr die Entwicklung von niedermo-
lekularen Inhibitoren besonders attraktiv.[2] Nichtsdestotrotz
variiert die Ansprechbarkeit gegenîber Inhibitoren innerhalb
der Bromodom�nenfamilie erheblich,[3] und Inhibitoren
wurden bislang nur fîr wenige Bromodom�nen beschrie-
ben.[1,4–7] Proteine mit Bromodom�nen sind an einer Vielzahl
von biologischen Funktionen beteiligt und agieren unter an-
derem als Transkriptionsregulatoren oder als Bestandteile der
Chromatin-Umbaukomplexe.[8] Es ist daher nicht verwun-
derlich, dass diese Proteine an zahlreichen Krankheiten, zum
Beispiel Krebs und Entzîndungskrankheiten, beteiligt sind.
Die Entwicklung von molekularen Wirkstoffen fîr pharma-
kologische Interventionen sowie weitere Studien zu ihren
biologischen und pathophysiologischen Funktionen sind
daher gerechtfertigt. Die Nîtzlichkeit potenter und selektiver
Inhibitoren, wie des BET-selektiven Inhibitors (JQ1), in einer
Vielzahl von Krebserkrankungen[9] hat fîr therapeutische
Strategien neue Wege erçffnet, und die ersten BET-Inhibi-
toren sind bereits in klinischen Studien. Diese Entdeckungen
haben zugleich zu neuen Initiativen bei der Suche nach neu-
artigen Inhibitoren dieser interessanten Proteinfamilie ge-
fîhrt.[2] W�hrend selektive Inhibitoren fîr die Erforschung
der Biologie einzelner Proteine von entscheidender Bedeu-
tung sind, ist eine niedermolekulare Substanz mit grçßerem
Selektivit�tsprofil ebenfalls nîtzlich, um die biologische
Rolle der gesamten Familie zu erkunden. Der erste Breit-
spektrum-Inhibitor der Bromodom�nen ist neulich beschrie-
ben worden (http://www.thesgc.org/chemical-probes/
bromosporine). Er stellt ein nîtzliches Werkzeug zur Er-
kundung der Biologie dieser Dom�nen sowie zur Etablierung
von funktionellen In-vitro- und Zellassays dar. Angelehnt an
die Erfolge des aktivit�tsbasierten Protein-Profilings[10] und
auch der kovalenten Kinaseinhibitoren[11–17] kçnnten Cystein-
bindende und Bromodom�nen-gerichtete Molekîle auch
einen generellen Zugang zu kovalenten Sonden fîr Bromo-
dom�nen bieten. Hier berichten wir îber die Entdeckung von
zwei niedermolekularen Substanzen mit grçßerem Selektivi-
t�tsprofil, die kovalent an Bromodom�nen binden. Wir ana-
lysieren die Verteilung von Cysteinen innerhalb der Familie
der Bromodom�nen und demonstrieren den Nutzen dieser
Sonden zur Anreicherung von Bromodom�nen fîr Pro-
teomanalysen.

Als Ausgangspunkt fîr die Entdeckung von neuen
Bromodom�ne-Sonden fîhrten wir ein Affinit�tsscreening
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mit PCAF („P300/CBP-associated Factor“) durch. Dabei
setzten wir eine Bibliothek von PNA-kodierten Molekîl-
fragmenten ein, die auf einem DNA-Mikrochip kombinato-
risch pr�sentiert sind.[18–21] Wir identifizierten 25 Fragmente,
die dann îber Zusammenschluss mit 25 unterschiedlichen
Synthonen fîr die Synthese einer fokussierten Bibliothek mit
625 Substanzen verwendet wurden (siehe die Hintergrund-
informationen fîr Details zur Synthese).[22, 23] Wie in der
Abbildung 1 gezeigt, wurde die Bibliothek gegen PCAF
gescreent und dies fîhrte zur Identifizierung von Verbin-
dungen 8a1b und 19 a1b. Das 1b-kodierte Fragment ist
Etacryns�ure, ein durch die FDA zugelassenes Medikament
zur Behandlung von Bluthochdruck, das als Bindepartner von
Glutathion-S-Transferase (GST) bereits bekannt ist.[24] Die
mit 8a und 19a kodierten Fragmente sind Serine mit einer
Alkylkette bzw. einem Thiazepin. Interessanterweise zeigt die
Kombination von 8a und 1b strukturelle øhnlichkeiten mit
einigen bereits beschriebenen PCAF-Inhibitoren, in denen
ein funktionalisierter Phenylring mit einer Alkylkette sub-
stituiert ist.[25, 26] Zus�tzlich beinhalten mehrere identifizierte
Bromodom�ne-Liganden das Diazepin-Motiv, �hnlich zum
Fragment 19 a.[2] In Anbetracht einer mçglichen kovalenten
Bindung zu PCAF, wurden beide Substanzen auch als Biotin-
Konjugate (8a1b-Biotin, 19 a1b-Biotin) synthetisiert, um die
Art der Wechselwirkung mit PCAF und anderen Bromodo-
m�nen zu bestimmen.

