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Reaktion der Genomarchitektur auf ionisierende Strahlung: Quan-
titative Analyse mittels neuer Konzepte zur hochauflésenden Loka-
lisationsmikroskopie

Licht- bzw. Fluoreszenzmikroskopie ist zur Analyse der Zellkernstrukturen
ein bewahrtes Mittel. Nanometergroffe DNA-Strukturen kénnen durch die
beugungsbegrenzte Auflésung konventioneller Mikroskope allerdings quantita-
tiv nicht untersucht werden. Dazu miissen Methoden wie die hier verwendete
Lokalisationsmikroskopie genutzt werden, die die optische Unterscheidung
von Fluorophoren mit einem Mindestabstand von ca. 10nm erlaubt und
Strukturmessungen in solchen Grofenordnungen damit ermoglicht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das ganze Vorgehen von der Zellkultur bis zur
Datenauswertung fiir Lokalisationsmikroskopie optimiert, um die potentiell
mogliche Préazision dieser Technik voll auszunutzen. Dazu wurden strukturbe-
einflussende Schritte bei der Préaparation verringert und bei der Auswertung
Filterungs- und Normierungsverfahren zur Angleichung der nicht vermeid-
baren Fluoreszenzunterschiede entwickelt. Fiir die gemessenen molekularen
Lokalisationsdaten wurden Cluster- und Distanzanalysen zur Erkennung und
Quantifizierung von Strukturen verwendet. Ein génzlich neuer Ansatz zur
Strukturanalyse basierend auf persistenter Topologie wurden etabliert. Dies
ermoglichte neue wissenschaftliche Perspektiven auf die hier behandelten
strahlenbiophysikalischen Fragestellungen.

Die Untersuchung der Genomarchitektur nach Exposition mit ionisierender
Strahlung zeigte, dass der Anteil an verpacktem Heterochromatin im Zellkern
sich nach Bestrahlung éndert. Es konnte zum ersten Mal lokalisationsmikrosko-
pisch bestéatigt werden, dass DNA-Doppelstrangbruch-Reparaturzentren durch
die Nédhe zu Heterochromatin strukturell beeinflusst werden. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass Alu-DNA-Sequenzen fest, jedoch exkludierend, mit Hete-
rochromatin assoziiert sind und eine genomstrukturierende Wirkung haben.
Der deutlich messbare Einfluss von Bestrahlung auf diese DNA-Abschnitte
kann fiir eine biologische Dosimetrie verwendet werden.



Response of genome architecture to ionizing radiation: quantita-
tive analysis using new concepts for high resolution localisation
microscopy

Light and fluorescence microscopy is a well-established tool for investigating
the structure of the cell nucleus. However, nanometer-sized DNA structures
cannot be quantitatively examined by diffraction-limited resolution of conven-
tional microscopes. Localization microscopy as being used here permits the
optical separation of fluorophores with a minimum distance of approximately
10 nm, so that structures of these orders of magnitude can be measured.

To get full benefit of the potentially possible precision the whole procedure from
cell culture to data analysis was optimized for localisation microscopy. For this
purpose, structure-influencing steps of the preparations were reduced. Filtering
and normalization methods of computing were developed for the adaptation of
the unavoidable fluorescence differences. Cluster and distance analyses were
used to identify and quantify molecular structures. A completely new approach
to structure analysis based on persistent topology was established. This
has offered new scientific perspectives concerning the questions of radiation
biophysics.

The study of genome architecture after exposure to ionizing radiation showed
that the amount of densely packed heterochromatin in the nucleus changes.
For the first time, it was confirmed by localization microscopy that DNA
double strand break repair centres are structurally influenced by the proximity
to heterochromatin. Furthermore, it was shown that Alu-DNA sequences are
exclusively associated with heterochromatin and are responsible for genome-
structuring. The measurable effect of radiation on these DNA segments can
be used for biological dosimetry.
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KAPITEL 1

Einleitung und Fragestellung

Der erwachsene menschliche Korper besteht aus mehr als 104 Zellen, die einzeln
oder im Verbund zahllose unterschiedliche Aufgaben erledigen, um das Uberleben
des Organismus’ und das Fortbestehen der Gattung zu gewahrleisten. Letzt-
endlich basiert jede unserer Leistungen auf dem Funktionieren einzelner Zellen.
Hierfiir zwingend notwendig ist die Speicherung und Weitergabe von Information,
die den Bauplan des Lebens enthélt.

Fiir die Physik ist das Speichern von Informationen sowohl durch definierte Ein-
heiten als auch durch strukturierte Anordnung solcher Einheiten ein bekanntes
Konzept. Erwin Schrodinger préagte, noch bevor der Aufbau von Chromosomen
und Zellkernchromatin molekularbiologisch und rontgenkristallographisch be-
kannt war, den Begriff des aperiodischen Kristalls als Trager des Lebens [1]. Heute
wissen wir, dass die Erbinformation in riesigen Biomolekiilen gespeichert wird,
die auf komplexe Art im Zellkern strukturiert werden und dessen kleinste Einheit
— in gewisser Weise dessen Einheitskristall, gebildet aus einem kleinen Ausschnitt
des Biomolekiils und einem Proteinkomplex — das Nukleosom ist [2]. Moderne
Mikroskopiemethoden erlauben tiefere Blicke in die Anordnung der Nukleosomen
als jemals zuvor und trotzdem sind zentrale Fragen noch vollig unbeantwortet.
Wie und nach welchen Kriterien die Erbinformation im Zellkern strukturiert wird
und wie diese Struktur auf duflere Einfliisse wie ionisierende Strahlung reagiert
— die Frage nach der Genomarchitektur und ihrer Organisation — ist eine dieser
Fragen.

Im Jahr 1873 postulierte Ernst Abbe einen Mindestabstand von etwa 200 nm,
den zwei Objekte beugungsbedingt haben miissen, um per Lichtmikroskopie
noch unterschieden werden zu koénnen [3]. Die Beugungsbegrenzung lésst sich
bei der Fernfeldmikroskopie durch technische Verbesserungen prinzipiell nicht
umgehen. Da Aperturwinkel in ihrer Offnung an das Maximum des technisch



Einleitung und Fragestellung

Machbaren gestoflen sind, bleiben noch Verfahren mit mehreren Objektiven
wie 4Pi-Mikroskopie [4] zur beugungsbegrenzten Auslosungsverbesserung, die
allerdings in der praktischen Handhabbarkeit gerade bei biologischen Objekten
schnell an ihre Grenzen stoflen. Trotzdem ist es moglich, Fluoreszenzmolekiile
voneinander zu unterscheiden, die einen beugungsbegrenzten Mindestabstand
unterschreiten. Um von der Beugung unabhéngig zu werden, kénnen neben den
Eigenschaften der Optik zusatzlich die der Fluoreszenzfarbstoffe beriicksichtigt
werden. Zum heutigen Zeitpunkt ist bereits eine beeindruckende Grenze gefallen,
da die Positionen von Fluorophoren mit einer Genauigkeit von einem Nanometer
bestimmt werden konnten [5] und somit der Angstrém-Bereich betreten wird.
Der Nobelpreis im Jahr 2014 fiir hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie zeigt
die generelle Bedeutung dieser Methoden fiir die moderne Wissenschaft.

Diese beeindruckenden Technologien hochauflosender Fernfeld-Lichtmikroskopie
konnen ihr Potential bisher nur bedingt in der biophysikalischen Forschung
ausnutzen. Inhomogenitaten der zu untersuchenden Zellen und mit optimalen
optischen Bedingungen inkompatible Praparationsmethoden schranken die Mog-
lichkeiten der hochaufloésenden Mikroskopieverfahren ein. Vielleicht das zentrale
Problem dieses Bereichs ist der Mangel an Methoden, die hochaufgelosten Mi-
kroskopiedaten fiir quantitative biophysikalisch interpretierbare Analysen zu
nutzen: Welche Moglichkeiten existieren, um nanometergenau wiedergegebene
biologische Strukturen quantitativ zu analysieren? Wie konnen diese Methoden
fiir die Analyse der Genomarchitektur genutzt werden? Welche Fragen konnen
damit fiir das biologische System beantwortet werden?

Seit das Wort Chromatin erstmal erwédhnt wurde (ca. 1880) [2] ist die Frage
nach der Strukturierung der DNA im Zellkern eine Frage der aktuellen Forschung.
Viele Ideen wurden in den letzten hundert Jahren entwickelt, verworfen und
wiederbelebt, so z.B. die Chromosomenterritorien, die nach aktuellem Stand der
Wissenschaft existieren [6]. Die nukleare Matriz eine Art Geriist, das fir die
Strukturierung der DNA sorgen soll, hingegen wird derzeit als ein tiberholtes
Konzept angesehen [7]. Ob und wie die DNA in einem 30 nm-Filament angeordnet
ist, ist bis zum heutigen Tag umstritten. Trotz aller Ungewissheiten ist eindeutig
klar, dass die Strukturierung der DNA nicht willkiirlich ist und einen erheblichen
Einfluss auf die Funktionen des Zellkerns hat. Wie reagiert diese Struktur auf
Schiaden der DNA? Wie wird mit Schéden umgegangen, die sich in besonders
dicht verpacktem Chromatin ereignen? Wenn die Strukturierung nicht durch
eine nukleare Matrix geleistet wird, existieren dann Sequenzen der DNA selbst
(z. B. repetitive Elemente), die eine solche Funktion tibernehmen?

Im folgenden Kapitel 2 werden die notwendigen theoretischen Grundlagen zur
Mikroskopie, zur Funktion der hochauflésenden Lokalisationsmikroskopie sowie
zur Genomstrukturierung vorgestellt. Kapitel 3 widmet sich den grundlegen-
den Fluoreszenzmarkierungverfahren und dem Mikroskopaufbau. In Kapitel 4
werden die fiir nanoskalige Analysen notwendigen Optimierungen der Fluo-
reszenzmarkierungen vorgestellt. Dazu gehort zuvorderst die Vermeidung von
genomstrukturverandernden Préparationsschritten. Kapitel 5 stellt Algorithmen



und Methoden, die zur quantitativen Analyse der nanoskaligen Genomarchtitek-
tur verwendet, verbessert und neu entwickelt wurden, vor. Auswertesysteme, wie
Cluster-, Dichte- und Distanzanalysen werden im Hinblick auf ihre Starken und
Schwéchen untersucht. Filterungs- und Normierungsverfahren wurden entwickelt,
um nicht vermeidbare Inhomogenitaten der Fluoreszenz auszugleichen, und ein
gianzlich neuer Ansatz zur Analyse von hochaufgelosten Daten mit Hilfe von
persistenter Topologie wurde etabliert. Kapitel 6 beschreibt eine entwickelte
automatisierte Auswertetoolbox, die Werkzeuge zur Filterung, Normierung, Be-
wertung, Strukturierung und Analyse von Daten zur Verfiigung stellt. Kapitel 7
widmet sich den gewonnenen Resultaten zur Analyse der Genomarchitektur
und ihrer Veranderung nach Exposition mit ionisierender Strahlung. Es konnte
gezeigt werden, dass der Anteil an verpacktem Heterochromatin sich nach Be-
strahlung &dndert. Die Rolle von Alu-DNA-Abschnitten und Heterochromatin
bei der Genomstrukturierung wurde untersucht. Die lokalisationsmikroskopische
Untersuchung von DNA-Reparaturzentren zeigt neue Ergebnisse im Hinblick
auf das Verhéltnis der Reparaturzentren und Heterochromatin. Dariiber hin-
aus wird gezeigt, dass die Struktur dieser Reparaturzentren durch die Nahe zu
Heterochromatin verandert wird.

Die im Rahmen dieser Arbeit geleistete Pionierarbeit erweitert die Anwendun-
gen der hochauflésenden Lokalisationsmikroskopie fiir die Strahlenbiophysik. Sie
zeigt aber auch allgemein, welches Potential in der Kombination aus Lokalisati-
onsmikroskopie, optimierter Praparation und quantitativer Analyse fiir vielfaltige
Untersuchungen nanoskaliger Strukturen und molekularer Organisationen steckt.






KAPITEL 2

Grundlagen

2.1 Mikroskopie

Die Erforschung der Genomarchitektur — des molekularen Aufbaus und der
nanoskaligen Strukturierung der Desoxyribonukleinsdure (DNA, engl. deoxyribo-
nucleic acid) im Zellkern — und ihrer Reaktion auf DNA-Schéden ist ein zentrales
Thema gegenwartiger strahlenbiophysikalischer Forschung. Mit Hilfe von kon-
ventionellen biologischen Methoden konnten grofle Fortschritte hinsichtlich der
epigenetischen Fragen und der involvierten Proteine gemacht werden. Methoden
der konventionellen Licht-/Fluoreszenzmikroskopie haben ein umfassendes Bild
iiber Aufbau und Funktion von Zellen geliefert. Will man jedoch auf die Analyse
von supramolekularen Strukturen von Genomen im Zellkern ganz im Sinne des
Schrodinger’schen aperiodischen Kristalls eingehen, sind Auflésungen von ca.
10nm noétig. Dies ist mit konventioneller Mikroskopie nicht mehr erreichbar.
Dafiir sind Nanoskopieverfahren nétig, die das klassische Auflosungslimit der
Beugung tiberwinden. Eine solche Methode, die den Charme besitzt, mittels
etablierter optischer Komponenten und prinzipiell etablierter biologischer Prépa-
rationsverfahren dieses Ziel zu erreichen, ist die Lokalisationsmikroskopie, die
im Folgenden beschrieben werden soll.

2.1.1 Geometrische Optik

Die geometrische Optik betrachtet Strahlbiindel elektromagnetischer Wellen
(z. B. Licht) und wie diese durch optische Elemente (z. B. Linsen) auf ihrem Weg
beeinflusst werden (siche dazu Abbildung 2.1). Diese Betrachtung ist aber nur
innerhalb bestimmter Randbedingungen richtig. Wenn die Grofe der betrachteten
Objekte und die Wellenldnge des Lichtes in der gleichen Gréflenordnung liegen,
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Abbildung 2.1: Abbildung einer punktférmigen Lichtquelle geméfl der geometri-
schen Optik. Nach diesem Modell wird jede Punktquelle auch wieder als Punkt
auf dem Bild dargestellt. (¢g: Abstand der Lichtquelle von der Linse. f: Brennweite
der Linse. b: Abstand des Bildes von der Linse).

dann liefert die geometrische Optik keine ausreichenden Beschreibungen der
Phanomene mehr, da Beugung nicht mehr vernachlissigt werden kann [8].

2.1.2 Beugung

Hochauflésende Mikroskopie bewegt sich in Groéflenordnungen, in denen die
geometrische Optik kein ausreichendes Modell mehr darstellt, da die Auflosungs-
grenze durch die Beugungseffekte begrenzt wird. Zur Vereinfachung wird hier
zunéchst das Bild einer Linse, die eine punktférmige Lichtquelle auf einem Schirm
abbildet, betrachtet (siehe Abbildung 2.1).

Nach dem huygens-fresnelschen Prinzip [9] ist jeder Punkt, der von einer
Wellenfront erreicht wird, Ausgangspunkt einer neuen kugelférmigen Elementar-
welle, die miteinander interferieren. Das Bild einer punktférmigen Quelle wére
somit entgegen der Voraussage der geometrischen Optik kein Punkt, sondern
stellt das Beugungsbild der Linse dar. Fiir einen einzelnen infinitesimalen Punkt
nennt man die auf dem Schirm dargestellte Abbildung die Punktbildfunktion
(PSF, engl. Point Spread Funktion). Die Intensitétsverteilung des Bildes fiir eine
punktformige Quelle abgebildet durch eine Linse kann somit wie folgt dargestellt
werden [10] (siehe dazu auch Abbildung 2.2):

I(r) = I, {W] (2.1)

2mar

Af
in lateraler Richtung mit J;: Besselfunktion erster Ordnung. A: Wellenlénge des
Lichtes. f: Brennweite der Linse. NA ~ n% r: Abstand vom Zentrum der PSF
in der Abbildungsebene. a: Radius der Linse.
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m2at [sin(%) 2
100 = 5o [
in axialer Richtung, wobei u = %’Ta?(% — 1), z: Abstand der Linse zur Bildebene.

Ein System aus Punktquellen wird nicht als Punkte abgebildet, sondern durch
ein System aus PSFs, die sich iiberlagern und somit ein verschmiertes Bild des
urspriinglichen Systems aus Punktquellen zeigen (siehe dazu auch Abbildung 2.2).

2.1.3 Auflosungslimit

In der Mikroskopie versteht man unter Auflésung den kleinsten Abstand, den
zwei Strukturen voneinander haben miissen, um noch unterschieden werden zu
konnen. Neben technischen Einschrinkungen der Auflésung (z. B. niederquali-
tative Linsen) existiert, wie oben beschrieben, eine Begrenzung der Auflosung
durch die Beugung. Wenn zwei PSF sich zu stark iiberlagern, dann kénnen sie
nicht mehr unterschieden werden. Welchen minimalen Abstand miissen demnach
zwei Punktquellen haben, damit sie noch aufgelost werden kénnen?

Dies wurde durch Ernst Abbe im Jahre 1873 untersucht [3]. Er beleuchtete
senkrecht Strichgitter und stellte fest, dass das Mikroskopobjektiv neben dem
Hauptmaximum des Beugungsmusters mindestens das erste Nebenmaximum
(siehe dazu auch Abbildung 2.2, da dargestellt fiir Punktquellen) auffangen
muss, damit die beiden Striche noch unterschieden werden konnen und nicht
als ein Strich dargestellt werden. Demnach ist fiir die maximale Auflésung der
Offnungswinkel des Mikroskopobjektivs bedeutsam, was wiederum aufgrund der
Brechung an den Grenzflachen auch vom Brechungsindex des Materials zwischen
Objektiv und Probe abhingig ist (siche Abbildung 2.3). Abbe hat dazu den
Begriftf der numerischen Apertur eingefiihrt, der definiert ist als:

NA =n-sin(a)

a: halber Offnungswinkel des Objektivs, n: Brechungsindex zwischen Objektiv
und Probe.

Da die PSF auflerdem von der Wellenlénge des Lichtes A abhéngig ist, ergibt
sich fiir den minimalen Abstand D zweier Linien, die noch aufgelost werden
koénnen:

A
D=0,5 —
" NA
Fir maximale Auflésung muss demnach die numerische Apertur entsprechend
groff sein und die Wellenlénge des verwendeten Lichts moglichst klein sein. Fallt
das Licht des ersten Nebenmaximums nicht mehr in das Objektiv, so kénnen
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Abbildung 2.2: Abbildung von zwei punktformigen Quellen durch eine Linse. Die

linke Spalte zeigt das Bild der Punktqullen, wie es z. B. von einer Kamera
dargestellt werden wiirde. Wie in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, ist das Bild kein
Punkt, sondern die in Gleichung (2.1) beschriebene PSF. Die rechte Spalte zeigt
die Intensititsverteilung entlang der eingezeichneten gelben Linie. In Blau und
Griin werden die beiden PSFs der Punktquellen dargestellt. In Rot ist zur besseren
Ubersichtlichkeit das erste Minimum der linken PSF markiert. Die schwarze
Linie stellt die Summe der beiden PSFs dar und somit das beim Betrachter
entstehende Bild. A: Abstand der Punktquellen ist deutlich gréfier als der kleinste
noch auflésbare Abstand. B: Abstand der beiden Punktquellen entspricht genau
dem Rayleigh-Kriterium (siche Abschnitt 2.1.3). Die PSFs tiberlagern sich, aber
das Maximum der PSF des einen Punktes liegt im ersten Minimum des zweiten
Punktes und somit sind die beiden PSFs noch unterscheidbar. C: Der Abstand
der beiden Punktquellen ist kleiner als der durch das Rayleigh-Kriterium als
Mindestabstand vorgegebene Abstand, die PSFs iiberlagern sich so stark, dass
sie nicht mehr unterscheidbar sind.
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mit Olimmersion ohne Olimmersion

Objektiv

Fluorophor

Abbildung 2.3: Darstellung eines Objektriagers mit Mikroskopobjektiv. Die linke
Seite zeigt die Wirkung von Olimmersion und zeigt, dass durch Angleichung des
Brechungsindex zwischen Objektiv und Deckglas Brechung verhindert werden
kann und somit Photonen eingefangen werden kénnen, die sonst am Objektiv
vorbeigebrochen worden wéren.

die entsprechenden Linien nicht mehr aufgelost bzw. unterschieden werden.
Abbe betrachtete Linienmuster, die durch eine Lichtquelle angestrahlt wurden.
Moderne Fluoreszenzmikroskopie aber verwendet selbstleuchtende Fluorophore,
sodass sich die GesetzmafBigkeiten dndern. Diese werden durch das Rayleigh-
Kriterium beschrieben. Dieses besagt, dass zwei Punkte dann noch auflésbar
sind, wenn das Maximum des einen Punktes im ersten Minimum des anderen
Punktes liegt (siche Abbildung 2.2). Dabei muss beachtet werden, dass es sich
dabei um Konvention handelt und nicht um ein absolutes Kriterium. Es ergibt
sich fiir den Mindestabstand:
A

D=0,61—
0,61

2.1.4 Fluoreszenzmikroskopie

Bei urspriinglichen Mikroskopieverfahren wurde die Probe beleuchtet und das
durchgelassene bzw. reflektierte Licht wurde aufgefangen. Fluoreszenzmikro-
skopie basiert auf der Verwendung von Farbstoffen, die nach Anregung selbst
leuchten. Spezielle molekularbiologische Verfahren erlauben es, die Farbstoffe an
spezifische Orte in biologischen Strukturen zu bringen (z. B. Immunofluoreszenz-
und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, siche Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4). Da die
mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Strukturen dadurch selbst leuchten, stellt
die Fluoreszenzmikroskopie eine erhebliche Weiterentwicklung dar, ohne die die
moderne biologische Forschung und medizinische Diagnostik nicht vorstellbar
wire. Einerseits kann dies ausgenutzt werden, um zu Uberpriifen, ob ein gesuch-
tes Objekt sich iiberhaupt im Praparat befindet, und andererseits ermdoglicht der
Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen eine erhebliche Kontraststeigerung bei quanti-
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tativen Analysen, da alle nicht markierten Objekte vollstandig separiert werden
konnen. Durch den Einsatz von Filtern und somit der Abbildung von Licht
nur bestimmter Wellenléngen, kénnen markierte Objekte spezifisch voneinander
differenziert werden, deren Unterscheidung sonst nicht moglich ware.

2.1.4.1 Fluoreszenz

Fluoreszierende Molekiile konnen durch Absorption eines Photons der passen-
den Wellenldnge in einen angeregten Zustand tberfithrt werden. Aus diesem
angeregten Zustand kehren die Molekiile in der Regel durch Emission eines
Photons wieder in den Ausgangszustand zuriick. Dem Jablonski-Termschema
(Abbildung 2.4) kann der Vorgang detailliert entnommen werden. Durch Ab-
sorption eines Photons geht das Molekiil in einen angeregten Zustand (S1) iiber
(siehe Abbildung 2.4 A). Die angeregten Molekiile verteilen sich mit einer ge-
wissen Wahrscheinlichkeit auf die unterschiedlichen vibronischen Zustande des
angeregten Zustandes (S1) und gehen in nicht strahlenden Ubergingen in den
tiefsten vibronischen Zustand des angeregten Zustandes (S1) iiber. Von dort
kommt es zum strahlenden Ubergang in den Grundzustand (S0) (siehe Abbil-
dung 2.4 B), meist in einen vibronisch hoher gelegenen Zustand, wobei es erneut
zu nicht strahlenden Ubergdngen in den vibronisch niedrigsten Zustand kommt.
Die vibronischen Ubergange fithren dazu, dass die emittierten Photonen weniger
energiereich sind (d. h. eine grofere Wellenlénge haben) als die Absorbierten.
Diese Verdnderung der Wellenldnge wird als Stokes-Shift bezeichnet und erlaubt
die Unterscheidung von Anregungs- und Emissionsphotonen. Durch Einsatz von
Filtern kann daher erreicht werden, dass nur das Emissionslicht abgebildet wird
(sieche dazu auch Abbildung 2.5).

2.1.4.2 Weitere Fluoreszenzphanomene - reversibles Photobleichen

Neben den oben beschriebenen Ubergéngen, die sehr schnell ablaufen (ca. 107155
fiir die Absorption und 107 s fiir die Emission) sind auch langlebigere Zusténde
moglich [11]. Dies kann u. a. beim Intersystem Crossing (ISC) vorkommen,
bei dem ein elektronischer Anregungszustand in einen anderen mit anderer
Multiplizitat strahlungslos tbergeht [12, 13]. Z. B. kann der kurzlebige S1-
Zustand in den langlebigeren T1-Zustand (ca. 1073s) iibergehen, der seinerseits
strahlungslos in den SO-Grundzustand iibergeht (siehe Abbildung 2.4 D). Dies
ist ein bei vielen Fluorophoren beobachtetes Phanomen und fithrt zu einem
Effekt, der sich reversibles Photobleichen nennt, da die Fluorophore nur fiir einen
kurzen Zeitraum in einen Dunkelzustand iibergehen. Die Lebensdauer dieses
Dunkelzustandes ist allerdings zu kurz, um das sogenannte ,,Blinkverhalten“ der
Fluorophore zu erklaren. [14, 15, 16, 17, 18]. Wie diese weiteren Dunkelzustéande
(siche Abbildung 2.4 D1) zustande kommen, ist bisher nicht fiir alle Fluorophore
vollig verstanden und koénnte je nach Fluorophor durch unterschiedliche Effekte
begriindet sein [19)].
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angeregter
Singulettzustand
=10"s

< angeregte
- Triplettzustand
S1 =1 073 S
E langlebiger
Dunkelzustand
m 1=102-10’s

D1

SO

—
Anregung strahlend nicht strahlend

Y
Y

Abbildung 2.4: Jablonski-Diagramm eines Fluorophores. Die Absorption eines Pho-
tons und der Ubergang vom Zustand SO zum Zustand S1 (A) mit anschlieBender
Riickkehr in den SO-Zustand unter Aussendung eines Photons (B) sind die
Uberginge mit der groten Wahrscheinlichkeit. In einem Bruchteil der Fille
kann es zum sogenannten Intersystemcrossing kommen und zu einem nicht-
strahlenden Ubergang vom S1-Zustand in den T1-Zustand (C). Von dort ist
die nicht-strahlende Riickkehr in den SO-Zustand (D) moglich. Unter speziellen
Bedingungen kann der hier als D1 bezeichnete Zustand erreicht werden (E). Die-
se langlebigen Zustéinde haben bei den einzelnen Fluorophoren unerschiedliche
Ursachen und treten unter unterschiedlichen Bedingungen auf.
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In [18] wird beschrieben, dass die lingerlebigen Dunkelzustiande aus der Ent-
stehung geladener Radikale resultieren. Dies konnte gezeigt werden, indem den
Fluorophoren Reduktionsmittel, Oxidationsmittel und Mittel, die Reduktions-
und Oxidationsmittel (ROXS-Mittel) gleichermafien sind, zugegeben wurden.
Die ersten beiden Versuche zeigten Blinkverhalten, wobei aufgrund der Zeitkon-
stanten des Blinkens der Ubergang iiber den T1-Zustand nicht als Erklarung
ausreichte. Beim dritten Experiment war kein Blinken zu beobachten, da die ge-
ladenen Radikalen, auf denen die langlebigeren Zusténde basieren, sofort wieder
oxidiert oder reduziert wurden, anschlieend in den Grundzustand S0 iibergingen
und damit wieder fiir eine Anregung in den Zustand S1 zur Verfiigung standen.
Von diesem kénnen sie dann strahlend in den SO Zustand iibergehen. Durch
Anwesenheit des ROXS-Mittels konnen die Radikale nicht lang genug existieren,
um fiir ein reversibles Photobleichen der notigen Dauer zur Verfiigung zu stehen.
Es kann daher auch kein Blinken beobachtet werden. Dieser Mechanismus konnte
eine Reihe von langlebigeren Zustdanden erklaren.

In [20] werden die langlebigen Dunkelzustiande des griin fluoreszierenden Pro-
teins (GFP, engl. Green fluorescent protein) beschrieben. Diese entstehen durch
den Wechsel eines Teil des Protein von der cis- in die trans-Anordnung. Dieser
Ansatz lasst sich auf viele weitere Fluoreszenzproteine tibertragen, wobei aller-
dings noch nicht vollig verstanden ist, welche Anordnungen zu einem ,reversibel
gebleichten® Zustand fithren kénnen.

2.1.4.3 Konventionelle Fluoreszenzmikroskopie

Bei der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie wird der Stokes-Shift verwen-
det, um das emittierte Licht vom Anregungslicht zu unterscheiden (siehe dazu
Abbildung 2.5). Im einfachsten Fall wird die gesamte Probe mit Licht der ent-
sprechenden Wellenldnge beleuchtet, wobei alle Fluorophore innerhalb der Probe
angeregt werden. Geméafl den genannten Auflosungskriterien (siche dazu Ab-
schnitt 2.1.3) ist eine Erhohung der Auflésung durch Erh6hung der numerischen
Apertur oder Verringerung der Wellenldnge moglich. Die Verwendung von belie-
big kurzwelligem Licht ist aufgrund technischer Einschrankungen nicht moglich.
Ultraviolettes Licht (Wellenldnge kleiner als 400 nm) wird von Glas absorbiert,
das fiir die Herstellung von Objektiven verwendet wird, bedarf daher spezieller
Linsen. Fiir noch niedrigere Wellenlédngen (bis hin zu Rontgen) nimmt die Pro-
blematik der Linsen weiter zu, da fiir Sammellinsen in diesem Frequenzbereich
bisher keine geeigneten Materialien verfiighar sind. Es werden daher sogenannte
Zonenplatten verwendet, die anstatt auf Brechung, auf Beugung und Interferenz
basieren.

Noch deutlich kiirzere Wellenlangen konnen mit Elektronenmikroskopen er-
reicht werden. Allerdings sind fiir die Elektronenmikroskopie komplizierte und
invasive Praparationsmethoden notig. Z. B. sind als Farbstoffe nur Metalle ge-
eignet. Aulerdem koénnen nur die Oberflichen der Proben analysiert werden
[22].

12
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Abbildung 2.5: Anregungs- und Emissionsspektrum von zwei haufig eingesetzten
Fluorophoren (Alexa 488 und Alexa 568). Die Emissionswellenlénge ist jeweils
um einige Nanometer rotverschoben verglichen mit der Anregungswellenldnge
(Stokeshift). Mit Hilfe von Filtern kann einerseits das Anregungs- vom Emissions-
licht unterschieden werden, aber andererseits kann auch zwischen der Emission
unterschiedlicher Fluorophore unterschieden werden. (Abbildung aus [21]).

Durch Verringerung der Wellenlénge lésst sich also der gewiinschte Effekt der
Auflésungsverbesserung nicht erreichen und auflerdem bietet Lichtmikroskopie
neben einer Sichtkontrolle durch den Experimentator den Vorteil etablierter
Verfahren, sodass eine Vielzahl von Sonden zur Markierung zahlreicher un-
terschiedlicher Strukturen verfiigbar sind. Des Weiteren ist der Einfluss der
Praparationsmethoden auf die zu untersuchenden Strukturen im Vergleich mit
den anderen Techniken minimal.

Eine Erhohung der numerischen Apertur kann durch spezielle Objektive und
Immersionsole erreicht werden. Bei diesen Objektiven wird der Leerraum zwi-
schen Objektiv und Deckglas durch Ol gefiillt (siche dazu auch Abbildung 2.3).
Wenn der Brechungsindex des Objektivs, des Ols und des Deckglases iiberein-
stimmen, kann Brechung verhindert werden und somit mehr Licht vom Objektiv
aufgefangen werden. Der Brechungsindex von Luft betragt ca. 1, wahrend Glas
einen Brechungsindex von ca. 1,5 aufweist. Somit kann durch geeignete Im-
mersionsole eine Auflosungssteigerung von ca. 50 % erreicht werden. Medien
mit einem noch hoheren Brechungsindex sind zwar bekannt, allerdings miissen
auch entsprechende Objektive, Deckglaser, Objektrager und Einbettmedien zur
Verfiigung stehen und selbstverstandlich muss auch der Brechungsindex der
Probe dementsprechend sein. Die Lichtmikroskopie mit Olimmersion und einem
Brechungsindex von ca. 1,5 stellt damit das derzeitige Optimum der Auflésung
fiir konventionelle Mikroskopie und einen guten noch tolerierbaren Kompro-
miss zu den optischen Eigenschaften eines biologischen Préparats dar. Damit
konnen unter idealen Bedingungen Strukturen unterschieden werden, dessen
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minimaler Abstand 200 nm nicht unterschreitet. Im Folgenden wird mit konven-
tioneller Mikroskopie jene Mikroskopie bezeichnet, die bei diesem Abstand ihre
Auflésungsgrenze hat.

2.1.4.4 Hochauflosende Mikroskopie

In den letzten Jahren wurden einige Methoden (z. B. Stimulated Emission De-
pletion (STED)-Microscopy [23, 24], Scanning Near-field Optical Microscopy
(SNOM) [25], 4Pi-Microscopy [4], Total Internal Reflection Fluorescence Micros-
copy (TIRF) [26], Structured Illumination Microscopy(SIM) [27]) entwickelt, die
trotz Auflosungsgrenze Strukturen optisch unterscheiden kénnen, deren Abstand
kleiner als 200 nm ist [28]. Diese Verfahren werden als Nanoskopie oder hochauf-
losende Mikroskopie bezeichnet. Das vielleicht bekannteste Verfahren dieser Art
ist die STED-Mikroskopie. Dabei handelt es sich um ist ein rasterndes Mikro-
skopieverfahren, d. h. nicht die gesamte Probe wird beleuchtet, sondern jeweils
nur kleine Ausschnitte. Ziel ist es, einen moglichst kleinen Bereich zu beleuchten
bzw. Fluoreszenz nur aus einem moglichst kleinen Bereich einzufangen.

