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Spurlose Synthese von asymmetrisch modifizierten, bivalenten

Nukleosomen

Carolin C. Lechner, Ninad D. Agashe und Beat Fierz*

Abstract: Kombinationen verschiedener posttranslationaler
Modifikationen (PTMs) von Histon-Proteinen haben einen
direkten Einfluss auf die epigenetische Genregulation. Obwohl
Histone paarweise in Nukleosomen vorliegen, sind die indivi-
duellen Histonvarianten nicht zwangsliufig gleich modifiziert,
sondern weisen oftmals unterschiedliche PTMs auf (sie sind
Lasymmetrisch®). Insbesondere in embryonalen Stammzellen
(ESCs) existiert eine ,,bivalente” Chromatinsignatur, gekenn-
zeichnet durch die Koexistenz von H3, entweder trimethyliert
an Lysin 4 (H3K4me3) oder 27 (H3K27me3) im gleichen
Nukleosom. Wir beschreiben hier ein generell anwendbares
und modulares Verfahren zur Herstellung von asymmetrisch
modifizierten Nukleosomen. Mittels dieser Methode konnen
wir darlegen, dass die H3K27-spezifische Lysin-Methyltrans-
ferase (KMT) Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) in
bivalenten Nukleosomen durch H3K4me3 inhibiert wird, al-
lerdings nur solange sich die PTM auf demselben H3-Molekiil
befindet. Im Gegensatz dazu stimuliert die Anwesenheit von
H3K27me3 die Aktivitit von PRC2 iiber das gesamte Nu-
kleosom, und hebt den hemmenden Effekt von H3K4me3 auf.
Um in ESCs eine bivalente Chromatinsignatur zu erhalten,
muss folglich die Aktivitidt von PRC2 entweder lokal einge-
schrankt oder gar aktiv riickgangig gemacht werden.

Die Grundeinheit von Chromatin, das Nukleosom, besteht
aus je zwei Kopien der Histon-Proteine H2A, H2B, H3 und
H4, welche von einem 147 Basenpaare langen Fragment
DNA umwickelt sind. Histone unterliegen einer Vielzahl von
PTMs, die eine direkte Rolle in der Regulation von Chro-
matin-basierten Prozessen und epigenetischer Signaliiber-
tragung spielen.!'! Nukleosomen bestehen aus zwei pseudo-
symmetrischen Hilften mit je einer Kopie pro Histon.”! Die
individuellen Proteine eines Histonpaares innerhalb eines
Nukleosoms konnen unterschiedlich modifiziert sein. Da-
durch ergibt sich eine von der PTM-Verteilung abhingige
Asymmetrie. Tatsdchlich wurden asymmetrisch modifizierte
Nukleosomen mittels Massenspektrometrie® sowie duch ge-
nomweite Kartierung in verschiedenen Zellarten identifi-
ziert.”
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In ESCs konnte eine asymmetrische Chromatinsignatur
mit einer biologischen Funktion in Verbindung gebracht
werden. Zwei PTMs, H3K4me3 und H3K27me3, die mit
Transkriptionsaktivierung bzw. -repression einhergehen,
werden von unterschiedlichen KMTs iibertragen: Die Familie
der mixed-lineage leukemia (MLL) KMTs ist spezifisch fiir
H3K4. PRC2 dagegen ist verantwortlich fiir die Methylierung
von H3K27.°! Aufgrund ihrer antagonistischen Funktionen
finden sich die zwei PTMs vornehmlich in unterschiedlichen
Bereichen des Genoms.”! Tatsichlich konnen diese zwei
PTMs aber sowohl in ESCs als auch in einigen Krebszellen
gleichzeitig auftreten, vorzugsweise in spezifischen Promo-
toren. Solche Regionen werden ,bivalente“ Doménen ge-
nannt.*”] Interessanterweise wurde zudem gezeigt, dass bi-
valente Nukleosomen asymmetrisch in Bezug auf H3K4me3
und H3K27me3 sind (trans-bivalent).”’] Wie diese asymme-
trische Chromatinsignatur entsteht und aufrechterhalten
wird, ist derzeit noch unklar. Eine vertiefte Analyse der be-
teiligten KMTs sollte jedoch aufschlussreiche Einblicke in
diese Prozesse geben.

