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Das eukaryotische Genom ist in Chromatinfasern gepackt,
die aus Nucleosomen aus Histonoctamerkomplexen beste-
hen, um die sich die chromosomale DNA windet (Abbil-
dung 1).[1] Damit die Transkriptionsmaschinerie Zugang zur
DNA erlangen kann, kommen verschiedenste Enzyme zum
Einsatz, welche die Seitenketten der Histonschw�nze modi-
fizieren, die wiederum die Packung der Nucleosomteilchen
regulieren.[2] Diese posttranslationalen Modifikationen
(PTMs) der Histone resultieren in einem „Histon-Code“, von
dem man annimmt, dass er die Rekrutierung von Transkrip-
tions- und/oder Repressionsfaktoren steuert und so die
Transkriptionsaktivit�t des Genoms reguliert. Der „Code“ ist
hoch dynamisch, und die modifizierten Histone sollten viel-
leicht eher als Knoten in einem dynamischen Netzwerk be-
trachtet werden. Die Kombinationen aus posttranslationalen
Modifikationen werden best�ndig durch Enzyme wie His-
tonacetyltransferasen (HATs), Lysindesacetylasen (HDACs
und Sirtuine), Serin/Threoninkinasen, Lysin/Argininmethy-
lasen und -demethylasen und Ubiquitinligasen abge�ndert.[3]

Obgleich die enzymatischen Mechanismen noch nicht gut
verstanden sind, wurden die Effekte der Lysinacetylierung
(Struktur 1) auf die Struktur und Funktion des Chromatins
ausf�hrlich untersucht, und zwei auf die Enzyme der HDAC-
Gruppe abzielende Wirkstoffe sind zur Behandlung kutaner
T-Zell-Lymphome zugelassen worden.[4] F�r die Lysinacety-
lierung in Proteinen wurde jedoch j�ngst gezeigt, dass es sich
um eine allgemeine posttranslationale Modifikation handelt,
deren regulatorische Funktion �ber epigenetische Prozesse
im Zusammenhang mit der Histonacetylierung hinausgeht.[5]

Im Speziellen konnte nachgewiesen werden, dass die Acety-
lierung von Proteinen Auswirkungen auf den Stoffwechsel
hat.[6]

Nun wurde eine Serie von Acylierungen (Crotonylierung,
Malonylierung und Succinylierung; siehe Strukturformeln 2–
4 in Abbildung 1) als posttranslationale Modifikationen von
Lysinen in Histonen und anderen Proteinen identifiziert.[7]

Hier werden diese j�ngeren Entwicklungen zusammengefasst

und ausgew�hlte Methoden vorgestellt, die f�r weitere Stu-
dien dieser neuartigen posttranslationalen Modifikationen
geeignet sind.

Eine k�rzlich verçffentlichte Proteomikstudie, die auf
einer massenspektrometrischen Analyse beruhte, steigerte
die Zahl bekannter Histonmodifizierungen um etwa 70 %.
F�r 28 der modifizierten Lysinreste in Histonpeptiden wurde
gezeigt, dass es sich bei der Modifikation um das bis dahin
nicht beschriebene e-N-Crotonyllysin (Kcr) handelt.[7a]

�berzeugende Beweise f�r diesen Befund lieferten mehrere
Methoden. Zun�chst verglichen die Autoren in vivo gebildete
Peptide mit chemisch synthetisierten Vergleichspeptiden
durch hochauflçsende MS/MS und HPLC-Coelutionsexperi-
mente mit Hochdurchsatz-Fl�ssigkeitschromatographie
(HPLC). Des Weiteren wurde ein spezifischer Anti-Kcr-An-
tikçrper erzeugt und in Western-Blots und Immunf�rbungen
eingesetzt. Schließlich best�tigten Isotopenmarkierungs-
experimente mit [D4]Crotonyl das Vorliegen von 19 der 28
Lysincrotonylierungen in HeLa-Zellkulturen. Interessanter-
weise schienen einige der modifizierten Lysinreste zwar
Crotonylierung, aber keine Acetylierung eingehen zu kçn-
nen, sodass Lysinacetylierung (Kac) und -crotonylierung un-
terschiedliche S�tze von Genen markierten.[7a] Die Studie
wirft mehrere interessante Fragen auf, n�mlich welche Pro-
teine diese neuartigen posttranslationalen Histonmodifika-
tionen transkribieren, lçschen und/oder ablesen und welche
Einfl�sse die Lysincrotonylierung auf die Struktur und
Funktion des Chromatins hat.

