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Computersimulationen und Hochdurchsatzsequenzierungen
entschlUsseln die Zusammenhange

von Karsten Rippe und Gero Wedemann

Das menschliche Genom bildet eine Kette von Nukleo-
somen, in denen die DNA um einen Proteinkern
gewickelt ist. Zahlreiche Transkriptionsfaktoren
binden besonders gut an die Verbindungs-DNA
zwischen zwei Nukleosomen. Die Positionierung von
Nukleosomen kann dadurch die Zuganglichkeit einer
Genomsequenz direkt bestimmen und diese zusétz-
lich auch indirekt beeinflussen: RegelméaBige Absténde
begiinstigen eine Kompaktierung der Nukleosomen-
kette in Ubergeordnete Faserstrukturen, in denen
auch die Verbindungs-DNA unzuganglich sein kann.
Eine Vorhersage der Genexpression anhand der Bin-
dung von Transkriptionsfaktoren muss deshalb nicht
nur die DNA-Sequenz und die Proteinkonzentration
berlcksichtigen, sondern auch die rdumliche Anord-
nung der Nukleosomen im Genom.

Welche Bereiche der DNA-Sequenz werden
ausgelesen?
Alle Zellen des menschlichen Kérpers enthalten im Wesentli-

chen die gleiche DNA-Sequenz und damit dieselbe genetische

Information. Die DNA-Sequenz kodiert den Bau- und Funktions-
plan des Organismus. Allerdings , liest” jede Zelle nur bestimmte
Kapitel dieses ,,DNA-Buches* und verwendet so lediglich einige
der Pldne und Rezepte der DNA, um spezifische Funktionen um-
zusetzen. Wie aber wiahlt eine undifferenzierte Stammzelle wih-
rend der Entwicklung das entsprechende DNA-Programm aus,
das sie beispielsweise zu einer Muskel-, Leber- oder Hautzelle
werden ldsst? Einer der an diesem Prozess beteiligten Faktoren
ist die Verpackung des DNA-Genoms im Zellkern zum sogenann-
ten Chromatin (der Begriff stammt von dem griechischen Wort
chroma, d. h. Farbe, denn es ldsst sich einfach fiir Lichtmikros-
kopie-Aufnahmen einfirben). Das Chromatin in einem mensch-
lichen Zellkern enthélt DNA-Ketten, die aneinandergereiht
eine Lidnge von annidhernd zwei Metern ergeben. Etwa %
dieser DNA sind Bestandteil der rund 30 Millionen Nukleosomen.
In jedem Nukleosom ist DNA in ungefihr zwei Windungen
um einen Histonproteinkern gewickelt. Die Nukleosomen
sind ihrerseits durch dazwischenliegende Segmente aus pro-
teinfreier Verbindungs-DNA miteinander verbunden. Wie in
Abbildung 1 dargestellt, ist die DNA innerhalb der Nukleosomen

fiir Transkriptionsfaktoren schlechter zuginglich als die Verbin-

Abbildung 1: Nukleosomenkette mit einem Protein, das an die freie DNA zwischen zwei Nukleosomen bindet
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Nukleosomenkette mit einem zwischen den
Nukleosomen (blau) an die Verbindungs-DNA
(rot) gebundenen Transkriptionsfaktor (gelb). Die
offene Konformation, in der die Nukleosomen
wie in einer Perlenkette aneinander gereiht sind,
kann sich zu einer Chromatinfaser falten. Daher
beeinflussen sowohl die Positionierung eines
Nukleosoms auf der DNA sowie die Uberge-
ordnete Faltstruktur der Nukleosomenkette die

Zuganglichkeit zur DNA (Quelle: Gernot Langst).
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Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Chromatinfasern und Modellstrukturen aus Monte-Carlo-Simulationen

Die Proben unterscheiden sich in Bezug auf den Abstand der Nukleosomen, d. h. die nukleosomale Wiederholungsléange (nucleosome repeat length, NRL) und die

Anwesenheit bzw. das Fehlen des Verbindungs-Histons H1. MaBstab: 50 nm.
A) 167-bp-NRL-Faser ohne Verbindungs-Histon H1.
B) Zugabe von H1 l6st die Kompaktierung der 167-bp-NRL-Faser aus.