Zur Erforschung der biochemischen Funktionen von
asymmetrischem Chromatin sind chemisch exakt definierte
Nukleosomen notwendig. Bisherige Methoden, um asymme-
trische PTMs in Nukleosomen einzubringen, basieren auf
einer statistischen Rekonstitution von Histonoktameren,
ausgehend von einem Histongemisch. Anschliefend werden
die gewiinschten asymmetrischen Oktamere mittels sequen-
ziellen Affinitdtsreinigungen mithilfe von orthogonalen
Peptid-tags angereichert.™! Aufgrund der inhirent schwie-
rigen Prédparation wurden auf diesem Wege bisher nur Nu-
kleosomen hergestellt, welche ein einzelnes modifiziertes
Histon enthielten. Auflerdem koénnen verbleibende Peptid-
sequenzen, die fiir die Affinitdtsreinigung verwendet wurden,
biologische Tests verfédlschen. Dennoch wurde mit derartig
hergestellten Nukleosomen gezeigt, dass die enzymatische
Aktivitdt von PRC2 durch Methylierung an H3K4 inhibiert
wird.®! Umgekehrt stimuliert bereits bestehendes H3K27me3
die PRC2-Aktivitét.>”

Fiir weiterfilhrende Untersuchungen zu bivalentem
Chromatin sind jedoch neue Methoden notwendig, welche
einerseits keine unnatiirlichen Peptidsequenzen oder andere
Spuren zuriicklassen und es andererseits ermoglichen, direkt
die supramolekulare Zusammensetzung von Nukleosomen zu
kontrollieren. Wir beschreiben hier ein spurloses und modu-
lares Verfahren zur Synthese chemisch reiner, beliebig modi-
fizierter, asymmetrischer Nukleosomen. Mittels einer Reihe
von Nukleosomen, hergestellt durch unser neues Verfahren,
untersuchten wir sodann die Aktivitit von PRC2 abhingig
vom Chromatinstatus, und zogen Riickschliisse auf die Ent-
stehung und Aufrechterhaltung von bivalentem Chromatin.
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Wir setzten uns zum Ziel, eine Strategie zu entwickeln,
um zwei verschiedentlich modifizierte H3-Proteine voriiber-
gehend tiber eine kovalente Bindung zu verkniipfen. Dadurch
kann ihr Einbau in dasselbe Histonoktamer und nachfolgend
in ein asymmetrisches Nukleosom erzwungen werden.
Zudem sollten alle chemischen Gruppen, die zur Querver-
bindung bendtigt wurden, wieder entfernbar sein, um eine
spurlose Synthese zu gewihrleisten (Schema 1A,B). Auf-
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Schema 1. Riickstandslose chemische Synthese von asymmetrisch mo-
difizierten Nukleosomen. A) Generelle Syntheseroute zur Herstellung
asymmetrisch modifizierter *"“H3 Dimere. i) Uberfihrung des Inc-
Peptid-Hydrazids in einen TFET-Thioester; ii) Ligation des Inc-Peptid-
Thioesters mit einem C-terminalen H3-Proteinfragment; iii) In-situ-
Entschwefelung; iv) Entfernung der Acm-Schutzgruppe am N-termina-
len Cystein oder v) + vi) Acm-Entschiitzung und In-situ-Modifikation
des Cysteins mit DTNB; vii)) Herstellung eines Heterodisulfids.

B) viii) Riickfaltung von Histonoktameren unter Verwendung von
“"°H3_Dimeren; ix) Rekonstitution von Nukleosomen und Auflésung
des xlnc; x) Proteolytische Abspaltung des Inc-tags von Nukleosomen
mittels TEV-Protease. C) Konzept des Inc-tags fiir die chemische Syn-
these kovalent verkntipfbarer H3-Proteine.

grund dieser Uberlegungen konzipierten wir eine Peptidse-
quenz, den ,link and cut“-tag (Inc-tag), welche neben einem
Cystein fiir die Querverbindung eine Erkennungssequenz fiir
die Tabakmosaikvirus (TEV)-Protease enthilt (Schema 1C).
H3, welches sowohl den Inc-tag, dessen Cystein geschiitzt
vorliegt, als auch die gewiinschten PTMs enthilt, wird sodann
mittels exprimierter Proteinligation (EPL) und anschlieBen-
der Entschwefelung hergestellt.'"") Nachfolgend werden ei-
nerseits die Cysteine entschiitzt ("H3) und andererseits der
Inc-tag aktiviert (""*H3), letzteres allerdings nur in einem Teil
der H3-Proteine. Dies ermdglicht ein kombinatorisches Zu-
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sammenfiigen zu Heterodisulfiden, die fiir die Herstellung
von Histonoktameren verwendet werden. Nach finaler In-
korporation in asymmetrische Nukleosomen wird der Inc-tag
proteolytisch abgespalten, um jegliche Spuren der vorange-
gangenen Synthese zu beseitigen.