Inkubation von 8a1b-Biotin mit aufgereinigtem PCAF
gefolgt von SDS-PAGE Analyse belegte die Bildung eines
kovalenten Komplexes. Um den Grad der Selektivit�t der
Bindung zu PCAF zu beurteilen, wurde die gleiche Reaktion
in mehreren Verdînnungen von PCAF (2.8 bis 0.15 mm) in
Zell-Lysaten durchgefîhrt (Abbildung 2A). PCAF wurde
sogar bei der niedrigsten getesteten Konzentration (150 nm)
eindeutig markiert. Ein zeitlicher Verlauf der Reaktion zwi-
schen 8 a1b-Biotin und PCAF unter den identischen Bedin-
gungen zeigte eine vollst�ndige Umsetzung nach 30 min
(Abbildung 2B). MALDI-Analyse des Reaktionsproduktes
zeigte die korrekte Masse fîr das erwartete Addukt (Abbil-
dung 2C). Auf der Grundlage der bekannten Reaktion zwi-
schen Etacryns�ure und GST fîhrten wir eine kompetitive
Markierung zwischen PCAF und GST durch. Als beide Pro-
teine in gleicher Konzentration (400 nm) mit einem �ber-
schuss an 8a1b-Biotin inkubiert wurden, konnte PCAF mit
einem Verh�ltnis > 10:1 markiert werden (Abbildung 2D).
Darîber hinaus wurde die Markierung von PCAF durch
8a1b-Biotin trotz der Zugabe eines fînffachen molaren
�berschusses an Etacryns�ure nicht aufgehoben (Abbil-
dung SI-1).

Als n�chstes verglichen wir die Reaktivit�t von 8a1 b-
Biotin und 19a 1b-Biotin gegenîber einer Serie von 32 ver-
schiedenen Bromodom�nen (Abbildung 3) und analysierten
die Positionierung der Cysteine in menschlichen Bromodo-
m�nen mithilfe eines bekannten Programms[1] fîr struktur-
basiertes Sequenz-Alignment (Abbildung 4). Von 61
Bromodom�nen, enthalten 55 einen oder mehrere Cystein-
Reste in der N�he der Substratbindetasche, die durch kova-
lente Wechselwirkungen angezielt werden kçnnten (Abbil-
dung 4; siehe Tabelle SI-1 fîr die vollst�ndige Sequenzana-
lyse). Diese sind auf drei Bereiche verteilt: die Schleife zwi-

Abbildung 1. Screening von 100 nm PCAF gegen eine fokussierte Bib-
liothek mit 625 Substanzen (siehe die Hintergrundinformationen fír
die Strukturen der Fragmente). Punkte repr�sentieren die durchschnitt-
liche Fluoreszenzintensit�t von 24 Messungen fír jede Verbindung
(Standardabweichung <5%). Verbindungen in jeder Reihe haben den
gleichen ersten Baustein und Verbindungen in jeder Spalte den zwei-
ten.
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schen aZ und aA (cyan) sowie die Spitzen der aB-Helix
(grîn) und der aC-Helix (rot). Das am meisten konservierte
Cystein ist C136 (auf der Grundlage der Nummerierung fîr
BRD4),[1] das in 23 Bromodom�nen zu finden ist. In der ge-
testeten Serie enthalten 20 Bromodom�nen das Cystein C136
(basierend auf der BRD4-Nummerierung), fînf andere
haben einzelne Cysteine an anderen Positionen (C133, C137,

C151, C157), w�hrend eine Bromodom�ne keine Cysteine
enth�lt (PB1 (2), Negativkontrolle). Wie in Abbildung 3 ge-
zeigt, wurde die Negativkontrolle (PB1 (2)) nicht markiert,
w�hrend andere Bromodom�nen im unterschiedlichen Maße
markiert wurden, wobei feine Unterschiede zwischen 8a1 b-
Biotin und 19a1b-Biotin festzustellen waren. Die Tatsache,
dass SMARCA2B, BAZ1A, PB1 (5), CREBP und TAF1 (2)
mit jeweils einem Cystein an den Positionen 133, 136, 137, 151
und 157 von entweder 8a 1b oder 19a1b gebunden wurden,
zeugt von intrinsischer Reaktivit�t an jeder dieser Positionen.
W�hrend das Ausmaß der Markierung entlang der getesteten
Bromodom�nen variierte, sind diese Unterschiede jedoch
nicht weiter verwunderlich, wenn man bedenkt, dass jeweilige
Variationen in den Bindungstaschen die Affinit�t zu den Li-
ganden und die Positionierung der Cystein-Falle beeintr�ch-
tigen sollten. Zum Beispiel reagiert 19a1 b schneller mit
CREBBP als 8a1b, w�hrend bei BRD7 das Gegenteil be-
obachtet wird (Abbildung 5), und diese Ergebnisse verdeut-
lichen das Potenzial fîr die selektive Markierung einzelner
Cysteine mit unterschiedlichen Pharmakophoren.