Die Succinylierung von Lysinen wurde als eine weitere
neuartige posttranslationale Modifikation in E. coli entdeckt
und verifiziert,[7b] und die Malonylierung und Succinylierung
von Lysinen wurde außerdem auch in S�ugetierzellen nach-
gewiesen.[7c] Letztere Studie basierte auf einer Rçntgenkris-
tallstruktur von Sirtuin 5, einer Nicotinamidadenindinucle-
otid(NAD)-abh�ngigen Hydrolase aus der Sir2-Proteinfami-
lie (silent information regulator 2). Im Cokristall von Sir-
tuin 5 mit einem e-N-Thioacetyllysin-haltigen Peptid beob-
achteten die Autoren ein Puffermolek�l mit einer
Sulfonatgruppe im aktiven Zentrum. Auf der Grundlage
dieses Befundes und der Beobachtung, das Sirtuin 5 als eine
sehr schwache Desacetylase wirkt, wurde eine Serie alterna-
tiver Substrate entworfen, darunter Varianten mit malony-
lierten und succinylierten Lysinen. Es zeigte sich, dass das
Enzym gegen bestimmte succinylierte Substrate bis zu 1000-
fach katalytisch effizienter war als gegen vergleichbare ace-
tylierte Substrate. Eine zweite Cokristallstruktur von Sir-
tuin 5, dieses Mal mit einem e-N-Succinyllysin-haltigen Sub-
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strat, best�tigte die vorhergesagten Enzym-Substrat-Wech-
selwirkungen.[7c] Diese Bindungsaffinit�ten wurden ausge-
nutzt, um FLAG-markiertes Sirtuin 5 zur Affinit�tsreinigung
mehrerer Malonyl- und Succinyl-haltiger Proteine einzuset-
zen (das FLAG-Epitop hat die Aminos�uresequenz (N!C)
DYKDDDDK). Dar�ber hinaus fand man in Sirtuin5-
Knockout-M�usen einen gegen�ber Wildtyp-M�usen signifi-
kant verringerten Grad an Lysinsuccinylierung.[7c] Die iden-
tifizierten Proteine waren s�mtlich Stoffwechselenzyme, was
darauf hinweist, dass diese neu entdeckten Lysinacylierungen
vermutlich eine wichtige Rolle bei der Stoffwechselregulie-
rung und der N-Acetyl-Funktionalisierung spielen.[6, 7c]

Sirtuin 5 war das einzige humane Sirtuin, bei dem in die-
ser neuen Studie Demalonylase- und Desuccinylaseaktivit�t
nachgewiesen werden konnte. Da es in den Mitochondrien
lokalisiert ist, �berrascht es nicht, dass alle Peptide mit Ma-
lonyl- und Succinylmarkierungen ausnahmslos von mito-
chondrialen Proteinen stammten. Es bleibt abzuwarten, ob
der Zweck der Lysinmalonylierung und -succinylierung darin
besteht, die Lysinacetylierung bei der Stoffwechselregulation
zu erg�nzen, oder ob diese neuen Modifikationen außerdem
auch eine Rolle bei der epigenetischen Regulierung der
Struktur und Funktion des Chromatins spielen. Andererseits
wurde die Lysincrotonylierung an Histonlysinresten gefun-
den, und sie scheint hier die Lysinacetylierung in ihrer epi-
genetisch regulierenden Funktion zu unterst�tzen. Ob diese
posttranslationale Modifikation Einfluss auf den Chroma-
tinumbau und/oder das Transkriptionsgeschehen hat, m�ssen
weitere Untersuchungen erweisen.

Die hier vorgestellten Studien werfen zahlreiche interes-
sante Fragen auf, zu denen ribosomale[8] und chemische
Synthesen[9] von Peptiden mit wohldefinierten Kombinatio-
nen posttranslationaler Modifikationen wertvolle Informa-
tionen liefern kçnnten. Fortschritte in der chemischen Pro-
teinsynthese haben sich außerdem als entscheidend f�r Stu-

dien der Chromatinkompaktierung erwiesen.[10] Nicht zuletzt
kçnnte neben massenspektrometrischen Proteomikmetho-
den, die sich zur Erforschung dieser Systeme als sehr n�tzlich
erwiesen haben,[11] auch die NMR-Spektroskopie eine hilf-
reiche Methode sein, um Einblick in diese Vorg�nge in situ zu
gewinnen.[12]
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Abbildung 1. Oben: Molek�lstrukturen der e-N-Acyllysinreste. Unten: Nucleosomteilchen (pdb 1ZBB)[1b] mit farblichen Markierungen, die die post-
translationalen Acylierungen von Lysinen markieren. Acetylierungen und Crotonylierungen wurden an Histonschw�nzen identifiziert, w�hrend
Malonylierungen und Succinylierungen bislang nur an anderen Proteinen als Histonen identifiziert wurden.
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