C) Ungefaltete 197-bp-NRL-Nukleosomenkette mit einer unregelmaBigeren Struktur ohne Verbindungs-Histon.

D) Vollstandig gefaltete 197-bp-NRL-Faserstruktur mit Verbindungs-Histon H1.

[Quelle: Daniela Rhodes (Elektronenmikroskopie), Nick Kepper (Chromatinfasersimulation)].

dungs-DNA. Folglich bestimmt die Positionierung der Nukleoso-
men, ob sich bestimmte DNA-Sequenzen im Bereich der leichter
zuginglichen Verbindungs-DNA zwischen den Nukleosomen
befinden, oder diese durch die Interaktionen von Histon und
DNA verborgen werden. Insofern entscheiden die Nukleosomen-
positionen zusammen mit anderen Regulationsmechanismen, ob

Gene aktiv oder inaktiv sind.

Modelle, Experimente und neue Modelle...

Unsere theoretischen Studien an Nukleosomen enthiillten
einen komplexen Zusammenhang zwischen der dynami-
schen Struktur des Nukleosoms, Interaktionen der unstruk-
turierten Enden der Histonproteine mit DNA und der Bin-
dung von Transkriptionsfaktoren (Ettig et al., 2011; Teif

et al., 2010). In diesem Zusammenhang entwickelten wir
Modelle zur Vorhersage der Zugénglichkeit von Verbindungs-
DNA sowie der partiellen Abwicklung der nukleosomalen
DNA, um ldngere Ketten aus bis zu 1.000 Nukleosomen zu
untersuchen (Rippe et al., 2012). Diese Modelle wurden
anhand von experimentellen Daten aus in-vitro-Analysen
kurzer Nukleo-somenketten mit regelmiRigem Nukleosomen-
abstand konstruiert und parametrisiert. Wie aus Abbildung 2
ersichtlich, gibt es eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen

experimentell unter dem Elektronenmikroskop untersuchten
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Faserstrukturen und den durch die Monte-Carlo-Simulation

vorhergesagten Konformationen.

Bis vor kurzem war es jedoch nicht méoglich, den Zusammen-
hang zwischen der Positionierung von Nukleosomen und der
Bindung der Transkriptionsfaktoren in Sdugetiergenomen ge-
nomweit zu untersuchen. Stattdessen konzentrierten sich die
meisten Studien auf die Analyse einfacher Modellorganismen
wie der Hefe oder der Fruchtfliege Drosophila oder beschrinkten
sich auf die Positionierung von Nukleosomen bei ausgewihlten
Genen. Aufgrund der jiingsten Fortschritte bei den Hochdurch-
satz-DNA-Sequenzierungsmethoden wurde es mdglich, alle Nu-
kleosomenpositionen des Sdugetiergenoms mit einer Auflgsung
von einem Basenpaar zu bestimmen und eine Verkniipfung zwi-
schen Modellen und Experimenten herzustellen (Abbildung 3).
Im Rahmen des BMBF-gef6rderten Verbundprojekts EpiGenSys
wurde diese spannende neue Moglichkeit genutzt. Ziel war

es, erstmalig alle Nukleosomenpositionen in embryonalen
Stammzellen (also noch undifferenzierten Zellen) der Maus im
Vergleich zu deren differenzierten Gegenstiicken (also beispiels-
weise Hautzellen) zu bestimmen (Teif et al., 2012). Die Ergebnisse
enthiillten zahlreiche Eigenschaften der Nukleosomenpositi-
onierung an DNA-Stellen, die von groRer Bedeutung fiir die

Differenzierung von Zellen sind. Anfang und Ende aktiver Gene
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zeichneten sich durch nukleosomenarme Regionen aus, wih-
rend in diesen Bereichen bei abgeschalteten Genen zahlreiche

Nukleosomen zu finden sind.