Als n�chstes haben wir den Nutzen der Sonden zur An-
reicherung von Bromodom�nen fîr eine Proteomanalyse
untersucht. HeLa-Zell-Lysate wurden mit unterschiedlichen
Mengen an rekombinanter PCAF-Bromodom�ne supple-
mentiert und mit 8a1 b-Biotin behandelt. Markierte Proteine
wurden mit Streptavidin-Kîgelchen angereichert, verdaut
und mittels LC-MS/MS analysiert. PCAF wurde in allen ge-
testeten Verdînnungen, aber nicht in der Negativkontrolle
(ohne 8a1b-Biotin) detektiert. Darîber hinaus, wurde auch
das endogene PCAF in nicht mit PCAF supplementierten
Zell-Lysaten mit 8a1b-Biotin angereichert (Abbildung SI-3).
Dies ist insofern bemerkenswert, als das endogene PCAF in
HeLa-Zellen in sehr niedrigen Konzentrationen vorliegt.[27]

Hiermit ist gezeigt, dass die Sonde in der Lage ist, auch die in
geringen Mengen vorkommenden Bromodom�nen kovalent
zu binden und anzureichern. PCAF wurde nach der Vorbe-
handlung mit dem 50-fachen �berschuss an 8a 1b nicht mehr
detektiert. Abgesehen von PCAF wurden auch TRIM28,
BAZ1B und SMARCA4 von nativen HeLa-Zell-Lysaten

Abbildung 2. A) Markierung von PCAF mit 8a1b-Biotin mit abnehmen-
der Verdínnung in Zell-Lysaten. PCAF wurde von 2.8 mm auf 0.15 mm
in 10 mg von HeLa-Zell-Lysaten verdínnt und mit 8a1b-Biotin (2 mm)
behandelt. B) Zeitreihe der Reaktion zwischen PCAF (0.4 mm) und
8a1b-Biotin (2 mm). C) MALDI-Analyse der Reaktion zwischen PCAF
und 8a1b-Biotin. PCAF-Fragment (MW= 16608); 5 mm PCAF mit 5 mm
8a1b. D) Selektivit�t von 8a1b-Biotin fír PCAF íber GST. 400 nm Pro-
tein, 2 mm 8a1b-Biotin, denaturierendes SDS-PAGE, Western-Blot, SA-
HRP.

Abbildung 3. Markierung von 32 Bromodom�nen mit 8a1b-Biotin (oben), 19a1b-Biotin (Mitte) und Positionen von Cysteinen nach BRD4-Num-
merierung (unten). Jede Bromodom�ne wurde bei 0.4 mm Konzentration in Gegenwart von 10 mg HEK293-Zell-Lysat und 2 mm der Sonde fír
30 min inkubiert, denaturierendes SDS-PAGE, Western-Blot, SA-HRP. (Das gesamte Gels ist in Abbildung SI-2 gezeigt.)
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angereichert (Tabelle SI-2). Als n�chstes haben wir die F�-
higkeiten der Sonden 8a1b-Biotin und 19 a1b-Biotin zur
Anreicherung von Bromodom�nen aus MV4-11-Zellen ver-
glichen, basierend auf der Tatsache, dass das Wachstum dieser
Zellen durch den BRD4-Liganden JQ1 gehemmt wird.[9,28]

BRD4 wurde zusammen mit neun anderen Bromodom�nen
(TRIM28, TRIM33, SMARCA2, SMARCA4, ATAD2,
BAZ1A, BAZ1B, PHIP, PB1, GCN5L2) durch die beiden
aktiven Sonden angereichert, aber nicht durch das reduzierte
Analogon von 8a1b-Biotin (Tabelle SI-2). Darîber hinaus
wurde eine andere Bromodom�ne (BRWD3) ausschließlich
durch 19a1 b-Biotin angereichert, was wiederum das Poten-
zial fîr selektive Markierung der einzelnen Bromodom�nen
durch unterschiedliche Pharmakophoren zeigt. Kleine Mo-
lekîle, die GCN5L2 binden, kçnnten Anwendung in der
Behandlung der akuten lymphoblastischen Leuk�mie
(ALL)[29] finden, und 19a 1b stellt einen hervorragenden
Ausgangspunkt fîr die Entwicklung selektiver GCN5L2-