STED-Mikroskopie nutzt eine spezielle Eigenschaft von bestimmten Fluoropho-
ren. Wenn Fluorophore mit Licht ihrer Anregungswellenlénge A4 beleuchtet wer-
den, dann kommt es zu spontaner Emission (siche dazu auch Abschnitt 2.1.4.1).
Werden sie aber zusatzlich mit Licht ihrer Emissionswellenlénge Ag bestrahlt, so
kann die spontane Emission unterdriickt werden und es kommt zu stimulierter
Emission. Somit ist die Unterdriickung der spontanen Emission in einem be-
stimmten Bereich A einer Probe moglich, indem die gesamte Probe mit Licht
der Wellenlénge A4 und zusétzlich der Bereich A mit Licht der Wellenlange \g
bestrahlt wird.

Wenn nun ein kreisférmiger Bereich der Probe mit einem Laser der Wellenlange
A4 bestrahlt wird und ein zweiter Laser Ag mit einer kreisringférmigen Ausleuch-
tung die spontane Emission in diesem Kreisring unterbindet, so kann der Bereich,
in dem noch spontane Emission stattfindet, kleiner gemacht werden, als dies
aufgrund der Beugung fiir die Fokussierung mit Linsen eines Laserstrahls moglich
ware. Da nur ein sehr kleiner Ausschnitt des Praparats beleuchtet wird, verbessert
dieses Verfahren die Auflésung und es ergibt sich fiir den Minimalabstand zweier
auflosbarer Fluorophore:

VR

B 2mn - sin(a) - /1 + Islat

I: Intensitat. [, Intensitat bei der die Wahrscheinlichkeit auf spontane Emission
auf é gefallen ist. (Weitere Angaben zum minimal auflésbaren Abstand zweier
Fluorophore siche Abschnitt 2.1.3).

Die Auflsung bei STED liegt bei einigen zehn Nanometern [29] und ist somit
erheblich niedriger als bei konventioneller Mikroskopie. Allerdings bedarf diese
Mikroskopie viel Geschick bei der Modifikation der Optik und funktioniert nur
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mit wenigen Fluoreszenzfarbstoffen. Die im folgenden Abschnitt 2.1.5 vorgestellte
Lokalisationsmikroskopie in der Variante Spectral Precision Distance Micros-
copy/Spectral Position Determination Microscopy (SPDM) [30] ist technisch
weniger aufwendig und funktioniert mit zahlreichen Fluoreszenzfarbstoffen.

2.1.5 Lokalisationsmikroskopie

Lokalisationsmikroskopie kann die Positionen von einzelnen Fluorophoren mit
einer Genauigkeit von ca. 10nm bestimmen [31] und erdffnet neue Moglichkeiten
der Analyse [32]. Dabei wird nicht die Auflésung des Mikroskops verbessert, wohl
aber ergeben sich durch die verschiedenen lokalisationsmikroskopischen Anséatze
Moglichkeiten, die Position des Fluorophores mit erheblich erhohter Genauigkeit
zu bestimmen, als das Abbe-Limit (ca. 200 nm) vermuten lassen wiirden.
Abbildung 2.6 zeigt die Vorteile im Vergleich zu konventioneller Mikroskopie.
Um diese Genauigkeit zu erreichen, miissen Fluorophore voneinander separiert
werden, deren PSFs (sieche Abschnitt 2.1.2) sich deutlich tiberlagern und deren
Positionen bestimmt werden. Eine solche Positionsbestimmung kann deutlich ge-
nauer sein, als die optische Auflosung, die das System zulassen wiirde, wie bereits
in [33] gezeigt. In Abschnitt 2.1.3 wird beschrieben, dass die Separierung von
zwei PSFs, die sich iiber das erste Nebenmaximum hinaus iiberlagern, aufgrund
der Beugung nicht moglich ist. Dieses Problem kann nur iiberwunden werden,
wenn in einem auflosungsbeschréankten Bereich stets immer nur ein Fluorophor
fluoreszent ist, dann kann aus der PSF dieses Fluorophores, die sich dann mit
keiner anderen PSF tberlagert, die Position des Fluorophors berechnet werden.
Dies kann erreicht werden entweder durch photoschaltbare bzw. photoaktivier-
bare Flourophore oder durch die Ausnutzung von langlebigen Dunkelzusténden,
die bei bestimmten Fluorophoren (siche dazu auch Abschnitt 2.1.4.2) auftreten.

2.1.5.1 Funktionsprinzip

Es existieren Fluorophore, die zunachst Licht einer bestimmten Wellenlange A,
benotigen, um ,eingeschaltet” zu werden und erst anschliefend durch Licht einer
Wellenldnge A # A, angeregt werden konnen [34]. D. h. trotz Bestrahlung
mit der dem Fluorophore entsprechenden Anregungswellenldange A bleiben die
Fluorophore dunkel. Durch Zuschalten von Licht der Wellenlange A.;, werden
Fluorophore fluoreszent, wobei die Anzahl der pro Zeit ,eingeschalteten* Fluo-
rophore stochastisch ist, aber gleichzeitig mit der Intensitat des Lasers g,
korreliert. Bei passender Einstellung des Laser \.;, sind stets nur eine begrenzte
Anzahl von Fluorophoren fluoreszent und ihr Abstand grofler als das Auflosungs-
limit. Eine Aufnahme iiber einen bestimmten Zeitraum ermoglicht dann, die
einzelnen leuchtenden Fluorophore aufzuzeichnen und ihre Postionen aus den
PSFs zu berechnen (siehe dazu auch Abbildung 2.7).

Andere Methoden (z. B. SPDM) verwenden eine Eigenschaft zahlreicher Fluo-
rophore, die unter Abschnitt 2.1.4.2 beschrieben wurde. Das Auftreten langlebiger
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Abbildung 2.6: Darstellung einer Heterochromatin-Markierung in einem Zellkern
(siehe Abschnitt 2.2). A: Konventionelle Mikroskopie. B: Lokalisationsmikrosko-
pische Aufnahmen mit Gauflfilterung. C: Lokalisationsmikroskopische Aufnahme
bei maximal erreichter Auflésung.
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Dunkelzustiande kann ausgenutzt werden, um die notige Unterscheidung von
Fluorophoren innerhalb der Auflésungsgrenze zu erreichen. Bei der richtigen
Laserintensitét (typischerweise einige kW /cm?) kénnen Fluorophore in einen
langlebigen Dunkelzustand {ibergehen. Da dieser Ubergang mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit und diese (bis zu gewissen Grenzen) durch die Laserintensitét
steuerbar ist, kann dieser Vorgang ausgenutzt werden, damit in einem auflosungs-
beschrankten Bereich stets nur ein Fluorophor fluoreszent ist. Erneut muss das
,Aufblinken“ der Fluorophore iiber einen bestimmten Zeitraum aufgezeichnet
werden, um anschlieSend die exakten Positionen der Fluorophore zu bestimmen
(siehe dazu auch Abbildung 2.7). Der offensichtliche Vorteil dieser Methode im
Vergleich zu den schaltbaren Fluorophoren ist, dass nur ein Laser benotigt wird
und in der Regel viele gewohnlich verwendete Fluorophore mit dieser Methode
funktionieren, sodass viele gangige und funktionierende Préparationen verwendet
werden kénnen. SPDM hat verglichen mit STED (siche Abschnitt 2.1.4.4) einige
Vorteile, da sie Genauigkeiten im Bereich von 10 nm erreicht, keine speziellen
Fluorophore nétig sind und durch den Einsatz nur eines Lasers der technische
Aufwand fiir den Betrieb eines solchen Mikroskops begrenzt ist.

2.1.5.2 Punktlokalisation

Die Rohdaten liegen nach der Mikroskopie in Form eines Bilderstapels (siehe
Abbildung 2.7 B) vor. In jedem Bild des Bilderstapels sind nur Punkte sicht-
bar, deren Abstand grofler als das Abbe-Limit ist (siehe Abbildung 2.7 C). Die
Aufnahme des Bilderstapels passiert mit Hilfe von Kameras, bei denen jedem
Pixel der Kamera ein bestimmter Teil des Objekts entspricht. Dadurch entspricht
jedem Pixel auch eine bestimmte Grofie des Objekts (Pixelgrofe), die auf ihm
abgebildet wird. Typische Werte bei Lokalisationsmikroskopen liegen im Bereich
von ca. 80nm pro Pixel. Jeder einzelne Punkt wird (wie in Abschnitt 2.1.2
beschrieben) nicht als Punkt dargestellt, sondern als PSF, deren Zentrum nun
bestimmt werden kann (siehe Abbildung 2.7 D). Das Zentrum der PSF entspricht
dann der Position des Fluorophores, womit eine viel hohere Préazision erreicht
werden kann, als das urspriingliche Signal des Mikroskops zulassen wiirde [36].
Die Genauigkeit der Positionsbestimmung ist auch erheblich kleiner als die Pixel-
grofle der Mikroskopkamera. Die Ungenauigkeit der Position des Fluorophores
héngt damit nur noch von der Positionsbestimmungsungenauigkeit Ax (= Loka-
lisationsungenauigkeit) ab, die ihrerseits in erheblichem Mafl von der Anzahl der
detektierten Photonen abhéngt [37](alle folgenden Betrachtungen werden zur
besseren Ubersichtlichkeit fiir den eindimensionalen Fall durchgefiihrt):

82

<(A$)2> =5

s ist die Standardabweichung der PSF (z. B. angenéhert durch eine Gaufifunktion)
und N die Anzahl der gemessenen Photonen.
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Abbildung 2.7: Funktionsprinzip von Lokalisationsmikroskopie. A: Die zu unter-
suchende Probe wird mit den entsprechenden Lasern bestrahlt. B: In festen
Zeitabstanden (typsicherweise ~ 100 ms werden Bilder aufgenommen und zu
einem Bilderstapel zusammengefiigt. C: Wurden die Einstellungen der Laser
entsprechend der Probe gewéhlt, dann sind auf jedem Bild des Bilderstapels im
Mittel nur Fluorophore fluoreszent, deren Abstand grofler als die Auflésungs-
grenze des Mikroskops ist (d. h. die PSFs sind deutlich unterscheidbar, wie in
2.2 A dargestellt). D: Gemé$ dem in Abschnitt 2.1.5.2 beschriebenen Verfahren
kann dann aus der PSF die exakte Position des Fluorophores bestimmt werden
(Abbildung aus [35]).
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Hinzu kommen aber weitere Ungenauigkeiten durch die endliche Gréfe a der
Pixel der Kamera, da zwar gemessen wird, welcher Pixel der Kamera das Photon
aufgenommen hat, aber die Position des Photons innerhalb des Pixels nicht mehr
messbar ist. Dies fithrt zu

52 + o
Az)?) = 12 2.2
(aay) =" (2
mit der Pixelgrofie a.

Berticksichtigt werden muss auch das Hintergrundrauschen, das aus Photonen
resultiert, die nicht von dem zu untersuchenden Fluorophor stammen. Zur
Berechnung des erwarteten Einfluss des Hintergrundrauschen kann vom Kriterium
fir die Funktions-Anpassung nach dem Least-Square-Verfahren ausgegangen
werden.

2=y s Nl (23)

wobei x die Position des Fluorophores ist, ¢ die Position des Pixels angibt, N;
die erwartete Anzahl der gemessenen Photonen und y; die tatsidchliche Anzahl
Photonen darstellt. o; ist die erwartete Abweichung der Photonenzahl, wobei
gilt:

0-1'2 = NZ + b2
mit dem Hintergrundrauschen b.
Fiir dx?/dx = 0 ergibt sich aus (2.3):

(A0 = <y (2.4)
> N;*/o;

mit der Ableitung von V; an der Position des Fluorophors N].

Wenn angenommen wird, dass fiir N; gilt:

N 6_i2/252
\/2TSs

und dies (2.4) eingesetzt wird, dann ergibt sich fiir die erwartete Lokalisations-
ungenauigkeit durch Hintergrundrauschen:

o AT
((a0)?) = =57

Zusammengenommen mit Gleichung (2.2) ergibt sich:

N; =

2+ 9T 4 /7
R R &
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Die genauen Herleitungen und weitere Betrachtungen zum Einfluss der Photo-
nenzahl auf die Lokalisationsungenauigkeit finden sich in [37]. Eine detaillierte
Beschreibung des verwendeten Computeralgorithmus zur Punkterkennung findet
sich in Abschnitt 3.2.3.

2.2 Biologische Grundlagen
2.2.1 Zellkern

Die Zelle ist in der Lage Nahrstoffe aufzunehmen, die darin gebundene Energie
fiir sich nutzbar zu machen, Abfallprodukte auszuscheiden und sie kann auf
auflere Reize reagieren. Je nach Zelltyp ist es ihr moglich, sich zu bewegen, sich
durch Zellteilung zu vermehren, Gewebe zu bilden usf. Da die Substrukturen der
Zelle allein nicht mehr tiber diese Féahigkeiten verfiigen, wird die Zelle héufig als
die kleinste Einheit alles Lebens bezeichnet. Zellen lassen sich in verschiedene
Klassen einteilen, in die prokaryotischen und eukaryotischen Zellen. Zu den
prokaryotischen zahlen z. B. die Bakterien, zu den eukaryotischen die tierischen
Zellen. Der wichtigste Unterschied zwischen diesen beiden Zelltypen ist die
Existenz einen Zellkerns in eukaryotischen Zellen. Die eukaryotischen Zellen
ihrerseits konnen wiederum in pflanzliche, tierische und Pilz-Zellen eingeteilt
werden. Die Zelle ist aufgebaut aus verschiedenen abgegrenzten Strukturen und
Komponenten, den Zellorganellen. Fiir diese Arbeit, die sich mit der Struktu-
rierung der DNA befasst, ist daher das Organell , Zellkern“ relevant, da dieser
die DNA enthélt. Der Zellkern wird durch seine Kernmembran von den anderen
Zellorganellen abgegrenzt.

2.2.2 Zellzyklus

Die meisten eukaryotischen Zellen sind in der Lage, sich zu teilen, um abgestorbe-
ne Zellen zu ersetzen. Dabei muss jeweils die ganze Erbinformation weitergegeben
werden. Die Verdoppelung der Chromosomen ist damit ein zentraler Bestandteil
der Zellteilung und passiert in der Interphase des Zellzyklus, der die untenste-
henden Phasen G1, S und G2 umfasst.

o GO: In dieser Phase befindet sich die Zelle, wenn sie sich nicht teilt und
auch nicht in Vorbereitung einer Zellteilung ist.

o G1: Die Vorbereitung der Zellteilung beginnt mit der G1-Phase. Die Zelle
wéchst in dieser Phase und erhoht den Anteil an bestimmten Zellorganellen
und Proteinen

e S: In der S-Phase werden die Chromosomen verdoppelt, sodass bei der
anstehenden Zellteilung jede neue Zelle einen vollstédndigen Satz Chromo-
somen erhalt.
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e (G2: Nach Abschluss der Verdoppelung der Chromosomen geht die Zelle in
die G2-Phase iiber und wird in dieser weiter wachsen sowie Proteine fiir
die anstehende Zellteilung synthetisieren.

o M: In der M-Phase kommt es zur eigentlichen Zellteilung. Die Zellkernmem-
bran wird aufgelost und die Chromosomen werden auf die zwei neuen Zellen
aufgeteilt. Anschliefend befindet sich die Zelle wieder in der GO-Phase
oder der G1-Phase (z.B. bei wachsenden Organen oder Tumoren).

2.2.3 Genomstruktur

Mit der Charakterisierung der Desoxyribonukleinsaure im Jahr 1953 durch Wat-
son und Crick [38] (Nobelpreis im Jahr 1962) endete die Frihphase der Genetik
und die molekulare Genetik begann. Seitdem wurden zahllose Erkenntnisse iiber
den Zellkern, seinen molekularen Aufbau und seine molekularbiologische Funk-
tion gewonnen. Dagegen steht die Erforschung der Genomarchitektur und wie
diese durch die Zelle gemafl den anstehenden Aufgaben gesteuert wird noch am
Beginn.

2.2.3.1 Verpackung der DNA im Zellkern

Die DNA ist ein in allen Lebewesen vorkommendes Biomolekiil, das die Erbinfor-
mationen enthdlt und in der Regel als Doppelhelix vorliegt (siehe Abbildung 2.8).
Seit der Entdeckung der DNA und ihrer Entschliisselung ist viel in diesem Be-
reich geforscht worden und iiber die Organisation von Genen und den Aufbau
der DNA herausgefunden worden. Die Genome konnten kategorisiert werden
(u. a. Eukaryonten-, Prokaryonten-, Virus-Genome). Die Erforschung der DNA-
Verpackung hat die Erstellung von Modellen ermoglicht, wie die DNA-Molekiile
trotz ihrer Lange im Zellkern untergebracht werden kénnen [40]. Die ersten
elektronenmikroskopischen Aufnahmen deuteten an, dass die DNA eine Art Per-
lenkette bildet (siche Abbildung 2.9), deren Einheiten die Nukleosomen darstellen.
Dabei ist die DNA um Histonoktamere gewickelt, die aus acht Histonproteinen
bestehen. Die zur Bildung notwendigen Histonproteine tragen die Namen H2A,
H2B, H3 und H4, wobei jedes jeweils doppelt zur Bildung eines Histonoktamers
verwendet wird. Der molekulare Aufbau der Histonoktamere kann als fassihnlich
bzeichnet werden. Um diese Proteinkomplexe ist die DNA zweimal gewunden ist
[43] (siehe Abbildung 2.10).

Diese zwei Windungen umfassen 140-150 Basenpaare DNA | zusétzlich wird fiir
die Verbindung zweier Histonoktamere ein Stiick DNA (Linker-DNA) benoétigt,
das 20-60 Basenpaare lang ist. Somit werden pro Histonoktamer ca. 160-210
Basenpaare DNA gebunden (sieche Abbildung 2.10). Dieser Komplex wird als
Nukleosom bezeichnet [44]. Fiir eine moglichst hohe Dichte der Histonoktamere
sorgen die sogenannten Linker-Histone (Abbildung 2.9), wobei bisher noch nicht
genau erforscht ist, wo und wie die Linker-Histone genau mit dem Nukleosom
verbunden sind [39].
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Basenpaar 4 5'-Ende (l) 3'-Ende
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Abbildung 2.8: Ausschnittes des DNA-Molekiils. Die Erbinformation ist in Form
von Basenpaaren aus Adenin und Thymin oder Guanin und Cytosin gespeichert.
Diese Basenpaaren sind iiber kovalente Bindungen mit dem Zucker-Phosphat-
Geriist verbunden und bilden die DNA-Doppelhelix. In Abschnitt 2.2.3.1 wird
dargestellt, wie dieses DNA-Molekiil im Zellkern strukturiert wird (Abbildung
aus [39]).
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Abbildung 2.9: Darstellung des 10 nm-Filaments. A: Elektronenmikroskopische
Aufnahmen des in unterschiedlichen Dichten auftretenden 10nm-Filaments.
Dargestellt ist DNA, die um die Histone gewickelt ist. Siehe dazu auch Abbil-
dung 2.10. Die unterschiedlichen Dichten des 10 nm-Filaments werden durch
das Linker-Histon H1 bedingt. B zeigt schematisch die Wirkung des Histon H1
(Abbildungen aus [41] und [42]).
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Abbildung 2.10: Nukleosom. A: Darstellung des Histons, das aus den Histonprote-
inen H2A, H2B, H3 und H4 aufgebaut ist. B,C: Darstellung, wie die DNA um
die Histone gewickelt ist und wie viel DNA dabei gebunden wird. Das System
aus Histon und DNA wird als Nukleosom bezeichnet (Abbildungen aus [42]).

Trotz Elektronenmikroskopie konnte bisher nicht eindeutig geklart werden,
wie die weiteren Verpackungsstufen der DNA aussehen. Angenommen wird,
dass aus der Nukleosom-Kette das sogenannte 30 nm-Chromatinfilament gebildet
wird [2] (Abbildung 2.11 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme eines
solchen DNA-Stiicks). In diesem Filament sind die Nukleosomen strukturierter
und dichter angeordnet. Es existieren verschiedene Modelle, die die Anordnung
des 30 nm-Filaments beschreiben.

Weiter wird angenommen, dass das 30 nm-Filament seinerseits gefaltet, um
die groflen DNA Molekiile im Zellkern unterzubringen. Dabei entsteht eine Art
Schleifenanordnung (siche Abbildung 2.12). Dariiber hinaus unterliegt die Nu-
kleosomanordnung standiger Veranderung. Schaden beispielsweise konnen durch
Histonvariationen markiert werden, sodass die entsprechenden Reparaturenzyme
diese erkennen konnen. Da bestimmte Proteine nur mit histonfreier DNA wech-
selwirken konnen, muss selbst die ibergangsweise Auflosung der Nukleosome in
bestimmten Teilen der DNA moglich sein.

Weiterhin kann die Chromatinzuganglichkeit durch Modifikationen der Histon-
schwénze [45, 46] variiert werden. Histonschwénze ragen aus dem Histonoktamer
hervor und kénnen durch Anlagerung bestimmter Molekiilgruppen modifiziert
werden. Diese Modifikationen haben direkten Einfluss auf die Dichte der Ver-
packung und kénnen dariiber hinaus Ankerpunkt fiir weitere sich anlagernde
Proteine sein. Gene, die transkribiert werden, tragen stets bestimmte Histon-
modifikationen (u. a. H3 (tri methyl K4)), wihrend andere Modifikationen
(u. a. H3 (tri methyl K9)) die Transkription eindeutig hemmen [47, 48]. Die
Histonschwanzmodifikationen entfalten ihre Wirkung durch die Verdnderung
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Abbildung 2.11: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines DNA-Stiickes, das als
30nm-Filament angenommen wird. Dabei handelt es sich nach dem 10nm-
Filament um die ndchsthohere Verpackungsstufe der DNA. (Abbildung aus

[2])-

nackte

geriist Sy r
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(@@= _ ( '
w’[‘;’lﬁ% A Y :%
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l 30-nm-Filament ' I 10-nm-Filament ‘ nackte DNA

Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Verpackungsstufen der DNA. (Ab-
bildung aus [42]).
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der Ladungsverteilung im Molekiil und somit verdndert sich auch die Affinitét
des Histons zur DNA. Dartiber hinaus sind die Histonschwénze auch an der Bil-
dung der 30 nm-Filamente beteiligt und somit haben Histonmodifikationen und
die dadurch einhergehenden Ladungsanderungen Einfluss auf die Stabilitat der
30 nm-Filamente [49]. Es ist somit leicht zu sehen, dass die Histonmodifikationen
weitreichenden Einfluss auf die Genomorganisation haben [45] (siche dazu auch
Abbildung 2.13). Insgesamt scheinen Prozesse, die die Zuganglichkeit der DNA

P O B> Histonfaltungsdoméane
H2A -
N C
S KK
1 4 5
H2B
| o o p
j N-terminale N > c

X / > Schwiénze K K S K Y A
/ der Histone 5 12 1415
< H3 -

o ‘ *
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3 101114 1718 23 27 28 36 K
79
»
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Abbildung 2.13: Histonschwanzmodifikationen. A: Jedes Histon hat an seinem N-
Terminal einen sogenannten Histonschwanz, der Bindungsstellen fiir verschiedene
Molekiilgruppen hat. Uber die Histonschwiinze steuert die DNA in erheblichem
Mafe ihre Verpackungsdichte. Werden die Aminoséuren, aus denen die Histone
hergestellt sind, von diesem N-Terminal an gezéhlt, so ergibt sich ein Koordina-
tensystem, mit dem die Histonmodifikationen beschrieben werden koénnen. Z. B.
ist die neunte Aminosdure des Histonschwanz 3 Lysin, welche mit K abgekiirzt
wird, und u. a. methyliert werden kann. In dem Koordinatensystem der Histon-
modifikationen wiirde dies als H3 (mono methyl K9) bezeichnet werden oder
alternativ H3K9mel. B zeigt die Histonschwénze mit den modifizierbaren Ami-
nosduren und den moglichen Modifikationen (P: phosphoryliert. Me: methyliert.
Ac: acetyliert.) (Abbildung aus [42]).

steuern, zu lokal begrenzten Veranderungen der Struktur der Nukleosomen und

der DNA zu fithren [42, 50].

2.2.3.2 Hetero- und Euchromatin

Das Chromatin lasst sich in zwei grole Gruppen einteilen: den Teil der DNA, der
nur wenige Gene enthélt bzw. aus anderen Griinden nur selten fir die Transkri-
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bierung benotigt wird und als Heterochromatin bezeichnet wird [48]. Im Hetero-
chromatin ist die DNA ist maximal kondensiert und liegt als 30 nm-Filament [51]
oder in hoheren Verpackungsordnungen vor [52] (sieche Abschnitt 2.2.3.1). Das
Euchromatin hingegen ist deutlich weniger dicht gepackt (als 10 nm-DNA-Strang
vorliegend [51] (siehe Abschnitt 2.2.3.1)) und genreich. Es wird somit regelméaBig
fir die Transkribierung benétigt [52, 53]. Teile der DNA im Euchromatin liegen
daher auch histonfrei und einzelstréngig vor. Diese basale Einteilung in dicht und
weniger dicht gepacktes Chromatin spielt fiir die funktionale Organisation [54]
des Chromatins eine zentrale Rolle, z. B. fiir die Verhinderung der Transkription
repetitiver Sequenzen und auch die Abgrenzung der einzelnen Chromosomen
zueinander [55, 56].

Heterochromatin kann seinerseits nochmals in konstitutives und fakultatives
Heterochromatin eingeteilt werden. Konstitutives Heterochromatin besteht vor
allem aus repetitiven Sequenzen, deren Transkribierung fiir die Zelle unnoétig ist
bzw. deren Transkribierung der Zelle sogar schaden kann [57]. Durch einen hohen
Verpackungsgrad wird die Erreichbarkeit dieser Chromatinbereiche verhindert
[48]. Wenn bestimmtes Chromatin nur iibergangsweise nicht benotigt wird, so
wird es als fakultatives Heterochromatin bezeichnet. Dies kommt z.B. vor, wenn
bestimmte Gene bei einem bestimmten Zelltyp nicht benétigt werden [48].

Dariiber hinaus unterliegt die Verpackung der DNA sténdigen Wandlungen
und Umstrukturierungen um die Anforderungen der Zelle zu erfiillen, was tiber
den gezielten Einsatz von regulatorischen Proteinen erméglicht wird [58]. Euchro-
matin und Heterochromatin kénnen prinzipiell ineinander iiberfithrt werden,
wenn dies fiir bestimmte Vorgange in der Zelle notwendig ist. Insgesamt muss
auch das dicht gepackte Heterochromatin als als ein dynamisches System ange-
sehen werden, dessen Charakterisierung weit iiber die Einteilung in aktives und
inaktives Chromatin hinausgeht [54, 59].

In heterochromatischen Teilen werden immer bestimmte Histonmodifikationen
(siehe Abschnitt 2.2.3.1) gefunden. Ein héufig benutzter Indikator fir Hete-
rochromatin ist die Histonmodifikation H3 (tri methyl K9) [48, 60, 61]. Dies
besagt, dass der Histonschwanz des Histon 3 (H3) am neunten Lysin (K9) ab
dem N-Terminus des Histons dreifach methyliert (tri methyl) ist (siehe dazu
auch Abbildung 2.13). Bereiche von konstitutivem Heterochromatin tragen stets
die Histonmodifikation H3 (tri methyl K9), wobei sie auch in fakultativem
Heterochromatin angetroffen werden kann [48, 62]. Eine Immunfarbung (siehe
Abschnitt 3.1.4) dieser Histonmodifikation wird im Rahmen dieser Arbeit ver-
wendet, um Heterochromatin mit Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen,
da diese Histonschwanzmodifikations als spezifisch fiir Heterochromatin gilt [63].
Histonmodifikationen sind héufig Ankerpunkte fiir bestimmte Proteine, die das
Chromatin und dessen Dichte modifizieren bzw. ihrerseits wiederum Ankerpunkte
fiir weitere Proteinen sind, die diese Aufgaben tibernehmen. Methylierungen am
neunten Lysin des Histon 3 spielt dabei die zentrale Rolle als Ankerpunkt fir
die Bildung von Heterochromatin [58].
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2.2.3.3 Chromosomenterritorien

Chromosomenterritorien wurden vor ca. 130 Jahren in der Wissenschaft erstmals
erwiahnt [64]. Seitdem wurde ihre Existenz immer wieder kritisch hinterfragt
besonders als die ersten Elektronenmikroskopieexperimente (um 1950) sie nicht
bestatigen konnten [65]. Lasermikrobestrahlungsexperimente (um 1970) haben
dann erneut fir distinkte Chromosomenterritorien gesprochen [65] und endgiiltig
bestétigt werden konnten sie schliellich durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH)-Experimente (um 1980) [66]. Mit Hilfe von FISH, hochauflésender Mi-
kroskopie und Methoden wie Hi-C [67] konnte herausgefunden werden, dass die
einzelnen Chromosomenterritorien ihrerseits wieder in transkriptiv aktive und
inaktive Bereiche eingeteilt werden konnen. Bekannt ist, dass genreiche Regionen
gleichméBig tiber die einzelnen Chromosomenterritorien verteilt sind, wobei ein zu
transkribierendes Gen an den Rand des Chromosomenterritoriums bewegt wird.
Die Zugénglichkeit einzelner Gene wird demnach durch seine Position innerhalb
des Kerns und des Chromosomenterritoriums gesteuert [68, 69]. Der Einfluss
der Histonschwanzmodifikationen und die Rollen zahlreicher Proteine fiir die
Architektur der Chromosomenterritorien sind mittlerweile bekannt [6]. Trotzdem
bleiben diese Fragen und z.B. wie die Dynamik der Chromatindichte reguliert
wird, was die Architektur der Territorien bedingt und wie die Interaktion zwi-
schen den Chromosomenterritorien funktioniert zentrale Themen gegenwéartiger
Forschung [6, 65, 70, 71]. Besonders die Frage wie die Organisationsebenen der
unterschiedlichen Grélenordnungen im Zellkern zusammenwirken, ist noch vollig
unbeantwortet [6].

2.2.4 Schaden der DNA

Ionisierende Strahlung verursacht Schéden an der DNA, darunter auch Einzel-
strangbriiche und Doppelstrangbriiche (DSB) [72]. Diese sind die Schéden mit
der groBtmoglichen Lethalitéat fiir die Zelle [51]. Im Prinzip kann ein einziger
unreparierter DSB schon zum Tod der Zelle fithren. Zellen verfiigen daher iiber
verschiedene Methoden einen DSB zu reparieren [42]. Besonders interessant ist
die Frage, welche Chromatinstrukturédnderungen ein DSB auslosen kann [73].

Die Ursache eines DSBs hat erheblichen Einfluss auf seine Struktur. Ein durch
ein DNA-schneidendes Enzym ausgeloster DSB hat saubere Schnittkanten wohin-
gegen ein durch Strahlung ausgeloster DSB ggf. freiliegende einzelstrangige DNA
hat. In Abhéngigkeit der Art der Strahlung und ihrer Stirke konnen in der Nédhe
der DSB Einzelstrangbriiche, Schaden an einzelnen Basen oder weitere DSB
auftreten [72], sodass ein Schadenskomplex entsteht, der sich auf die Moglichkeit
der Reparatur auswirken kann. Eukaryontische Zellen verfiigen iiber vier Repa-
raturwege fiir DSB, die sich in zwei Gruppen unterteilen lassen. Die Schaden
werden entweder durch die Homologe Rekombination (HR) fehlerfrei repariert
oder unter Inkaufnahme von Fehler in der Sequenz durch nicht-homologes End-
joining (NHEJ), alternatives Endjoining (alt-EJ) oder Single Strand Annealing
(SSA) repariert.

28



2.2. Biologische Grundlagen

Z
— | T

HR NHEJ/alt-EJ SSA

"
v v v

Schwesterchromosom ¢

Abbildung 2.14: Mogliche Reparaturen von DNA-Doppelstrangbriichen. HR: Sche-
matisch dargestellt, wie nach einem DSB die Bruchenden vorbereitet werden und
anschliefend unter Zuhilfenahme der Chromosomkopie der Doppelstrangbruch
fehlerfrei repariert wird. NHEJ /alt-EJ: An den Bruchstellen werden ggf. Basen-
paare entfernt und anschliefend werden die Bruchenden zusammengefiigt. Beim
NHEJ werden dabei wenige oder gar keine Basenpaare entfernt. Das alt-EJ hin-
gegen fiithrt meist zu grofleren Sequenzfehlern. SSA: Wenn der DSB sich zwischen
zwei repetitiven Sequenzen befindet, dann kann der Bruch unter Léschung des
DNA-Abschnittes zwischen diesen repetitiven Sequenzen und eines repetitiven
Elements wieder zusammengefiigt werden.

