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oder destabilisieren oder Protein-Protein-
Interaktionen steuern [2]. Die Substratspezi-
fi tät von PKMTs spielt deshalb eine essen-
zielle Rolle in der Regulation des zellulären 
Stoffwechsels. Eine durch Mutationen verän-
derte Substratspezifi tät von PKMTs kann 
daher dramatische Folgen haben und zu 
diversen Krebserkrankungen führen. Aus 
diesem Grund stellt die Charakterisierung 
der Substratspezifi tät einen entscheidenden 
Baustein für das Verständnis von beispiels-
weise akuten myeloischen Lymphomen dar, 
welche durch eine Mutation der PKMT NSD2 
entstehen können [3].

Peptidarrays zur Charakterisierung 
der Substratspezifi tät von PKMTs
Damit die Substratspezifi tät von PKMTs auf-
geklärt werden kann, müssen dem Enzym 
möglichst viele verschiedene Substrate an-
geboten werden. Deren unterschiedliche 
 Methylierungseffi zienz gibt dann Aufschluss 
da rüber, welche Substrate bevorzugt werden. 
Für systematische Studien können Peptide 
als PKMT-Substrate eingesetzt werden, wel-
che als Peptidarray mithilfe der SPOT-Tech-
nologie auf einer Cellulosemembran synthe-
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ó Die genetische Information einer jeden 
Zelle ist in der Basenpaarsequenz der DNA 
gespeichert. Die Transkription und Expressi-
on von einzelnen Genen wird von mehreren 
Mechanismen reguliert, darunter Transkrip-
tionsfaktoren, nicht codierende RNA und die 
Struktur des Chromatins. Der Grundbaustein 
des Chromatins ist das Nukleosom, ein glo-
buläres Histonoktamer, um welches die DNA 
gewickelt ist (Abb. 1A). Histone haben aus 
dem globulären Teil herausragende Enden 
(Histon tails), an denen in großer Zahl post-
translationale Modifi kationen, u. a. Lysin-
Methylierung, vorkommen. Die Methylie-
rung bestimmter Lysinreste ist der Start-
punkt für eine Kaskade an weiteren biologi-
schen Prozessen, die ultimativ zu einer 
Restrukturierung des Chromatins führen 
und damit direkt Einfl uss auf die Expression 
von Genen haben. PKMTs (Protein-Lysin-
Methyltransferasen) sind Enzyme, die hoch-
spezifi sch eine bis maximal drei Methylgrup-
pen an bestimmte Lysinreste des Histon tails 
übertragen (Abb. 1B). Dabei wird die akti-
vierte Methylgruppe vom Koenzym S-Adeno-
syl-L-Methionin (SAM) bereitgestellt [1].

Substratspezifi tät von PKMTs
Histon tails besitzen mehrere Lysinreste, 
wobei eine Methylierung jeder Position ein 

unterschiedliches Signal sendet, welches 
auch von der Methylierungsstufe abhängt 
(Abb. 1C). Zusätzlich weisen eine Reihe von 
Nicht-Histonproteinen in Zellkern und Cyto-
sol Lysin-Methylierungen auf, die oft an der 
Regulation der biologischen Aktivität betei-
ligt sind. Die übertragene Methylgruppe 
kann beispielsweise Proteine stabilisieren 

Enzymspezifität

Charakterisierung der Substrat spe zi-
fi tät von Protein-Methyltransferasen

˚ Abb. 1: Protein-Lysin-Methyltransferasen (PKMTs) sind Enzyme, welche die Struktur des Chro-
matins regulieren, indem sie Methylgruppen auf Histone übertragen. A, Nukleosome sind die 
kleinste Untereinheit des Chromatins und ein zentraler Regulator in der Genexpression. B, PKMTs 
übertragen Methylgruppen auf spezifi sche Lysinreste in Proteinen, z. B. in den Histon tails. C, 
Lysinreste in Proteinen und Peptiden können von PKMTs 1–3 Methylgruppen übertragen bekom-
men.
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PKMT SETD2 war eine andere Aminosäure 
gegenüber der des eigentlichen Substrats 
(Histon H3 Lysine 36, H3K36) bevorzugt. 
Eine Kombination aus präferierten Amino-
säuren führte zu einem rational designten 
Peptid, welches 100-fach effizienter von 
SETD2 methyliert wird [6].