Inhibitoren dar. Außerdem fîhrte die Vorbehandlung der
MV4-11-Zell-Lysaten mit JQ1 verglichen mit den anderen
Bromodom�nen zu einer Reduktion der BRD4-Anreiche-
rung durch 8a1b-Biotin. Diese Beobachtung entsprach auch
den Ergebnissen aus den Konkurrenzexperimenten mit dem
aufgereinigten Protein (Abbildung SI-4). Abschließend ist
festzustellen, dass auch verschiedene andere Proteine durch
die Sonden angereichert wurden, die keine Bromodom�nen
enthalten, z.B. ANAPC7, ACOT7, TK1, ZAK, MAP2K7 und
ALDH1A3. Diese Proteine enthalten in der Regel funktio-
nelle Cysteine[30] und sind auch bekannte Ziele von Michael-
Akzeptor-basierten Kinaseinhibitoren.[31]

Zusammenfassend, haben wir mittels einer DNA-basier-
ten Kleinmolekîlbibliothek Etacryns�ure-Derivate identifi-
ziert, die kovalent an Cysteine von Bromodom�nen binden.
Wir haben festgestellt, dass Cysteine in mindestens fînf un-
terschiedlichen Positionen in den menschlichen Bromodo-
m�nen (C133–C136, C137, C151, C157) kovalent gebunden
werden kçnnen. Dies deutet darauf hin, dass mindestens 40
der 61 Bromodom�nen mit kovalenten Inhibitoren angezielt
werden kçnnten. Obwohl die identifizierten Verbindungen
gegenîber der einzelnen Bromodom�nen relativ unselektiv
waren, zeigte es sich, dass die Selektivit�t durch unter-
schiedliche Pharmakophoren beeinflusst werden kann. Un-
seres Wissens ist dies der erste Bericht îber kovalente
Bromodom�nen-Inhibitoren. Wir haben dargelegt, dass
8a1b-Biotin und 19a1b-Biotin zur Anreicherung von
Bromodom�nen aus Zell-Lysaten fîr Proteomanalysen ge-
eignet sind. Da Bromodom�nen h�ufig Teile eines grçßeren
Komplexes sind (z. B. SMARCA2/4 als Teil des BAF- oder
PCAF-Komplexes), sind diese molekularen Sonden auch
nîtzlich fîr das Studium der biologischen Rolle dieser wich-
tigen Proteine mithilfe von Proteomanalysen. Es sollte auch
erw�hnt werden, dass die vorgestellten Molekîle komple-
ment�r zu den anderen Breitspektrum-Bromodom�nen-Li-
ganden, z. B. Bromosporin, sind. Wir gehen davon aus, dass
unsere Ergebnisse eine Inspiration fîr weitere Entwicklungen
von kovalenten Inhibitoren sind, die Pharmakophore mit
Michael-Akzeptoren oder anderen pharmakologisch geeig-
neten Cystein-Fallen verbinden. Es ist auch erw�hnenswert,
dass die Etacryns�ure vor kurzem in einem Hoch-

Abbildung 4. Positionierung der Cysteine innerhalb der drei Schleifen der Bromodom�nen (cyan, grín und rot). Links: Struktur der BRD4 (1) im
Komplex mit einem Peptid mit zwei acetylierten Lysinresten (PDB-ID: 3UVW) als repr�sentative Bromodom�nenstruktur mit Schleifen zwischen
den aZ- und aA-Helices (cyan – Die L�nge und die Struktur dieser Schleifen unterscheidet sich innerhalb der Familie der Bromodom�nen); die
aB-Helix (grín) und BCloop-aC-Helix (rot – Die L�nge der BC-Schleife unterscheidet sich innerhalb der Familie der Bromodom�nen).

Abbildung 5. Quantifizierung der CREBBP- und BRD7-Markierung
durch 8a1b und 19a1b. Die Markierungen wurden parallel und unter
gleichen Bedingungen wie in Abbildung 3 durchgefíhrt.
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durchsatzscreening fîr EP300-Inhibitoren identifiziert
worden ist[32] und auch dass das Butylester-Derivat der
Etacryns�ure Apoptose in Leuk�miezellen durch einen von
GST unabh�ngigen Mechanismus induzierte.[33]

Stichwçrter: Aktivit�tsbasiertes Protein-Profiling ·
Bromodom�ne · Kovalente Inhibitoren · Mikrochips

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 6057–6061
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