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Abstract: Die Acetylierung von Lysin-Bausteinen ist eine
wichtige posttranslationale Proteinmodifikation. Die Lysin-
Acetylierung in Histonproteinen und deren Interaktion mit
anderen posttranslationalen Modifikationen in Histon- und
nicht-Histon-Proteinen ist essentiell bei der DNA-Replikation,
DNA-Reparatur und Transkriptionsregulation. Wir verwen-
deten die Flexizym-Technologie, um die Aminos�uren Ace-
tyllysin (AcK) und nicht-hydrolysierbares Thioacetyllysin
(ThioAcK) in vitro in intakte Proteine einzubauen. ThioAcK
und AcK wurden in humanes Histon H3 positionsspezifisch
inkorporiert. Dies erfolgte entweder individuell oder paarweise
bei verschiedenen Lysin-Positionen innerhalb des humanen
Histon H3. Die Thioacetylgruppe im Histon H3 konnte nicht
durch die Histon-Deacetylase Sirtuin (Typ 1) abgespalten
werden, wie durch diese Studie gezeigt wurde. Diese Methode
des AcK- und ThioAcK-Einbaus stellt ein wichtiges Werkzeug
fîr die Untersuchung der Protein-Acetylierung sowie deren
Rolle in der Interaktion mit weiteren posttranlationalen Mo-
difizierungen dar.

Posttranslationale Modifikationen (PTMs) der aminoter-
minalen Enden von Histonen dienen als epigenetische Indi-
katoren fîr die Chromatin-Struktur, die mit der Genregula-
tion, der DNA-Reparatur und der transkriptionellen Stillle-
gung der Genexpression assoziiert ist.[1] Die Acetylierung von
Lysin-Bausteinen innerhalb von Histonen korreliert mit den
dynamischen �berg�ngen der Chromatin-Struktur und
-Funktion, der transkriptionellen Aktivierung der Gen-
expression sowie der DNA-Replikation.[1a,c] Die Interaktion
von Lysin-Acetylierung innerhalb von Histonen und anderen
PTMs ist von essentieller Bedeutung fîr die vererbbaren
epigenetischen Programme, die îber die Chromatin-Struktur
gestaltet und gesteuert werden.[1f,2] Die Funktion und Regu-
lation des Histon-Acetylierungsmusters wird durch die ku-

mulative Wirkung von Histon-Acetyltransferasen (HATs)
und Histon-Deacetylasen (HDACs) bewirkt; HATs und
HDACs modifizieren mehrere Lysin-Bausteine, zudem
werden etliche Lysin-Positionen von mehreren Enzymen
umgesetzt.[3] Studien der PTMs mit analogen nicht-hydroly-
sierbaren Bausteinen stellen ein neuartiges Werkzeug fîr die
Analyse von Enzymen dar, die diese Modifikationen in vivo
modulieren. Der Ne-Thioacetyllysin-Baustein ist ein Derivat
von Acetyllysin, das durch eine einzige atomare Substitution
erhalten wird, und besitzt die �hnlichsten chemischen Ei-
genschaften unter den Acetyllysin-Analoga.[4] Bisher wurde
ThioAcK in kurze Peptide mittels Festphasenpeptidsynthese
eingebaut, deren Sequenz von den p53- und a-Tubulin-Pro-
teinen abgeleitet wurden. Solche Peptide stellten einerseits
effektive Inhibitoren des menschlichen Sirtuin-Proteins dar
und wurden aufgrund der nicht-hydrolysierbaren Eigenschaft
des ThioAcK-Bausteins auch als multifunktionale Sonden
eingesetzt.[4,5] Jedoch wurde ThioAcK noch nicht in intakte
Proteine eingebaut, sodass die Verwendung von ThioAcK bei
Histonmodifizierungen bisher eingeschr�nkt war.