Wir begannen nun mit der Synthese von Peptiden, welche
dem N-terminalen Ende von H3 entsprachen, und sowohl den
Inc-tag, PTMs als auch ein C-terminales Hydrazid™! be-
inhalteten (la-d). Peptide mit C-terminalen Hydrazid
konnen in situ durch Oxidation mit Natriumnitrit und an-
schlieBende Thiolzugabe in Thioester iiberfiihrt werden.'”
Um das entscheidende Cystein im Inc-tag wéihrend der Ent-
schwefelung zu schiitzen, verwendeten wir die S-Acetami-
domethyl(Acm)-Schutzgruppe. Folglich synthetisierten wir
Cys(Acm)-Inc-H3(1-14)K4me3 (1a) an einem Hydrazin-Harz
(Abbildung 1 A). Fir die Synthese von Cys(Acm)-Inc-
H3K4me3 (3a) entschlossen wir uns fiir ein Eintopfverfahren
fiir Ligation und Entschwefelung.!"* Daher wurde das Peptid-
Hydrazid zunichst in denaturierendem Puffer mittels Tri-
fluorethanthiol (TFET) in einen Thioester (1a’) umgewan-
delt. Die Ligation wurde durch die Zugabe des C-terminalen
H3-Fragments H3(A1-14), welches weiterhin ein N-termina-
les Cystein sowie die iiblicherweise verwendete C110A-Mu-
tation enthielt (2A14), eingeleitet und lief innerhalb von
3 Stunden bei Raumtemperatur vollstindig ab. Nach an-
schlieBender Entschwefelung und HPLC-Reinigung konnten
wir 3a in guter Ausbeute isolieren (51 %, fiir Details siche
Hintergrundinformationen).

Entschiitzung des N-terminalen Cysteins mittels Silber-
acetat (AgOAc) und anschlieBende Modifikation mit 5,5'-
Dithiobis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB) in einem Eintopf-
verfahren ergab das aktivierte "*H3K4me3 (5a, Ausbeute
73 %), den ersten Bestandteil unserer Bibliothek von Inc-tag-
Histonen. Nach einem &hnlichen Schema, allerdings ohne die
Aktivierung des Cysteins mit DTNB, synthetisierten wir
"H3K27me3 (4b) ausgehend von Cys(Acm)-Inc-H3(1-
28)K27me3 (1b) und H3A1-28 (2A28) (Abbildung 1B). Mit
den beiden Bausteinen ™*H3K4me3 (5a) und "H3K27me3
(4b) konnte nun ein Heterodisulfid-verkniipftes H3-Dimer
hergestellt werden. Dazu wurden 4b und 5a (in 20% Uber-
schuss) in denaturierenden, leicht sauren Bedingungen ge-
mischt. Das sich schnell bildende *H3K4me3/H3K27me3
(6A) (Abbildung 1C) wurde mittels HPLC gereinigt (Aus-
beute 30-40%) und bis zur weiteren Verwendung als Lyo-
philisat bei —20°C gelagert. Zusammenfassend entwickelten
wir, einerseits durch optimierte Verwendung von Eintopf-
verfahren und andererseits durch Minimierung der notigen
HPLC-Reinigungen, eine effiziente und konvergente Syn-
theseroute.