Die HR ist fehlerfrei, da das Schwesterchromosom verwendet wird, um verlo-
rengegangene Sequenzinformationen zu rekonstruieren. Aus diesem Grund ist
dieser Reparaturweg hauptséchlich in der S- oder G2-Phase des Zellzyklus (siehe
dazu Abschnitt 2.2.2) moglich. Die HR ist verglichen mit den anderen drei Repa-
raturwegen ein aufwendiger und dementsprechend langsam ablaufender Prozess.
In Abbildung 2.14 werden die unterschiedlichen Reparaturvorgéinge schematisch
dargestellt. Im Gegensatz dazu gehen bei den anderen drei genannten Methoden
Sequenzinformationen verloren. Beim NHEJ vergleicht die Zelle zunédchst die
Uberhinge der Einzelstriange, um so zu einer akkuraten Reparatur zu kommen.
Falls so keine Reparatur moglich ist, werden ggf. Basen entfernt und der DSB
wieder verbunden. Dieses Verfahren kann offensichtlich zu Fehlern in der Se-
quenz fiihren. Allerdings ist es ein sehr schnelles Reparaturverfahren. Dartiber
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hinaus kann die Zelle auf ein weiteres fehlerbehaftetes Verkniipfungsverfahren
zuriickgreifen. Das alt-EJ ist ein Ausweichverfahren, wenn HR und NHEJ z.B.
aufgrund einer zu groflen Zahl von Schiaden versagen, und fithrt meist zu grofieren
Sequenzfehlern. Beim SSA konnen einige hundert Basenpaare verlorengehen und
damit ganze DNA-Segmente. Der DSB muss dazu zwischen zwei repetitiven
Sequenzen liegen. Die Sequenzinformation zwischen diesen beiden repetitiven
Sequenzen wird dabei geloscht. Bei der Reparatur von DSB besteht neben der
Gefahr von Sequenzfehlern auch das Risiko von Translokationen, besonders wenn
die Zahl der Schéden in einem kleinen Bereich grof} ist. Es ist nicht genau er-
forscht, welche Bedingungen herrschen miissen, damit ein bestimmtes Verfahren
verwendet wird. Die Komplexitat des DSBs, die Position im Chromatin und der
Zellzyklus haben einen bisher noch nicht verstandenen Einfluss auf die Auswahl
des Reparaturweges [74].

Einen besonderen Einfluss auf die Reparatur hat der Verpackungsgrad der DNA.
Dabei ist besonders der Fall des dichtgepackten Heterochromatins interessant
(siehe Abschnitt 2.2.3.2), da die DNA fiir die Reparatur histonfrei vorliegen muss
und auBerdem fiir die Reparaturproteine zugéanglich sein muss [51, 73, 75]. Es
konnte gezeigt werden, dass Doppelstrangbriiche im Heterochromatin am Rand
des heterochromatischen Chromatinbereichs repariert werden [76, 77]. Es sind
demnach Umstrukturierungen innerhalb der heterochromatischen Bereiche notig,
um den Schaden fiir die Reparatur zuganglich zu machen.

An den verschiedenen Reparaturwegen sind zahlreiche Proteine beteiligt,
allerdings ist fiir die Aktivierung stets die Phosphorylierung des Histons H2AX zu
vH2AX notwendig. Um DSB bilden sich sogenannten yH2AX-Reparaturzentren
(auch als yH2AX-Foci bezeichnet, da sich dort dichte Ansammlungen von yH2AX
bilden) [78]. yH2AX scheint die notwendige DNA-Anderung auszulésen, sodass
es zur Anlagerung der Reparaturproteine kommen kann [73, 79]. Auch wenn
die genaue Struktur des Nukleosoms (siehe Abschnitt 2.2.3.1), wenn es yYH2AX
enthélt, noch unbekannt ist, so scheint es fiir eine Verringerung der Dichte des
umgebenden Chromatins zu sorgen, allerdings kénnte auch der Bruch der DNA
selbst schon fiir eine gewisse Relaxierung sorgen [73]. Bekannt ist auflerdem,
dass es nach Bildung eines DSB zu einer Chromatinrelaxierung kommt, die
unabhéngig von YH2AX ist [54]. In der Ndhe von durch Strahlung ausgelosten
DSB finden wir ebenso stets Histonmodifikationen (siche Abschnitt 2.2.3.1),
die fir die Relaxierung des Chromatins sorgen [75]. Die Fluoreszenzmarkierung
von YH2AX, um diese Foci sichtbar zu machen, ist ein gdngiges und durch die
erh6hte YH2AX-Dichte praktikables Verfahren. Die Anzahl der auftretenden
Foci korreliert zu der Anzahl von DSB [80].

2.2.5 Alu-Sequenz

Alu-Sequenzen sind eine Gruppe repetitiver DNA-Sequenzen, die in Genomen von
Primaten auftauchen [81]. (Die Sequenz wurde 1978 von Catherine M. Houck im
Menschen entdeckt [82] und ist ca. 300 bp lang. Benannt wurde die Alu-Sequenz
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nach dem Restriktionsenzym Alul (aus Arthrobacter luteus), weil es diesen Ab-
schnitt in zwei Teile auftrennt. Es entsteht ein 170 bp- und ein 130 bp-Element.)
Sie gehoren zu kurzen verteilten Nukleotidelementen (SINE, engl. Short Inters-
persed Nucleotide Elements). Alu-Sequenzen machen ca. 10 % des menschlichen
Genoms aus [83]. Es existiert eine sogenannte Alu-Konsensus-Sequenz [83] und
alle Sequenzen, die dieser dhnlich sind, gelten als zur Alu-Sequenz-Familie zuge-
hérig. Eine genaue Definition dieser Ahnlichkeit existiert nicht, da verschiedene
Alu-Sub-Familien existieren, die sich wihrend der Evolution gedndert haben und
teilweise deutliche Unterschiede zur Konsensus-Sequenz aufweisen [84, 85]. Die
Alu-Sequenzen scheinen das Genom in vielerlei Weise zu beeinflussen, u. a. durch
Mutation, Rekombination, Genkonversion und Anderung der Expression, obwohl
ihre genaue biologische Funktion nicht bekannt ist [81, 84, 86, 87, 88, 89, 90].
Sie spielen auch eine mogliche Rolle bei der Aufrechterhaltung der Integri-
tat des Genoms und bei Reparaturprozessen [54]. Ihre Transkribierung scheint
durch Zellstress (wie z. B. Hitze) beeinflussbar zu sein [79]. Bekannt ist, dass
Alu-Sequenzen mit genreichen Regionen assoziiert sind [90, 91]. Im Besonderen
schlieflen sich die Histon-Modifikation H3 (tri methyl K9) (siche Abschnitt 2.2.3.1
und 2.2.3.2) und Alu-Sequenzen nahezu aus, wihrend Alu-Sequenzen in Berei-
chen mit fiir Euchromatin typischen Histonmodifikationen (H3 (tri methyl K36),
H3 (tri methyl K4), H3 (di methyl K4), H3 (mono methyl K27)) vermehrt
auftauchen [90].

Die meiste Forschung zu Alu-Sequenzen fokussiert sich auf die Analyse der
Position der Alu-Sequenzen in der DNA-Basensequenz, allerdings ist es ebenso
notwendig die Verteilung und Struktur von Alu-Sequenzen im Zellkern zu unter-
suchen, um ihre Rolle fiir die Struktur des Chromatins zu verstehen. Bestimmte
Regelméafigkeiten innerhalb der Basenfolge, die mit Alu-Sequenzen assoziiert sind,
sprechen fiir eine Art Strukturierung des Genoms durch Alu-Sequenzen [92]. Auch
Experimente deuten auf eine Rolle der Alu-Sequenzen bei der Strukturierung
des Chromatins hin [93]. Alu-Sequenzen scheinen tiber das ganze Genom verteilt
zu sein und eine Art Netzwerk zu formen, wie z. B. auch das Heterochromatin.

Um dieses Netzwerk und die chromatinstrukturierende Wirkung zu analysieren,
sind moderne hochauflésende Mikroskopiemethoden, wie die Lokalisationsmikro-
skopie notwendig (siche Abschnitt 2.1.5).
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KAPITEL 3

Grundlegende Methoden

3.1 Praparationsmethoden

3.1.1 Zellkultur und Bestrahlung

Fir die in dieser Arbeit durchgefithrten Experimente war es notwendig, lebende
Zellen in Zellkultur zu halten und diese zu bestrahlen. Da der Gegenstand
dieser Arbeit die Analyse der Genomstruktur ist, waren Zellen notwendig, die
iiber einen Zellkern verfiigen. Auflerdem sollten die Zellen an medizinischen
Bestrahlungsquellen bestrahlt werden und mussten dazu im lebenden Zustand
transportiert werden, daher sollten sie moglichst wenig auf duflere Einfliisse
reagieren. Zur Zellzyklussynchronisation sollten die Zellen den Zellzyklus schnell
durchlaufen. Diese Bedingungen wurden durch zwei Zelllinien, die bereits in der
Arbeitsgruppe in Verwendung waren, erfiillt. Die verwendeten Zelllinien und die
entsprechenden verwendeten Zellkulturmedien sind untenstehend aufgelistet.

SKBR3
McCoy’s 5A (Modified) Medium, GlutaMAX Supplement!
+ 100 g/L Penicillin-Streptomycin
+ 10 % Fetales Kalberserum

HelLa H2B-GFP
RPMI 1640 Medium?
+ 100 g/L Penicillin-Streptomycin

IThermo Fisher Scientific Inc.
2Thermo Fisher Scientific Inc.
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+ 2nmol/L L-Glutamine
+ 10 % Fetales Kalberserum

Die Zelllinie SKBR3 ist aus menschlichem Brustkrebs gewonnene und kann kom-
merziell erworben werden®. Weitere Informationen zur Zellline SKBR3 finden sich
im Anhang D.1 dieser Arbeit. Die Zellen der HeLa H2B-GFP-Zellinie produzieren
mit dem H2B-Protein (siehe Abschnitt 2.2.3.1) das Fluorophor ,,Griin fluoreszie-
rendes Protein“ (GFP, engl. green fluorescent protein). Somit konnen die Zellen
ohne weitere Fluoreszenzmarkierung direkt lokalisationsmikroskopisch analysiert
werden und Probleme der Fluoreszenzmarkierung kénnen ausgeschlossen werden.
Die Zelllinie wird unter [94] beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Zellen in der Zellphase G2 (siche da-
zu auch Abschnitt 2.2.2) synchronisiert. Dies kann durch die Inhibition des
Enzyms Cyclin-abhéngige Kinase 1 (CDKI1, engl. Cyclin-dependent kinase 1)
(95, 96] erreicht werden. CDKI1 sorgt fiir den Ubergang von der G2-Phase
in die M-Phase [97, 98]. Zur Zellzyklussynchronisation wurde dem obenste-
henden Zellkulturmedium ein reversibler CDK1-Inhibitor hinzugefiigt, der ei-
ne Synchronisationsrate von ca. 95% erreicht [95]. Spétestens 30 min nach
Entfernung des CDK1-Inhibitors kénnen die Zellen den Zellzyklus fortsetzen
[95]. Als reversibler CDK1-Inhibitor wurde (5Z)-5-(6-Quinolinylmethylene)-2-
[(2-thienylmethyl)amino)-4(5H)-thiazolone (Produktname RO 3306*) verwendet,
das bei einer Konzentration von 28.5mmol L™ in Dimethylsulfoxid (DMSO)
gelost wurde. Die Konzentration im Zellkulturmedium betrug 10 pmol L1,

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen und Multiwell-Platten in einem Brut-
schrank (Temperatur: 37 °C, COq-Anteil: 5 %) inkubiert und wachsen in diesen
Behaltern auf Oberflichen fest. Mit Hilfe des untenstehenden Protokolls kénnen
sie von diesen abgelost und dann in entsprechenden Zellkulturmedien auf andere
Unterlagen aufgebracht werden, um dort wieder anzuwachsen und sich zu teilen.

Materialien
— Trypsin-EDTA (0.05%) (37°C)
— Deckglaser
— 6well Platten
— Zellkulturmedium (37 °C)

Durchfiihrung
1. Zellkulturmedium aus der Zellkulturflasche entfernen

2. 0.5ml Trypsin pro 25 cm? bewachsene Fliche in die Zellkulturflasche
geben

3. 5 min inkubieren

3 American Type Culture Collection (ATCC)
4Abcam ple.
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4. 10ml Zellkulturmedium hinzufiigen

5. Die abgelosten und sich in Zellkulturmedium befindlichen Zellen
konnen nun in entsprechender Menge in neue Zellkulturflaschen oder
auf Deckgliser und Objektriger aufgebracht werden.

Fiir die Vorbereitung der Mikroskoppraparate mussten die Zellen (geméfl oben-
stehendem Protokoll) auf Deckglédsern oder Objektrédgern (zum Aufbau eines
Mikroskoppréparats siehe Abbildung 3.4) wachsen und dort eine bestimmte
Dichte erreichen, damit sie fiir die Mikroskopie nutzbar sind. Dazu werden ca.
20000 Zellen auf ein Deckglas aufgebracht. Die Zellen beider Zelllinien verdop-
peln sich ca. nach 24 h und erreichen nach zwei Tagen die notige Dichte auf dem
Objekttrager.

Bestrahlt wurden die Zellen mit 6 MeV-Photonen (Dosisleitung 3 Gy/min) an

einem medizinischen Linearbeschleuniger (ARTISTE LB3?). Eine Ubersicht der
durchgefiihrten Bestrahlungsexperimente befindet sich in Abschnitt 7.2.2.

3.1.2 Fixierung

Fiir die Bearbeitung und Mikroskopierung miissen die lebenden Zellen einem
Prozess unterzogen werden, der sich Fixierung nennt. Dabei werden die Zellen
abgetotet und gleichzeitig ihre 3D-Struktur erhalten. Zu diesem Zweck wurde
hier Formaldehydlosung verwendet, die Proteine durch Methylenbriicken und
Schiff’sche Basen vernetzt.
Materialien
— 1xPBS + Mg/Ca (37°C)
Natriumchlorid (NaCl): 155.172 mmol/L
Kaliumdihydrogenphosphat(KHsPO,): 1.059 mmol/L
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOy): 2.966 mmol /L
Magnesiumchlorid (MgCly): 0.901 mmol/L
Calciumchlorid (CaCly): 0.493 mmol/L
— Formaldehyd-Losung (4 % in 1xPBS + Mg/Ca) (37°C)
— Deckgléser (bewachsen mit Zellen)
— Waérmebad (37°C)

— Riittler (ermoglicht durch gleichméfige Bewegung der Proben das
Auswaschen von Reagenzien)

5Siemens AG, Medical Solutions
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Durchfithrung
1. Zellkulturmedium entfernen
2. 1x in 37°C 1xPBS+Mg/Ca spiilen
3. in 4 % Formaldehyd in 1xPBS+Mg/Ca fir 10 min bei (37 °C) fixieren
4. 3x bmin in 1xPBS+Mg/Ca waschen

3.1.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist eine Methode, um Chromosome
und einzelne Genregionen sichtbar zu machen [99]. Dazu werden DNA-Stiicke mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die anschliefend an dem komplementaren Stiick
DNA innerhalb der Zelle binden. Erste Versuche mit dieser Technik wurden
bereits vor 30 Jahren durchgefiihrt [100] und seitdem ist diese Technik stetig
weiter entwickelt worden. Optimierungen der Praparationsprotokolle, kiirzere
Sonden usf. [101] haben die FISH zu einem sehr vielseitig einsetzbaren Werkzeug
gemacht.

Hier wird eine durch Hausmann et al. [102] entwickelte Optimerung der FISH
verwendet [103]. Die Combinatorial Oligo Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(Combo-FISH) setzt besonders kurze Sonden ein (ein Review zur Technik mit
einer Vielzahl von Anwendungen findet sich in [104]). Die fiir FISH verwende-
ten Sonden sind in der Regel mehrere tausend Basenpaare lang und machen
bereits dadurch eine exakte Positionsbestimmung unmoglich [105, 106]. Combo-
FISH-Sonden hingegen sind ca. 20 bp lang und ermoglichen in Kombination mit
Lokalisationsmikroskopie exakte Lokalisation der gewiinschten DNA-Sequenz.
Die hier verwendete Alu-Sonde wurde im Rahmen einer Masterarbeit von Aaron
Sievers im Jahr 2014 entwickelt. Wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben, existiert
eine Alu-Consensus-Sequenz, die ca. 300 bp lang ist:

GGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGG
CGGGCGGATCACCTGAGGTCAGGAGTTCGAGACCAGCCTGGCCAACATGGTG
AAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCGGGGCGTGGTGGCGCGC
GCCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGAACCC
GGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCACTGCACTCCAGCCTGG
GCGACAGAGCGAGACTCCGTCTC

Allerdings unterscheiden sich die einzelnen Alu-Elemente in ihrer Basenfolge.
Damit die Sonde bindet, muss sie exakt zur Zielbasensequenz passen. Auflerdem
missen Combo-FISH-Sonden eine Lange von ca. 20 bp haben. Per Computersu-
che wurde eine Sonde gefunden, die ca. 400 000 Bindungsstellen in verschiedenen
Alu-Regionen hat und 17 bp lang ist. Abbildung 3.2 zeigt schematisch die Ver-
teilung der untenstehenden Basenfolge der Alu-Sonde auf den menschlichen
Chromosomen.

TAATCCCAGCACTTTGG
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3.1. Praparationsmethoden

FISH-Sonde mit Fluoreszenzfarbstoff

GACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT

DNA

Abbildung 3.1: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Die passende FISH-
Sonde kann an die Einzelstrangige DNA binden, sie somit mit Fluoreszenzfarb-
stoffen markieren und fiir die Mikroskopie sichtbar machen.

Es wurde aulerdem tiberpriift, ob es zu Falschbindungen kommt, d. h. ob die
Sonde an Stellen im Genom bindet, wo sich kein Alu-Element befindet. Nach
erfolgter Priifung wurde die Sonde geméifl den Vorgaben kommerziell® hergestellt
und dabei mit einem Fluoreszenzfarbstoff am 5’-Ende ausgestattet.

Die bisher verwendeten Markierungsverfahren fiir Combo-FISH enthielten
Praparationsschritte, die, z. B. durch hohe Temperatur, erheblichen Einfluss auf
die Genomarchitektur hatten. Da hier die Genomarchitektur lokalisationsmikro-
skopisch analysiert werden sollte, sollten solche Praparatiosnschritte so weit wie
moglich reduziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein fiir die Alu-Sonde
optimiertes Protokoll entwickelt werden, das in Abschnitt 4.2 vorgestellt wird.

3.1.4 Immunofluoreszenz

Immunofluoreszenzmarkierungen sind etablierte Standardverfahren [107], bei
denen Antikorper eingesetzt werden, um bestimmte Bindungsstellen zu mar-
kieren. Die Antikorper konnen in zahlreichen Varianten kommerziell erworben
werden, z. B. fiir Reparaturproteine (wie das in Abschnitt 2.2.4 beschriebene
vH2AX) oder Histonschwanzmodifikationen (wie etwa H3 (tri methyl K9)),
siche dazu auch Abschnitt 2.2.3.2). In der Regel bindet ein primérer Antikor-
per an der zu untersuchenden Bindungsstelle und ein sekundéarer Antikorper,

6IBA Lifesciences
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der den Fluoreszenzfarbstoff trégt, an dem primdren Antikérper (siehe Abbil-
dung 3.3). Ein fiir die lokalisationsmikroskopische Untersuchung optimiertes
Immunofluoreszenz-Protokoll wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt und
findet sich in Abschnitt 4.1.

A @ . Markierungsziel

B
% %: :u( primdrer Antikorper
‘ ‘}t sekunddrer Antikorper
mit Fluoreszenzfarbstoff

Abbildung 3.3: Immunofluoreszenz. A: Der Probe wurde der primére Antikorper
zugegeben, aber dieser ist noch ungebunden. B: Nach Bindung des priméren
Antikoérpers wird der Probe der sekundédre Antikérper hinzugegeben. C: Der
sekundédre Antikérper hat an dem priméren Antikérper gebunden. Das gesuchte
Markierungsziel kann somit per Fluoreszenzmikroskopie analysiert werden.

3.1.5 Gegenfdarbung und Einbettung

Nach Durchfithrung der in den obenstehenden Protokollen beschriebenen Markie-
rungen miissen die Deckglaser, auf denen sich die Zellen befinden, noch mit Hilfe
eines sogenannten Einbettmediums auf einen Objekttriager aufgebracht werden
(siehe dazu auch Abbildung 3.4). Das Einbettmedium erfiillt dabei mehrere Auf-
gaben. Es dient als Fiillmaterial zwischen Objektriager und Deckglas und sorgt
fiir eine moglichst ebene Auflage. Aulerdem sind die chemischen Bedingungen im
Einbettmedium fiir Fluoreszenz optimiert und verhindern, dass die Fluorophore
in einen Dunkelzustand tibergehen und nicht mehr anregbar sind.

Deckglas
Einbettmediun

Probe mit Fluorophoren
Objektrager

Abbildung 3.4: Objektrageraufbau. Darstellung eines Objektragers fiir die Fluo-
reszenzmikroskopie. Bei diesem Beispiel befinden sich die Zellen auf dem Ob-
jekttrager. Durch das Einbettmedium und das Deckglas wird die Probe fir ein
Mikroskop mit einem Olimmersionsobjektiv vorbereitet. Die Dicke des Deck-
glases muss auf das entsprechende Objektiv angepasst werden. Hier wurden
Deckgléser der Dicke 0.16 bis 0.19 mm verwendet.

Neben der Einbettung wird stets auch eine sogenannte Gegenfiarbung durch-

gefiihrt. Meist wird dazu eine 4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-Farbung ver-
wendet. Dieses Farbemittel reichert sich bevorzugt in AT-reiche Regionen der
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DNA an [108]. Es ist ein gingiges Standardverfahren [109] und ermdéglicht z. B.,
die Grenzen des Zellkerns genau zu bestimmen. Abschlieend wir der Bereich
zwischen Deckglas und Objekttrager noch mit Nagellack versiegelt. Folgende
Préaparationsschritte sind fiir eine DAPI-Farbung und Einbettung notwendig:
Materialien
— 1xPBS + Mg/Ca
Natriumchlorid (NaCl): 155.172 mmol/L
Kaliumdihydrogenphosphat(KH;PO,): 1.059 mmol /L
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOy): 2.966 mmol /L
Magnesiumchlorid (MgCl,): 0.901 mmol/L
Calciumchlorid (CaCly): 0.493 mmol/L
— DAPI-Losung (100 ng/mL in 1xPBS)
— Objekttrager
— ProlongGold (Einbettmedium)
— Deckglaser mit fixierten Zellen

— Parafilm” (dehnbare Verschlussfolie, aus Paraffin-Wachs und Poly-
ethylen)

— Nagellack
— Riittler (ermoglicht durch gleichméafige Bewegung der Proben das
Auswaschen von Reagenzien)
Durchfithrung

1. je Deckglas 100 pL. DAPI-Losung auf aufgespannten Parafilm auftrop-
fen und Deckglaser auflegen

2. bmin bei Dunkelheit inkubieren
3. 2x bmin in 1xPBS+Mg/Ca waschen

4. 15l ProlongGold auf Objekttrager tropfen, das Deckglas blasenfrei
auflegen

5. Deckglas mit Nagellack versiegeln

6. Vor der lokalisationsmikroskopischen Analyse das Praparat mindes-
tens 12h bei 4 °C dunkel lagern, da in diesem Zeitraum das ProLong-
Gold ein Polymer bildet. Wird diese Wartezeit nicht eingehalten, kann
es zu Artefakten kommen.

7. Bei 4°C dunkel lagern

"Pechiney Plastic Packaging
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Abbildung 3.5: Aufbau des verwendeten Lokalisationsmikroskops. Schematisch dar-
gestellt ist der Anregungsstrahlengang in Griin und der Detektionsstrahlengang
in Rot. S: Spiegel, D: Dichroitische Spiegel, L: Linsen, TL: Tubuslinse, AOTF":
akustooptischer abstimmbarer Filter (engl. Acousto-Optical Tunable Filter),
Obj: Objektiv. (Mit freundlicher Genehmigung von Wladimir Schaufler).

3.2 Mikroskopie

3.2.1 Mikroskopaufbau

Das verwendete Lokalisationsmikroskop wird von der Light Microscopy Facility
des Deutschen Krebsforschungszentrums Heidelberg betrieben. Abbildung 3.5
zeigt den schematischen Aufbau. Es stehen vier Laser mit den Wellenldngen
405 nm (120 mW), 491 nm (200 mW), 561 nm (200 mW) und 642 nm(140 mW) zur
Verfiigung.

Der Spiegel S1 (mit fiir die entsprechende Wellenlinge geeigneter Beschichtung)
und die dichroitischen Spiegel D1, D2 und D3 bringen die vier Laser auf eine ge-
meinsame optische Achse. Dichroitische Spiegel haben fir Licht unterschiedlicher
Wellenldange unterschiedliche Transmissions- und Reflexionseigenschaften.

Zur Auswahl der Laserwellenldnge und Einstellung der Intensitat wird ein akus-
tooptischer abstimmbarer Filter (AOTF, engl. Acousto-Optical Tunable Filter)
verwendet. Da dieser im Gegensatz zu verstellbaren Filtern keiner mechanischen
Bewegung bedarf, ist der Strahlengang auch beim Wechsel der Wellenlange und
Veranderung der Intensitat sehr stabil. Dies verringert bei Messungen der gleichen
Probe mit unterschiedlichen Lasern die in den aufgenommen Bildern auftretenden
Verschiebungen zwischen den Bildern auf ein Minimum. Ein AOTF erzeugt mit
Hilfe von Piezoelementen und Radiofrequenzen in einem transparenten Kristall
ein optisches Gitter und kann somit die Beugung von eintreffendem Licht beein-
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flussen. So ist sowohl die Steuerung der Intensitét als auch der durchgelassenen
Wellenlange moglich.

Die Linsen L1, L2 und L3 weiten den Strahl auf, da das nachfolgende Lin-
sensystem zur Homogenisierung der Strahlintensitéit (bestehend aus den Linsen
L4, L5, L6 und L7) einen Laserstrahl mit festem Durchmesser benétigt. Die
Homogenisierung ist fiir Lokalisationsmikroskopie bedeutsam, da das reversible
Fotobleichen (siehe Abschnitt 2.1.4.2) von der Laserintensitat abhéngig ist und
daher eine homogene Ausleuchtung vorausgesetzt wird.

Diverse Spiegel S dienen der Richtungsédnderung des Strahls. Das Objektiv steht
senkrecht auf der ,Papierebene®. Durch die Einfokusierlinse L.8 und den Spiegel
S5 wird der Strahl durch den dichroitischen Spiegel D4 in das Objektiv gelenkt.
Der Spiegel reflektiert Licht der vier Laserwellenlingen, aber ist transparent fiir
das stokesgeshifte Emissionslicht. Somit sorgt der dichroitische Spiegel D4 hier
auch fiir die Unterscheidung in Anregungs- und Emissionslicht. Eingesetzt wird
ein 100fach Olimmersionsobjektiv mit einer Numerischen Apertur von NA=1.46.
Das durch das Objektiv aufgefangene Licht wird erneut durch den dichroitischen
Spiegel D4 geleitet bevor es eine Tubuslinse TL und einen Sperrfilter F'1 passiert.
Die Tubus-Linse (sowie die zweite Kamera und der dichroitische Spiegel D5)
war in dem verwendeten Aufbau noch nicht vorhanden. Der Sperrfilter ist un-
durchléssig fiir Licht der Anregungswellenléngen und verhindert, dass Streulicht
aus dem Anregungsstrahlengang in den Emissionsstrahlengang gerat. Durch
das Linsensystem L9 und L10 bzw. L9 und L11 und den dichroitischen Filter
D5 gelangt das Licht in die Kamera. Durch das System kann ein Bereich von
40 x 40 pm abgebildet werden.

Da die Genauigkeit der Positionsbestimmung von Fluorophoren erheblich von
der Anzahl der detektierten Photonen abhéngt (siehe dazu Abschnitt 3.2.3),
sollten die verwendeten Kameras eine hohe Quantenausbeute haben und Einzel-
aufnahmen mit einer hohen Bildrate erstellen konnen. Die hier verwendete Elec-
tron Multiplying Charge-Coupled Device-Kamera (EMCCD-Kamera) erreicht
Quantenausbeuten von bis zu 96 % und eine Ausleserate bei Einzelaufnahmen
von 10ms. Das Datenblatt der Kamera befindet sich im Anhang D.2.

Die Aufnahme eines Lokalisationsbildes dauert in der Regel mehrere Minuten
(siehe dazu auch Abschnitt 3.2.2). Soll die Aufnahme in mehreren Farbkanélen
aufgenommen werden, verlangert sich diese Aufnahmezeit entsprechend. Es muss
daher garantiert werden, dass der Aufbau und der Strahlengang wihrend der Auf-
nahme stabil sind. Erschiitterungen werden durch einen schwingungsgedédmpften
Tisch und spezielle Halterungen fiir alle Mikroskopkomponenten unterbunden.
Zur Vermeidung von Temperaturschwankungen befindet sich das Mikroskop
in einem klimatisierten Raum. Zusatzlich werden alle Komponenten mit einer
Wasserkiihlung gekiihlt. Das Gerat sollte vor Beginn einer Messung ca. eine
Stunde frither eingeschaltet werden, damit sich das bendtigte Temperaturgleich-
gewicht zwischen Umgebungsluft, sich erwarmenden Mikroskopkomponenten
(Spannungsversorgung, Laser usf.) und Wasserkiihlung einstellen kann. Auch
sollte der entsprechende Objekttriger ins Mikroskop eingelegt werden, sodass

42



3.2. Mikroskopie

auch dieser sich mit den restlichen Komponenten im Temperaturgleichgewicht
befindet.

3.2.2 Aufnahme von Lokalisationsrohdaten

Lokalisationsdaten werden aus einem Bilderstapel gewonnen (siehe dazu auch
Abschnitt 2.1.5.2). Neben diesem Bilderstapel wird stets auch eine konventionelle
Mikroskopaufnahme erstellt, um diese spater ggf. mit der Lokalisationsaufnah-
me zu vergleichen. In Abhéngigkeit der verwendeten Fluoreszenzmarkierung
miissen die Laserintensitdten bei der Aufnahme der konventionellen Aufnahmen
angepasst werden, um einen optimalen Kontrast zu erreichen. Bei Lokalisati-
onsaufnahmen wird stets die maximale Intensitit verwendet. Fiir eine typische
Fluoreszenzmarkierung mit zwei Farbstoffen in den Kanélen 491 nm und 561 nm,
sowie einer DAPI-Gegenféarbung (siehe Abschnitt 3.1) soll im Folgenden der
Ablauf einer Lokalisationsaufnahme beschrieben werden.

Zunachst wird ein geeigneter Zellkern unter Benutzung der DAPI-Féarbung aus-
gewahlt. Diese wird bei 405 nm angeregt. Um ein Ausbleichen der Farbstoffe zu
vermeiden, wird dabei die Laserleistung so niedrig wie moglich gehalten (ca. 1 bis
4 % der maximal moglichen Laserleistung). Anschlieend werden von dem Zellkern
in den gewiinschten Kanélen konventionelle Aufnahmen erstellt. Danach folgen
die Lokalisationsaufnahmen, jeweils immer zuerst das niederenergetische Licht.
Fir die Lokalisationsaufnahmen wird die maximal mogliche Laserleistung ver-
wendet (491 nm: 2.52 kW /cm?, 561 nm: 4.65 kW /cm? und 642 nm: 1.69 kW /cm?).
Werden die Laser auf maximale Leistung gestellt, dann nimmt die Fluorszenz
zunachst stark zu bevor der grofite Teil der Fluorophore reversibel gebleicht
wird. In diesen ersten Sekunden wiirde die Kamera kein nutzbares Bild liefern.
Daher wird vor jeder Lokalisationsaufnahme die Probe zunéchst bei maximaler
Laserleistung fiir 3s bestrahlt bevor die Aufnahme mit der Kamera begonnen
wird. Die Lokalisationsaufnahme besteht dann aus einem Bilderstapel mit der
entsprechenden Anzahl von Bildern. Die entsprechenden Aufnahmen werden, wie
in Tabelle 3.1 aufgefiihrt, erstellt. In den Bilderstapeln der Lokalisationsdaten
werden dann die Blinkereignisse wie in Abschnitt 3.2.3 erkannt. Die Anzahl der
Aufnahmen ist abhédngig von dem entsprechenden Experiment. Die Anzahl der
Blinkereignisse pro Aufnahme nimmt mit steigender Anzahl der Aufnahmen ab.
Nach einigen Testaufnahmen kann so ein sinnvoller Wert fiir die Anzahl der
Aufnahmen festgelegt werden.