Der Einbau von nicht-kanonischen Aminos�uren (nkAS)
in Peptide und Proteine wurde mittels verschiedener Me-
thoden erreicht, darunter Halbsynthesen von Proteine, die
mit chemischer Proteinligation kombiniert wurden, sowie die
Erweiterung des genetischen Codes mit orthogonalen
Aminoacyl-tRNA-Synthase-Paaren [(asRS)·tRNA].[6] Die
gleichzeitige Suppression der UAG- und UGA-Codons
wurde mittels zweier Paare, n�mlich Pyrrolysyl-tRNA-Syn-
thase·tRNAPyl und M. jannaschii Tyrosyl-tRNA-Syntha-
se·tRNATyr, ermçglicht. Zudem wurde auch die Suppression
von Quadruplett-Codons verwendet, um verschiedene nkAS
in ein Protein einzubauen.[7]

Die Acylierung von tRNAs mit nkAS kann zum einen
mittels orthogonaler asRS·tRNA-Paare oder durch die che-
mische Acylierung eines Dinukleotids mit anschließender
Ligation an eine verkîrzte tRNA erfolgen; jedoch erfordern
beide Methoden mehrstufige Experimente, die mit erhebli-
chen Arbeits- und Materialkosten verbunden sind.[8] Eine
allgemeine und attraktive Methode zur Bildung von Amino-
acyl-tRNAs wurde von Suga und Mitarbeitern entwickelt.[9]

Eine katalytisch aktive RNA (das Flexizym) erkennt und
bel�dt die tRNA mit einer Aminos�ure (AS), die zuvor ak-
tiviert wurde. Aromatische AS kçnnen in Form des Cyan-
methylesters als Substrat dienen. Eine weitere Verbesserung
der AS-Aktivierung fîhrte zu der Dinitro-Flexizym-Techno-
logie (dFx), der dazugehçrige 3,5-Dinitrobenzylester aktiviert
jetzt die AS unabh�ngig von der AS-Seitenkette.[9a]

Die Flexizym-Technologie wurde bereits zur Synthese von
Peptiden verwendet, die vom aminoterminalen Ende des
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Histon H3 abgeleitet wurden und zum Einbau von N-Me-
thyllysin oder Acetyllysin fîhrten. �ber die Verwendung der
Flexizym-Technologie fîr die Expression von intakten
Histon-Proteinen wurde jedoch noch nicht berichtet.[9b]

In dieser Studie wurden intakte Histon-H3-Proteine unter
Verwendung von dFx exprimiert, die zum Einbau von AcK
und nicht-deacetylierbarem ThioAcK fîhrten. Hierfîr
wurden die 3,5-Dinitrobenzylester von Ne-Acetyllysin (AcK-
DBE, 3), Ne-Thioacetyllysin (ThioAcK-DBE, 4) und Ne-Se-
lenoacetyllysin (SeAcK-DBE, 5) verwendet (Abbildung 1).
SeAcK wurde synthetisiert, um die Effektivit�t und den all-
gemeinen Nutzen unserer Methode zu testen. AcK, ThioAcK
und SeAcK unterscheiden sich in der Anwesenheit von Sau-
erstoff, Schwefel und Selen in der Carbonyl-Seitengruppe.
Die neuen chemischen Komponenten ThioAcK-DBE und
SeAcK-DBE wurden synthetisiert und mittels 1H-NMR- und
13C-NMR-Spektroskopie sowie HPLC-Massenspektrometrie
(MS) charakterisiert (Hintergrundinformationen (SI)). Val-
DBE (1), Tyr-DBE (2) und AcK-DBE (3), die mit leichten
Ver�nderungen nach Literaturvorgaben synthetisiert wur-
den,[9a] dienten als Kontrolle fîr tRNA-Acylierung durch dFx.

Die Flexiyzme und die davon abgeleiteten Derivate er-
kennen das 3’-Ende der tRNA, das RCCA-3’ aufweisen muss
(R steht fîr G oder A an der Position 73). Daher wurde bei
der tRNASep das 3’-Ende durch die Mutation U73A zu
UCCA-3’ ver�ndert (U73A-tRNASep, Abbildung S1 in den
SI). Wir testeten die Aminoacylierungseffizienz von tRNASep

oder U73A-tRNASep mit den Komponenten 1 und 2 mittels
des dFx-Systems; alle Kombinationen zeigten eine Bela-
dungseffizienz im Bereich von 36–45% auf (Abbildung S2).
Bisherige Studien der Flexizym-Technologie wurden mit
tRNAAsn, tRNAfMetE und Mj-tRNATyr

CUA durchgefîhrt. Daher
wurden diese tRNAs als Kontrollen fîr die Beladung mit
unseren synthetisierten Aminos�urebenzylestern verwendet
(Abbildung S2).

Innerhalb der U73A-tRNASep wurde die Anticodon-
sequenz ver�ndert, sodass diese UAA, UGA sowie Quadru-
plett-Codons lesen kçnnen. Alle Kombinationen der
tRNASep-Mutanten und der aktivierten Aminos�uren resul-
tierten unter Verwendung von dFx in signifikanten Amino-
acylierungsraten, die sich im Bereich von 26–38 % befinden
(Abbildung S2). Das In-vitro-Translationssystem PURE-
express (NEB) wurde in Abwesenheit von Releasefaktor
1 (PURE DRF1) fîr die Suppresion von UAG eingesetzt.