Es stellte sich auRerdem heraus, dass sich die Positions-
profile der Nukleosomen je nach spezifischer Modifikation des
Histonproteins verdndern. Zu diesen Modifikationen zihlen u. a.
posttranslationale (also nach der Proteinsynthese aus der gene-
tischen Information stattfindende) Modifikationen mit Methyl-
und Acetylgruppen, die an die Histone geheftet bzw. von ihnen
entfernt werden kénnen. Diese sogenannten ,,epigenetischen®
Signale dienen der Ubertragung eines bestimmten Chromatinzu-

stands wihrend der Zellteilung.

Wie erwartet konnte festgestellt werden, dass viele der Pro-
teine, die bei der Zellentwicklung eine zentrale Rolle iiber-
nehmen, in embryonalen Stammzellen tatsichlich an die freie
Verbindungs-DNA zwischen Nukleosomen binden. Dieses Er-
gebnis bestétigte die erwartete Rolle des Nukleosoms bei der
Regulierung des DNA-Zugangs. Allerdings zeigten einige
Proteine, wie drei der iibergeordneten Regulatoren des
Stammzellenzustands, nidmlich die Proteine Nanog, Oct4 und
Sox2, ein anderes Bindungsmuster. Diese wurden auch in Be-
reichen mit hoher Nukleosomenkonzentration gefunden, was
nahelegt, dass sie als Initiationsfaktoren fiir weitere Akti-
vierungsschritte an die nukleosomale DNA binden kénnen.
Mit dieser Erkenntnis muss die vereinfachte Sichtweise, dass
Nukleosomen stets die Bindung von Transkriptionsfaktoren
erschweren, iiberdacht und in verbesserten theoretischen

Modellen beriicksichtigt werden.

Eine zusétzliche Herausforderung bei der Modellierung, die
sich der experimentell bestimmten Positionen der Nukleoso-
men zur Erstellung von Monte-Carlo-Simulationen der 3-D-
Faltung des Genoms bedient, entsteht durch die Heterogenitit
der untersuchten Zellpopulationen. In vielen Féllen waren die
experimentell ermittelten Nukleosomenpositionen nicht mit
einer einzelnen Nukleosomenkettenkonformation kompatibel.
Um spezifische Nukleosomenanordnungen und optimierte L6-
sungen fiir die komplexen Muster aus experimentellen Daten
zu erhalten, entwickelten wir ein Konzept, das die Analyse
bindrer Variablen und das Monte-Carlo-Verfahren mit einem

als ,,simulated annealing® bezeichneten Optimierungsverfahren
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kombiniert (Schépflin et al., 2013). Mit diesem Ansatz fithren
wir nun basierend auf den experimentellen Daten des Popula-
tionsdurchschnitts die Computersimulationen fiir spezifische
genomische Regionen von bis zu 1.000 Nukleosomen durch, um
deren rdumliche Anordnung und die Zuginglichkeit der DNA zu

untersuchen (siehe Abbildung 3).

Wie geht es weiter?

Die Nukleosomenpositionierung ist ein dynamischer Prozess,
der in Zellen durch energieverbrauchende molekulare Maschi-
nen reguliert wird, die als ,,Chromatin-Remodellierungskomple-
xe* (CRs) bezeichnet werden. Sie kénnen Nukleosomen entlang
des DNA-Strangs bewegen oder sogar von diesem entfernen

und so zwischen ,,aktivem* und ,,inaktivem* Zustand der DNA
umschalten. Interessanterweise zeigen genomweite Sequenzie-
rungsstudien, wie sie beispielsweise im Internationalen Krebsge-
nomkonsortium (http://dcc.icgc.org) durchgefiithrt werden, bei
Krebserkrankungen eine iiberraschend hohe Anzahl von Mutati-
onen (also Genverdnderungen) in verschiedenen CRs. Bei Brust-,
Eierstock-, Nieren-, Lungen-, Gebdrmutter- und Leberkrebs
wurden potenzielle ,, Treibermutationen* (also maRgebliche
Mutationen, die weitere Verdnderungen im Genom ausldsen) bei
einigen CR-Familien des Typs CHD und SMARCA identifiziert.
Dariiber hinaus ist bekannt, dass abweichende epigenetische
Muster die Aktivitit der CRs fehlleiten und somit pathologische