3.2.3 Positionsbestimmung aus Lokalisationsrohdaten

Zur Erkennung von Punktsignalen (Blinkereignissen) und zur Bestimmung der
zugehorigen Lokalisationsgenauigkeit aus den Lokalisationsbilderstapeln wurde
der von Griill et al. [110] entwickelte Algorithmus fastSPDM verwendet. Der
Prozess wird in Abbildung 3.6 veranschaulicht und l&uft in folgenden Schritten
ab:
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Wellenlinge | Intensitéit [% der Anzahl Belichtungsdauer
[nm] Maximalintensitit] | Aufnahmen | pro Bild [ms]
Konventionelle Aufnahmen

561 8-12 1 100

491 3-6 1 100

405 2-4 1 100
Lokalisationsaufnahmen

561 100 2000 100

491 100 2000 100

Tabelle 3.1: Ubersicht der durchgefiihrten Aufnahmen, die zu einem Lokalisations-
datensatz in den Kanélen 561 nm und 491 nm gehoren.
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Abbildung 3.6: Positionsbestimmung aus der gemessenen Intensitat. Zur besseren
Ubersicht wird die Positionsbestimmung hier in einer Dimension dargestellt und
die Intensitét als Vielfache der Hintergrundintensitét angegeben. Dargestellt wird
ein kleiner Ausschnitt aus einem fiktiven ,,1D“-Bild eines Bildes des Bilderstapels
(siehe dazu Abschnitt 3.2.2). Die gemessene Intensitét ist in rot dargestellt. A:
Die Hintergrundintensitidt wird bestimmt. B: Aus der Hintergrundintensitét
ergibt sich die Schwellwert-Intensitét, die ein Blinkereignis mindestens erreichen
muss, um als solches erkannt zu werden. C: Von der Intensitdtsverteilung wird
die zweifache Hintergrundintensitit abgezogen. D: Ausgehend vom Maximum
wird nach lokalen Maxima gesucht und diese werden auf Null gesetzt. E: Mit
einer Gauffunktion wird eine Anpassung durchgefithrt und so die Position
des Maximum bestimmt. F: Darstellung der Gaufl-Anpassungsfunktion in der
urspriinglichen Intensitatsverteilung.
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. Zunéachst wird die Intensitdt des Hintergrundes fiir jeden Layer des aufge-
nommenen Bilderstapels berechnet (siehe Abbildung 3.6 A). Die Inhomoge-
nitdt des Hintergrundes bei einer komplexen Struktur wie einer Zelle kann
vernachlassigt werden, da er sich verglichen mit den Blinkereignissen nur
geringfiigig dndert. Der Hintergrund folgt einer Poisson-Zufallsverteilung
mit der Breite oy, = V/Ng. Fiir Ng gilt hierbei:

1 .
NB,t = NB,tfl + N(mm(fmgt - NB,tfla UNB,t—l))

mit Np,: Hintergrundintensitat im Bild ¢. Img;: Intensitat des Bildes .
ONg,_,: maximal zugelassener Anstieg des Hintergrundes. %: Glattungs-
faktor der exponentiellen Glattung.

Die Werte werden exponentiell geglédttet (Glattungsfaktor %, N sollte
dabei grofer sein, als die Anzahl von Bildern, in denen ein Blinkereignis
durchschnittlich sichtbar ist). Der Anstieg des Hintergrundes ist auf oy,
begrenzt, damit die Blinkereignisse den Hintergrund nicht zu stark erhohen.

. Um als Blinkereignis erkannt zu werden, muss das Maximum der PSF den
Hintergrund um 4oy, tibersteigen (sieche Abbildung 3.6 B). Aulerdem muss
das Maximum sich in einem quadratischen Bereich (im weiteren Verlauf
als ROI bezeichnet) befinden. Die Groe der ROI kann entsprechend der
Wellenlénge und Numerischen Apertur berechnet werden, da diese die
Grofle der PSF bestimmen (sieche dazu auch Abschnitt 2.1.2). Innerhalb
der ROI wird vom gemessenen Signal der Hintergrund abgezogen.

. Die Grofle der ROI hat einen Einfluss auf die Lokalisationsungenauigkeit.
Daher wird von jedem Pixel nochmals der Wert 2oy, abgezogen, wobei
dann alle negativ gewordenen Werte auf Null gesetzt werden (sieche Abbil-
dung 3.6 C). Dadurch wird eine verkleinerte und effektiv eine runde ROI
erzeugt.

. Je nach Dichte des Farbstoffes kann es passieren, dass zwei Blinkereignisse
sich tiberlappen. Das wiirde zu einer fehlerhaften Lokalisation fiihren.
Um das zu verhindern, wird in der ROI ausgehend vom Maximum nach
lokalen Minima gesucht und alle folgenden Pixel auf Null gesetzt (siehe
Abbildung 3.6 D). Eine Toleranzschwelle von oy, verhindert, dass schon
bloBles Rauschen als lokales Minimum erkannt wird.

. Abschlieflend wird aus der ROI mit Hilfe einer Gaufiverteilung der Schwer-
punkt i und die Standardabweichung o,, 0, des Signals bestimmt (siehe
Abbildung 3.6 E). Auflerdem die zugehorige Genauigkeit der Lokalisati-
on iiber die untenstehenden Formeln berechnet (Q): Gesamtintensitat, ¢;:
Intensitat des Pixels 1):
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Eine detaillierte Beschreibung findet sich in [110].

3.2.4 Erstellung von Bildern aus Lokalisationsdaten

Die Lokalisationsdaten liegen nach der Punkterkennung (siche Abschnitt 3.2.3
und 2.1.5.2) als Matrix mit Koordinaten (typischerweise in nm), den zugehdrigen
Ungenauigkeiten und weiteren Informationen vor (siche dazu Tabelle 3.2). Im

‘ Inhalt der Koordinatenmatrix

Signalamplitude [# Photoelektronen|

laterale y-Koordinate [nm)]

laterale x-Koordinate [nm)]

Fehler der lateralen y-Koordinate [nm)]

Fehler der lateralen x-Koordinate [nm]|

Standardabweichung der GauBfunktion y-Richtung [nm)]
Standardabweichung der GauBfunktion x-Richtung [nm)]
Anzahl der Photoelektronen im Signal

Position im Bilderstapel, in dem das Signal detektiert wurde

OO | O O W= | W DN —

Tabelle 3.2: Inhalt der Koordinatenmatrix. Ausgehend von dem Bilderstapel werden
durch das in Abschnitt 3.2.3 beschriebene Vorgehen u. a. die Koordinaten der
Fluorophore mit zugehorigen Fehlern berechnet.

Gegensatz dazu gibt konventionelle Mikroskopie als Resultat ein Bild aus. Bild-
darstellungen werden allerdings auch in der Lokalisationsmikroskopie benotigt.
Da es nicht nétig ist, die Bilddarstellung mit der maximal erreichten Genauigkeit
zu generieren, muss zundchst entschieden werden, welche Grofle einem Pixel
entspricht. Typischerweise entsprechen einem Pixel 10nm des zu erstellenden
Bildes. Um nun aus den Lokalisationsdaten eine Bilddarstellung zu erhalten,
existieren verschiedene Verfahren, die unterschiedliche Vor- und Nachteile haben
und fiir verschiedene Aufgaben eingesetzt werden. Die vier wichtigsten Verfahren
werden im Folgenden beschrieben.
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o Standardbild: Zur Erstellung des Standardbildes wird zunéchst ein Bildras-
ter mit entsprechender Bild- und Pixelgrofie erstellt. Jede gefundene Koor-
dinate wird nun entsprechend in dieses Bildraster eingetragen. Der dem
Pixel (d. h. einem Element des Rasters) zugeordnete Wert entspricht dann
der Anzahl der Ereignisse, die sich in diesem Rasterelement befinden. Au-
Berdem wird die Darstellung entsprechend der Lokalisationsgenauigkeit mit
einem Gauffilter verschmiert. Die Pixelgrofie kann beliebig klein gemacht
werden, sodass diese Darstellung es ermdoglicht, die Aufléosung eines Loka-
lisationsmikroskops auch bildlich darzustellen. Allerdings kommt dieser
Vorteil bei der Betrachtung nur selten zum Tragen und kann sogar zu einem
Nachteil werden, da die Bilder (siehe Abbildung 3.7 C) héiufig aus vonein-
ander separierten Pixeln bestehen und somit das Erkennen der Struktur
erschwert wird. Unter bestimmten Bedingungen kann diese Darstellung
hilfreich sein, z. B. wenn die Struktur eines Ausschnittes ndher betrachtet
werden muss (siehe dazu auch Abbildung 7.1).

o Dichtebild: Als Grundlage fiir ein Dichtebild dient ein Standardbild, denn
auch hier muss zunéchst ein Bildraster mit entsprechender Bild- und
Pixelgrofe erstellt werden. Die Berechnung der Dichte, die dem jeweiligen
Pixel zugeordnet wird, passiert wie in Abschnitt 5.5 beschrieben wird. Die
Erkennbarkeit von dichten und weniger dichten Bereichen wird durch die
Darstellung vereinfacht. Dariiber hinaus wird ein Gauffilter verwendet,
um durch Glattung und Weichzeichnung der Punkte zusammenhéngende
Strukturen noch deutlicher hervorzuheben. Jeder einzelne Pixel (z;,v;)
mit einer Dichte p; > 0 wird Ausgangspunkt einer Gaufiverteilung mit
vorgegebenem o. Aus der Summe aller Gaufiverteilungen ergibt sich das
gaufgefilterte Dichtebild. Fiir zwei Dimensionen wird die Weichzeichnung
wie folgt dargestellt:

1 12+y2

_ 7 7
e 202

h1<xz> yz) =pPi I o2
Durch die Bestimmung des Radius r zur Berechnung der Dichte und des
o des Gaufifilters kann die Darstellung fiir die entsprechende Anwendung
optimiert werden. Dieses Verfahren nutzt nicht die volle Genauigkeit der
Lokalisationsmikroskopie, aber macht das Erkennen gréflerer Strukturen,
die ggf. zusammenhangend sind, moglich. Gauflgefilterte Dichtebilder sind
ein wichtiges Werkzeug, um die Qualitdt einer Mikroskopaufnahme zu
bewerten und zu entscheiden, ob sie fiir weitere quantitative Analysen
genutzt werden kann (siehe Abbildung 3.7 B). Fiir alle weiteren Analy-
sen, wie Distanz und Clusteranalysen, wird selbstverstdndlich wieder die
Koordinatenmatrix mit Nanometergenauigkeit verwendet.
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o Clusterbild: Das Clusterbild ist das bildliche Ergebnis der Clusteranalyse.
Wie in Abschnitt 5.3 beschrieben wird, konnen in Lokalistionsdaten Cluster
erkannt werden. In dem zugehorigen Clusterbild werden ausschlieflich
Clusterpunkte dargestellt, wobei die einzelnen Cluster dariiber hinaus
als zusammenhangende Fliche abgebildet werden. Diese Darstellung ist
hilfreich, um die gewahlten Clusterparameter zu tiberpriifen, z. B. indem
Dichtebilder und Clusterbilder verglichen werden (siehe Abbildung 3.7 D).

o Ubersichtsbild: Die oben genannten Darstellungen werden aus der Koordi-
natenmatrix generiert. Dariiber hinaus werden am Lokalisationsmikroskop
stets auch sogenannte Ubersichtsbilder erstellt, die dem Bild eines konven-
tionellen Mikroskops entsprechen. Sie sind ein hilfreiches Werkzeug, um
die Giite des Lokalisationsbildes zu bewerten (siche Abbildung 3.7 A).



3.2. Mikroskopie

Abbildung 3.7: Bilderstellung aus Lokalisationsdaten. A: Ubersichtsbild. Dabei
handelt es sich um ein konventionelles Mikroskopbild, das am Lokalisationsmi-
kroskop zusétzlich zum Bilderstapel aufgenommen wird. Es dient vor allem zum
Vergleich mit den Lokalisationsbildern. B: Dichtebild. Dichtebilder verwenden
nicht die volle Auflésung der Lokalisationsdaten und durch Weichzeichnungsfilter
gehen Details verloren, aber sie erleichtern es so erheblich zusammenhéngende
Strukturen zu erkennen. Auch sind sie bei entsprechenden Einstellungen der
Filter konventionellen Mikroskopbildern dhnlich und erlauben einen Vergleich.
C: Standardbild. Standardbilder kénnen (prinzipiell) die nanometergenaue Auf-
l6sung einen Lokalisationsmikroskops auch wiedergeben. Allerdings ist dies mit
einem hohen Rechenaufwand verbunden. D: Clusterbild. Clusterbilder zeigen nur
die Bereiche, die bestimmten Clusterparametern geniigen. Diese Bilddarstellung
ist vor allem bei der Uberpriifung der Auswahl von Clusterparametern niitzlich.
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KAPITEL 4

Optimierung der Praparationen zur nanoskaligen
Chromatinstrukturanalyse

Je genauer die mikroskopische Analyse einer Struktur sein soll, desto exakter
muss auch die Markierungsmethode sein, die die entsprechende Struktur sichtbar
macht. Bei konventioneller Mikroskopie, dessen Genauigkeitslimit 200 nm betragt,
wird stets eine gewisse Menge von Fluorophoren durch Uberlagerung der PSFs
als zusammenhingende Flache abgebildet (siehe dazu auch Abschnitt 2.1.2).
Somit ist diese Mikroskopie in einem gewissen Rahmen unempfindlich gegen
Fluorophore, die falsch gebunden haben oder ungebunden sind, da sie das wahr-
nehmbare Ergebnis nur bedingt beeinflussen. Lokalisationsmikroskopie hingegen
bildet Einzelmolekiile ab und ist dadurch empfindlich fiir alle Fehlmarkierungen
und ungebundenen Fluorophore. Auch sind nicht alle Fragestellungen auf Nano-
metergenauigkeit angewiesen. Hier aber soll die Genomarchitektur untersucht
werden, daher sollte der Einfluss der Praparationsschritte auf diese moglichst
gering gehalten werden. Die Optimierung der Praparation umfasste einerseits
die Veranderung der Praparationsprotokolle sowie die Priifung, bei welchem
der Schritte eine besonders prazise Einhaltung der Vorgaben notig ist. Dartiiber
hinaus wurden Moglichkeiten etabliert, mehrere Markierungen an einem Praparat
durchzufiihren.

4.1 Immunofluoreszenz

Kommerzielle erhéltliche Antikorper fiir die Immunofluoreszenz (siehe Abschnitt
3.1.4) und die mitgelieferten Praparationsprotokolle sind in der Regel fiir kon-
ventionelle Mikroskopieverfahren entwickelt und optimiert. Dennoch stellen diese
Protokolle eine gute Grundlage dar. Untenstehend befindet sich das fiir Lokali-
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sationsmikroskopie optimierte Protokoll und in Tabelle 4.1 eine Ubersicht der
verwendeten Konzentrationen und Markierungsbedingungen, die fiir gleichblei-
bende Ergebnisse unbedingt eingehalten werden miissen.

Materialien

1xPBS + Mg/Ca
Natriumchlorid (NaCl): 155.172 mmol/L
Kaliumdihydrogenphosphat(KH;PO,): 1.059 mmol/L
Dinatriumhydrogenphosphat (NasHPOy): 2.966 mmol/L
Magnesiumchlorid (MgCly): 0.901 mmol/L
Calciumchlorid (CaCly): 0.493 mmol/L

Blocker-Losung (2 % Bovines Serumalbumin (BSA) in 1xPBS 4+ Mg/Ca)

Permeabilisierungspuffer (0.2 % Octoxinol 9 (Triton-X) in 1xPBS+Mg/Ca)

Deckglaser mit fixierten Zellen

Parafilm! (dehnbare Verschlussfolie, aus Parafin-Wachs und Polyethy-
len)

Riittler (ermoglicht durch gleichméfige Bewegung der Proben das
Auswaschen von Reagenzien)

Wirmeschrank (37°C) mit hoher Luftfeuchtigkeit
Kihlschrank (4 °C) mit hoher Luftfeuchtigkeit

Primérer Antikorper in Blockerlosung (siche Tabelle 4.1)
Sekundérer Antikérper in Blockerlésung (siehe Tabelle 4.1)

Durchfithrung

1.

Deckglaser mit fixierten Zellen in Permeabilisierungspuffer fiir 3 Mi-
nuten inkubieren, um die Membranen fiir die Antikorper durchléssig
zu machen.

3x 5 min in 1xPBS+Mg/Ca waschen, um den Permeabilisierungspuffer
von den Zellen zu entfernen.

. 30 min in Blocker-Loésung inkubieren, um unspezifische Bindungsstel-

len fiir Antikoérper zu blockieren.

. Primédre Antikorper-Losung auf aufgespannten Parafilm tropfen und

die Deckglaser mit den Zellen nach unten auflegen. Fiir 24x24mm
Deckgléaser 100 nL. Antikoérperlosung verwenden.

!Pechiney Plastic Packaging

52



4.2. Combo-FISH

Markierungsmittel ‘ Konzentration ‘ Farbedauer ‘ Temperatur

Primére Antikorper

H3 (tri methyl K9) | 1.4mg/L 0.5h 37°C
~vH2AX | 2mg/L 12h 4°C
Sekundéare Antikorper
Alexa488 | 4mg/L 0.5h 37°C
Alexab68 | 4mg/L 0.5h 37°C

Tabelle 4.1: Verwendete Antikorper und zugehorige Farbebedingungen

5. Abhédngig vom Antikorper unter den in Tabelle 4.1 angegebenen
Bedingungen inkubieren

6. 3x 5min in 1xPBS+Mg/Ca waschen, um ungebundene Antikorper zu
entfernen.

7. Sekundéare Antikorper-Losung auf aufgespannten Parafilm tropfen
und die Deckgldser mit den Zellen nach unten auflegen. Fiir 24x24mm
Deckglaser 100 L. Antikorperlosung verwenden.

8. Abhéngig vom Antikérper unter den in Tabelle 4.1 angegebenen
Bedingungen inkubieren

9. 3x 5min in 1xPBS+Mg/Ca waschen, um ungebundene Antikorper zu
entfernen.

4.2 Combo-FISH

Typischerweise werden Combo-FISH-Sonden eingesetzt um z. B. einzelne Gene
zu markieren bzw. per Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen. Dazu werden
mehrere ca. 20 bp lange Sonden bendtigt, die alle in der gewiinschten Region
binden, sodass ein sichtbares (d. h. sich deutlich vom Hintergrund) abhebendes
Fluoreszenzsignal entsteht. Das vereinzelte Binden von Sonden auflerhalb der
gewiinschten Region kann dabei vernachlassigt werden. Ein solches Sondenset
wird durch spezielle Genomdatenbanksuchen mit Hilfe eigens dafiir entwickelter
Algorithmen erstellt. Genaue Beschreibungen der Methoden zur Sondensuche
finden sich in [102, 106].

Dieses Verfahren erlaubt zwei Varianten der Hybridisierung. Einerseits kénnen
die Combo-FISH-Sonden per Watson-Crick-Bindung an einzelstrangige DNA bin-
den. Andererseits konnen Sonden erstellt werden, die an den DNA-Doppelstrang
binden und somit einen Tripelstrang bilden [111, 112].

Da Combo-FISH-Sonden haufig nur wenige Bindungsstellen haben, ist eine
hohe Markierungseffizienz (d. h. ein hoher Anteil der moglichen Bindungsstellen
muss durch Sonden erreicht werden) notig, um ein wahrnehmbares Fluoreszenz-
signal zu erreichen. Ublicherweise sind daher fiir Combo-FISH-Markierungen
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Praparationsschritte notig, die einen erheblichen Einfluss auf die Struktur der
DNA haben, um diese fiir die Sonden zugénglich zu machen. Dazu gehéren
z. B. Schritte, die bei hohen Temperaturen (90°C) ablaufen (thermische De-
naturierung). Da hier die Struktur der DNA untersucht werden sollte, werden
in dem optimierten Protokoll DNA-Struktur-beeinflussende Schritte moglichst
vermieden.

Die hier verwendete Alu-Sonde (siche dazu auch Abschnitt 3.1.3) hat 400 000
Bindungsstellen und es kann zugunsten der verringerten strukturellen Verédn-
derung der Genomarchitektur auf Markierungseffizienz verzichtet werden. Das
untenstehende Protokoll wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir die Alu-Combo-
FISH-Sonde entwickelt und stellt eine erhebliche Verbesserung zur traditionellen
Combo-FISH-Praparation dar. Es basiert auf der Annahme, dass doppelstran-
gige und einzelstrangige DNA sich in einem Gleichgewicht befinden [113] und
somit bei der hier verwendeten Sonde mit einer groffien Zahl von Bindungsstellen
auf DNA beeinflussende Denaturierungsschritte verzichtet werden kann. Dies
kann besonders fir die sich in der Ndhe von Genen befindlichen Alu-Sequenzen
angenommen werden.

Grundlage war das in der Arbeitsgruppe bestehende Combo-FISH-Protokoll,
das zunachst auf die grundlegenden Schritte (Permeabilisierung der Membra-
nen, sodass die Sonden diese durchdringen kénnen; Einbringen der Sonden mit
Fluoreszenzfarbstoffen; Auswaschen der ungebundenen Sonden) reduziert wurde.
Anschlielend wurden Schritte hinzugefiigt, die sich fiir das Funktionieren des
Protokolls notwendig zeigten. Einige weitere Schritte wurden dann hinzuge-
fiigt, die die Markierungseffizienz steigerten oder fiir gleichbleibendere Resultate
sorgten. Das untenstehende Protokoll stellt das Minimalprotokoll dar, das fiir
Combo-FISH der Alu-Sequenez notwendig ist, und hat somit einen minimalen
Einfluss auf die zu untersuchende Genomstruktur. Besonders wichtig war es
dabei, Priaparationsschritte, die einen besonders massiven Einfluss auf die 3D-
Struktur der DNA haben, zu vermeiden. Dazu gehoren z. B. Schritte, die bei
hohen Temperaturen ablaufen, Proteine in erheblichen Mafle zerteilen und die
Struktur dehydrieren. Es zeigte sich, dass auf diese Schritte bei der Alu-Sonde
ganzlich verzichtet werden kann.

Materialien

— 0.1mol/L Salzséure (HCI)

— 1xPBS + Mg/Ca
Natriumchlorid (NaCl): 155.172 mmol/L
Kaliumdihydrogenphosphat(KH;PO,): 1.059 mmol /L
Dinatriumhydrogenphosphat (NasHPOy): 2.966 mmol/L
Magnesiumchlorid (MgCly): 0.901 mmol/L
Calciumchlorid (CaCly): 0.493 mmol/L
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— 2xSSC
Natriumchlorid (NaCl): 0.3 mol/L
Natriumecitrat: 30 mmol/L

— 50 % Formamid in 2xSSC

— 20mmol/L Tris(hydroxymethyl)-aminomethan(TRIS)-Losung, mit
Salzsdure (HCI1) auf pH7.4 eingestellt.

— 20 pLCombo-FISH-Losung in TRIS-HCI, Konzentration der Sonden:
10mg/L

— 0.05% Octoxinol 9 (Triton-X) in 1xPBS+Mg/Ca
— Objekttrager
— Deckglaser mit fixierten Zellen

— Riittler (ermoglicht durch gleichméfige Bewegung der Proben das
Auswaschen von Reagenzien)

— Wiérmeschrank (37°C) mit hoher Luftfeuchtigkeit

— Fixogum? (Markenname fiir einen auf Naturkautschuk und organi-
schen Losungsmitteln basierender Kleber. Er wird hier als tibergangs-
weise und leicht wieder entfernbare Versiegelung verwendet.)

Durchfithrung
1. Deckglaser mit 0.1 mol/L HCI spiilen

2. fiir 10 min in 0.1 mol/L HCI zur chemischen Denaturierung der DNA
inkubieren. Obwohl dieser Schritt die Struktur der DNA beeinflussen
kann, konnte nicht vollig auf ihn verzichtet werden, da er fiir das
Funktionieren des Protokolls unumgéanglich ist. Es konnte aber ein
geringer destruktiver Effekt als bei thermischer Denaturierung erzielt
werden.

3. 3x Hmin in 0.05% Triton-X in 1xPBS+Mg/Ca waschen. Mit die-
sem Schritt wird die Salzsdure aus der Praparation ausgewaschen.
Das in der Losung enhaltene Triton-X sorgt dartiber hinaus fiir die
Permeabilisierung der Membran.

4. 5min in 2xSSC equilibrieren. Dies dient zur Vorbereitung der im
nachsten Schritt verwendeten Formamid-Losung.

5. 30 min in 50 % Formamid in 2xSSC inkubieren. Formamid bindet an
den Basen der DNA und verringert die Bindungskrifte dieser. So
werden sie leichter zuganglich fiir die Sonden.

6. 20 pL. Sondenlosung auf Objekttrager auftropfen

2Marabu GmbH & Co. KG
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7. Deckglas vorsichtig auf Sondenlosung legen und mit Fixogum versie-
geln

8. 24h im Warmeschrank (bei 37°C) inkubieren

9. Fixogum entfernen und Zellen sofort 3x 10 min in 2x SSC bei 37°C
waschen, um ungebundene Sonden zu entfernen.

10. 5min in 1xPBS+Mg/Ca equilibrieren

4.3 Kombination der Protokolle - Postfixierung

Die Kombination von Féarbeprotokollen, um in einem Zellkern mehrere Struktu-
ren sichtbar zu machen, ist stets eine Herausforderung und dies im Speziellen bei
FISH-Farbungen [114, 115]. Bei der Uberarbeitung der hier (sieche Abschnitt 3.1.4
und 3.1.3) verwendeten Protokolle wurde stets der Aspekt beachtet, dass sie als
Kombinationsprotokolle verwendet werden miissen. Diese Optimierungen ermog-
lichen es nun, auch Kombinationsexperimente aus mehreren Immunfiarbungen
oder Immunfarbungen und Combo-FISH-Farbungen durchzufiihren.

Ein daftir notwendiger Schritt ist die sogenannte Postfixierung. Dazu werden
die Proben nach der Combo-FISH- oder Immunfluoreszenz-Markierung noch-
mals fixiert (siehe dazu auch Abschnitt 3.1.2). Nach einer Postfixierung kénnen
weitere Préparationen oder die Gegenfarbung und Einbettung folgen (siehe
Abschnitt 3.1.5).

Bei Kombinationsexperimenten miissen immer zunéachst die Immunofluores-
zenzmarkierungen durchgefiihrt werden, da alle zugehorigen Praparationsschritte
nur einen geringen DNA-strukturverdndernden Einfluss haben. Jede Farbung
muss durch eine Postfixierung abgeschlossen werden. Wird dies berticksichtigt, so
kénnen Immunofluoreszenz- und Combo-FISH-Markierungen kombiniert werden.

Inwieweit die Kombination von Praparationen die Einzelpridparation beein-
flusst, muss jeweils gepriift werden. Dazu werden Einzelexperimente der entspre-
chenden Markierungen durchgefithrt und diese mit den Resultaten der Kombina-
tionsexperimente verglichen. Wie bei der Bewertung der Giite von Messdaten
vorgegangen werden kann, wird unter Abschnitt 5.6 beschrieben.

Die obenstehenden Protokolle sind auch tber die in dieser Arbeit durchgefiihr-
ten Experimente verwendet worden und zeigen, dass sie fiir eine Vielzahl von
Markierungsmitteln und Kombinationsexperimenten geeignet sind.

Fiir eine Postfixierung sind folgende Schritte notwendig:

Materialien
— 1xPBS + Mg/Ca
Natriumchlorid (NaCl): 155.172 mmol/L
Kaliumdihydrogenphosphat(KH2POy): 1.059 mmol /L
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOy): 2.966 mmol/L
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Magnesiumchlorid (MgCly): 0.901 mmol/L
Calciumchlorid (CaCly): 0.493 mmol /L
— Formaldehyd-Losung (2% in 1xPBS + Mg/Ca) (37°C)
— Deckglaser mit fixierten Zellen
— Wiérmebad (37°C)
— Rittler (ermoglicht durch gleichméaflige Bewegung der Proben das
Auswaschen von Reagenzien)
Durchfithrung
1. in 2% Formaldehyd in 1xPBS+Mg/Ca fiir 10min bei 37 °C postfixieren
2. 5min in 1xPBS+Mg/Ca waschen
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KAPITEL b

Entwicklung einer quantitativen Datenanalyse der
Genomarchitektur

5.1 Motivation

Konventionelle Mikroskopie erzeugt als Resultat ein Bild, das dann fiir weitere
Auswertungen genutzt wird. Bei Lokalisationsdaten hingegen ist die Grundla-
ge nicht wie tiblich ein Bild, sondern eine Matrix mit Koordinaten (und den
zugehorigen Ungenauigkeiten) der detektierten Fluorophore. Lokalisationsmikro-
skopie bietet verglichen mit konventioneller Mikroskopie eine erheblich hohere
Genauigkeit. Dieser Vorteil kann zur Erstellung von hochauflésenden Bildern ge-
nutzt werden. Um die Bilder tibersichtlicher und den iiblichen Mikroskopbildern
ahnlicher zu machen, wird bei der Erstellung von Bildern bewusst auf die volle
Lokalisationsgenauigkeit im Bereich einiger Nanometer verzichtet (siehe dazu
auch Abschnitt 3.2.4).

Ein typischer Lokalisationsdatensatz eines Zellkerns einer Heterochromatinfar-
bung (siche Abschnitt 2.2.3.2) besteht aus zehntausenden von Koordinaten. Viele
iibliche Mikroskopieanalyseverfahren sind fiir die Lokalisationsmikroskopie nur
sehr bedingt geeignet, da sie fiir die Analyse von Bilddaten mit einer Genauigkeits-
beschrénkung von 200 nm gedacht sind. Die Entwicklung und Weiterentwicklung
bestehender oder eigens entwickelter Auswerteverfahren ist Grundvoraussetzung,
um die Vorteile von Lokalisationsmikroskopie, tiber die blofle Bilderstellung
hinaus, zu nutzen.

Die Nanometergenauigkeit von Lokalisationsmikroskopie ermdéglichte bereits
neue Einblicke in die Struktur des Genoms. Unter Benutzung des Combo-FISH-
DNA-Markierungsverfahrens konnten einzelne Gene sichtbar gemacht und das
Auftreten repetitiver Abschnitte innerhalb dieser untersucht werden [111]. Diese
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Genauigkeit der Lokalisationsmikroskopie soll hier fiir die Analyse der Genom-
struktur nutzbar gemacht werden. Diese Aufgabe unterscheidet sich von der
Untersuchung einzelner Genregionen dadurch, dass nicht die DNA, sondern die
Histonverteilung, die einen erheblichen Anteil an der Strukturierung der DNA
hat (siehe dazu auch Abschnitt 2.2.3), betrachtet wird.

Die avisierte quantitative Analyse der Daten setzt einerseits eine grofie Men-
ge an aufgenommenen Datensatzen voraus und andererseits die systematische
Uberpriifung jedes einzelnen Datensatzes, bevor er in weitere Auswertungen
iibernommen werden kann. Typischerweise werden 30 bis 40 Zellkerne fiir eine
Messreihe aufgenommen. Ein Experiment, das aus mehreren Messreihen besteht,
enthélt hunderte aufgenommener Zellen, deren Datenséitze ihrerseits wieder
zehntausende Koordinaten enthalten und umfasst ca. 1 TB an Daten. Zur Hand-
habung dieser Datenmenge war es notwendig, standardisierte Auswerteverfahren
zu entwickeln und diese zu (teil)automatisieren (siehe dazu auch Kapitel 6).
Dariiber hinaus wurden die Programme zur einfachen Handhabung mit grafi-
schen Benutzeroberflichen ausgestattet und geben die wichtigsten Ergebnisse
direkt als Diagramme aus. Alle Programme verfiigen neben Daten-Ein- und
-Ausgabe iiber Parameter- und Metadaten-Export-Funktionen, sodass anhand
dieser das Auswertevorgehen nachvollzogen werden kann oder diese Daten in
andere Programme tibernommen werden kénnen. Ohne Funktionen dieser Art
ware der halbautomatische Auswertebetrieb, der fiir Chromatinstrukturanalyse
nétig ist, nicht moglich. Die umrissenen Automatisierungen und Uberpriifungen
hinsichtlich der Qualitdt der Daten war mit den bisher vorhandenen Programmen
nicht moglich.

5.2 Filterung und Normierung

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen haben stets ein gewisses Mafl an Hinter-
grundrauschen. Ein geeigneter Filter zur Reduzierung des Hintergrundrauschens
ist die Bestimmung der Dichte an jedem Punkt des Lokalisationsbildes (siehe
Abschnitt 5.5). Anschlieend werden alle Punkte entfernt, deren zugeordnete
Dichte einen bestimmten Schwellwert unterschreitet. Auf den Abbildungen 5.1 A
(ungefiltert) und B (gefiltert) ist erkennbar, dass dabei Signale aus dem Be-
reich, der eindeutig auflerhalb des Zellkerns liegt, entfernt werden. Der Einfluss
auf die Erkennbarkeit der weiteren Struktur ist minimal. Dies zeigen auch die
nebenstehenden Dichteansichten.

Ein typisches Problem bei Fluoreszenzmikroskopie ist Inhomogenitéit der
Fluoreszenz zwischen den einzelnen Messungen, da die Markierung mit Fluo-
reszenzfarbstoffen stets ungleichméfig ist. Dies lasst sich auf vielerlei Faktoren
zuriickfithren. Als biologisches System ist jede Zelle ein Unikat und weif3t deutliche
Inhomogenititen der Form, Gréfie und der (Protein- und Salz-)Konzentrationen
innerhalb der Zelle auf. Solche Inhomogenitéten konnen das Blinken beeinflussen
(siehe dazu auch Abschnitt 2.1.4.2). Weitere Inhomogenitaten entstehen beim
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Einbetten der Zellen mit den speziellen Einbettmedien (siehe dazu auch Ab-
schnitt 3.1.5). Konventionelle Mikroskopie stellt Fluorophore, deren Abstand
kleiner als 200 nm ist, stets als zusammenhéngend dar. Dies ist das durch Beu-
gung (siehe dazu auch Abschnitt 2.1.2) bedingte Auflosungslimit. Innerhalb
solcher Zusammenhénge spielen erst deutliche Unterschiede in der Dichte der
Fluorophore eine Rolle. Bei Lokalisationsmikroskopie wird jedes Fluorophor ein-
zeln abgebildet, jeder Dichteunterschied wird sichtbar gemacht und wirkt sich auf
die folgenden Analysen aus. Inhomogenitaten der Markierung, die bei konventio-
neller Mikroskopie einfach durch die begrenzte Genauigkeit verschwinden, konnen
bei einer Methode wie der Lokalisationsmikroskopie, die Analysen auf Einzelmo-
lekiilniveau zulédsst, deutliche Unterschiede hervorrufen. Diese Inhomogenitéaten,
die auf Mikroskopbildern konventioneller Mikroskope kaum wahrnehmbar sind,
fithren bei Lokalisationsmikroskopie zu erheblichen Unterschieden bei der Anzahl
der gemessenen Blinkereignisse pro Messung. Vereinzelt tauchen Messungen auf,
die erheblich in beiden Richtungen um den Mittelwert schwanken. Diese konnen
teilweise zehnmal mehr oder weniger Blinkereignisse haben als der Mittelwert.
Durch das vereinzelte Auftreten dieser Abweichungen ist es moglich, diese einfach
auszusortieren. Allerdings sind auch nach Aussortierung dieser Ausreifler die
Schwankungen ggf. noch immer zu grof}, sodass die Daten nicht ohne Weiteres
miteinander verglichen werden koénnen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine Software entwickelt, die Lokalisationsdaten (in gewissen Grenzen) normieren
kann.