Hierfîr wurde U73A-tRNASep
CUA mittels dFx beladen und fîr

den Einbau von AcK, ThioAcK und SeAcK getestet. Als
Reporter diente das Protein „superfolder-GFP“, dessen ko-
dierende mRNA ein UAG-Codon an der Position 151 auf-
weist (sfGFP-Y151TAG). Die Effizienz der UAG-Suppres-
sion wurde îber die Fluoreszenzintensit�t im Vergleich zum
Wildtyp-sfGFP ermittelt und bel�uft sich auf 15% fîr den
Einbau von Val, 32 % fîr Tyr, 41 % fîr AcK, 37% fîr Thio-
AcK und 26% fîr SeAcK (Abbildungen S3–S5 und Tabel-
len S1–S2).

Der Einbau von AcK, ThioAcK und SeAcK in humanes
Histon H3 erfolgte an den Positionen K9 und K56. Die Pro-
teinexpression fand im PURE-DRF1-System mittels UAG-
Suppression und U73A-tRNASep

CUA statt, die mittels dFx
aminoacyliert wurde. Fîr humanes Histon H3 sind Antikçrper
erh�ltlich, die positionsspezifisch die Acetylierung von K9
oder K56 erkennen; sie wiesen eine starke immunologische
Kreuzreaktion auf, wenn ThioAcK dort eingebaut wurde
(Abbildung 2A). Ein weiteres Experiment zeigte auf, dass
diese positionsspezifischen AcK-Antikçrper eine �hnliche
Affinit�t zu AcK und ThioAcK aufweisen (Abbildung S14).
Der Einbau von AcK und ThioAcK in humanes Histon H3 an
Position K56 wurde mittels Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS) best�tigt (Abbildungen 2B und C). Jedoch war eine
Detektion der AcK- und ThioAcK-Modifizierung an der Po-
sition K9 von humanem Histon H3 mittels MS/MS nicht
mçglich. Die Proteinsequenz von Histon H3 enth�lt viele
Lysinreste nahe K9, sodass aus der tryptischen Hydrolyse ein
kurzes und polares Peptid mit K9 entsteht. Derartige Peptide
sind massenspektrometrisch sehr schwer zu detektieren.[6b]

Nach dem Einbau von SeAcK in Histon H3 war diese Modi-
fizierung nicht durch MS/MS-Analyse nachweisbar. Anstelle
von SeAcK wurde AcK nachgewiesen, sodass von einer che-
mischen Modifikation bei der Probenaufarbeitung ausgegan-
gen wird. ThioAcK wurde îber die UAG- und UGA-Codons
sehr effizient eingebaut; jedoch war die Inkorporation von
ThioAcK îber UAA bei K56 nicht erfolgreich (Abbil-
dung 2A). Im Allgemeinen wurde in dieser Studie herausge-
funden, dass der Einbau von ThioAcK mittels UAA vom
mRNA-Kontext abh�ngt und insgesamt schwach verl�uft.

Wie in der Literatur beschrieben, wurden bereits vom
Protein p53 abgeleitete Peptide mittels Peptidfestphasen-
synthese unter Einbau von ThioAcK hergestellt. Diese Pep-
tide mit ThioAcK widerstanden der Deacetylierungsreaktion,
die normalerweise vom Enzym SIRT1 katalysiert wird.[4,10]

Jedoch gibt es kaum Quellen fîr Deacetylierungsstudien
unter Verwendung von intakten Proteinen mit eingebauten
nkAS; diese waren bisher aufgrund ihrer aufwendigen Syn-
these schwer zug�nglich. Zwar wurden chemisch modifizierte
Peptide als Mimetika von Histon-Proteinen verwendet, diese
erlaubten jedoch kaum, die miteinander verschachtelten In-
teraktionen von verschiedenen PTM-Dom�nen aufzuzeigen,
die bei intakten Histonen vorliegen.[11] In vorliegender Studie
wurde der erfolgreiche Einbau von AcK und ThioAcK in
Histon H3 aufgezeigt. Wir richteten daher die Aufmerksam-
keit auf die Deacetylierungsenzyme (HDACs) und deren
Einwirkung auf AcK in intaken Proteinen. Wir entschieden
uns fîr das humane SIRT1-Protein, das als Enzym der Klasse
III die NAD+-abh�ngige Deacetylierung von AcK-Baustei-