Zustdnde des Chromatins in Tumoren induzieren.

Daher ergeben sich aus den im Rahmen des EpiGenSys-Projekts
erhaltenen Einblicken neue wichtige Fragen: Wie wird die aktive
Translokation (also Bewegung entlang des DNA-Strangs) von
Nukleosomen in den Zellen gesteuert? Unser aktuelles Modell
legt nahe, dass Signale, die an die CRs gerichtet sind und
deren Aktivitit verdndern, in der nukleosomalen DNA-Sequenz,
sowie in den posttranslationalen Modifikationen der Histone

H3 und H4 und anderen Chromatineigenschaften wie der DNA-
Cytosin-Methylierung verschliisselt sind. Es scheint, als gébe es
einen bisher unbekannten ,,Chromatin-Remodellierungs-Code*,
der die CRs auf Genombereiche lenkt, in welchen sie die Positionen
der Nukleosomen verdndern. Auf diese Weise kénnen CRs spezielle
lokale Chromatinstrukturen etablieren und sollten daher nicht ldnger
als Faktoren betrachtet werden, die Nukleosomen unspezifisch
verschieben und das Chromatin , fliissiger” machen. Zudem deutet

unsere bisher unveréffentlichte Modellierungsarbeit auf eine
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Abbildung 3: Informationsschleifen zwischen Modellierung und experimentellen Studien geben Aufschluss Gber das Verhaltnis zwischen Nukleosomen
und der DNA-Zugéanglichkeit fur die Transkriptionsfaktorbindung

A) Mithilfe von Molekulardynamik-Simulationen wurde der Zugang zur nukleosomalen DNA in Bezug auf die kompetitive DNA-Bindung des Histonproteinkerns und
der Transkriptionsfaktoren untersucht (Ettig et al., 2011; Teif et al., 2010). Die Abbildung zeigt Nukleosomenkonformationen, die in 0,2-Nanosekunden-Intervallen
Ubereinandergelegt wurden. Die DNA ist entsprechend der Simulationszeit zunehmend von Rot Gber WeiB zu Blau dargestellt. Die Kernhistonproteine sind wei3
dargestellt. Bereits wahrend des sehr kurzen Simulationszeitraums von zwei Nanosekunden zeigt sich die Nukleosomenkonformation sehr dynamisch.

B) Die Monte-Carlo-Simulationen der Faltung der Nukleosomenkette liefern Informationen zum Zugang zur Verbindungs-DNA in den Chromatinfasern (Rippe
etal., 2012).

C) Experimentell erstelite Besetzungsprofile der Nukleosomen an den Bindungsstellen des CTCF-Transkriptionsfaktors (Teif et al., 2012). Bei embryonalen Stamm-
zellen sorgt das gebundene CTCF-Protein fur regelmaBige Abstande zwischen den Nukleosomen im Bereich um dessen Bindungsstelle. Bei differenzierten Fibro-
blastenzellen besetzen Nukleosomen einige der Stellen, an die in Stammzellen CTCF gebunden ist.

D) Aus experimentellen Datensatzen konnten eindeutige Positionierungen der Nukleosomen fr die anschlieBende Modellierung von Chromatin bei spezifischen
Genorten bestimmt werden (Schopflin et al., 2013).