Der Normierungsalgorithmus arbeitet wie folgt: Aus den gemessenen Loka-
lisationspunkten wird ein Bild erstellt. Auf dieses wird ein Raster A mit einer
bestimmten Rastergrofle a gelegt und anschliefend wird die Anzahl N;; der
Ereignisse Ej;; in einem Raster-Element A;; (wobei ij fiir die Position des
Rasterelements steht und FEj;; das k-te Ereignis in dem Rasterelement repra-
sentiert) berechnet. Daraus werden Listen L,, mit Ereignissen £;;, erstellt, fiir
die N;; = N, und 1 < N,,, < Mazimum(N;;) gilt. Soll nun die Gesamtzahl
der Ereignisse um einen bestimmten Anteil (z. B. 10 %) reduziert werden, so
werden aus jeder Liste L,, zufallsverteilt 10 % der Eintrage entfernt. Durch dieses
Verfahren wird die Punktreduzierung auf dichte und weniger dichte Bereiche
(entsprechend ihres Auftretens) verteilt. Die Abbildungen 5.1 und 5.2 zeigen
Beispielbilder des Normierungsvorgangs.

Auf den Abbildungen 5.1 und 5.2 ist zu erkennen, dass sich die Darstellung
des Zellkerns auf den Bildern 5.1 A (Rohdaten, 53000 Punkte), B (gefiltert,
47000 Punkte) und C (Normierung auf 30 000 Punkte) kaum verandert. Erst auf
Abbildung 5.1 D (Normierung auf 10 000 Punkte) sind Unterschiede zu erkennen,
allerdings wurden hier bereits iiber 80 % der Punkte entfernt. Die Abbildungen
5.2 E (Normierung auf 5000 Punkte) und F (Normierung auf 1000 Punkte)
zeigen deutliche Abweichungen, allerdings wurden hier bereits tiber 90 % bzw.
iiber 98 % der urspriinglichen Punkte entfernt. Neben der relativen Menge an
entfernten Punkten muss auch immer berticksichtigt werden, ob die absolute Zahl
an verbliebenen Punkten fiir eine angemessene Darstellung ausreicht. Der Wert
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A

Anzahl Punkte: 53000 (100%) -,

Abbildung 5.1: Normierung und Filterung. Dargestellt sind Dichtebild
(Pixelsize=10 nm/px, Radius=1000 nm, Gauffilterradius=50 nm) und schema-
tische Dichteverteilung (aus Griinden der besseren Ubersicht wurde hierzu
die Pixelsize auf 100 nm/px erhéht, Radius=1000nm). In der schematischen
Dichteverteilung ist Farbskalierung jeweils auf das Dichtemaximum des
jeweiligen Bildes skaliert. Zusétzlich angegeben ist, wie viel Prozent der
urspriinglichen Punkte noch in dem Bild enthalten sind. A: Rohdaten (53 000
Punkte). B: gefiltert (47000 Punkte). C: normiert 30 000 Punkte.
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D)

Anzahl Punkte: 10000 (19%)

Anzahl Punkte: 5000 (9%)

F

Anzahl Punkte: 1000 (2%)

Abbildung 5.2: Normierung und Filterung (Fortsetzung). D: normiert 10 000 Punk-
te. E: normiert 5000 Punkte. F: normiert 1000 Punkte.
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der notwendigen Minimalpunktzahl ist dabei abhéngig von der im Experiment
durchgefiihrten Fluoreszenzmarkierung.

Die hier vorgestellten Normierungs- und Filterungsmechanismen sind eine not-
wendige Grundlage, um Lokalisationsdaten fiir weitere Analysen zu verwenden.
Sie erlauben, Vergleichbarkeit zwischen einzelnen Messungen herzustellen, was
wiederum fiir die angestrebte quantitative Analyse der Daten notwendig ist. Erst
diese quantitativen Analysen ermoglichen, das Potential der Lokalisationsmikro-
skopie auszunutzen.

5.3 Clusteranalyse

In vielen Fallen bilden Proteine kleine Regionen deutlich hoherer Dichte. Dies
kann z. B. bei YH2AX (siehe dazu auch Abschnitt 2.2.4) beobachtet werden, aber
auch bei zahlreichen anderen Proteinen. Ab einem bestimmten Dichteunterschied
konnen solche Regionen hoherer Dichte mit Hilfe von Algorithmen erkannt
werden und vom Hintergrund unterschieden werden. Sie werden dann haufig
als Cluster bezeichnet. Clustererkennungsalgorithmen sind in der Mikroskopie
ein wichtiges Werkzeug, da viele Proteine in Clustern auftreten und sie einer
computergestiitzten Erkennung zugénglich sind. Lokalisationsmikroskopie bietet,
verglichen mit konventionellen Mikroskopiemethoden, die Moglichkeit, Strukturen
auf Einzelmolekiilniveau zu unterscheiden. Somit ist bei diesem Verfahren eine
besonders prézise Clustererkennung moglich, allerdings auch ein anderer Ansatz
der Clustererkennung noétig.

Zur Clustererkennung wurde in dieser Arbeit der Density-Based Spatial Clus-
tering of Applications with Noise-Algorithmus (DBSCAN) verwendet [116]. Es
handelt sich dabei um einen weitverbreiteten Algorithmus zur Clustererkennung,
der dichtebasiert funktioniert und sich fiir Daten, die aus einzelnen Punkten
bestehen, verwenden lasst.

Dem Algorithmus miissen zwei Parameter iibergeben werden: € und N,,;,. Er
arbeitet dann wie folgt: Um jeden Punkt P; wird die Anzahl der weiteren Punkte
N; im Radius € bestimmt und mit N,,;, verglichen. Ist N; > N,.;,, dann gilt
der Punkt P; als sogenannter Kernpunkt. Alle Punkte P;, deren Abstand zu
einem Kernpunkt kleiner als € ist, aber fir die N; < N,,;, gilt, sind sogenannte
dichte-erreichbare Punkte. Alle anderen gelten als Rauschen (siehe dazu auch
Abbildung 5.3). Alle Kernpunkte und dichte-erreichbaren Punkte sind somit
Teil eines Clusters. Der Algorithmus kann in einem Punktdatensatz mehrere
Cluster erkennen, daher miissen die Kernpunkte und alle dichte-erreichbaren
Punkte den einzelnen Clustern C' zugeordnet werden. Folgendes Kriterium gilt
hierbei: befindet sich um einen Kernpunkt P; ein weiterer Kernpunkt P; in einem
Abstand kleiner als €, so gelten diese beiden Punkte einem Cluster C' zugehorig.
Dieses Verfahren wird entsprechend wiederholt, bis alle Kernpunkte entsprechend
dem Abstand e den Clustern zugeordnet sind. Alle dichte-erreichbaren Punkte,
deren Abstand zu einem der Kernpunkte des Clusters C' kleiner als e ist, gehoren
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Abbildung 5.3: DBSCAN-Algorithmus. A, B: Im Radius € um jeden Punkt wird
die Anzahl der Punkte bestimmt. Ist diese kleiner als N,,;, so gilt der Punkt
als Rauschpunkt (blau). C, D: Ist die Anzahl der gefunden Punkte grofier
oder gleich Ny, gilt der Punkt als Kernpunkt (rot). E: Wenn alle Kern- und
Rauschpunkte bestimmt sind, wird fiir jeden Rauschpunkt tiberpriift, ob er zu
einem Kernpunkt einen Abstand kleiner als € hat. F: Ist der Abstand eines
Rauschpunktes kleiner €, so gilt er als dichteerreichbarer Punkt (griin). Ein
Cluster besteht aus Kernpunkten und dichteereichbaren Punkten.
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ebenfalls zu dem Cluster C.

Die erkannten Cluster und die damit generierten Bilder wurden anschlieSend
mit den Dichtebildern und Ubersichtsbildern (siche Abschnitt 3.2.4) der Zellkerne
verglichen, um die Paramterwahl der Clustersuche zu priifen.

Es existieren zahlreiche Implementierungen des DBSCAN-Algorithmus in
verschiedenen Programmiersprachen. Hier wird die unter [117] verfiigbare Im-
plementierung in MATLAB verwendet und im Rahmen dieser Arbeit in ein
Programm integriert, das aus den erkannten Clustern ein Clusterbild erstellt
(siehe dazu auch Abschnitt 3.2.4) und auflerdem folgende Charakteristika der
Cluster berechnet:

o Clusterschwerpunkt

o Anzahl der Punkte im Cluster
o Clusterfliche

o Anzahl der Cluster in der Zelle
o Umfang des Clusters

o (Quadratisches Mittel der Distanzen zwischen den Punkten der konvexen
Hille (die konevexe Hiille wird durch die Punkte représentiert, die die
Auflengrenze des Clusters darstellen, sieche Abbildung 5.3 F, die grauen
Linien stellen die konvexe Hiille des Clusters dar)

e Maximale Distanz zwischen den Punkten der konvexen Hiille

Die Clusterfliche wurde mit Hilfe der Gaufischen Trapezformel [118] aus den
Punkten der konvexen Hiille des Clusters bestimmt. z; und y; stehen fiir die
Koordinaten der Punkte der konvexen Hiille.

1N—1

A= 9 Z (%5 Yis1 — Tig1 Yi)
i=0

Unter Benutzung der berechneten Flache kann dann der Schwerpunkt des Clusters
wie folgt berechnet werden.

1 N-1

Ts = (25 + 2i41) (%5 Yiy1 — Tig1 Yi)
64 =
1 N-—1

Ys = GA - (Wi + Yir1) (T Yig1r — Tig1 Ys)

Il
=)

)
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Abbildung 5.4: Typische Distanzverteilungen. (Blau: Messpunkte, rot: mogliche
Anpassungsfunktion). Typischerweise treten drei Verteilungen bei Distanzana-
lysen von Chromatinstrukturen auf: A: Lineare Verteilung (Anpassungsfunk-
tion f(z) = mz). B: Logartihmische Normalverteilung (Anpassungsfunktion:
f(z)=A-el CQ'(l”(x)_b)Q). C: Logarithmische Normalverteilung iiberlagert mit
einer linearen Verteilung (Anpassungsfunktion siehe B).

5.4 Distanzanalyse

Ein weiteres wichtiges Werkzeug zur Analyse von Lokalisationsdaten sind Di-
stanzanalysen. Dabei werden alle Distanzen zwischen allen Punkten berechnet.
Aus diesen Distanzen lassen sich u. a. Haufigkeitsverteilungen bestimmen, die
es ermoglichen, Informationen tiber die gemessene Struktur zu gewinnen. Ab-
bildung 5.4 zeigt beispielhaft mogliche auftretende Distanzverteilungen, die
untenstehend naher beschrieben werden.

o Lineare Abhéngigkeit: Im Fall einer linearen Abhéngigkeit kann davon
ausgegangen werden, dass die raumliche Verteilung der zugrundeliegen-
den Punkte zufillig ist. Aus einer linearen Abhéngigkeit von Distanz und
Héaufigkeit der auftretenden Distanzen folgt, dass sich in einem grofler wer-
denden Kreis um einen Punkt die Anzahl der Punkte mit einer festen Rate
vergroflert, sodass diese Verteilung keine charakteristische Distanz hat, die
mit besonderer Haufigkeit auftritt. Dies entspricht einer Zufallsverteilung
(siche Abbildung 5.4 A).

o Logarithmische Normalverteilung: Wie bei vielen natiirlichen Prozessen
scheint auch die Distanzverteilung von Chromatinstrukturen haufig keiner
GauBverteilung zu folgen, sondern einer logarithmischen Normalverteilung.
Die meisten der hier analysierten Strukturen zeigen einen logarithmischen
Normalverlauf mit einem lokalen Maximum und werden entsprechend mit
logarithmischen Normalverteilungen angenéhert (siehe Abbildung 5.4 B).

(in(x)—b)2
flx)=A-e &
wobei gilt: A: Amplitude des Maximum, e’: Position des Maximums, c:

Breite der Verteilung.
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AuBerdem sind auch Uberlagerungen der genannten Verteilungen méoglich. So
werden bei nicht zufallsverteilten Strukturen logarithmische Normalverteilungen
gefunden, die ab einer bestimmten Distanz in einen linearen Verlauf iibergehen
(siche Abbildung 5.4 C). Zunéchst soll daher an dieser Stelle der erwartete
Verlauf einer Distanzverteilung, bei der die Distanzen zwischen allen Punkten
berechnet werden und deren zugrundeliegende Struktur nicht zufallsverteilt ist,
besprochen werden. In der Distanzverteilung lassen sich zwei Bereiche unter-
scheiden: einerseits den vorderen Bereich von Onm bis zu einer bestimmten
Distanz D (bei Chromatinstrukturen in der Regel ca. 100 nm), in dem sich ein
lokales Maximum befindet, und andererseits die Distanzen, die grofier als D sind
und einen linearen Zusammenhang zwischen Distanz und auftretender Haufigkeit
haben. Der sich ab ca. der Distanz D ergebende lineare Zusammenhang war
zu erwarten. Diese Distanzverteilungen stellen alle Abstédnde zu allen Punkte
dar. Wenn nun zu einem Punkt P die Distanzverteilung bestimmt wird, dann
besagt diese Verteilung, dass auf einer Kreisschale mit dem Radius R und der
Dicke AR um diesen Punkt eine bestimmte Anzahl Punkte N liegt. Wird nun
der Radius R grofler, so steigt auch die Anzahl der darin befindlichen Punkte, da
bei groBer werdendem Radius R auch die Fliache der Kreisschale steigt. Bei einer
génzlich homogenen Verteilung der zugrundeliegenden Punkte wiirde ein linearer
Zusammenhang tiber die ganze Verteilung gefunden werden. Punktverteilungen,
die eine charakteristische Distanzverteilung haben, gehen trotzdem ab einer
bestimmten Distanz D in einen linearen Zusammenhang tber, da dann der
Effekt durch die grofler werdenden Kreisschalen die charakteristische Verteilung
tiberdeckt. Damit ist es naheliegend, bei dieser Anwendung der Distanzverteilung
den vorderen Teil bis zur Distanz D der Verteilung zu betrachten.

Die Position des Maximums im Bereich bis zur Distanz D der Distanzvertei-
lung, das unter Zuhilfenahme von Anpassungsfunktionen bestimmt werden kann,
stellt die charakteristische Distanz der Struktur dar. Somit kénnen mit diesen Dis-
tanzverteilungen kleine Strukturdnderungen mit Hilfe dieser charakteristischen
Distanzen sichtbar gemacht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit spielen Distanzverteilungen eine erhebliche Rol-
le. Stets gehen Filterung und Normierung der zugrundeliegenden Daten allen
weiteren Auswerteschritten voraus (siehe dazu auch Abschnitt 5.2). Die grofie
Anzahl von durchzufiithrenden Distanzanalysen und zu iiberpriifenden Daten-
sitzen erforderte es, automatisierte und teilautomatisierte Analyseverfahren zu
entwickeln. Logarithmische Normalverteilungen wurden als Anpassungsfunktio-
nen verwendet, wobei stets auch die Qualitat der Anpassung iiberpriift wurde
und Datensétze, die nur schlecht zu der Anpassungsfunktion passten, nochmals
separat tiberpriift wurden. In Zwischenschritten konnten so die Resultate stets
tberpriift werden und Fehler, die durch das Verfahren bedingt sind, erkannt und
optimiert werden. Erst die so gewonnenen Resultate haben eine Interpretation
der Daten ermoglicht.

Neben diesem grundlegenden Ansatz, die Distanzen zwischen allen Punkten
zu bestimmen, wurden drei weitere, speziellere Anséitze im Rahmen dieser Arbeit
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verwendet:

1. Die Bestimmung der Distanz zum néchstgelegenen Punkt bzw. zu einer
bestimmten Anzahl nachstgelegener Punkte: dies ist ein Ansatz fiir Struk-
turen, die charakteristische Distanzen aufweisen und die in clusterdahnlichen
Strukturen auftauchen. Die Distanzen zu den néichstgelegenen Punkten zu
bestimmen, erlaubt Informationen iiber diese clusterdhnlichen Strukturen
zu gewinnen. Allerdings muss beachtet werden, dass, im Gegensatz zur
Untersuchung der Distanzen zwischen allen Punkte, die Suche nach einer
bestimmten Anzahl von néchstgelegenen Punkten keine parameterfreie
Analyse mehr ist. Der vorzugebende Paramter, wie viele néchstgelegene
Punkte in die Analyse integriert werden sollen, kann das Ergebnis beein-
flussen, somit muss stets bedacht werden, ob die gewahlte Anzahl von
nichstgelegenen Punkten fir die entsprechende Analyse angemessen ist.

2. Mit Hilfe von Clustererkennungsprogrammen koénnen Punkte erkannt wer-
den, die bestimmten Clusterparametern geniigen (siehe dazu auch Ab-
schnitt 5.3). Innerhalb dieser Cluster konnen nun die Distanzverteilungen
untersucht werden, um z. B. zu tberpriifen, ob innerhalb der Cluster
charakteristische Distanzen auftreten und ob sich diese ggf. von der Ge-
samtdistanzverteilung unterscheiden.

3. Die Bestimmung von Distanzen von festgelegten Stiitzpunkten aus: Bei
den bisher genannten Distanzverteilungen werden die Distanzberechnungen
von allen Punkten aus durchgefiihrt. Es kann angebracht sein nur bestimm-
te Punkte als Ausgangspunkte einer Distanzanalyse zu verwenden. Dies
konnen z. B. Punkte mit besonders hoher Dichte sein oder auch Punkte
an denen bestimmte Proteine auftauchen (siche dazu auch Abschnitt 5.7).

5.5 Dichteanalyse

Fiir eine Dichteanalyse wird fiir jeden Punkt die lokale Dichte bestimmt. Dazu
wird in einem bestimmten Radius » um den Punkt P, die Anzahl der weiteren
Punkte N; bestimmt. Dieser Wert entspricht dann der Dichte an dem Punkt P,
(siehe dazu auch Abbildung 5.5).

Dieses Verfahren wird von dem festzulegenden Radius r stark beeinflusst. Dies
lasst sich illustrieren durch Betrachtung der Grenzfille: Bei einem Wert von
r, der der Grofle des Zellkerns entspricht, ist der Dichtewert iiber den ganzen
Zellkern konstant. Wird er auf einen zu kleinen Wert festgelegt, so ist die Dichte
Null. In beiden Fallen kann aus den Werten keine Information gewonnen werden.
In dieser Arbeit werden Dichteanalysen nur eingeschrénkt eingesetzt und durch
Distanzverteilungen ersetzt.
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Abbildung 5.5: Dichtebestimmung. Um jeden Punkt wird in einem bestimmten
Radius r die Anzahl der umliegenden Punkte bestimmt. Dieser Wert ent-
spricht der Dichte an diesem Punkt. Schematisch dargestellt fiir zwei Punkte.
Dichte(P1) = 3, Dichte(P2) = 5.

5.6 Bewertung der Giite von Daten

In Abschnitt 5.1 wurde bereits auf mogliche Inhomogenitéaten der Fluoreszenz
hingewiesen und in Abschnitt 5.2 wurde ein Normierungsverfahren von Lokalisa-
tionsdaten beschrieben, das fiir die quantitative Auswertung unumgénglich ist.
Aber trotz Filterungen, Normierungen und optimierter Markierungsverfahren
(siehe dazu auch die Abschnitte 4 und 5.2) bediirfen die Mikroskopdaten einer
Bewertung, bevor sie fiir weitere Analysen verwendet werden kénnen.

Ein typisches Experiment besteht aus mehreren Messreihen, die ihrerseits
wieder aus einer gewissen Anzahl von aufgenommenen Zellkernen bestehen. Die
Aufnahme eines Zellkerns benétigt ca. 10 min, eine Messreihe bedarf ca. 10h
Mikroskopzeit. Die zu einem Experiment gehorigen Messreihen aufzunehmen,
dauert daher mehrere Tage. Daher musste gepriift werden, ob die dufleren
Bedingungen einen Einfluss auf die Resultate haben.

Im Rahmen dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass der Einfluss der aufleren
Faktoren auf die Resultate erheblich sein kann. Die kalt gelagerten Praparate
miissen, wie das ganze Mikroskopsystem auch, durch einige Vorabmessungen,
deren Daten verworfen werden, an die Raumtemperatur angepasst werden. Dieser
Vorgang dauert ca. eine Stunde. Innerhalb dieses Zeitraums erwarmt sich das
Préaparat auf Raumtemperatur, aber auch einige Komponeten des Mikroskopsys-
tems erwarmen sich und es entsteht ein Temperaturgleichgewicht zwischen den
sich erwirmenden Komponenten und der vorhandenen Wasserkiihlung. Ohne
diese Wartezeit zeigen sich wahrend der Messung, die pro Zellkern ca. 10 min
dauert, erhebliche Verschiebungen (d. h. der aufzunehmende Bereich bewegt
sich in alle Raumrichtungen) und machen die Daten somit unbrauchbar. Nach
einer Stunde Anpassungszeit sind diese Verschiebungen nicht mehr wahrnehmbar.

70



5.6. Bewertung der Giite von Daten

Abbildung 5.6: Darstellung einer Fehlmessung. A: Ubersichtsbild einer Zel-
le. B: Dichtebild derselben Zelle (Paramter zur Dichtebilderstellung:
Pixelsize=10 nm/px, Radius=1000 nm, Gaufifilterradius=50nm). C: Uberlage-
rung aus A und B. Die Lokalisationsaufnahme wurde durch duflere Einfliisse
gestort. Diese sind héufig nicht wahrnehmbar, aber kénnen offensichtlich einen
erheblichen Einfluss auf die Lokalisationsaufnahme haben.

Durch Raumklimatisierung und Abgeschlossenheit des Mikroskopsystems werden
Einfliisse der Aulentemperatur gut kompensiert.

Diese Mafinahmen und die dadurch bedingten gleichbleibenden Resultate
ermoglichen es, fehlerhafte Messungen leicht zu identifizieren, da diese sich erheb-
lich von den erwarteten Aufnahmen abheben. Vielerlei Griinde kénnen zu solchen
Fehlmessungen fithren. Z. B. konnen Lufteinschliisse im Einbettmedium zu Drifts
fithren, bestimmte Vibrationen kénnen auch durch den schwingungsgeddmpften
Tisch, auf dem das Mikroskop aufgebaut ist, nicht kompensiert werden, an
bestimmten Zellen kénnen bestimmte Schritte der Préaparation nicht funktioniert
haben, z. B. die Permeabilisierung der Membranen, sodass der Fluoreszenzfarb-
stoff die Zellkernmembran nicht iiberwinden konnte usf. Diese Messungen konnen
anhand der erstellten Dichtebilder und Ubersichtsbilder identifiziert und aussor-
tiert werden. Abbildung 5.6 zeigt ein Beispiel einer offensichtlichen Fehlmessung.
Dariiber hinaus sind (halb)automatische Verfahren etabliert worden, die ganze
Experimente analysieren, einen Uberblick iiber die Ergebnisse ermdglichen und
so die Bewertung der Giite der Daten moglich machen. Diese ausgegebenen
Diagramme informieren den Anwender iiber die Anzahl der gemessenen Blinker-
eignisse pro Zelle und pro Messreihe, sodass sofort entschieden werden kann, ob
eine Normierung der Daten moglich ist und auf welchen Wert sie passieren muss.
Dariiber hinaus werden Ubersichten der charakteristischen Distanzen (siehe
dazu auch Abschnitt 5.4) sowie Dichte- und Standardbilder (siche dazu auch
Abschnitt 3.2.4) erstellt. Deutliche Abweichungen der charakteristischen Distanz
oder der Anzahl der Blinkereignisse einzelner Zellen vom Mittelwert sind ein
Indikator auf Unstimmigkeiten und sollte zur Priiffung der Aufnahme fithren.
Eine detailliertere Beschreibung der hierfiir verwendeten Diagramme befindet
sich in Abschnitt 6.1.

Da im weiteren Verlauf der Analyse (halb)automatisiert Mittelwerte gebildet
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werden und Daten zusammengefasst werden, ist das Aussortieren von offensicht-
lich fehlerhaften Messwerten notwendig, da sie sonst die Resultate beeinflussen
wiirden. Die Bewertung der Giite der Messdaten ist daher stets der erste Schritt
der Analyse, bevor es zu Filterungen, Normierungen und weiteren Auswertungen
kommen kann.

5.7 Mehrkanalanalyse

Die Fluoreszenzmarkierung von mehreren Strukturen eines Zellkerns mit Fluoro-
phoren, die mit Licht unterschiedlicher Wellenlangen angeregt werden, ermoglicht
es, diese Strukturen miteinander zu vergleichen und abhéngig voneinander aus-
zuwerten. Diese Experimente werden als Mehrkanalexperimente bezeichnet. So
ist es beispielsweise moglich, zu tiberpriifen, ob bestimmte Doppelstrangbruch-
Reparaturproteine mit YH2AX (siehe Abschnitt 2.2.4) assoziiert sind, und so-
mit kénnen Annahmen getroffen werden, welche Art der Doppelstrangbruch-
Reparatur angewendet wird [74] (siehe dazu auch Abschnitt 2.2.4).

Abhéngig vom Mikroskopsystem miissen die Methoden der Uberlagerungsanaly-
se angepasst werden. Konventionelle Mikroskopsysteme sind auf eine Genauigkeit
von ca. 200 nm beschrankt, sodass auch die Uberlagerungsanalyse dieser Ein-
schrankung unterliegt. Wie schon beschrieben ergibt konventionelle Mikroskopie
ein Bild, auf dem die einzelnen Fluorophore nicht erkennbar sind, sondern als
Uberlagerung der PSFs (siehe dazu auch Abschnitt 2.1.2) dargestellt werden.
Somit hat das aufgenommene Fluoreszenzsignal bei dieser Mikroskopie immer
eine gewisse Ausdehnung und ist nicht punktférmig. Eine Uberlagerungsanalyse
vergleicht daher die einzelnen Pixel von zwei zusammengehoérenden Mikroskop-
bildern. Der Vergleich unterliegt dann ebenso der Genauigkeitsbeschrénkung von
200 nm.

Im Gegensatz dazu liefert Lokalisationsmikroskopie (siche dazu auch Ab-
schnitt 2.1.5) die Koordinaten der Fluorophore mit einer Genauigkeit im Bereich
von einigen Nanometern und ist damit dem idealen punktférmigen Signal sehr
nah. Die nanometerprazise Wiedergabe der Fluorophorpositionen mit Lokalisati-
onsmikroskopie macht zwar eine deutlich genauere Untersuchung der Strukturen
moglich, aber auch einen neuen Ansatz der Kolokalisation nétig, da nicht ein-
fachhin tiberpriift werden kann, ob zwei Fluorophore dieselbe Position haben (so
wie zwei Pixel eines konventionellen Mikroskopbildes verglichen werden koénnen).
Die Positionsbestimmung ist nanometergenau, aber unterliegt trotzdem gewissen
Ungenauigkeiten, die durch die verwendeten Methoden begriindet sind (siehe
dazu auch Abschnitt 3.2.3). Somit ist es nicht sicher, dass zwei Fluorophore
(auch wenn Sie die exakt gleiche Postion hétten) im Verlauf der Positionsbestim-
mung die gleichen Koordinaten zugeordnet bekommen. Einen viel erheblicheren
Einfluss hat, dass die Fluorophore der unterschiedlichen Kanéle unterschiedliche
Markierungsziele haben. Es ist daher unwahrscheinlich, dass sie exakt die gleiche
Position einnehmen. Die Genauigkeitsbegrenzung von 200 nm bei konventioneller
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Mikroskopie macht solche Uberlegungen unnétig. Bei Lokalisationmikroskopie
miissen sie beachtet werden und somit ergeben sich zwei mogliche Kriterien,
wann zwei Fluorophore kolokalisieren. Diese wurden im Rahmen dieser Arbeit
in Auswerteprogrammen umgesetzt.

1. Bei der ersten Methode wird der Abstand eines Fluorophores des ersten
Kanals zum néachstgelegenen Fluorophor des zweiten Kanals berechnet.
Ist dieser Abstand kleiner als ein vorgegebener Schwellwert, so werden
diese beiden Fluorophore als kolokalisierend bezeichnet. Der Ansatz ist
prizise und nutzt die maximal mogliche Auflosung bei der Suche nach
Kolokalisation.

2. Eine weitere Moglichkeit, die deutlich weniger rechenaufwendig ist und
besonders fiir die Erstellung von Bildern geeignet ist, legt ein Raster iiber
ein Dichtebild (siche dazu auch Abschnitt 3.2.4), das eine bestimmte Ras-
tergroffe hat, und berechnet innerhalb jedes Rasterelements die mittlere
Dichte. Wenn diese mittlere Dichte in zueinandergehérenden Rasterele-
menten der aufgenommenen Kanéle groflier Null ist, so gelten alle Punkte
innerhalb dieses Rasterelements als kolokalisierende Punkte.

Die Méglichkeiten der Lokalisationsmikroskopie bei der Analyse von mehrkanali-
gen Mikroskopaufnahmen beschréankt sich aber nicht nur darauf, zu ermitteln,
inwieweit Kolokalisation vorliegt. Proteine konnen in Kombination mit anderen
auftreten, allerdings beschrénkt die Genauigkeit der konventionellen Mikroskopie
die Analyse dieser Zusammenhéinge. Unter Benutzung von Lokalisationsmikro-
skopie kann untersucht werden, welche charakteristischen Abstdnde Proteine
zueinander haben, ob sie kolokalisieren oder nur in unmittelbarer Nachbarschaft
auftauchen usf.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zu diesem Zweck Cluster- und Distanz-
analysen (siche dazu auch Abschnitt 5.3 und 5.4) kombiniert, da zahlreiche
Proteine im Zellkern clusterférmige Ansammlungen bilden (z. B. YH2AX, siehe
dazu auch Abschnitt 2.2.4) und die Frage interessant ist, inwieweit diese clus-
terformigen Ansammlungen mit anderen Proteinen assoziiert sind (d. h. ob sie
kolokalisieren, in einem bestimmten Abstand von diesen auftauchen usf.) und
inwieweit diese Strukturen sich gegenseitig beeinflussen. Mit Hilfe des DBSCAN
und der Gauflschen Trapezformel lassen sich Flache und Schwerpunkt sowie
weitere relevante Informationen der polygonférmigen Cluster bestimmen (siche
dazu auch Abschnitt 5.3). Die Schwerpunkte der Cluster von Protein A konnen
nun als Ausgangspunkt fiir eine Distanz- und Dichteanalyse verwendet werden,
um die Dichte von Protein B in Abhéngigkeit vom Abstand zum Schwerpunkt
zu analysieren. Diese Analyse soll umgehen, dass Distanzanalysen sich ab einer
bestimmten Distanz stets einem linearen Verlauf anndhern, wie in Abschnitt 5.4
beschrieben. Dazu werden um die Schwerpunkte aquidistante Kreisschalen ange-
nommen und es wird bestimmt, wie viele Punkte sich in jeder Schale befinden.
Mit Hilfe des Flacheninhalts der Kreisschalen ist es nun moglich, die mittlere
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Dichte

Abbildung 5.7: Mehrkanalanalyse. A: Schematisch dargestellt ein Ausschnitt aus
einem Zellkern. Das blaue Polygon ist das durch den DBSCAN erkannte Cluster
von Protein A. Das mit ,S“ markierte ,,+“ markiert den Schwerpunkt des Clusters.
Um diesen Schwerpunkt werden nun Kreisschalen mit konstanter Ausdehnung
analysiert. Innerhalb dieser Kreisschalen werden die auftretenden Punkte von
Protein B (graue Punkte) bestimmt und entsprechend der Flache der Kreisschale
wird die Dichte berechnet. B: Schematische Darstellung der zu A gehérenden
Dichteverteilung.

Dichte von Protein B innerhalb der Kreisschalen zu berechnen, anstatt der
absoluten Anzahl der auftauchenden Distanzen. Die Dichte folgt dann ab einer
bestimmten Distanz nicht mehr methodisch bedingt einem linearen Anstieg und
erlaubt eine Analyse der Verteilung von Protein B um die Cluster von Protein A.

Eine schematische Darstellung des Verfahrens befindet sich in Abbildung 5.7.
Diese Funktionen wurden in standardisierte und automatisierte Analyseverfahren
integriert, die Informationen zu einzelnen Clustern und der angesprochenen
Dichteverteilung ausgeben, sowie entsprechende Mittelwerte berechnen.