Molekulardynamiksimulationen der 
Methylierung von Supersubstraten
Um die großen Unterschiede der Umsatz-
raten des natürlichen Peptidsubstrats 
(H3K36) und des Supersubstrats (ssK36) zu 
verstehen, wurden Kristallstrukturen beider 
Peptide im Komplex mit SETD2 angefertigt. 
Der Vergleich zeigte jedoch nur marginale 
Unterschiede und konnte die wesentlich effi -
zientere Methylierung von ssK36 nicht erklä-
ren [9]. Da Kristallstrukturen nur den Grund-
zustand der Interaktion von Enzym und 
Peptid zeigen, wurden im nächsten Schritt 
molekulardynamische (MD-) Simulationen 
verwendet. MD-Simulationen sind Computer-
simulationen, welche die Wechselwirkungen 
zwischen Atomen iterativ berechnen. Daraus 
ergeben sich Bewegungsabläufe der Molekü-
le in einer Zeitskala von mehreren hundert 
Nanosekunden bis zu Millisekunden. In den 
Bewegungsabläufen können anschließend 
Interaktionen in dynamischen Zuständen 
gefunden  werden, die in einer Kristallstruk-
tur nicht beobachtet werden können [7].

Das Supersubstrat von SETD2 bildet 
in Lösung Haarnadelstrukturen aus
MD-Simulationen der Peptide in wässriger 
Lösung ohne Enzym zeigten, dass das Super-
substrat von SETD2 häufi g in einer Haarna-
delstruktur vorliegt, während das H3K36-
Peptid eher eine ausgestreckte Konformation 
präferiert (Abb. 3A). Diese Beobachtung 
steht in Kon trast zu den Kristallstrukturen, 
die beide Peptide in einer ausgestreckten 
Konforma tion in einer Bindungsfurche des 
Enzyms zeigen. MD-Simulationen, die den 
Assozia tionsprozess abbilden, zeigten 
jedoch, dass die Haarnadelstruktur vorteil-
haft für die initiale Bindung des Supersub-
strats und SETD2 ist. Die Haarnadel entfaltet 
sich dann im Zuge des Bindungsprozesses, 
sodass das Peptid in eine gestreckte Konfor-
mation übergeht (Abb. 3B). Das zu methylie-
rende Lysin ist mittig in der Schleifenregion 
positioniert und kann mit maximaler Flexi-
bilität positioniert werden, während die 
umliegenden Aminosäuren wie bei einem 
Reißverschluss graduell ihre Interaktionen 
mit dem Enzym ausbilden, wodurch sich die 

tisiert werden [4]. Ausgehend von der 
 Sequenz einer bekannten Methylierungsstel-
le, z. B. 15 Aminosäuren aus dem Histon H3 
tail, wird dann permutierend jede Position 
der Ausgangsequenz des Peptids gegen an-
dere Aminosäuren ausgetauscht. An jedem 
Spot ist damit ein unterschiedliches Peptid 
gebunden (Abb. 2A). Die Membran wird an-
schließend mit radioaktiv markiertem Ko-
enzym SAM und der zu untersuchenden 
PKMT inkubiert. Mittels Autoradiographie 
kann darauffolgend quantitativ ermittelt wer-
den, welche Aminosäuren an welcher Posi-
tion in den Peptiden einen positiven oder 
negativen Effekt auf die Methylierungseffi -
zienz haben (Abb. 2B). Aus dem resultieren-
den Spezifi tätsprofi l lässt sich die genaue 
Substratspezifi tät der PKMT ablesen [5].

Identifi zierung neuer PKMT-Substrate
Die entschlüsselte Substratspezifi tät einer 
PKMT eröffnet verschiedenste Applikations-
möglichkeiten. PKMTs haben neben den His-
tonen auch andere Nicht-Histon-Proteine als 
Substrate. Bisher sind für die meisten PKMTs 
allerdings nur wenige Nicht-Histon-Substrate 

bekannt und für viele in massenspektro-
skopischen Experimenten nachgewiesene 
Lysin-Methylierungen ist die dafür verant-
wortliche PKMT nicht identifi ziert [5]. Durch 
das Verständnis der Substratspezifi tät einer 
PKMT kann gezielt im Proteom nach Amino-
säuresequenzen gesucht werden, die von 
der zu untersuchenden PKMT methyliert wer-
den können (Abb. 2C). Durch diesen Ansatz 
konnten bereits diverse Nicht-Histon-Subst-
rate von PKMTs gefunden werden. 
 Beispielsweise wurde auf Grundlage des Spe-
zifi tätsprofi ls von SETD2 erkannt, dass SETD2 
neben dem bekannten Histon-H3-Protein 
auch andere Substrate methyliert, die bei-
spielsweise für die Struktur des Bindegewe-
bes (Fibrillin) eine wichtige Rolle spielen [6].