Anschlieffend stellten wir Histonoktamere unter Ver-
wendung von 6 A nach etablierten Methoden!'*! einschlieBlich
abschliefender Reinigung mittels Gelfiltrationschromato-
graphie her (Abbildung 2 A). Entsprechend dem symmetri-
schen Elutionsprofil der Gelfiltration und der SDS-PAGE
waren die hergestellten Oktamere homogen und enthielten je
ein Y™H3-Dimer. Zu diesem Zeitpunkt war die Disulfid-
Verkniipfung immer noch intakt, konnte jedoch nach Bedarf
durch Reduktionsmittel geoffnet werden (Abbildung2B).
Die riickgefalteten Oktamere wurden im oxidierten Zustand
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Abbildung 1. Synthese von *"H3 (6A). A) Herstellung von "*H3K4me3 (5a) durch Ligation und Ent-
schwefelung im Eintopfverfahren und anschlieende Aktivierung des N-terminalen Cysteins mit DTNB.
B) Herstellung von "“H3K27me3 (4b) durch Ligation und Entschwefelung im Eintopfverfahren und an-
schlieRende Abspaltung der Acm-Schutzgruppe. C) Herstellung des Heterodisulfids *"“H3K4me3/
H3K27me3 (6A) ausgehend von 5a und 4b. D) MS-Analyse von 6A (berechnetes Molekulargewicht

(MG): 32874 Da, gemessenes MG: 32877 £4 Da).

in 50% Glycerin bei —20°C bis zur weiteren Verwendung
gelagert.

Mit den synthetischen *"H3K4me3/H3K27me3(6A)-
Oktameren waren wir schlieBlich in der Lage, trans-bivalente
Nukleosomen herzustellen. Wir mischten die 6 A enthalten-
den Oktamere mit einem 153 Basenpaare langen DNA-
Fragment der ,,601“-DNA-Sequenz,™® welches die optimale
Positionierung von Nukleosomen ermoglicht, und dialysier-
ten die Mischung graduell von hohen (1.4m KCIl) zu niedri-
gem (10mm KCl) Salzgehalt. *™H3 kann dabei oxidiert
bleiben bis sich stabile Nukleosomen gebildet haben. Re-
duktion mit 1 mm Dithiothreitol (DTT) und proteolytischer
Verdau mit TEV-Protease schlossen die Synthese von trans-
bivalenten Nukleosomen (A) ab (Abbildung 2C). Wir ana-
lysierten die Nukleosomen mittels Massenspektrometrie und
detektierten die erwartete Masse von H3K4me3/H3K27me3
(15252 Da) (Abbildung 2D). Zudem bestitigten wir den
trans-bivalenten Modifikationsstatus mittels Immunoprézipi-
tation (IP) durch einen Antikorper gegen H3K27me3 gefolgt
von H3K4me3-Detektion per Immunoblot (Abbildung 2E).

Nachdem wir nun eine robuste, synthetische Methode
etabliert hatten, stellten wir eine Reihe von symmetrisch und
asymmetrisch modifizerten Nukleosomen her, um die Akti-
vitdt von PRC2 in bivalenten Chromatindoménen zu unter-
suchen (Abbildung 2F). Wir rekonstituierten sowohl unmo-
difizerte Nukleosomen (B) als auch solche, auf welchen
H3K4me3 auf beiden (symmetrisch, s-H3K4me3, C) oder nur
auf einer H3-Untereinheit (asymmetrisch, as-H3K4me3, D)
eingefiihrt wurde. Ebenso produzierten wir Nukleosomen, in
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s-H3K27me3 (E) durch PRC2,
was dessen Selektivitdt fiir
H3K27me3 belegt. Im Gegen-
satz dazu stimulierten die as-
H3K27me3 (F)-Nukleosomen
die PRC2-Aktivitat.

Mechanistische ~ Einblicke
konnten wir mit den bivalenten
Nukleosomen gewinnen (Abbildung 3B,C). PRC2 zeigte ge-
steigerte Aktivitdt mit cis-bivalenten Nukleosomen (G), trotz
der inhibitorischen Modifikation H3K4me3. Folglich er-
streckt sich deren inhibierender Effekt nicht auf das zweite
H3-Protein innerhalb eines Nukleosoms. Im Gegensatz dazu
fithrten trans-bivalenten Nukleosomen (A) zu einer niedri-
gen, aber detektierbaren Aktivitit von PRC2. Die stimula-
torische Funktion von H3K27me3 innerhalb eines Nukleo-
soms konnte also die lokale Inhibierung durch H3K4me3
partiell aufheben. Dabei ist es wichtig zu erwdhnen, dass
Nukleosomen, die aus einer Mischung von s-H3K4me3- und
s-H3K27me3-Oktameren hergestellt wurden, zu keiner
messbaren Aktivitit von PRC2 fiihrten (Abbildung3D).
Dieses Ergebnis belegt, dass 1) wihrend der Rekonstitution
von Nukleosomen kein Austausch der Histone innerhalb der
Oktamere stattfindet, 2) Nukleosomen wihrend der enzy-
matischen Reaktionen stabil sind und 3) die PRC2-Aktivitit
nicht zwischen ungekoppelten Nukleosomen in trans stimu-
liert wird. Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse,
dass innerhalb eines Nukleosoms H3K4me3 die PRC2-Akti-
vitdt nur in cis inhibiert, d.h. auf dem gleichen H3-Molekiil.
Im Gegensatz dazu hat H3K27me3 einen weitreichenden
Effekt, vermutlich durch erhohte PRC2-Rekrutierung und
aufgrund von allosterischer Enzymaktivierung (Abbil-
dung 3E).