Somit ist es moglich, nicht nur zu untersuchen, inwieweit zwei Strukturen sich
iiberlagern, sondern auch, ob charakteristische Abstédnde zueinander existieren
und welche Werte diese annehmen. Diese Verfahren wurden im Rahmen dieser
Arbeit verwendet, um die Verteilung von Heterochromatin (Abschnitt 2.2.3.2) um
das Histon yH2AX (Abschnitt 2.2.4) und die DNA-Sequenz Alu (Abschnitt 2.2.5)
zu untersuchen. Die entsprecheden Resultate finden sich in den Abschnitten 7.3.5

und 7.3.6.

5.8 Topologische Datenauswertung

Die in Abschnitt 5.4 und 5.7 vorgestellten Methoden stellen eine erhebliche
Verbesserung der vorhandenen Auswertesysteme fiir Lokalisationsmikroskopie
dar. Die Anwendungsgebiete fiir Distanzanalysen und Mehrkanalanalysen sind
vielfaltig und koénnen auf zahlreiche biologische Fragestellungen angewendet
werden. In Kapitel 7 werden Resultate, die mit den verschiedenen Methoden
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gewonnen wurden, gezeigt. Trotzdem reizen auch diese das Potential von Lokali-
sationsmikroskopie noch nicht voéllig aus.

Der Heterochromatinverteilung im Zellkern (z.B.) liegt eine Struktur zugrunde,
iiber die bisher nicht viel bekannt ist. Es herrscht Einigkeit dartiber, dass
Heterochromatin nicht einfach willkirlich im Zellkern verteilt ist [119, 120],
und es wird berechtigterweise angenommen, dass es auf mehreren Grofienskalen
organisiert ist.

Es existieren verschiedene Modelle und Theorien zur Organisation des Genoms
im Zellkern, z.B. zur Anordnung der Nukleosomen in einer angenommen, aber
noch nicht bestétigten 30 nm-Anordnung [40]. Zur Organisation auf groferen
Skalen (=~ 1yum) existieren Modelle zu Chromosomterritorien und Ansétze zu
ihrem inneren Aufbau [6]. Aufgrund der zu geringen Differenziertheit der Modelle
konnen die hier gewonnen Daten nicht mit den Modellen verglichen werden und
somit ist es schwierig, der gemessenen Struktur bestimmte Charakteristika zuzu-
ordnen. Wiirde z.B. ein fiktives ,,Netzmodel“ angenommen werden, so konnten
den Loklisationsdaten Charakteristika wie die Maschengrofle des Netzes, die
Anzahl der Knoten usf. entnommen werden. Diese Charakteristika wiirden dann
einen Vergleich zwischen einzelnen Aufnahmen und Messreihen erlauben.

Wie erwéahnt, existiert kein zellkernglobales Modell, das detailliert genug
ist, um es mit Lokalisationsdaten zu vergleichen. Hier soll nun eine Methode
vorgestellt werden, die auch ohne ein zugrundeliegendes Modell Charakteristika
der Struktur bestimmen kann und somit den gewiinschten Vergleich zwischen
einzelnen Messungen und Messreihen ermoglicht.

Distanzverteilungen (siehe dazu auch Abschnitt 5.4) sind ein Ansatz, um hoch-
auflosende Mikroskopie zur Analyse der Genomarchitektur zu nutzen. Der Verlauf
der Distanzverteilung und die ggf. auftretenden Maxima machen eine gewisse
Quantifizierung der zugrundeliegenden Struktur moglich. Wie in Abschnitt 5.4
vorgestellt iiberlagern sich in Distanzverteilungen mehrere Verteilungen, die es
ggf. unmoglich machen, diesen bestimmte Informationen zu entnehmen. Z. B.
lassen die Distanzverteilungen es zu, die charakteristische Distanz auf kleinen
Skalen (ca. 50nm) zu bestimmen, allerdings konnen die Organisationsebenen auf
groBieren Skalen methodisch bedingt nicht sichtbar gemacht werden (detailliertere
Beschreibungen finden sich in Abschnitt 5.4). Distanzanalysen konnen somit nur
einen Teilaspekt der Struktur charakterisieren, aber zeigen gleichzeitig, dass mit
Lokalisationsmikroskopie eine Analyse im Nanometerbereich moglich ist.

Idealerweise konnten einer mikroskopisch analysierten Struktur ihre Chrakte-
ristika (charakteristische Distanzverteilungen, Dichteverteilungen usf.) auf allen
Organisationsebenen entnommen werden. Es soll dabei einerseits die mittlerweile
erreichbare Nanometergenauigkeit verwendet werden, aber dabei nicht die Or-
ganisation des Genoms auf Groflenskalen im Mikrometerbereich vernachléssigt
werden. Dies wiirde den Vergleich zwischen einzelnen Zellkernen ermoglichen,
ohne dass ein ausreichend detailliertes Modell vorhanden ist.

Der hier vorzustellende Ansatz kann auf allen Groflenskalen eingesetzt werden,
da er ohne die Eingabe von Parametern funktioniert, und integriert implizit Dich-
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teverteilung und Distanzverteilungen. Er erlaubt aulerdem eine Quantifizierung
der Struktur, ohne ein Modell zugrunde legen zu miissen.

Abbildung 5.8: Komplexbildung in Abhéngigkeit von «. In der unteren Zeile sind
die Punkte mit ihren a-Umgebungen gezeigt, in der oberen die resultierenden
Komplexe. A: Der Wert von « ist sehr klein, d.h. in keiner a-Umgebung liegen
weitere Punkte, daher werden keine Punkte zu Linien verbunden. B: In den a-
Umgebungen der Punkte liegen weitere Punkte, die zu Linien verbunden werden.
C: Bei steigendem Wert von « werden weitere Punkte verbunden. Befinden sich
gleichzeitig drei Punkte in einer a-Umgebung, entsteht ein Dreieck. Dariiber
hinaus entstehen ,ungefiillte“ Einschliisse, d.h. Locher. D: Mit steigendem Wert
von « werden die Locher durch weitere Dreiecke gefiillt. E: Ab einem bestimmten
Wert von « sind alle Punkte zu Dreiecken verbunden und damit keine Locher
mehr vorhanden (Abbildung aus [121]).

Bei der Strukturanalyse von Punktdaten kann es hilfreich sein, die Punkte zu
Komplexen zu verbinden und diese Komplexe zu analysieren [122]. Abbildung 5.8
zeigt ein Objekt und die Punktstruktur, die es bildet. Dieses Objekt soll hier
nun einen Zellkern und die Punkte sollen eine Lokalisationsaufnahme seiner
Chromatinstruktur reprasentieren. Die Komplexbildung kann mithilfe eines al-
le Langenskalen aufsteigend durchlaufenden Parameters a motiviert werden.
Ein um jeden Punkt gebildeter Kreis mit dem Radius « entspricht seiner a-
Umgebung. Wenn ein Punkt innerhalb einer a-Umgebung eines anderen Punktes
liegt, dann werden die beiden Punkte durch eine Linie verbunden. Die zuvor
voneinander unabhéangigen Punkte (oder abstrakter Komponenten) werden zu
einer Komponente “Linie” vereinigt. Liegen drei Punkte in einer a-Umgebung,
dann werden diese zu einem Dreieck verbunden. Es entsteht also aus drei Kom-
ponenten (drei Punkten) bzw. zwei Komponenten (einer Linie und einem Punkt)
eine Komponente (ein Dreieck).
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Bei steigendem Wert von o werden immer weitere vorher getrennte Kompo-
nenten vereinigt. Die Anzahl an Komponenten, die voneinander unabhangig sind,
nimmt ab und es entsteht ein wachsender Komplex aus Linien und Dreiecken,
was in Abbildung 5.8 dargestellt wird. Dieser Prozess erlaubt es, die sich als
Funktion des Radius a &ndernde Anzahl an Komponenten zu verfolgen. Zuerst
ist jeder einzelne Punkt eine separate Komponente und zuletzt existiert bei
einem ausreichend groflen Wert von o nur noch eine Komponente. Im Verlauf
dieses Wachstumsprozesses entstehen topologisch interessante Einschliisse in
der Komplexstruktur, die als Locher gelten. Die Anzahl an Komponenten und
Lochern kann fiir einen festen Wert von o bestimmt werden.

Welcher Wert von « ist geeignet fir die Analyse der Genomstruktur? Bei einem
zu kleinen Wert werden nur wenige Punkte zu Linien und Dreiecken verbunden,
aber bei einem zu grof§ gewédhlten werden alle Punkte zu einer Komponente
verbunden. In beiden Féllen kann keine Information tiber die Struktur gewonnen
werden. (Ein dhnliches Problem wurde bereits bei der Dichteanalyse (siehe dazu
Abschnitt 5.5) vorgestellt.) Einen idealen Wert von « fiir die Auswertung zu
finden, ist demnach schwierig und die Analyse bei einem festen Wert von o wird
der Aufgabe, die Struktur zu analysieren, nicht gerecht. Demnach ist schon die
Frage nach einem festen « fiir die Analyse einer komplexen Struktur wie der
Chromatinstruktur eine ungeeignete Frage.

In [122] wird ein Ansatz vorgestellt, wie sich alle Komponenten und Lécher
kompakt zusammenfassen lassen. Der vorgestellte Ansatz ermoglicht es, durch
die Représentation als ,Barcodes® das Entstehen und Verschwinden der Kompo-
nenten und Locher bei steigendem Wert von o und damit unabhangig von einem
fest gewahlten Wert von « zu verfolgen. Beispielhaft ist dies in Abbildung 5.9
gezeigt. Der Beginn einer Linie in der Barcode-Darstellung zeigt, bei welchem
a die Komponente bzw. das Loch entstanden ist, und das Ende der Linie, fur
welchen Wert von a diese bzw. dieses wieder verschwunden ist als Folge der
Vereinigung zu einer grofleren Komponente. Alle griinen Balken beginnen bei
Null, da bei einem Wert von o = 0 alle Punkte unverbunden sind, d.h. jeder eine
eigene Komponente darstellt. Wurden nun zwei Punkte zu einer Linie (bzw. drei
Punkte zu einem Dreieck) verbunden, dann sind die beiden (bzw. drei) Punkte
in der neu entstandenen Komponente ,Linie“ (bzw. ,Dreieck“) vereinigt worden
und daher endet der zugehorige griine Balken. Durch das weitere Verbinden von
Punkten bei steigendem Wert von « entstehen die in Abbildung 5.9 gezeigten
Linien, Dreiecke und Locher. Die Lebenszeit eines Loches wird in Abbildung 5.9
durch rote Balken reprasentiert. Der Balken beginnt, wenn das Loch entsteht,
und endet, wenn es géinzlich ausgefiillt wird.

Der Barcode stellt somit ein Abbild der untersuchten Struktur auf allen Gro-
Benskalen dar. Das Entstehen und Vergehen kleiner Komplexe wird genauso
reprasentiert wie das Entstehen und Vergehen grofier Komplexe. Die beispiel-
hafte Darstellung umfasst hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit 14 Punkte.
Der gleiche Ansatz und die gleiche Darstellung kénnen aber auch fiir Strukturen
verwendet werden, die tausende von Punkten enthalten. Im Falle der Chroma-
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Radius a

Abbildung 5.9: Bildung eines Barcodes aus einer Punktstruktur. Das Diagramm im
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unteren Bereich zeigt die Barcodedarstellung mit « auf der x-Achse aufgetragen.
Der Beginn der griinen bzw. roten Balken charakterisiert den Wert von «;, bei dem
die Komponente bzw. das Loch entsteht, das Ende des Balkens, wann sie bzw. es
untergeht. Das zu den Bildern A-H gehérende « wird durch die gestrichelte Linie
angezeigt. A: Bei dem vorgegebenen « sind keine Punkte zu Linien verbunden,
daher endet an der zu A gehdrenden gestrichelten Linie kein Balken. B: Eine
Linie ist entstanden und somit ist vor der zu B gehorenden gestrichelten Linie
ein Balken geendet. C: Mehr Punkte werden verbunden, daher enden mehr
der griinen Balken. D: Nun sind alle Punkte zu einer Komponente verbunden,
daher ist nur noch ein griiner Balken vorhanden. E, F: Zwischen dem zu D und
zu F gehorenden a entstehen Locher, die durch die roten Balken repréasentiert
werden. G: Eines der Locher wurde gefiillt und daher endete der entsprechende
rote Balken. H: Alle Punkte sind zu einer Komponente zusammengeschlossen.
(Abbildung aus [121]).



5.8. Topologische Datenauswertung

tinstruktur wiirde der Barcode Informationen tiber Komponenten und Locher
sowohl im Bereich weniger Nanometer als auch im Mikrometerbereich enthalten.
Diese kompakte und anschauliche Form der Darstellung erlaubt es nun auflerdem,
ausschliellich bestimmte Substrukturen zu betrachten, z.B. alle Komponenten
und Locher, die im Bereich von a4 bis oy gebildet werden und wieder untergehen.

Wie dargestellt eréffnet die Charakterisierung einer Punktstruktur durch Bar-
codes neue Moglichkeiten. Allerdings wird dabei eine komplexe Darstellung
(Punktverteilung) durch eine andere komplexe Darstellung (Barcode) ersetzt.
Der zu einer Punktverteilung aus tausenden von Punkten gehérende Barcode ist
ahnlich uniibersichtlich wie die zugehorige Punktdarstellung selbst. Allerdings
entsteht durch die Moglichkeit, Barcodes miteinander zu vergleichen und Para-
meter fiir die Ahnlichkeit dieser zu definieren, ein signifikanter Fortschritt fiir
die Analyse von Punktstrukturen.

In [121] wird ein Ansatz, der als MaB fiir die Ahnlichkeit S von Barcodes
genutzt werden kann, vorgestellt. Die Ahnlichkeit von zwei Barcodes A und B
mit den zugehorigen Balken a und b wird dann dargestellt durch:

| anb lanb)
S(A, B - + Da 5.1
(A B) = 18] | & 58 g tp) + 2 S Pestiquy) (51
C D
L c’ D’ J

J(a,b) = I"“GZI stellt den Jaccard-Index [123] dar, welcher als Ma$8 fiir die Ahnlich-
keit zweier Balken angesehen werden kann. Anschaulich besagt der Jaccard-Index
inwieweit zwei Balken sich iiberlagern. Das Ergebnis ist ein Wert zwischen 0 und
1, wobei 0 fiir gar keine Uberlagerung steht und 1 fiir zwei identische Balken.

Der in Gleichung (5.1) mit C markierte Teil sagt aus, dass zu einem Balken
a der Balken b gesucht wird, bei dem der Jaccard-Index J(a,b) maximal wird.
Dies wird fiir jedes a wiederholt und die Summe gebildet (siehe C’).

Dies wird ebenso fiir die andere Richtung durchgefiihrt. In D wird zu jedem
Balken b der entsprechende Balken a gesucht, sodass der Jaccard-Index J(a, b)
maximal wird. Auch hier werden die Ergebnisse fiir die einzelnen Balken b
aufsummiert (siche D’).

Die beiden Summen C’ und D’ werden nun addiert und durch die Anzahl
der Balken in beiden Barcodes (= |A| + |B|) dividiert. Die Division fiihrt dazu,
dass auch das Ahnlichkeitsmafi S(A, B) wie der Jaccard-Index J(a,b) einen
Wertebereich zwischen 0 und 1 hat. S(A, B) = 1 besagt, dass sowohl zu jedem
Balken aus A ein Balken in B gefunden wurde, als auch zu jedem Balken aus B
ein Balken in A gefunden wurde, fiir die gilt, dass sie identisch sind. S(A, B) =0
besagt, dass zu keinem Balken aus A ein Balken aus B gefunden wurde bei dem

es zu Uberlagerung kommt. Eine anschauliche Beschreibung anhand von zwei
Beispielbarcodes befindet sich in Abbildung 5.10.
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Abbildung 5.10: Barcodevergleich. Fiir jeden Balken aus Barcode A wird der
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Balken aus B gesucht, fiir den der Jaccard-Index maximal wird. Der Jaccard-
Index représentiert anschaulich inwieweit zwei Balken sich iiberlagern. Dies
wird in Gleichung (5.1) durch den mit C markierten Teil berechnet und in
Abbildung 5.10 C dargestellt. Diese Werte werden fiir jeden Balken aus A
summiert (siehe Gleichung (5.1) C’). Ebenso wird fiir jeden Balken aus B der
Balken aus A gesucht fiir den der Jaccard-Index maximal wird. Dies wird in
Gleichung (5.1) durch den mit D gekennzeichneten Teil repriasentiert und in
Abbildung 5.10 D gezeigt. Diese Werte werden wiederum fiir den Balken aus B
aufsummiert (siehe Gleichung (5.1) D’). Die Summe dieser beiden Teilsummen
wird durch die Anzahl der Balken in beiden Barcodes dividiert. Das Ergebnis
S(A, B) (siehe Gleichung (5.1)) quantifiziert die Ahnlichkeit der Barcodes A und
B. S kann Werte zwischen 0 (keine Ahnlichkeit) und 1 (sehr &hnlich) annehmen.



KAPITEL 6

Automatisierte Auswertetoolbox

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Programme erstellt, die fiir die Auswertung
von Lokalisationsdaten genutzt werden konnen. Aufgrund der groffen Menge
an Daten in unterschiedlichen Experimenten verfiigen diese Programme neben
der Moglichkeit, verschiedene Auswertealgorithmen zu verwenden (wie Cluster-,
Distanzanalysen usf.) auch tiber Datenstrukturierungsfunktionen.

Es zeigt sich aulerdem, dass Lokalisationsdaten Schwankungen unterliegen
konnen, die bei der Auswertung beriicksichtigt werden missen (siehe dazu auch
Abschnitt 5.6). Daher bieten die Programme Funktionen, die die Uberpriifung
der Gite von Daten erlauben.

Lokalisationsmikroskopie ist zwar ein zunehmend etabliertes Verfahren, aller-
dings existieren nur wenige Auswertesysteme, die die Genauigkeitsverbesserung
dieser Mikroskopie fiir quantitative Auswertungen nutzen.

In diesem Kapitel werden getestete, tiberarbeitete und neu entwickelte Aus-
wertemethoden vorgestellt und wie diese in einfach zu benutzende Programme
mit grafischen Benutzeroberflichen integriert wurden.

6.1 Chromatinanalyse

Im Verlauf der verschiedenen durchgefiithrten Experimente entstand der Bedarf
nach einer einfach zu handhabenden Auswertesoftware, die einige der entwickelten
Auswertemethoden (Distanzanalyse, Dichteanalyse, Clusteranalyse usf. (siehe
Abschnitt 5.3, 5.4 und 5.5)) integriert und zusétzlich entsprechende Bilder (siehe
Abschnitt 3.2.4) erstellt. Dabei entstand das Programm ,Chromatinanalyse®.
Benotigt wurde auflerdem die Moglichkeit, mehrere Messreihen miteinander zu
vergleichen und Diagramme mit entsprechenden Legenden zu erhalten. Dariiber
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Abbildung 6.1: Grafische Benutzeroberfliche zu dem Programm
,Chromatinanalyse*

hinaus wurde die in Abschnitt 5.2 vorgestellte Filtermethode in das Programm
integriert. Die verschiedenen Funktionen koénnen alle tiber die grafische Benut-
zeroberflache gesteuert werden. Entsprechende Vergleichsdiagramme werden
automatisch erzeugt. Alle Parameter fiir die Erstellung von Diagrammen, Bil-
dern und Filtern kénnen direkt in der grafische Benutzeroberflache eingegeben
werden, wobei die meisten Optionen selbsterklarend sind. Untenstehend sind
alle Optionen zusammengefasst und kurz beschrieben. Abbildung 6.1 zeigt die
grafische Benutzeroberfliche des Programms.

Dateien 6ffnen

Parameter zur Kurznamensuche: Durch ,Ordner 6ffnen® wird
dem Nutzer die Moglichkeit, gegeben einen Datensatz dem Programm
hinzuzufiigen, der die zu analysierenden Koordinatenmatrizen enthalt.
Das Programm sucht im Pfad nach den eingegebenen Parametern
und tibernimmt Ordnernamen, die einen der Parameter enthalten, als
Kurznamen.

Dateiname: Hier muss der Dateiname der Koordinatenmatrizen
eingegeben werden. Das Format dieser Dateinamen muss immer mit
einem zweistelligen Index beginnen, dann werden alle Dateien in dem
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Ordner analysiert.

Kurzname: Hier kann der automatisch erkannte Kurzname geandert
werden.

Allgemeine Paramter

Pixelsize [nm/px]|: Die Koordianatenmatrizen der Lokalisationsauf-
nahmen enthalten die Koordinaten mit einer Genauigkeit im Bereich
einiger Nanometer. Uber den Parameter ,Pixelsize“ kann festgelegt
werden, welche Grofie in Nanometern einem Pixel bei der Bilderstel-
lung entspricht (siehe dazu auch 3.2.4). Kleine Werte erhohen die
benotigte Berechnungszeit, bei der Eingabe zu grofler Werte kénnen
Details verloren gehen. Ein guter Kompromiss sind 10 bis 20 nm/px.

maximal zu analysierende Zelle pro Reihe: Diese Zahl legt fest,
bis zu welchem Index Dateien geladen werden sollen.

Name des Experiments: Der hier festgelegte Name fiir das Expe-
riment taucht in jedem Diagramm auf.

Filter: Schwellwert fiir die Filterung der Daten. 0.25 bedeutet, dass
alle Punkte verworfen werden, deren lokale Dichte kleiner als 25% der
Maximaldichte ist (siehe dazu auch Abschnitt 5.5).

Dichtebilder

Radius: Radius zur Erstellung der Dichtebilder (siche dazu auch
Abschnitt 3.2.4)

Dichtebild Sigma Gaussfilter [nm]: Dieser Parameter wird fiir
den Gaussfilter bei der Dichtebilderstellung benotigt (siehe dazu auch
Abschnitt 3.2.4)

Distanzanalyse

Binning Histogramme: Klasseneinteilung bei der Erstellung der
Distanzverteilungen

Maximale Distanz [nm]: maximal zu analysierende Distanz fir die
Distanzverteilung

Fit: maximal zu berticksichtigende Distanz fiir die Anpassungsfunkti-
on in den Distanzverteilungen

Maximale Distanz in Clustern [nm]|: maximal zu analysierende
Distanz fiir die Distanzverteilung in Clustern

Fit: maximal zu berticksichtigende Distanz fiir die Anpassungsfunkti-
on in den Distanzverteilungen in Clustern
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Clusteranalyse

Radius [nm]: Paramter fir DBSCAN (¢) (siehe dazu auch Ab-
schnitt 5.4)

min. Punkte: Paramter fir DBSCAN (N,,;,) (siehe dazu auch Ab-
schnitt 5.4)

Erstelle Clusterbild: Wenn diese Option aktiviert ist, wird ein
Clusterbild gespeichert.

Wie in Abschnitt 5.6 erliutert miissen Lokalisationsdaten einer Uberpriifung
unterzogen werden, bevor sie weiterverwendet werden konnen. Haufig konnen
fehlerhafte Messungen auch an ihren Abweichungen zum Mittelwert im Hinblick
auf die Distanzverteilung oder die Anzahl gemessener Blinkereignisse erkannt
werden.

,Chromatinanalyse® erstellt zu jeder Messung ein Dichtebild (Abbildung 6.2 A)
(wahlweise auch mehrere mit unterschiedlichen Parametern), ein Standardbild
(Abbildung 6.2 B) und ein Clusterbild (Abbildung 6.2 C) gemif der Vorgaben
(siehe dazu auch Abschnitt 3.2.4). Aulerdem wird die Distanzverteilung (siehe
Abschnitt 5.4) berechnet, eine Anpassung mit einer logarithmischen Normalver-
teilung versucht und bei ausreichender Qualitdt der Anpassung das Maximum
bestimmt (Abbildung 6.4 A). Die Daten der Distanzverteilung mit der ent-
sprechenden Anpassungsfunktion und das erstellte Diagramm werden fiir jede
Zelle gespeichert. Eine Ubersicht der gefunden Maxima wird fiir jede Messreihe
erstellt. (Abbildung 6.3 A zeigt beispielhaft eine solche Ubersicht.) Zusitzlich
werden alle gefundenen Maxima aller Messreihen nochmals in Boxplots darge-
stellt (Abbildung 6.3 B zeigt beispielhaft einen solchen Boxplot). Ein Boxplot
ist eine Form der Darstellung, die es erlaubt, grofe Datenmengen im Hinblick
auf Schwankungen zu untersuchen. Die Box des Plots entspricht dem Bereich, in
dem die mitteleren 50 % der Daten liegen. Die Lange der Box wird Interquar-
tilsabstand (IQR, engl. interquartile range) bezeichnet. Der Median wird als
Strich eingezeichnet, der Mittelwert als Kreuz. Die gestrichelten Linien reichen
vom Maximal- zum Minimalwert der Daten, wobei Werte, die um mehr als
3-IQR abweichen, als Ausreifler gelten und als rote Kreuze eingezeichnet werden.
Tabelle 6.1 zeigt eine Ubersicht der ausgegebenen Diagramme und Bilder mit
Verweisen auf Abbildungsbeispiele.

Mit Hilfe dieser Diagramme (zuvorderst mit den Ubersichten iiber Messreihen
und ganze Experimente) ist tiberpriifbar, ob die Resultate gleichbleibend sind
oder unerwartete Schwankungen auftreten. Die einzelnen Messungen lassen
sich anhand der jeweils fiir Einzelmessungen ausgegebenen Diagramme und
Bilder (Abbildung 6.2 und 6.4 A) bewerten und entscheiden, ob sie fur weitere
Auswertungen genutzt werden kénnen.

Zusétzlich werden Gesamtdistanzverteilungen (siche Abbildung 6.4 B) fiir
jede Messreihe erstellt. Vier Moglichkeiten, aus den Einzeldistanzverteilungen
Gesamtdistanzverteilungen zu erstellen, sind in das Programm integriert.
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6.1. Chromatinanalyse

Abbildung 6.2: Bildausgaben Chromatinanalyse. A: Dichtebild. B: Standardbild.
C: Clusterbild. (Nahere Erlduterungen zu den méglichen Darstellungen siehe
Abschnitt 3.2.4).
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Ausgabe ‘ Einzelmessung ‘ Messreihe ‘ Experiment
Dichtebild 6.2A

Clusterbild 6.2C

Standardbild 6.2B

Distanzverteilung 6.4A 6.4B 6.4B
Distanzverteilung 6.4A 6.3A 6.3B
Maximum

Anzahl Punkte 6.3A 6.3B
Distanzverteilung 6.4A

in Clustern

Distanzverteilung 6.4A 6.3A 6.3B
Maximum in Clustern

Anteil Punkte 6.3A 6.3B
in Clustern

Tabelle 6.1: Ubersicht Ausgabediagramme Chromatinanalyse. Das Programm
,Chromatinanalyse“ gibt eine Reihe von Diagrammen und Bildern aus. Die
Tabelle stellt eine Ubersicht der Ausgaben dar und zeigt Verweise zu beispielhaf-
ten Abbildungen der zu erwartenden Diagramme

A Ubersicht Messreihe B Ubersicht Experiment

—_

+ -

P

1 10 20
Zelle Nr.

Messreihe 1
Messreihe 2
Messreihe 3
Messreihe 4

Abbildung 6.3: Ubersichtssausgaben Chromatinanalyse. A: Balkendiagramme, die
Ubersichten einer Messreihe zeigen. Auf der x-Achse ist der Index der Einzelmes-
sung angezeigt und auf der y-Achse der zu untersuchende Parameter. Der rote
Balken zeigt den Mittelwert. Diese Diagramme helfen, einzelnen Zellen zu identi-
fizieren, die stark vom Mittelwert abweichen. B: Boxplotdarstellung des ganzen
Experiments. Jede Box représentiert eine unter A dargestellte Messreihe. Die
Box représentiert die mittleren 50 % der Daten, die gestrichelten Linien reichen
vom Maximal- zum Minimalwert der Daten, das schwarze Kreuz reprasentiert
den Mittelwert, der Median wird als roter Strich dargestellt. Werte, die um mehr
als die dreifache Liange der Box vom Median abweichen, werden als rote Kreuze
eingetragen.
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Abbildung 6.4: Distanzverteilungen Chromatinanalyse. A: Distanzverteilung einer
Zelle mit einer Anpassung durch eine logarithmische Gauflverteilung und be-
stimmtem lokalem Maximum. Diese Einzeldistanzverteilungen kénnen bei der
Einschitzung der Qualitiat der Aufnahme helfen und erlauben Einschitzungen
zur zugrundeliegenden Struktur. B: Gesamtdistanzverteilung, jede Messreihe
wird durch eine Distanzverteilung reprasentiert. Je nach Datenlage, miissen
die Daten bei der Erstellung der Gesamtdistanzverteilungen einer Normierung
unterzogen werden (sieche dazu Abschnitt 6.1).

1. Das Programm zur Berechnung der Distanzen gibt diese als Liste mit
Distanzen pro Messung aus (mit der Anzahl der Distanzen D; der Zelle
j). Eine Moglichkeit, eine Gesamtdistanzverteilung zu erstellen, ist, diese
Listen fiir alle Zellen einer Messreihe zusammenzufiigen und entsprechend
daraus ein Histogramm (Klasseneinteilung x; mit den zugeordneten Werten
y;, wobei i fiir die einzelnen Klassen steht) zu erstellen.

Dieses Verfahren eignet sich fiir Messreihen, bei denen die gemessene Punkt-
zahl der verschiedenen Einzelmessungen konstant ist und ebenso die Anzahl
der Einzelmessungen pro Messreihe gleich ist. Ansonsten beeinflussen ein-
zelne Messungen mit einer vergleichsweise hohen Punktzahl die Verteilung
starker als die Messungen mit einer niedrigen Punktzahl, da die Listen der
Distanzen nicht entsprechend ihrer Lange gewichtet werden.

2. Der zweite mogliche Ansatz berechnet, wie obenstehend, ein Histogramm,
aber die Werte y; werden durch die Gesamtzahl der Distanzen (D =Y D;)
J

dividiert. Somit hat das Histogramm dann eine normierte y-Skala.

Auch bei diesem Verfahren sollten die gemessenen Punktzahlen der Ein-
zelmessungen innerhalb einer Messreihe konstant sein. Sollen aber unter-
schiedliche Messreihen in einem Diagramm verglichen werden, die sich im
Hinblick auf ihre y-Skalierung sehr stark unterscheiden, sodass der Verlauf
einzelner Messreihen durch ungeeignete y-Skalierung nicht sichtbar ist, so
bietet sich diese Variante mit einer normierten y-Skala an.
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3. Da alle Histogramme eine identische Klasseneinteilung x; haben, ist es
moglich, aus allen Histogrammen einen Mittelwert zu berechnen:

1
Yi, Mittelwert = N Z Yi,j
J

wobei N die Anzahl der Messungen pro Messreihe ist.

Dieses Verfahren sollte angewendet werden, wenn die Einzelmessungen
konstante Punktzahlen haben, aber die Positionen der charakteristischen
Maxima sich unterscheiden oder die Anzahl der Einzelmessungen pro
Messreihe unterschiedlich ist.

4. Der letzte in das Programm integrierte Ansatz berechnet, wie obenstehend,
den Mittelwert der Histogramme. Allerdings wird hierbei der Mittelwert
wie folgt berechnet

1 Yi,j
Yi, Mittelwert = N Z DJ

7 J

Dieses Verfahren eignet sich, wenn die Anzahl der Punkte pro Einzel-
messungen sich innerhalb einer Messreihe erheblich unterscheiden, sodass
einzelne Messungen die Gesamtdistanzverteilung deutlich stéarker beeinflus-
sen wiirden als andere.

6.2 Chromatinanalyse-Erweiterungen

Die folgenden Programme greifen auf die Parameter von ,,Chromatinanalyse“ zu
und erweitern den Funktionsumfang von ,,Chromatinanalyse®.

6.2.1 Fit-Optimierung

Wie in Abschnitt 5.4 beschrieben, tauchen in Distanzverteilungen hiufig Uber-
lagerungen unterschiedlicher Verteilungen auf, sodass die Anpassungsfunktion
zu den durch das Programm standardisierten Parametern nicht immer funktio-
niert, obwohl sie prinzipiell moglich ist. Das Tool , Fit-Optimierung“ bietet dem
Anwender die Moglichkeit, die Anpassung mit anderen Parametern zu verbessern.

Nach dem Start des Programms , Fit-Optimierung® wird der Nutzer aufge-
fordert, eine ,,Chromatinanalyse“-Paramterdatei zu 6ffnen. Danach ist noch die
Eingabe von drei Parametern notwendig:

Wie weit soll der Fitbereich verschoben werden [nm]?: Wie in
Abschnitt 6.1 beschrieben kann der Bereich D fi¢ a4, in dem eine Anpassung
an eine Funktion versucht wird, festgelegt werden. Da es Schwankungen gibt,
wann die charakeristische Distanzverteilung von der linaeren Verteilung
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Abbildung 6.5: Programmablauf , Fit-Optimierung®. Ist keine Anpassung mit dem

vorgegebenen Bestimmtheitsmafl moglich, so wird dem Anwender eine Ubersicht
(A) der Anpasungsversuche gezeigt. Aulerdem sieht er eine Vorschau (B) der
bestmoglichen Anpassungsfunktion. Der Anwender kann dann entscheiden, ob
er noch weitere Versuche mit gedinderten Parametern durchfithren moéchte oder
den Datensatz verwerfen will (C).

iiberlagert wird, passt der in ,,Chromatinanalyse® festgelegte Wert nicht
fiir alle Messungen gleichermaflen. Hier kann nun festgelegt werden, um
welchen Bereich AD it mq, der eingegebene Wert aus ,,Chromatinanalyse
verandert werden darf.