Abbildung 1. Strukturen von Valin-3,5-dinitrobenzylester (Val-DBE, 1),
Tyrosin-3,5-dinitrobenzylester (Tyr-DBE, 2), Acetyllysin-3,5-dinitroben-
zylester (AcK-DBE, 3), Thioacetyllysin-3,5-dinitrobenzylester (ThioAcK-
DBE, 4) und Selenoacetyllysin-3,5-benzylester (SeAcK-DBE, 5).
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nen in Proteinen katalysiert. Das intakte Histon H3 mit AcK
oder ThioAcK (Position K56) wurde als Substrat fîr SIRT1
verwendet. Die zeitabh�ngige Studie bei 37 88C resultierte im
70%igen Abbau des AcK nach 90 Minuten, w�hrend die
ThioAcK-Modifizierung stabil blieb. Dieses Ergebnis belegt
die Resistenz der K56ThioAcK-Modifizierung im humanen
Histon H3 gegenîber der SIRT1-Deacetylase.

Eine systematische Studie der ThioAcK-Inkorporation in
humanes Histon H3 (Positionen K9, K14, K36 und K56)
wurde unter Verwendung verschiedener Stop-Codons aus-
gewertet. Der ThioAcK-Einbau wurde mithilfe eines kon-
textunspezifischen AcK-Antikçrpers und Western Blot ana-
lysiert. Die hçchste Einbaurate wurde îber das UAG-Codon
bei K14 und îber UGA bei K56 erzielt (Abbildungen 3A, S7
und S8).

Eine weitere Validierung erfolgte durch positionsspezifi-
sche Antikçrper, die gegen Histon H3 mit der AcK14- oder
AcK56-Modifizierung gerichtet sind (Abbildungen 3A und
S9). Fîr eine duale Kodierung von AcK oder ThioAcK in
humanes Histon H3 wurden die Positionen K14/K56 und K36/
K56 gew�hlt. Wir konnten aufzeigen, dass die hçchste Ein-
baurate der gleichen nkAS (AcK oder ThioAcK) unter der
gegens�tzlichen Verwendung von UGA versus UAG erzielt
wurde (Abbildungen 3 und S7). Das dual codierte ThioAcK-
Histon H3 wurde mittels MS/MS analysiert, was den kor-
rekten Einbau an den Positionen K36/K56 und K14/K56
aufzeigte (Abbildungen S12 und S13, Tabellen S5 und S6).

Nach dem dualen Einbau von entweder AcK oder Thio-
AcK versuchten wir den gleichzeitigen Einbau eines AcK mit
einem ThioAcK in intaktes humanes Histon H3. Da die Ein-
baurate in Histon H3 îber K14 hçher als îber K36 war (Ab-
bildung S7), wurden beide Positionen mittels UAG und UGA
rekodiert (Abbildung 3A). Alle Permutationen wurden ge-
testet: ThioAcK îber UGA bei K14 und AcK îber UAG bei
K56 (K14ThioAcK(UGA)/K56AcK(UAG)), AcK îber UGA
bei K14 und ThioAcK îber UAG bei K56 (K14Ack(UGA)/
K56ThioAcK(UAG)), ThioAcK îber UAG bei K14 und AcK
îber UGA bei K56 (K14ThioAcK(UAG)/K56AcK(UGA)),
AcK îber UAG bei K14 und ThioAcK îber UGA bei K56
(K14AcK(UAG)/K56ThioAcK(UGA)). Die Western-Blot-
Analyse zeigte eine signifikante Kreuzreaktion bei fast allen
Kombinationen (Abbildungen 3 A, S8 und S9). Das Histon
H3 K14ThioAcK/K56AcK wurde tryptisch hydrolysiert und
mittels MS/MS analysiert. Das sekund�re Fragmentierungs-
muster zeigt die korrekten Massen fîr die 14ThioAcK- und
56AcK-Modifizierungen (Abbildung 3B).