Zusammenfassend haben wir eine modulare und riick-
standsfreie Methode entwickelt, um asymmetrisch modifi-
zierte Nukleosomen ausgehend von reversibel verkniipften
H3-Molekiilen herzustellen. Synthetisch homogene, asym-
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Abbildung 2. Herstellung asymmetrischer Nukleosomen. A) Riickfal-
tung asymmetrischer Oktamere unter Verwendung von 6A und Reini-
gung mittels Gelfiltrationschromatographie. Die Fraktionen im schat-
tierten Bereich wurden vereinigt, die Fraktion bei 16 mL entspricht
H2A-H2B-Dimeren, die in geringem Uberschuss zugegeben wurden.
B) Reduktion der Disulfidbindung, analysiert mittels SDS PAGE und
Farbung mit Coomassie-Brillant-Blau (CBB). C) Native, asymmetrisch
trans-bivalente Nukleosomen (A) werden durch TEV-Proteaseverdau er-
zeugt, was durch native Agarosegelelektrophorese und Gel-Red-Far-
bung sowie durch SDS PAGE und CBB-Farbung belegt wird. D) MS-
Analyse des H3K4me3/H3K27me3 in den finalen, trans-bivalenten
Nukleosomen (berechnetes MG: 15252 Da, gemessenes MG:
15249+ 5 Da). E) Die IP der angegebenen Nukleosomen zeigt den bi-
valenten Zustand von A. F) Nukleosom-Varianten fiir Verwendung in
enzymatischen Assays.

metrisch modifizierte Nukleosomen haben ein breites An-
wendungsspektrum in der epigenetischen Forschung, z.B. in
mechanistischen oder Hochdurchsatz-In-vitro-Studien zur
Wechselwirkung von Histon-PTMs!"! oder in der quantitati-
ven Chromatin-Immunoprizipitation.'”? In dieser Studie
haben wir eine Reihe von asymmetrischen Nukleosomen
hergestellt und dazu verwendet, den Regulationsmechanis-
mus von PRC2 durch die Kombination von H3K4me3 und
H3K27me3 zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigen, dass
H3K4me3, wenn es bereits vorher auf einem Histon vor-
handen ist, PRC2 lokal inhibiert, aber dass dieser inhibitori-
sche Effekt teilweise durch benachbartes H3K27me3 aufge-
hoben werden kann. Demzufolge nehmen wir an, dass biva-
lente Doménen in ESCs permanent aktiv aufrechterhalten
werden miissen, entweder durch Einschriankung der PRC2-
Aktivitdt oder durch eine lokale Demethylierung von H3K27.
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Abbildung 3. Regulation von PRC2 in asymmetrischen, bivalenten Nu-
kleosomen. A) Die angegebenen symmetrischen oder asymmetrischen
Nukleosomen wurden als Substrate fiir die PRC2-Methyltransferase-
Assays mit *H-SAM verwendet. Histone wurden mittels SDS PAGE auf-
getrennt, mit CBB gefirbt (Bild oben) und auf Einbau von *H-Methyl-
gruppen mittels Fluorographie untersucht (Bild unten). B) Wie in (A),
jedoch unter Verwendung von trans- oder cis-bivalenten Nukleosomen.
C) Densitometrische Quantifizierung des *H-Einbaus, gemittelt tiber
mehrere Experimente (n=3-4). D) Wie in (A), jedoch unter Verwen-
dung von trans-bivalenten Nukleosomen oder Nukleosomen, die aus
einer 1:1-Mischung aus Oktameren mit symmetrischen H3K4me3 oder

H3K27me3 hergestellt wurden. E) Modell fiir die Regulation von PRC2,
Details im Text.
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