Fitquality Min: Das Verschieben des Fitbereichs beinflusst das Bestimmt-
heitsmafl der Anpassungsfunktion. Hier kann ein Wert festgelegt werden,
bei dem die Anpassung akzeptiert wird.

Fitquality Uberpriifung: Erreicht eine Anpassung den hier fiir das
Bestimmtheitsmaf festgelegten Wert, dann wird dem Nutzer eine Vorschau
angezeigt und er kann entscheiden, ob er die Anpassung tibernehmen
mochte.

Nachdem die Parameter durch den Nutzer bestatigt wurden, wird das Pro-
gramm in 1 nm-Schritten den Anpassungsbereich von D it maz — AD it maz bis
D tit maz + ADfit mae &ndern und Tests durchfithren. Eine Ubersicht wird ausge-
geben, die das Bestimmtheitsmaf fiir die unterschiedlichen Anpassungsbereiche
anzeigt, und fir den Anpassungsbereich mit dem hochsten Bestimmtheitsmafl
wird auerdem eine Vorschau der Anpassung angezeigt. Der Nutzer kann dann
nochmals den Anpassungsbereich manuell verandern und sieht jeweils eine Vor-
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Abbildung 6.6: Beispiel einer Fitoptimierung. A: Der urspriingliche Anapssungs-
bereich umfasste den Bereich von 0 bis 100 nm, allerdings wird ab ca. 50 nm
das lokale Maximum bereits durch den linearen Teil der Verteilung iiberlagert
(weitere Informationen zum Verlauf dieser Verteilungen siehe Abschnitt 5.4). B:
Nach Optimierung, in diesem Fall Reduzierung, des Anpassungsbereichs konnte
eine erhebliche bessere Anpassung durchgefuiihrt werden.

schau. Er kann dann entscheiden, ob das Resultat verworfen werden soll oder
in die weitere Analyse iibernommen werden kann. Abbildung 6.6 zeigt beispiel-
haft das ursprungliche und das optimierte Resultat. Abbildung 6.5 zeigt den
Programmablauf und wie die Daten sowie die Abfragen dem Nutzer présentiert
werden.

6.2.2 NearestNeighbour(NN)-Analyse

Dieses Programm berechnet zu jedem Punkt P; die minimale Distanz zu einem
weiteren Punkt und bildet nur aus diesen ein Histogramm. Auch hierbei werden
Anpassungsfunktionen durchgefithrt und die Maxima der Fits in entsprechende
Boxplots tibernommmen (siehe dazu auch Abschnitt 6.1). Alles wird automa-
tisch in den Verzeichnissen gespeichert, die vorher in ,,Chromatinanalyse® als
Speicherort festgelegt wurden.

Nach dem Start des Programms ,,NN-Analyse“ wird der Nutzer aufgefor-
dert, eine ,,Chromatinanalyse“-Parameterdatei zu 6ffnen. Die Eingabe weiterer
Parameter ist nicht notig, anschliefend werden die NN-Distanzverteilungen
berechnet.

6.2.3 Dichte-Analyse

Dieses Programm setzt die in Abschnitt 5.5 erklarte Dichteanalyse um. Fiir jede
Messung wird &hnlich einer Distanzverteilung eine Dichteverteilung erstellt und
ein Fit versucht. Da Dichteanalysen sehr von der Anzahl der Punkte pro Messung
beeinflusst werden, sollte dieses Verfahren nur mit Daten durchgefithrt werden,
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bei denen die Anzahl der detektierten Punkte innerhalb der Messreihen nicht
schwankt. Auch bei normierten Daten hat der notwendige Parameter des Radius
r zur Bestimmung der lokalen Dichte (siche dazu auch Abschnitt 5.5) einen erheb-
lichen Einfluss auf das Resultat. Nach Starten des Programms ,,Dichte-Analyse®
wird der Nutzer aufgefordert, eine ,,Chromatinanalyse“-Parameterdatei zu 6ffnen.
Anschliefend wird noch der Parameter r fiir die Dichteanalyse abgefragt. Es wer-
den Anpassungen mit einer Gaufunktion versucht und das Maximum bestimmt.
Die gefundenen Maxima werden in Boxplots (siche dazu auch Abschnitt 6.1)
dargestellt.

6.3 Overlay

Das Programm , Chromatinanalyse* beinhaltet verschiedene mogliche Auswer-
teanséatze, allerdings ist es auf Experimente beschrankt, bei denen nur eine
Markierung pro Zellkern verwendet wurde. Es kann nicht eingesetzt werden, um
zwei Strukturen miteinander zu vergleichen, wie in Abschnitt 5.7 beschrieben.

Durch optimierte Markierungsverfahren (siehe dazu auch Abschnitt 4) ist es
mittlerweile moglich verlassliche Markierungen, die fiir Lokalisationsmikrosko-
pie geeignet sind, von mehreren unterschiedlichen Strukturen in einem Zellkern
durchzufithren. Wie auch schon im Hinblick auf ,,Chromatinanalyse® war auch fiir
die Mehrkanalanalyse ein einfach zu benutzendes mit grafischer Oberflédche aus-
gestattetes Programm notwendig, das Messreihen analysieren kann. Dieses wurde
im Rahmen dieser Arbeit erstellt und mit ,,Overlay” benannt. Abbildung 6.7
zeigt die grafische Benutzeroberfliche. Zunéchst sollen hier die einzugebenden
Parameter erlautert werden:

Layer 1 & Layer 2: Die einzugebenden Paramter dhneln jenen in ,,Chro-
matinanalyse®“. Uber ,,Ordner 6ffnen“ kénnen dem Programm Messreihen
hinzugefiigt werden.

Auswahl: Dichtebild oder Clusterbild: Das Programm kann
Uberlagerungsbilder von Dichte- und Clusterbildern erstellen (siehe
dazu auch Abschnitt 3.2.4). Dies kann iiber die grafische Benutzero-
berfliche ausgewahlt werden. AnschlieBend werden die entsprechenden
Boxen zur Eingabe der Paramter angezeigt. Die entsprechenden Para-
meter wurden bereits in Abschnitt 6.1 erldutert.

Kurzname: Die Kurznamen werden in jedem Diagramm und Bild
angezeigt.
Dateiname: Die Eingabe der Dateinamen ist identisch zum Pro-

gramm ,,Chromatinanalyse®.

Overview: Am Lokalisationsmikroskop kénnen neben den Lokalisations-
bilderstapeln auch Ubersichtsbilder erstellt werden (siehe dazu auch Ab-
schnitt 3.2.4). Das Programm ,Overlay“ erstellt aus den ausgewahlten
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Abbildung 6.7: Grafische Benutzeroberflache des Programms ,,Overlay“

Dichte- und Clusterbildern Uberlagerungsbilder. Werden hier Ubersichts-
bilder ausgewahlt, so werden diese zusétzlich in den Hintergrund der
Uberlagerungsbilder gelegt.

Picture Stack Number: Wenn sich die Ubersichtsbilder in einem
Bildstapel befinden, dann kann iiber diesen Parameter festgelegt
werden, welches Bild des Stapels verwendet werden soll.

Allgemeine Parameter

Pixelsize [nm/px]: Hier kann festgelegt werden, welche GroBe einem
Pixel bei der Erstellung von Bildern entsprechen soll. (Eine detaillierte
Beschreibung befindet sich in Abschnitt 6.1).

maximal zu analysierende Zelle pro Reihe: Diese Zahl legt fest,
bis zu welchem Index Dateien geladen werden sollen.

Name: Der hier festgelegte Name fiir die Messreihe taucht in jedem
Diagramm und Bild auf.

Grofle der Vergleichszellen [nm]: In Abschnitt 5.7 werden zwei
Verfahren vorgestellt, um Kolokalisation bei Lokalisationsdaten zu
bestimmen. Hier wird der zweite vorgestellte Ansatz verwendet, da
er deutlich weniger rechenaufwandig ist und hier zur Erstellung von



6.4. Overlayanalyse

Bildern verwendet wird. Prazisere Kolokalisationsanalysen werden
durch das in Abschnitt 6.4 vorgestellte Programm durchgefithrt. Uber
das Feld kann die notwendige Rastergrofie festgelegt werden.

Nach Starten des Programms werden, entsprechend den in der grafischen
Benutzeroberfliche gewihlten Einstellungen, Uberlagerungsbilder der beiden
Farbkandle (rot und griin) erstellt. Dariiber hinaus wird ein Kolokalisationsbild
(blau) erstellt und ebenfalls in das Uberlagerungsbild eingefiigt. Dieses Kolo-
kalisationsbild wird erstellt wie in Abschnitt 5.7 (Kolokalisationsmethode 2)
beschrieben.

6.4 Overlayanalyse

Das Programm ,Overlayanalyse“, das auf die Parameter- und Resultate-Dateien
von ,,Overlay* zuriickgreift, erlaubt einen iiber die blofle Kolokalisationsanalyse
hinausgehenden Vergleich. Damit ,,Overlayanalyse® funktioniert, sind bestimmte
Paramter in ,,Overlay® verpflichtend: in Layer 1 muss ein Clusterbild und in
Layer 2 ein Dichtebild ausgewéahlt werden. Alle weiteren Parameter kénnen
entsprechend dem Experiment gewahlt werden. Die von ,,Overlay” ausgegebenen
Parameterdateien konnen dann in ,Overlayanalyse® geotffnet werden. Hier ist es
moglich, mehrere dieser Parameterdateien zu 6ffnen, um z. B. mehrere Messreihen
miteinander zu vergleichen. Das Programm ,,Overlayanalyse* wird nun ausgehend
von den Schwerpunkten der Cluster aus Layer 1 die Dichteverteilung der Punkte
in Layer 2 bestimmen und in Diagrammen ausgeben. Genauere Erlduterungen
zur Funktion dieser Mehrkanalanalyse finden sich in Abschnitt 5.7.

Nach dem Offnen der Parameterdateien bedarf es noch der Eingabe von fiinf
Parametern, die durch eine grafische Benutzeroberfliche abgefragt werden.

Min [nm]: Minimale Distanz vom Clusterschwerpunkt, die analysiert
werden soll.

Schrittweite [nm]: Die Dichte um die Cluster wird jeweils in Kreisringen
um diese analysiert. Mit diesem Parameter wird festgelegt, mit welcher
Schrittweite die Kreisringe jeweils vergréflert werden.

Max [nm]: Bis zu dieser Entfernung vom Cluster wird die Analyse durch-
gefiihrt.

Dichte Min [Punkte/nm?]: Bei diesem Verfahren wird die Dichte aus
Layer 2 um die in Layer 1 gefundenen Cluster bestimmt. Hier kann eine
Dichte festgelegt werden, die mindestens erreicht werden muss, damit
eine zu einem Cluster gehorige Dichteverteilung in die weitere Analyse
iibernommen wird.
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Min Distanz Dichtebestimmung [nm]: Die Analyse-Methode bedingt,
dass bei kleinen Entfernungen zum Clusterschwerpunkt ,,Dichteartefakte*
auftreten konnen. Die Dichte wird in Punkten pro Flache ausgegeben.
Da die Kreisringe fiir kleine Entfernungen zum Cluster eine entsprechend
kleine Fldche haben, kann es vorkommen, dass eine hohe Dichte bestimmt
wird, obwohl sich in dem entsprechenden Flachenstiick nur zuféllig einige
Rauschpunkte befinden. Die Eingabe dieses Parameters fithrt dazu, dass
nur die Dichte ab der eingegebenen Mindestdistanz bei der Priifung, ob
die Mindestdichte erreicht wurde, berticksichtigt wird. Bei allen anderen
Analyseschritten gilt die unter ,Min [nm]“ vorgegebene Mindestdistanz.

Die Ergebnisdiagramme werden entsprechend der in ,,Overlay“ eingegebenen
Parameter in einer eigenen Ordnerstruktur abgelegt, Beschreibungen und Be-
zeichnungen werden iibernommen und in entsprechende Bilder und Diagramme
eingefligt.

94



KAPITEL /

Analyse der Chromatinstruktur nach Strahlenexposition

7.1 Potential der Lokalisationsmikroskopie

Mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie lassen sich zahlreiche Proteine, Strukturen,
DNA-Abschnitte usf. sichtbar machen. Konventionelle Mikroskopie (siehe dazu
auch Abschnitt 2.1.4.3) erlaubt, Strukturen mit einer Auflésung von ca. 200 nm
(siche dazu auch Abschnitt 2.1.3) zu untersuchen. In den letzten Jahren konnten
Mikroskopieverfahren entwickelt werden, die es ermoglichen, trotz des Auflo-
sungslimits von 200 nm die Positionen von Fluorophoren deutlich praziser zu
bestimmen (siehe dazu Abschnitt 2.1.5). Die hier verwendete Lokalisationsmikro-
skopie ermdglicht die Positionsbestimmung mit einer Genauigkeit von wenigen
Nanometern. Diese erhebliche Genauigkeitsverbesserung erlaubt es, Substruktu-
ren sichtbar zu machen, die vorher durch die Uberlagerungen der PSF als homo-
gene Bereiche erschienen (sieche dazu auch Abschnitt 2.1.2). Verdeutlicht werden
kann dies anhand von yYH2AX-Aufnahmen (genauere Erlduterungen zu yH2AX
finden sich in Abschnitt 2.2.4). Es ist bekannt, dass DNA-Doppelstrangbriiche
zu einer deutlichen Erhéhung der YH2AX-Dichte in der direkten Umgebung
dieser Doppelstrangbriiche fithrt [124]. Diese dichten Bereiche (im Folgenden als
vH2AX-Cluster bezeichnet) wirken auf konventionellen Fluoreszenzaufnahmen
(siehe Abbildung 7.1 A und C) homogen und haben scheinbar nur geringfiigi-
ge Intensitatsschwankungen. Die Substruktur dieser yYH2AX-Cluster wird erst
mit hochauflésenden Mikroskopiemethoden sichtbar, z. B. mit Hilfe der hier
verwendeten Lokalisationsmikroskopie. Deutlich zu erkennen ist dies in Abbil-
dung 7.1 B, die die Uberlagerung eines konventionellen yYH2AX-Fluoreszenzbildes
mit den Lokalisationsmikroskopie-Dichtebildern (zu den verschiedenen Darstel-
lungsmethoden von Lokalisationsdaten siehe auch Abschnitt 3.2.4) von yYH2AX
und Heterochromatin zeigt. Abbildung 7.1 C zeigt den markierten Ausschnitt
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Abbildung 7.1: Mikroskopieaufnahmen einer SKBR3-Zelle 30 min nach Bestrah-
lung mit 1Gy. Heterochromatin: Griin und YH2AX: Rot. A: konventionelle
Mikroskopie. B: Lokalisationsaufnahme dargestellt als Dichtbild. C: Vergrofier-
ter Ausschnitt des konventionellen Mikroskopiebildes. D: Uberlagert mit dem
Lokalisationsdichtebild. E: Uberlagert mit dem Lokalisationsstandardbild. Die
Inhomogenitdt und Substruktur des YH2AX-Clusters ist deutlich zu erkennen.

vergroflert, in D iiberlagert mit dem Dichtebild und in E tiberlagert mit dem
Standardbild. Deutlich zu erkennen ist die keineswegs homogene Struktur des
vH2AX-Clusters. Konventionelle Mikroskopie bietet die Moglichkeit, die einzel-
nen YH2AX-Cluster zu erkennen, da sie sich deutlich vom Hintergrund abheben,
wie die Abbildungen 7.1 A und C zeigen. Eine dariiber hinausgehende Analyse
ist durch die begrenzte Auflésung nicht moglich. Die Moglichkeit, Fluorophorpo-
sitionen mit einer Genauigkeit von einigen Nanometern zu bestimmen, erlaubt
nun eine viel detailliertere Erkennung und Analyse der yYH2AX Cluster. Neben
der Anzahl der auftauchenden Cluster konnen die in einem Cluster enthaltenen
Molekiile, ihre Distanzverteilung (siche dazu auch Abschnitt 5.4), die Grofe der
Cluster usf. (siehe dazu auch Abschnitt 5.3) bestimmt werden. Dartiber hinaus
ist es mit den in dieser Arbeit entwickelten Methoden moglich, die Strukturen
der Punktverteilung zu charakterisieren und so einem quantitativen Vergleich
zuganglich zu machen (siehe dazu auch Abschnitt 5.8).
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7.2 Experimente

Fiir die durchzufithrenden Experimente wurden robuste Krebszelllinien verwen-
det, die einerseits den lebenden Transport zu den Bestrahlungsquellen problemlos
iiberstehen, auch wenn sich die Zellen dazu iibergangsweise nicht unter optimalen
Umgebungsbedingungen (u.a. Temperatur und C'O,-Anteil der Luft) befinden.
Andererseits iiberleben diese Zelllinien auch Bestrahlungen mit hohen Dosen und
somit kann der Einfluss der Strahlendosis auf das Genom untersucht werden.

7.2.1 HelLa H2B GFP-Transfektion und
Heterochromatin-lmmunofluoreszenz

Da die verwendete HelLa H2B GFP-Zellinie mit dem H2B-Protein ein GFP-
Fluorophor produziert, ist die H2B-Verteilung einer mikroskopischen Analyse
ohne weitere Fluoreszenzmarkierung zuginglich. Uber die H2B-Verteilung hinaus
wurde die Heterochromatinstruktur untersucht. Dazu wurde Immunofluoreszenz
verwendet (siehe Abschnitt 3.1.4). Das Markierungsziel war die Histonschwanzmo-
difikation H3 (tri methyl K9) (siche dazu auch Abschnitt 2.2.3.1), der sekundére
Antikorper trigt den Farbstoff Alexa568. Alexah68 und GFP haben unterschied-
liche Anregungs- und Emissionsspektren (siehe dazu auch Abschnitt 2.1.4) und
konnten somit voneinander unterschieden werden.

Im Verlauf dieser Experimente zeigte sich, dass die verwendete HeLa-Zelllinie
erhebliche Inhomogenitaten der Fluoreszenz von Zellkern zu Zellkern zeigte.
Dariiber hinaus waren die Zellen in GroBe und Form sehr unterschiedlich (siehe
Abbildung 7.2 und 7.3). Trotz Verédnderungen bei der Zellkultur und der Pré-
paration (siehe dazu auch 3.1.1) konnten keine ausreichend gleichbleibenden
Messungen hinsichtlich der Fluoreszenz und der Zellkerngrofie erreicht werden,
somit stellte die HeLa-Zelllinie keine ausreichende Grundlage fiir die geplanten
quantitativen Analysen dar.

7.2.2 SKBR3 Heterochromatin-lmmunofluoreszenz nach
Bestrahlung

Die Zelllinie SKBR3 zeigte einerseits gleichbleibende Resultate im Hinblick
auf Grofie und Form (auch nach Bestrahlung) des Zellkerns und andererseits
auch geringere Unterschiede hinsichtlich der Fluoreszenzintensitat und somit der
Markierungseffizienz zwischen zwei Zellkernen der gleichen Praparation (siehe
Abbildung 7.4 und 7.5). Sie ist damit eine geeignete Zelllinie fiir die geplanten
Experimente. In den folgenden Experimenten wurde mit Hilfe dieser Zelllinie und
von Immunofluoreszenz (siehe dazu Abschnitt 3.1.4) Heterochromatin (siehe dazu
Abschnitt 2.2.3.2) analysiert. Dazu wurde die Histonschwanzmodifikation H3 (tri
methyl K9) (siehe dazu auch Abschnitt 2.2.3.1) als Markierungsziel verwendet.
Die Heterochromatinmarkierungen wurden mit weiteren Immunofluoreszenz- und
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Abbildung 7.2: Dichtebilder einiger HeLa-Zellkerne mit H3 (tri methyl K9)-
Markierung. Da hier die Homogenitédt der Fluoreszenz und der Zellkernform
sowie die Qualitdt der Markierung dargestellt werden soll, wurden keine Fil-
terungen oder Normierungen durchgefiihrt. Die Inhomogenitdt der Zellkern-
form und -gréfle ist ebenso zu erkennen, wie die Unterschiede der Intensi-
tat der Fluoreszenz. (Parameter zur Dichtebilderstellung: Pixelsize=10nm/px,
Radius=1000 nm, Gaufifilterradius=50nm).

relative Haufigkeit

0 50 100 150 200
Distanzen [nm]

Abbildung 7.3: Distanzverteilungen zu den in Abbildung 7.2 A,C gezeigten HeLa-
Zellkernen. Trotz der deutlichen Unterschiede im Hinblick auf Form und Fluo-
reszenzintensitat sind die Distanzverteilungen sehr dhnlich. Die nanoskalige
Anordnung scheint durch Form des Zellkerns nur sehr eingeschrankt beeinflusst
zu werden.
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Dosis[Gy] Zeit nach Zellzyklus | Markierung
Bestrahlung [h]

0.5, 4 05,3, 6,12, 24 | G2 H3 (tri methyl K9)

0.5, 4 0.5,3,6, 12,24 |- H3 (tri methyl K9)

01,05, 1,2,4]05 } H3 (tri methyl K9), yH2AX

0.1,0.5, 1, 2 0.5 - H3 (tri methyl K9), Alu

Tabelle 7.1: Ubersicht der durchgefiihrten Experimente an SKBR3-Zellen

Combo-FISH-Markierungen kombiniert. Die Experimente werden im Folgenden
beschrieben. Tabelle 7.1 zeigt alle durchgefithrten Experimente.

7.2.2.1 Synchronisation in Zellphase G2 wahrend und nach der
Bestrahlung

Neben unterschiedlicher Form und Groéfle der Zelle konnen sich Zellen auch
im Hinblick ihrer Zellphase innerhalb des Zellzyklus unterscheiden. Um auch
hier moglichst konstante Ausgangsbedingungen zu erreichen, wurden alle Zel-
len in der Zellphase G2 (siehe dazu auch Abschnitt 2.2.2) synchronisiert. Fiir
dieses Experiment wurden die Zellen 24 h vor der Bestrahlung im geeigneten
Zellkulturmedium auf Deckgléser aufgebracht (siche dazu Abschnitt 3.1.1). Dem
Zellkulturmedium wurde auflerdem ein Mittel hinzugefiigt, das den Zellzyklus
nach Erreichen der G2-Phase stoppt. Da die Zellen den Zellzyklus in ca. 24 h
durchlaufen, konnte so garantiert werden, dass alle Zellen sich in der G2-Phase
befinden. Die Zellen, festgewachsen auf den Deckgldsern und in der G2-Phase
synchronisiert, wurden mit unterschiedlichen Dosen von 6 MeV-Photonen an
einer medizinischen Bestrahlungsquelle bestrahlt und anschlieBend nach festen
Zeitrdumen nach der Bestrahlung fixiert (siehe dazu Abschnitt 3.1.2). Tabelle 7.1
zeigt eine Ubersicht der Bestrahlungsdosen und der Zeitpunkte nach Bestrahlung,
zu denen diese fixiert wurden. Bis zur Fixierung befanden die Zellen sich dauer-
haft in der G2-Phase. Eine solche Bestrahlung verursacht im Genom Schéaden,
die von der Zelle mit bestimmten Mechanismen repariert werden (siehe dazu
auch Abschnitt 2.2.4). Die Fixierung nach bestimmten Zeitraumen erlaubt es,
nun den Fortschritt der Reparatur festzuhalten und zu analysieren.

7.2.2.2 Synchronisation in Zellphase G2 wahrend der Bestrahlung

Bei diesem Experiment wurde genau wie in Abschnitt 7.2.2.1 beschrieben vor-
gegangen, allerdings wurde 15 min nach der Bestrahlung das Zellkulturmedium
gegen ein Medium ausgetauscht, das kein Zellphasen-Synchronisationsmittel
enthélt. Daher konnten die Zellen den Zellzyklus fortsetzen und die G2-Phase
verlassen. So konnte analysiert werden, ob die Fixierung in einer Zellphase die
Reparaturprozesse beeinflusst. Tabelle 7.1 zeigt eine Ubersicht der fiir dieses
Experiment analysierten Dosen und Reparaturzeitpunkte.
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Abbildung 7.4: Dichtebilder einiger SKBR3-Zellkerne mit H3 (tri methyl K9)-
Markierung. Da hier die Homogenitdt der Fluoreszenz und der Zellkernform
sowie die Qualitdt der Markierung dargestellt werden soll, wurden keine Filte-
rungen oder Normierungen durchgefithrt. Die Zellkerne sind in Gréfie und Form
gleichbleibend und zeigen nur geringe Unterschiede im Hinblick auf die Intensi-
tat der Fluoreszenz (Parameter zur Dichtebilderstellung: Pixelsize=10nm/px,
Radius=1000 nm, Gauffilterradius=50 nm).
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Abbildung 7.5: Distanzverteilungen zu den in Abbildung 7.4 B,F gezeigten SKBR3-
Zellkernen. Die Distanzverteilungen sind wie erwartet sehr dhnlich, d. h. im
Rahmen der Wertestreuung gleich.
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7.2.2.3 Kombination mit yH2AX-Immunofluoreszenz

In den Abschnitten 7.2.2.1 und 7.2.2.2 wurden Experimente zur Analyse der
Heterochromatinverteilung nach Bestrahlung durchgefiihrt. Neben diesen Expe-
rimenten, die als Grundlage zur Analyse der Heterochromatinverteilung iiber
den ganzen Zellkern dienen, wurde der Zusammenhang von Heterochromatin
und DNA-Doppelstrangbriichen (siehe dazu auch Abschnitt 2.2.4) untersucht.

Dazu wurden erneut Zellen auf Deckgliser aufgebracht und bestrahlt. Ca.
30 min nach Bestrahlung tauchen an den geschédigten DNA-Stellen vermehrt
~vH2AX-Molekiile auf [124, 125], die die Grundlage fiir die Doppelstrangbruch-
Reparatur darstellen (siehe dazu auch Abschnitt 2.2.4). Die yH2AX-Molekiile
wurden mit Hilfe von Immunofluoreszenz (siche dazu Abschnitt 3.1.4) sichtbar
gemacht. Da DNA-Doppelstrangbriiche mit erhéhter Bestrahlungsdosis zuneh-
men, wurden in diesem Experiment Zellen mit Bestrahlungsdosen von 0.1 Gy bis
4 Gy bestrahlt. Alle wurden nach 30 min fixiert. Tabelle 7.1 zeigt eine Ubersicht
der durchgefithrten Experimente.

7.2.2.4 Kombination mit Alu-Combo-FISH

Wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben spielen Alu-Sequenzen eine noch nicht naher
bekannte Rolle bei der Strukturierung des Genoms im Zellkern. Daher wur-
den die strukturellen Zusammenhénge zwischen Heterochromatin (siche dazu
Abschnitt 2.2.3.2) und Alu-Sequenzen analysiert. Dazu wurde bei diesem Ex-
periment eine Alu-Combo-FISH-Markierung (sieche dazu auch Abschnitt 3.1.3)
mit einer Heterochromatin-Markierung kombiniert. Da die Bestrahlung einen
Einfluss auf die DNA-Strukturierung hat, wurden auch bei diesem Experiment
die Zellen bestrahlt. Eine Ubersicht der durchgefiihrten Bestrahlungen zeigt
Tabelle 7.1.

7.3 Lokalisationsmikroskopische Untersuchung

7.3.1 Vorbereitung der Daten
7.3.1.1 Filterung

Samtliche SKBR3-Heterochromatin-Daten (siehe Abschnitt 7.2.2) wurden vor
weiteren Analysen der unter Abschnitt 5.2 vorgestellten Filterung unterzogen. Fiir
diese Filterung ist eine Dichteanalyse (sieche Abschnitt 5.5) notwendig, die einen
Radius als Parameter benotigt. Hier wurde als Radius R = 1000 nm gewahlt.
Anschlieend wurde in jedem Zellkern die Maximaldichte D,,,, bestimmt und
alle Punkte P; entfernt, fiir die gilt: D; < 0.25 - D00

Falls die Daten einer Clustersuche unterzogen wurden, wurde auf die Filterung
verzichtet, da diese Clustersuche nur besonders dichte Bereiche beriicksichtigt
und somit die Filterung nicht notig war. Dies gilt fiir die gewonnenen Alu- und
~vH2AX-Daten.
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7.3.1.2 Normierung

Nach der Filterung wurden alle SKBR3-Heterochromatin-Daten einer Normie-
rung unterzogen. Dazu wurde das unter Abschnitt 5.2 beschriebene Normie-
rungsverfahren verwendet. Nach Voruntersuchungen der Daten zeigte sich, dass
eine Normierung auf 20000 Punkte fiir alle durchgefithrten Heterochromatin-
experimente passend ist. Durch die Filterung und Normierung von Daten geht
immer ein Teil der gemessenen Information verloren. Wie in Abschnitt 5.2 be-
schrieben ist der Einfluss dieses Informationsverlustes auf den gesamten Zellkern
begrenzt. Abbildung 7.6 zeigt die Distanzverteilung (siehe Abschnitt 5.4) eines
Heterochromatindatensatzes im Ursprungszustand, nach der Filterung und nach
der Normierung. Es ist erkennbar, dass sich die charakteristische Distanz nicht
andert. Die Normierung hat somit auch nur einen begrenzten Einfluss auf die
Strukturen kleinerer Groflenordnung. An diesem Punkt ist die Annahme berech-
tigt, dass dieses Normierungsverfahren die erheblichen Punktzahlunterschiede,
die fiir quantitative Analysen und Vergleiche von Lokalisationsdaten von Ge-
nomstrukturen immer ein erhebliches Problem darstellten, beseitigt, ohne dabei
nennenswerten Einfluss auf die Struktur auf groflen wie kleinen Langenskalen zu
nehmen. Aufgrund der obenstehenden Ergebnisse ist der Einsatz der Normierung
berechtigt und erleichtert die Vergleichbarkeit der einzelnen Messungen erheblich.

7.3.2 Analyse der H2B-Verteilung

Nach Lokalisationsmikroskopischer Untersuchung der H2B-Verteilung und Be-
rechnung der Distanzverteilung (siehe Abschnitt 5.4) zeigt sich, dass die H2B-
Distanzverteilung einen linearen Zusammenhang zwischen Distanz und Haufigkeit
ihres Auftretens zeigt (siche Abbildung 7.7). Das Protein H2B ist Teil des Histon-
oktamers und damit ein wichtiger Bestandteil bei der Verpackung der DNA im
Zellkern (siche Abschnitt 2.2.3.1). Die Daten deuten an, dass die H2B-Proteine
homogen tiber den Zellkern verteilt sind und keine Struktur mit charakteristi-
schen Distanzen oder Bereiche besonders hoher und niedrigerer Dichte ausbildet.
Da das Protein H2B bei der Bildung jedes Histons beteiligt ist, ist eine homogene
Verteilung dieses Histons mit dem Modell des Nukleosomaufbaus gut vereinbar.

7.3.3 Vergleich der Heterochromatin-Verteilung bei Hel a-
und SKBR3-Zellen

In den Experimenten, die in Abschnitt 7.2.1 und 7.2.2 beschrieben sind, wurde
jeweils eine Immunfluoreszenzmarkierung durchgefiihrt, die die Histonschwanzmo-
difikation H3 (tri methyl K9) sichtbar macht, um die Heterochromatinverteilung
zu analysieren. Fiir beide Experimente wurde die Distanzverteilung fiir jeden un-
tersuchten Zellkern berechnet. Im Gegensatz zu der Verteilung der H2B-Molekiile
(siche dazu Abschnitt 7.3.2) zeigen diese Heterochromatinverteilungen eine cha-
rakteristische Distanzverteilung (sieche Abschnitt 5.4). Das deutet darauf hin,
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Abbildung 7.6: Distanzverteilung einer H3 (tri methyl K9)-Markierung. Rot: Roh-
daten. Blau: Nach Filterung wie in Abschnitt 7.3.1.1 beschrieben. Griin: Ver-
ringerung der Punktzahl auf ca. 50 % der urspriinglichen Punktzahl. Durch
die Punktreduzierung nach Filterung und Normierung wird auch die absolute
Anzahl der auftretenden Distanzen reduziert. Daher ist die Verteilung in A mit
absoluter und in B mit relativer Skala dargestellt. Der Einfluss von Filterung
und Normierung auf die charakteristische Distanz ist minimal.
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Abbildung 7.7: H2B-Distanzverteilung. Der lineare Zusammenhang zwischen Di-
stanz und ihrem Auftreten deutet auf eine homogene Verteilung des H2B-Proteins
hin.

dass Heterochromatin Bereiche erhohter Dichte bildet, in denen die Histone einen
bestimmten festen Abstand zueinander einnehmen. Dariiber hinaus zeigt sich,
dass Heterochromatin in beiden Zelllinien Strukturen ausbildet, die sich in der
charakteristischen Distanzverteilung dhneln (siche dazu Abbildung 7.8).

Abbildung 7.9 zeigt Lokalisationsdichtebilder der H2B- und H3 (tri methyl
K9)-Verteilung in HeLa-Zellen. Die Verteilung der H2B-Proteine ist verglichen
mit der H3 (tri methyl K9)-Verteilung auf den Dichtebildern deutlich homo-
gener. Somit werden die Ergebnisse der Distanzverteilungen auch durch die
Lokalisationsdichtebilder bestétigt. Die hier gezeigten Resultate stimmen mit
den Ergebnissen anderer Arbeiten tiberein, die besagen, dass Heterochroma-
tin Bereiche erhohter Dichte bildet [126, 127]. Feststellen lasst sich, dass die
gefundenen Distanzverteilung mit der Annahme eines 30 nm-Filaments (siehe
Abschnitt 2.2.3.1) in Einklang steht.