Abbildung 2. Einbau von nkAS in humanes Histon H3. A) Western-
Blot-Analyse der H3K9AcK- und H3K56AcK-Varianten mit Anti-Histon-
H3K9AcK- und Anti-Histon-H3K56AcK-Antikçrpern. 2.5 mL der PURE-
Reaktionsmischung oder 1 mg des kommerziell erworbenen H3-Prote-
ins wurden in die Taschen des SDS-Polyacrylamidgels aufgetragen.
B,C) MS/MS-Spektren der tryptischen Peptide H3K56AcK (YQ-
(AcK)STELLIR) (B) und H3K56ThioAcK (YQ(ThioAcK)STELLIR) (C).
D) HDAC-Raten der Histon-Varianten H3K56AcK und H3K56ThioAcK
íber dem Verlauf íber 90 Minuten. Deacetylierungs und Dethioacety-
lierungsreaktionen wurden durch Western-Blot-Analyse mit Anti-Acetyl-
lysin-Histon-H3K56-Antikçrpern quantifiziert. Der Zeitpunkt t = 0 min
wurde fír die Reaktionsmischung ohne Zugabe der Deacetylase festge-
legt. Die Messwerte wurden íber 3 Versuchsreihen gemittelt und die
Fehlerbalken zeigen die �1 Standardabweichungen an.
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In dieser Studie wurde das erste Beispiel fîr die Synthese
von intaktem humanem Histon H3 mit einer Kombination
aus ThioAcK- und AcK-Modifizierungen aufgezeigt. Die
Verwendung dieser und �hnlicher Histonvarianten sollte zu
einem tieferen Verst�ndnis des wichtigen Prozesses der
Histon-Acetylierung und -Deacetylierung fîhren.[4,9b, 12]
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Abbildung 3. Einbau von einem oder mehreren AcK- und ThioAcK-Bau-
steinen in die Histonvarianten H3K14 und H3K14/K56. A) Western-
Blot-Analyse des Histon H3 mit Anti-Histon-H3-Antikçrpern bzw. Anti-
56AcK-Histon-H3-Antikçrpern. 5 mL der PURE-Reaktionsmischung
wurde jeweils in die Taschen des SDS-Polyacrylamidgels aufgetragen.
Fír die Spuren 1 dienten jeweils 1 mg von kommerziell erworbenem
Histon H3 zur Antikçrper-Kontrolle. B) MS/MS-Spektren zweier trypti-
scher Peptide (STGG(ThioAcK)APR fír die K14ThioAcK-Modifikation;
YQ(AcK)STELLIR fír die K56AcK-Modifikation), die aus der Hydrolyse
der Histonvariante K14ThioAcK/K56AcK gewonnen wurden.

Angewandte
ChemieZuschriften

4154 www.angewandte.de Ó 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2016, 128, 4151 –4154

http://dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2007.02.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2007.02.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2008.06.035
http://dx.doi.org/10.1126/science.1175371
http://dx.doi.org/10.1126/science.1207203
http://dx.doi.org/10.1126/science.1207203
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M113.540732
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M113.540732
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2008.07.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2010.08.011
http://dx.doi.org/10.1038/nrm2145
http://dx.doi.org/10.1038/nrm2145
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2006.04.075
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2006.04.075
http://dx.doi.org/10.1021/jm400438k
http://dx.doi.org/10.1021/jm400438k
http://dx.doi.org/10.1021/jm801401k
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.biochem.052308.105824
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.biochem.052308.105824
http://dx.doi.org/10.1039/C2CC37836A
http://dx.doi.org/10.1039/C2CC37836A
http://dx.doi.org/10.1038/nchembio.495
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201203349
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201203349
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201203349
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2014.03.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2014.03.002
http://dx.doi.org/10.1021/ja4129789
http://dx.doi.org/10.1021/ja4129789
http://dx.doi.org/10.1038/nchem.1919
http://dx.doi.org/10.1038/nchem.1919
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201000465
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201000465
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201000465
http://dx.doi.org/10.1038/nature08817
http://dx.doi.org/10.1126/science.1060077
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth877
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth877
http://dx.doi.org/10.1016/j.chembiol.2008.09.014
http://dx.doi.org/10.1016/j.chembiol.2008.09.014
http://dx.doi.org/10.1038/nprot.2011.331
http://dx.doi.org/10.1038/nprot.2011.331
http://dx.doi.org/10.1038/nbt0702-723
http://dx.doi.org/10.1038/nbt0702-723
http://dx.doi.org/10.1038/nchembio.1549
http://dx.doi.org/10.1039/C0MB00033G
http://dx.doi.org/10.1016/S0092-8674(01)00527-X
http://dx.doi.org/10.1038/nsmb1338
http://dx.doi.org/10.1038/nature12752
http://www.angewandte.de