E) Monte-Carlo-Simulation der Chromatinanordnung am Locus des 200 kb groBen SAMD4-Gens basierend auf der experimentellen Bestimmung der Nukleosom-
positionierung (Quelle: Robert Schépfiin).

weitere Verbindung zwischen den Positionen der Nukleosomen
und der Chromatinstruktur hin: Bereits durch die Verdnderung
einer einzelnen Nukleosomenposition kann die iibergeordnete Fal-
tung der Nukleosomenkette erheblich modifiziert werden. Folglich
regulieren die lokalen Positionen der Nukleosomen den Zugang
zur Verbindungs-DNA iiber die Verdnderung der Chromatinfa-
serkonformation. Gleichzeitig kénnen sie Interaktionen zwischen
Proteinen, die an weit voneinander entfernten Stellen gebunden

sind, férdern oder erschweren.
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Angesichts der Bedeutung der Positionierung von Nukleosomen
fiir die Zugdnglichkeit und das Auslesen des Genoms ergibt sich
die Frage, ob Fehlsteuerungen der Nukleosomenpositionierung
bei Krebszellen mit Vorhersagen zum Therapieansprechen in Ver-
bindung gebracht werden kénnen. Mit diesem Punkt beschiftigt
sich das Verbundprojekt CancerEpiSys (www.CancerEpiSys.org)

im Rahmen des BMBF-geforderten CancerSys-Programms. Die
Nukleosomenpositionen und epigenetischen Modifikationen in

priméren Tumorzellen von Patienten mit chronischer lympha-
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tischer Leukdmie werden kartiert, um Muster der deregulierten
Chromatinanordnung zu identifizieren, die dem Stadium der
Krebserkrankung zugeordnet werden kénnen. Die bisherigen
Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Einbeziehung der
zahlreichen epigenetischen Signale des Genoms in Bezug auf die
Verdnderungen des DNA-Zugangs wertvolle Informationen fiir
neue individualisierte Therapieansitze ergibt. Daher wird sich
die Integration der Nukleosomenpositionen zu einem wesent-
lichen Bestandteil quantitativer Beschreibungen der Genregulation
entwickeln. Diese erlauben Vorhersagen dariiber, wie Zellen ihr
aktives genetisches Programm auswihlen, und wie dieser Pro-

zess in Krebszellen dereguliert wird.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Die Arbeiten zur Modellierung von Nukleosomen und Chromatin
sowie die experimentelle Bestimmung der Nukleosomenpositio-
nierungen waren Teil des dreijahrigen, BMBF-geforderten Verbund-
projekts EpiGenSys - Systembiologische Bestimmung der epigeno-
mischen Struktur-Funktionsbeziehung (www.EpiGenSys.org) im
Rahmen der europaweiten Initiative ERASysBioPlus im EU FP7
ERA-NET Plus Programm (Férderkennzeichen 0315712A, Karsten
Rippe, und 0315712C, Gero Wedemann).

Im Rahmen des Projekts EpiGenSys wurden (epi-)genomische
Struktur-Funktionsbeziehungen zwischen Chromatin und
Transkription in einem mehrstufigen Ansatz analysiert und
modelliert. Die Arbeit befasste sich mit der Struktur einzelner
Nukleosomen, der Organisation der Nukleosomenkette in iiber-
geordnete Faserstrukturen sowie der globalen 3-D-Architektur
des Genoms. Innerhalb des Verbunds fiithrten die Gruppen von
Karsten Rippe und Gero Wedemann Modellierungsarbeiten auf
Ebene einzelner Nukleosomen in Bezug auf den Zugang zur
nukleosomalen DNA aus (Ettig et al., 2011; Teif et al., 2010). AuRer-
dem entwickelten sie grobkérnige Modelle fiir die Nukleo-
somenkette mithilfe von Monte-Carlo-Simulationen (s. Uber-
sichtsartikel Rippe et al., 2012), der experimentell durch
Hochdurchsatzsequenzierung bestimmten Positionierung
der Nukleosomen (Teif et al., 2012) sowie bioinformatischer
Ansitze (Schopflin et al., 2013).
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