Die Entdeckung von PKMT-
Supersubstraten
Eine weitere spannende Applikation der 
PKMT-Spezifi tätsprofi le entwickelte sich aus 
der überraschenden Beobachtung, dass die 
Interaktion von PKMTs mit ihren bekannten 
Substraten in vielen Fällen nicht optimal ist. 
An mehreren Spots des Spezifi tätsscans der 

˚ Abb. 2: Die charakteristische Substratspezifi tät von PKMTs kann durch Methylierung von 
SPOT-Peptidarrays ermittelt werden. A, Aktivitätsprofi l der PKMT SETD2 auf einem SPOT-Peptid-
array. Die vertikale Achse zeigt 18 Aminosäuren, durch welche der entsprechende Rest der Aus-
gangssequenz (horizontal) ausgetauscht wurden. B, Analyse der Methylierung des Peptid arrays 
gibt Aufschluss über die präferenzierten Aminosäuren von SETD2 an jeder Position des Substrat-
peptids. C, Mit dem Spezifi tätsprofi l können unbekannte Methylierungssubstrate im Proteom 
gefunden werden. Beispielweise methyliert die PKMT SETD2 zusätzlich zum bekannten Histon-
H3-Proteinsubstrat auch das Glykoprotein Fibrillin, welches mit für die Struktur des Bindegewe-
bes verantwortlich ist. Das Farbschema zeigt die Aminosäuresequenz von Fibrillin sowie die ent-
sprechenden Kontaktpositionen in SETD2.
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Haarnadel öffnet (Abb. 3C). Bei einer Bin-
dung in der ausgestreckten Konformation 
müssten demgegenüber alle Aminosäuren 
des Peptids ungefähr gleichzeitig ihre Inter-
aktionen mit dem Enzym ausbilden, was 
schwieriger ist [8].

Das Supersubstrat interagiert besser 
mit dem Enzym in katalytisch 
relevanten Konformationen
Auf Grundlage der Kristallstrukturen wur-
den weitere MD-Simulationen von SETD2 im 
Komplex mit jeweils den H3K36- und ssK36-
Peptiden durchgeführt (Abb. 3D). Hierbei 
wurden besonders die Konformationen ana-
lysiert, deren Struktur dem bekannten Über-
gangszustand der Methylübertragung ähn-
lich sind. Die Ergebnisse zeigten, dass das 
Supersubstrat in diesen Übergangszustand-
ähnlichen Konformationen bestimmte Inter-
aktionen mit SETD2 sehr viel stärker oder 
schwächer ausbildet als das H3K36-Peptid. 
Die veränderten Interaktionen, welche u. a. 
von den mutierten Aminosäuren ausgehen, 
sind ein weiterer Grund, warum das ssK36-
Peptid wesentlich effizienter von SETD2 
methyliert wird.

Supersubstrate mit 
Haarnadelstrukturen als PKMT-
Inhibitoren
Mithilfe einer Kombination aus Peptidarrays 
und MD-Simulationen konnten ein Supersub-
stratpeptid für die PKMT SETD2 entwickelt 
und die molekularen Prinzipien seiner 
hyperschnellen Methylierung entschlüsselt 
werden. Diese Kombination ist ein vielver-
sprechender Ansatz zum Design von Inhibi-
toren für PKMTs. In diversen Krebserkran-
kungen sind PKMTs mutiert und zeigen eine 
erhöhte Aktivität, was zu abnormalen Methy-
lierungsmustern und zu einer fehlerhaften 
Genregulation führt [9]. Diese erhöhte Akti-
vität könnte durch individuell designte 
Supersubstrate wieder reduziert werden. Die 
Supersubstrate fungieren dabei als hocheffi -
ziente kompetitive Inhibitoren und reduzie-
ren die zelluläre PKMT-Aktivität. Erste bio-
chemische Experimente zeigten, dass das 
Supersubstratpeptid die Aktivität von SETD2 
auf sich umlenken kann und das eigentlich 
Zielmolekül Histon H3 schwächer von SETD2 
methyliert wird. ó
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˚ Abb. 3: MD-Simulationen erklären die effi ziente Methylierung des Supersubstrats ssK36 durch 
SETD2. A, Das ssK36-Peptid präferiert eine Haarnadelstruktur in Lösung, das natürliche H3K36-
Peptid dagegen eine gestreckte Konformation. B, Beschleunigte Assoziation des ssK36-Peptids 
an SETD2 aufgrund der Haarnadelstruktur und fl exiblem Andocken des Ziel-Lysins. C, Entfaltungs-
prozess der Haarnadelstruktur in eine gestreckte Konformation. D, Spezifi sche Interaktionen zwi-
schen dem Supersubstrat und SETD2.
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