7.3.4 Analyse der Heterochromatinverteilung nach
Bestrahlung

Im Folgenden soll nun untersucht werden, wie das im Zellkern enthaltene Hetero-
chromatin auf Bestrahlung reagiert und wie es sich wihrend des anschliefenden
Reparaturprozesses verhélt. Wie im Abschnitt 2.2.4 beschrieben, kann es nach
DNA-Schéaden zu DNA-Umstrukturierungsprozessen kommen [128]. Besonders
deutlich wird dies bei DNA-Doppelstrangbriichen, fir deren Reparatur die DNA
histonfrei vorliegen muss. Das hier zu analysierende Heterochromatin ist Chroma-
tin mit besonders hoher Dichte (siche dazu auch Abschnitt 2.2.3.2). Inwieweit die
Umstrukturierungsprozesse nach DNA-Schiden den Anteil an Heterochromatin
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Abbildung 7.8: Distanzverteilung der H3 (tri methyl K9)-Markierung im Vergleich
der beiden verwendeten Zelllinien. Die charakteristische Distanzverteilung hat
ihr Maximum jeweils bei ca. 25 nm und auch der Verlauf der Verteilungen ist
dhnlich und entspricht dem in Abschnitt 5.4 erwarteten Verlauf.

Abbildung 7.9: H2B- und H3 (tri methyl K9)-Dichtebilder eines HeLa-Zellkerns.
A: H2B-Verteilung. B: H3 (tri methyl K9)-Verteilung. Im Vergleich der beiden
Bilder ist deutliche Inhomogenitét der H3 (tri methyl K9)-Verteilung zu erken-
nen (Parameter zur Dichtebilderstellung: Pixelsize=10 nm/px, Radius=1000 nm,
Gauffilterradius=50 nm).
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beeinflussen, soll im Folgenden untersucht werden. An dieser Stelle sollen nun
zunéchst die erwarteten Resultate der Einzeldistanzverteilungen beschrieben
werden, um das Vorgehen in den Abschnitten 7.3.4.1 und 7.3.4.2 zu begriinden.
Um Heterochromatin per Immunofluoreszenz sichtbar zu machen, wurde die Hi-
stonschwanzmodifikation H3 (tri methyl K9) mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs
markiert. Wie in Abschnitt 2.2.3.1 wird die Verpackungsdichte der DNA durch
Histonschwanzmodifikationen gesteuert [45, 129, 46]. Wenn ein Schaden in einem
heterochromatischen Bereich auftritt und lokale Genomumstrukturierungspro-
zesse nach sich zieht, so wird dies (u. a.) durch Verédnderung der Histonschwanz-
modifikationen erreicht [63]. Die Umstrukturierung eines heterochromatischen
Bereichs zieht somit die Verdanderung der Histonschwanzmodifikation H3 (tri
methyl K9) nach sich, diese ist dort dann nicht mehr vorhanden und dieser Teil
des Chromatins ist kein Heterochromatin mehr.

Daher kann davon ausgegangen werden, dass jeder H3 (tri methyl K9) mar-
kierte Bereich stets iiber gleichbleibende charakteristische Absténde verfiigt, da
die charakteristischen Abstidnde gerade durch diese Histonschwanzmodifikation
bedingt werden. Wiirden deutliche Unterschiede bei den charakteristischen Dis-
tanzverteilungen auftreten, dann wiirde dies der Theorie widersprechen, dass die
Dichte der DNA tiber Histonschwanzmodifikationen gesteuert wird.

7.3.4.1 Einfluss der DNA-Reparatur auf den Heterochromatinanteil in der
G2-Phase

Die fiir das in Abschnitt 7.2.2.1 beschriebene Experiment gewdhlten Bedingungen
sorgen dafiir, dass die Zellen wahrend des ganzen Experiments in der G2-Phase
sind. Somit werden nur Reparaturvorgénge erlaubt, die in der G2-Phase moglich
sind. Die Synchronisation in der G2-Phase wurde durch einen reversiblen CDK1-
Inhibitor erreicht (siche dazu auch Abschnitt 3.1.1). Die Inhibition von CDK1
sorgt nach heutigem Wissensstand fiir die Verhinderung des Eintritts in die
M-Phase. Zur Rolle von CDK1 bei der DNA-Schaden-Reparatur liegen keine
eindeutigen Ergebnisse vor [98], daher bleibt der Einfluss des CDK1-Inhibitors
hier unberticksichtigt.

Zunachst musste bestatigt werden, dass die Heterochromatin-Distanzverteilungen
sich entsprechend der obenstehenden Annahmen (siche Abschnitt 7.3.4) verhalten
und iiber gleichbleibende charakteristische Absténde verfiigen. Diagramm 7.10
zeigt die Mittelwerte der z-Positionen der Maxima der Einzeldistanzverteilungen
fiir jede Messreihe und bestéatigt die Annahme, dass die chrakteristische Distanz
fiir alle Heterochromatin-Verteilungen unabhéngig von der Zeit nach Bestrah-
lung iibereinstimmt. Durch die aus Abbildung 7.10 gewonnene Bestatigung,
dass Heterochromatin sich geméfl der Annahmen verhélt und die charakteristi-
sche Distanzen iibereinstimmen, konnen nun Gesamtdistanzverteilungen erstellt
werden.

Aus diesen Gesamtdistanzverteilungen wird der Anteil an Heterochromatin
tiber die y-Positionen der charakteristischen Maxima der Gesamtdistanzverteilung
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Abbildung 7.10: Mittelwerte der z-Positionen der Maxima fiir die wahrend der
Reparatur und Bestrahlung in der G2-Phase synchronisierten Zellen. Fiir jede
Messung wurde die Distanzverteilung und das Maximum der charakteristischen
Verteilung bestimmt (ein Beispiel einer Distanzverteilung zeigt Abbildung 7.9).
Fiir alle Verteilungen einer Messreihe wurde der Mittelwert (und die Standardab-
weichung) der z-Position der Maxima bestimmt und in einem Balkendiagramm
dargestellt. Es zeigt sich, dass die Werte (bis auf wenige Ausnahmen) innerhalb
der Fehler iibereinstimmen. Da die Abweichungen im Bereich weniger Nanometer
liegen und fiir diese Berechnungen die Lokalisationsungenauigkeiten (siehe dazu
Abschnitt 2.1.5.2 und 3.2.3) nicht beriicksichtigt werden konnten, kénnen die
Werte als konstant angesehen werden.
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Abbildung 7.11: Gesamtdistanzverteilungen der in der G2-Phase synchronisierten
Zellen. Aus den Einzeldistanzverteilungen werden Gesamtdistanzverteilungen
erstellt, die die ganze Messreihe repriasentieren. Auf der z-Achse sind die Di-
stanzen in Nanometer aufgetragen, auf der y-Achse die zugehorige Anzahl, die
ein Maf fiir die Menge an Heterochromatin im Zellkern ist. Durch die gewahl-
ten Normierungen kann die Zahl der auftretenden Distanzen fiir die einzelnen
Messreihen verglichen werden.

bestimmt. Dies ist moglich, da die Hohe des Maximums der Distanzverteilung
zu der Anzahl von Punkten korreliert, die mit dieser Distanz auftreten. Somit
ist der y-Wert dieser Maxima ein Indikator fiir das auftretende Heterochromatin.
Durch Normierung der einzelnen Messreihen auf eine konstante Punktzahl ist es
nun moglich, die absolute Anzahl der auftretenden Distanzen zu vergleichen.
Zur Erstellung der Gesamtdistanzverteilungen werden Mittelwerte der Ein-
zelverteilungen berechnet, wie in Abschnitt 6.1 (Unterpunkt 3) beschrieben. So
wird nicht nur die Héhe des Maximums der Einzelverteilungen berticksichtigt,
sondern auch der Verlauf der Verteilung (z. B. ihre Breite). Als Ungenauigkeit der
Bestimmung der y-Position wird die Ungenauigkeit der Anpassung verwendet.
Die berechneten Gesamtdistanzverteilungen mit den Resultaten der Anpas-
sungsfunktionen befinden sich in Abbildung 7.11 A fiir 0.5 Gy und in Abbil-
dung 7.11 B fiir 4 Gy. Nochmals bestétigt sich auch fiir die Gesamtdistanzver-
teilungen, dass die Positionen der Maxima tibereinstimmen und den gemachten
Annahmen entsprechen. Um den zeitlichen Verlauf iibersichtlicher darzustellen
werden die y-Positionen der Maxima nochmals als Balkendiagramme mit den ent-
sprechenden Fehlern angezeigt. Abbildung 7.12 A zeigt dieses Balkendiagramm
fiir 0.5 Gy. Der Kontrollwert kann als Startpunkt und als Endpunkt betrachtet
werden, da 24 h nach der Bestrahlung die Reparatur der DNA weitestgehend
abgeschlossen sein sollte [63]. Es ist zu erkennen, dass die Anzahl der erreichten
Heterochromatinbindungsstellen zunéchst zunimmt, obwohl sich die charakte-
ristischen Distanzen nicht andern. Es ist bekannt, dass Heterochromatin lokale
Ansammlungen erhéhter Dichte im Zellkern bildet [127]. Wenn in einem solchen
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Bereich ein Schaden auftritt, dann muss die beschédigte DNA entfaltet werden,
da nur histonfreie DNA repariert werden kann. Eine solche Reparatur macht
Umstrukturierungen der betreffenden Region notig. Wenn die heterochromati-
schen Bereiche als relativ abgeschlossene Einheiten mit einem gewissen Volumen
und einer entsprechenden Oberflache ansehen werden, die das besonders dicht
verpackte Heterochromatin enthalten, dann kann weiter angenommen werden,
dass das Innere dieser Bereiche nur sehr bedingt fiir Fluoreszenzmarkierungen
zuganglich ist. Fiir die Reparatur innerhalb solcher Bereiche notwendige Um-
strukturierungen konnen die Form und damit die Oberflache dieser Bereiche
vergroffern und somit die Anzahl der erreichbaren Bindungsstellen verdndern.
Andere Experimente deuten darauf hin, dass Dichteveranderungen in bestimmten
Grenzen in heterochromatischen Bereichen passieren konnen, ohne dass es zur
Anderung der Histonschwanzmodifikation kommt [126]. Auch auf solche Effekte
lasst sich die hier beobachtete erhohte Anzahl der Bindungsstellen zurtickfiih-
ren. Nach sechs Stunden ist die beobachtete Menge an Heterochromatin wieder
auf das Kontrollniveau gefallen. Nach weiteren sechs Stunden ist wieder das
Niveau einer halben Stunde erreicht. Die Zellen scheinen zwei Reparaturzyklen
zu durchlaufen. Der zweite Zeitraum bis zur Riickkehr auf das Kontrollniveau
dauert deutlich ldnger (mindestens zwolf Stunden, statt sechs Stunden) und
zeigt, dass die Zelle hier auf langer dauernde Reparaturverfahren zuriickgreift.
Da sich die Zelle in der G2-Phase befindet, steht ihr auch der Reparaturweg
zur Verfiigung, der fehlerfrei funktioniert und dafiir das Schwesterchromosom
benoétigt. Dieser Reparaturweg benétigt fir die Reparatur mehr Zeit [74]. Au-
Berdem ist bekannt, dass die Reparatur von Schiden im Heterochromatin erst
verzogert stattfindet [128]. Mechanismen dieser Art konnen erkléren, warum
der Heterochromatinanteil innerhalb von 24 h zweimal ansteigt und auf das
Kontrollniveau zurtickfallt.

Abbildung 7.12 B zeigt den Reparaturprozess fiir die Bestrahlung mit 4 Gy. Der
Verlauf unterscheidet sich von jenem mit 0.5 Gy erheblich. Innerhalb der ersten
halben Stunde steigt auch hier der Anteil an Heterochromatin, allerdings sinkt
dieser erst wieder nach 24 h, um nach diesem Zeitraum wieder das Kontrollniveau
zu erreichen. Mit 0.5 Gy bestrahlte Zellen scheinen in zwei Reparaturzyklen
repariert (siehe Abbildung 7.12 A) zu werden. Eine solche Unterteilung in zwei
Reparaturzyklen existiert bei einer Bestrahlung mit 4 Gy nicht. Der Anteil von
Heterochromatin ist eine halbe Stunde nach Bestrahlung erh6éht und erhoht
sich weiter, bis er nach sechs bis zwolf Stunden sein Maximum erreicht und erst
dann beginnt abzunehmen. Das Kontrollniveau wird erst nach 24 h erreicht. Im
Gegensatz zur Bestrahlung mit 0.5 Gy deuten die Resultate fiir 4 Gy an, dass die
Zelle die Schiaden nicht in mehreren Reparaturzyklen repariert. Eine Bestrahlung
mit 4 Gy verursacht durch die erhéhte Dosis deutlich mehr Schiden an der DNA
im Zellkern [130, 131]. Der Unterschied im zeitlichen Verlauf zwischen den beiden
Dosen kénnte somit damit zusammenhangen, dass die erhohte Zahl von Schaden
eine Riickkehr auf das Kontrollniveau mit einem anschlieBenden Beginn eines
zweiten Reparaturzyklus nicht moglich macht.
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Abbildung 7.12: Anzahl des Auftretens der charakteristischen Distanzen in den Ge-
samtdistanzverteilungen der in der G2-Phase synchronisierten Zellen. Die Balken
reprasentieren die y-Position der Maxima in den Gesamtdistanzverteilungen und
sind ein Maf fir die gemessenen Heterochromatinbindungsstellen im Zellkern.
Dargestellt wird somit, wie sich die Anzahl der Heterochromatinbindungsstellen
(,Heterochromatinmenge*) im Zellkern nach Bestrahlung verdndern. Diese Daten
koénnen innerhalb der hier durchgefithrten Experimente miteinander verglichen
werden, daher ist die Heterochromatinmenge hier einheitenlos.

7.3.4.2 Einfluss der DNA-Reparatur auf den Heterochromatinanteil

Das in Abschnitt 7.3.4.1 erlduterte Verfahren wird nun ebenfalls auf die Da-
ten angewendet, die in dem unter Abschnitt 7.2.2.2 beschriebenen Experiment
gewonnen wurden. Die wiahrend der Bestrahlung in der G2-Phase blockierten
Zellen konnten wihrend der Reparatur (d. h. direkt nach der Bestrahlung) ihren
Zellzyklus fortsetzen.

Abermals soll bestéatigt werden, dass die Heterochromatin-Distanzverteilungen
sich entsprechend der obenstehenden Annahmen (siche Abschnitt 7.3.4) ver-
halten. Das Diagramm 7.13 zeigt erneut die Mittelwerte der Positionen der
Maxima der Einzeldistanzverteilungen fiir jede Messreihe. Wiederum stimmen
die Werte tiberein und auch hier bestétigt sich die Annahme nach gleichbleiben-
den charakteristischen Distanzen in H3 (tri methyl K9) markierten Regionen.
Das weitere Vorgehen zur Bestimmung des Anteils an Heterochromatin und
seiner Veranderung wahrend der Reparatur, entspricht dem in Abschnitt 7.3.4.1
beschriebenen.

Die berechneten Gesamtdistanzverteilungen mit den Resultaten der Funk-
tionsanpassungen befinden sich in Abbildung 7.14 A fiir 0.5 Gy und in Abbil-
dung 7.14 B fiir 4 Gy. Auch hier zeigen die Gesamtdistanzverteilungen, dass die
Positionen der Maxima tibereinstimmen.

Erneut wird auch hier der zeitliche Verlauf zur besseren Ubersichtlichkeit
durch Balkendiagramme dargestellt.

Alle Zellen befanden sich zu Beginn der Reparatur in der Zellphase G2,
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Abbildung 7.13: Mittelwerte der z-Positionen der Maxima fiir die wahrend der
Bestrahlung in der G2-Phase synchronisierten Zellen. Fiir jede Messung wur-
de die Distanzverteilung und das Maximum der charakteristischen Verteilung
bestimmt (ein Beispiel einer Distanzverteilung zeigt Abbildung 7.9). Fiir alle
Verteilungen einer Messreihe wurde der Mittelwert (und die Standardabwei-
chung) der z-Position der Maxima bestimmt und in einem Balkendiagramm
dargestellt. Es zeigt sich, dass die Werte (bis auf wenige Ausnahmen) innerhalb
der Fehler iibereinstimmen. Da die Abweichungen im Bereich weniger Nanometer
liegen und fiir diese Berechnungen die Lokalisationsungenauigkeiten (siehe dazu
Abschnitt 2.1.5.2 und 3.2.3) nicht beriicksichtigt werden konnten, kénnen die
Werte als konstant angesehen werden.
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Abbildung 7.14: Gesamtdistanzverteilungen der wiahrend der Bestrahlung in der
G2-Phase synchronisierten Zellen. Aus den Einzeldistanzverteilungen werden
Gesamtdistanzverteilungen erstellt, die die ganze Messreihe représentieren. Auf
der z-Achse sind die Distanzen in Nanometer aufgetragen, auf der y-Achse die
zugehorige Anzahl, die ein MaB fiir die Menge an Heterochromatin im Zellkern
ist. Durch die gewdhlten Normierungen kann die Zahl der auftretenden Distanzen
fiir die einzelnen Messreihen verglichen werden.

allerdings setzen die Zellen den Zellzyklus unterschiedlich schnell fort. Spétestens
nach einigen Stunden sind die Zellen nicht mehr synchronisiert.

Zunichst ist festzustellen, dass die Verdnderungen der Anzahl der Heterochro-
matinbindungsstellen zwischen den einzelnen Messzeitpunkten verglichen mit
Abschnitt 7.3.4.1 deutlich grofler sind (ca. zwei- bis dreimal so grof}). Es kann
aufgrund dieser erheblich grofleren Verdanderungen angenommen werden, dass
diese hier nicht nur durch die Reparaturprozesse, sondern hauptsachlich durch
den Zellzyklus bedingt wird. Der Zellzyklus, der auch die Verdoppelung des
Chromatins und die anschliefende Aufteilung auf zwei neue Zellkerne einschlief3t
(siche dazu auch Abschnitt 2.2.2), hat offensichtlich einen erheblichen Einfluss
auf das Heterochromatin, der hier hochstwahrscheinlich den Einfluss der Repara-
turprozesse iiberdeckt. Der Verlauf unterscheidet sich zwischen 0.5 Gy und 4 Gy
erheblich. Spatestens wenige Stunden nach Entfernung des Zellzyklussynchroni-
sationsmittels sind die Zellen nicht mehr im synchron im Zellzyklus, da sie den
Zyklus unterschiedlich schnell fortsetzen und unterschiedlich schnell durchlaufen.
Bestrahlungen konnen dariiber hinaus den Zellzyklus beeinflussen, da u.U. erst
nach Abschluss bestimmter Reparaturprozesse der Zellzyklus fortgesetzt wird
[132].

7.3.5 DNA-Doppelstrangbriiche
7.3.5.1 Heterochromatinstruktur um vyH2AX-Reparaturzentren

Die unter Abschnitt 7.3.4 aufgefithrten Resultate zeigen, dass die im Rahmen
dieser Arbeit etablierten Methoden und Analyseverfahren geeignet sind, um mit
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Abbildung 7.15: Anzahl des Auftretens der charakteristischen Distanzen in den
Gesamtdistanzverteilungen der wéhrend der Bestrahlung in der G2-Phase syn-
chronisierten Zellen. Die Balken représentieren die y-Position der Maxima in den
Gesamtdistanzverteilungen und sind ein Maf fiir die gemessenen Heterochroma-
tinbindungsstellen im Zellkern. Dargestellt wird somit, wie sich die Anzahl der
Heterochromatinbindungsstellen (,, Heterochromatinmenge®) im Zellkern nach
Bestrahlung verandern. Diese Daten kénnen innerhalb der hier durchgefiithrten
Experimente miteinander verglichen werden, daher ist die Heterochromatinmenge
hier einheitenlos.

Hilfe von Lokalisationsmikroskopie Genomstrukturen zu analysieren.

Wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, bedarf die DNA-Doppelstrangbruch-
Reparatur histonfreier DNA und fiithren Doppelstrangbriiche in heterochromatin-
schen Bereichen zur Bildung von Reparaturzentren an den Randern dieser Berei-
che [76, 77]. Insgesamt scheinen erhebliche DNA-Umstrukturierungsprozesse fir
die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in heterochromatischen Bereichen
notig zu sein. Somit liefert die lokalisationsmikroskopische Analyse der DNA-
Doppelstrangbriiche und der Heterochromatinumgebung einen quantitativen
Einblick in die relevante biophysikalischen Mechanismen dieser Umorganisation.

Die yH2AX-Proteine bilden deutlich erkennbare Bereiche erhohter Dichte um
DNA-Doppelstrangbriiche (im Folgenden als yYH2AX-Cluster bezeichnet), die
auf komplexe Weise mit Heterochromatin wechselwirken kénnen. Die Abbildun-
gen 7.16 bis 7.18 zeigen beispielhaft drei Zellkerne und Detailansichten eines
vH2AX-Reparaturzentrums. Die mit einer so gegebenen Datenlage verbundenen
Herausforderungen fiir die Analyse sollen im Folgenden vorgestellt werden.

Abbildung 7.16 A bis C zeigt, dass die YH2AX-Molekiile ,ellipsenférmige*
Ansammlung bilden kénnen, die mit dem umliegenden Heterochromatin wechsel-
wirken, ohne dass es zur kompletten Uberlagerung kommt. Diese Darstellung
konnte andeuten, dass die Aufnahmen der konventionellen Mikroskopie YH2AX-
Cluster angemessen wiedergeben (siehe dazu auch Abschnitt 7.1 und insbesondere
Abbildung 7.1). Abbildung 7.17 A bis C zeigt, dass YH2AX-Cluster nicht immer
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Abbildung 7.16: yH2AX-Reparaturcluster im Heterochromatin (1 Gy, 30 min nach
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Bestrahlung). Griin: Heterochromatin. Rot: YH2AX. A: Gesamtansicht des Zell-
kerns als Dichtebild (Paramter zur Dichtebilderstellung: Pixelsize=10nm/px,
Radius=1000 nm, Gaussfilterradius=50nm). B: Vergroferung des weifl umrande-
ten Bereichs. C: Darstellung des unter B abgebildeten Ausschnittes, wobei hier
jeder Punkt einem erkannten Fluorophor entspricht. In Schwarz ist zusétzlich
der Schwerpunkt der Punktverteilung markiert. D: Gleiche Darstellung wie in C,
allerdings werden die erkannten Cluster (Clusterparameter: e=200 nm, Ny,;,=50)
dargestellt. Die YH2AX-Reparaturcluster zeigt sich als ,ellipsenférmige* An-
sammlung an YH2AX-Molekiilen, die mit den heterochromatischen Bereichen in
Wechselwirkung stehen und es nur zu begrenzter Kolokalisation kommt.
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Abbildung 7.17: yH2AX-Reparaturcluster im Heterochromatin (2 Gy, 30 min nach
Bestrahlung). Griin: Heterochromatin. Rot: yYH2AX. A: Gesamtansicht des Zell-
kerns als Dichtebild (Paramter zur Dichtebilderstellung: Pixelsize=10nm/px,
Radius=1000 nm, Gaussfilterradius=50nm). B: Vergroflerung des weifl umrande-
ten Bereichs. C: Darstellung des unter B abgebildeten Ausschnittes, wobei hier
jeder Punkt einem erkannten Fluorophor entspricht. In Schwarz ist zuséatzlich
der Schwerpunkt der Punktverteilung markiert. D: Gleiche Darstellung wie in C,
allerdings werden die erkannten Cluster (Clusterparameter: e=200 nm, N,,;,=50)
dargestellt. Das YH2AX-Reparaturcluster zeigt eine komplexe ringférmige Struk-
tur. Es ist gut zu erkennen, dass es nur eingeschrinkt zu Kolokalisation mit den
heterochromatischen Bereichen kommt. Bei solch komplex geformten vH2AX-
Reparaturclustern wird die Erkennung des Clusters erheblich durch die Auswahl
der Clusterparameter beeinflusst. Diese Clustererkennung sorgt aber dafiir, dass
die Schwerpunkte der erkannten Cluster stets innerhalb eines YH2AX-dichten
Bereichs liegen.
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Abbildung 7.18: yH2AX-Reparaturcluster im Heterochromatin (1 Gy, 30 min nach
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Bestrahlung). Griin: Heterochromatin. Rot: YH2AX. A: Gesamtansicht des Zell-
kerns als Dichtebild (Paramter zur Dichtebilderstellung: Pixelsize=10nm/px,
Radius=1000 nm, Gaussfilterradius=50nm). B: Vergrofierung des weiff umrande-
ten Bereichs. C: Darstellung des unter B abgebildeten Ausschnittes, wobei hier
jeder Punkt einem erkannten Fluorophor entspricht. In Schwarz ist zusétzlich
der Schwerpunkt der Punktverteilung markiert. D: Gleiche Darstellung wie
in C, allerdings werden die erkannten Cluster (Clusterparameter: e=200nm,
Niin=50) dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass die Entscheidung, ob ein yYH2AX-
Reparaturcluster aus einem Cluster besteht oder zuféllig zwei nah beieinander
liegen schwierig sein kann. Die gewéhlten Clusterparameter fithren in diesem
Fall zur Erkennung von drei Clustern.
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homogene Verteilungen dieser Art bilden, sondern ggf. Strukturen, die eher
ringférmig sind. Abbildung 7.18 A bis C schlieBlich zeigt, dass die Entscheidung,
ob ein YH2AX-dichter Bereich aus einem oder mehr Clustern besteht, nicht
immer einfach ist.

Im weiteren Verlauf der Analyse werden die YH2AX-Cluster mit Hilfe des
DBSCAN (siehe dazu auch Abschnitt 5.3) gesucht und ausgewéahlt. Lokalisati-
onsmikroskopie macht durch die nanometergenaue Erkennung von Signalen eine
besonders prazise Clusteranalyse moglich.

Allerdings muss die Auswahl der Clusterparameter auch besonders bedacht
werden, da diese einen erheblichen Einfluss auf die Form der erkannten Cluster
haben. Durch Wahl eines kleinen € werden die Cluster kleine geschlossene Fléchen
konstanter Dichte sein. Diese Wahl hat den Vorteil, dass der Schwerpunkt des
Clusters auch in einem Bereich erhohter YH2AX-Dichte liegt. Wird e vergroflert,
dann werden auch komplexere Ansammlungen als ein Cluster erkannt und nicht
in mehrere aufgeteilt, z. B. die unter Abbildung 7.17 gezeigten eher ringférmigen
Strukturen, allerdings kann dabei der Schwerpunkt auch auflerhalb des YH2AX-
dichten Bereichs liegen. Neben dem Parameter € kann auch der zweite Cluster-
Paramter N,,;, variiert werden. Bei einem kleinen N,,;, und einem grofien €
entstehen kleine und komplex geformte Cluster zugleich, die hinsichtlich ihrer
GroBe und Form inhomogen und somit fiir eine Analyse ungeeignet sind. Wenn
diese Eigenschaften der Clustersuche bekannt sind und bedacht werden sowie
die zugrundeliegenden Messdaten eine gleichbleibende Qualitat haben, dann
garantiert der DBSCAN-Algorithmus bei sinnvoll gewéhlten Clusterparametern
eine gleichbleibende Erkennung der Cluster.

Die Auswahl der Clusterparameter erfolgte durch Voriiberlegungen und durch
Vorversuche mit unterschiedlichen Clusterparametern. Zunéachst musste dazu
festgelegt werden, welche Eigenschaften die Cluster haben sollten. Wichtig
war dabei, dass fir die spater folgende Mehrkanalanalyse (siehe dazu auch
Abschnitt 5.7) der Schwerpunkt der erkannten Cluster stets innerhalb eines
Bereichs erhohter yH2AX-Dichte liegen sollte. Komplexe Ansammlungen von
~vH2AX wurden dann ggf. als mehrere Einzelcluster erkannt (siche dazu z. B.
7.18 D). Nach derzeitigem Verstédndnis wird davon ausgegangen, dass in einem
~vH2AX-dichten Bereich auch mehrere Doppelstrangbriiche repariert werden
konnen [133]. Das Auftreten mehrerer YH2AX-Cluster (d. h. Reparaturzentrum)
in unmittelbarer Nahe ist bei komplizierten DNA-Schéden (z. B. nach Bestrahlung
mit Schwerionen) ein beobachtetes Phanomen [134]. Somit ist die Aufteilung
solcher komplexen Ansammlungen in mehrere Einzelcluster ein begriindetes
Vorgehen.

Weiterhin wurde bei der Auswahl die Anzahl der gemessenen YH2AX-Signale
pro Zellkern und Erfahrungen aus vorangegangenen Experimenten zur Gréfie von
vH2AX-Reparaturzentren berticksichtigt. Stets wurden dabei die Clusterbilder
mit den Dichtebildern verglichen, um die Parameter zu tiberpriifen. Es zeigte sich,
dass fiir dieses Experiment folgende Clusterparameter die gewtlinschten Resultate
liefern: € = 200 nm, N,,;, = 50. Dabei werden Cluster homogener Dichte erkannt,
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deren Schwerpunkt stets innerhalb eines solchen Bereichs erhéhter Dichte liegt. In
den Abbildungen 7.16 bis 7.18 werden unter D beispielhaft die entsprechenden er-
kannten Cluster gezeigt. Im Folgenden wird nun die Dichte von Heterochromatin
um die erkannten YH2AX-Cluster bestimmt (wie in Abschnitt 5.7 beschrieben),
zunéchst fiir die in den Abbildungen 7.16 bis 7.18 gezeigten YH2AX-Cluster. Die
Dichteverteilungen fiir jedes Cluster wird in Abbildung 7.19 A bis C gezeigt, die
Mittelwerte und der Gesamtmittelwert in Abbildung 7.19 D.

Abbildung 7.19 D zeigt, wie inhomogen die Heterochromatindichteverteilung
um entsprechende YH2AX-Cluster sein kann und dass der Mittelwert einer sol-
chen Verteilung die unterschiedlichen Cluster nur schlecht repréasentiert. Um
eine sinnvolle Mittelung tiber mehrere Cluster durchzufithren, sollten daher
nur Cluster beriicksichtigt werden, die eine Mindestdichte an Heterochroma-
tin tiberschreiten. Der Schwellwert sollte so gewéahlt werden, dass nur Cluster
beriicksichtigt werden, deren Zugehorigkeit zu dem umliegenden Heterochro-
matin eindeutig ist. Somit kann anschlieBend die Anzahl und Dichteverteilung
der heterochromatinassozierten Cluster angegeben werden. Je nach Schwell-
wert werden dabei nur wenige Cluster zugelassen, allerdings ist erst dann eine
Mittelwertbildung sinnvollerweise moglich.

Nach Bestrahlung tauchen Doppelstrangbriiche im ganzen Chromatin auf und
somit im dicht gepackten Heterochromatin und im loser verpackten Euchromatin
(siehe Abschnitt 2.2.3.2). Fiir die Doppelstrangbruchreparatur muss die DNA
histonfrei vorliegen, daher ist die Auflésung des Nukleosoms in der Néhe von
Doppelstrangbriichen nétig. In anderen Arbeiten (siehe Abschnitt 2.2.4) wur-
de gezeigt, dass Doppelstrangbruchreparaturzentren sich an den Réndern von
heterochromatischen Bereichen befinden, aber niemals direkt in diesen. Dar-
iiber hinaus ermoglicht die lokalisationsmikroskopische Analyse eine erheblich
genauere Untersuchung der Zusammenhange zwischen Heterochromatin und
vH2AX und zeigt eine deutliche Néhe zwischen YH2AX-Reparaturzentren und
heterochromatischen Bereichen. Die Abbildungen 7.16 bis 7.18 zeigen einige
Beispiele von YH2AX-Reparaturzentren, die anscheinend Doppelstrangbriiche
aus dem nahegelegenen Heterochromatin reparieren. Diese Ergebnisse stehen
in guter Ubereinstimmung mit der Theorie, dass Doppelstrangbriiche in he-
terochromatischen Bereichen an die Peripherie eines solchen Bereichs bewegt
werden [76, 77]. Die nanometergenaue Analyse, die in diesem Abschnitt pré-
sentiert wurde, zeigt aber auch, dass die YH2AX-Reparaturzentren und die
heterochromatischen Bereiche auf komplexe Art ineinander tibergehen.

Abbildung 7.20 zeigt, dass durch die Analyse der Heterochromatinverteilung
um DNA-Doppelstrangbriiche keine Einteilung in Bestrahlungsdosen vorgenom-
men werden kann. Die Heterochromatinverteilungen zeigen groBe Ahnlichkeiten
und keine signifikanten Abweichungen voneinander. Dieses Resultat ist mit
den Vorstellungen von yH2AX-Reparaturzentren vereinbar. Die Anzahl der
Reparaturzentren nimmt mit der Bestrahlungsintensitét zu [135] und es kann
vorkommen, dass mehrere Reparaturzentren sich vereinen, allerdings sollte der
Einfluss auf die Dichte des umliegenden Heterochromatins begrenzt sein, da
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Abbildung 7.19: Heterochromatin-Dichteverteilung um YH2AX-Cluster. Beispiel-
hafte Dichteverteilungen zu den Clustern in Abbildung 7.16 (A), Abbildung 7.17
(B) und Abbildung 7.18 (C)). A-C: Die durchgezogenen Linien repréisentieren
jeweils ein Cluster. Die gestrichelte Linie ist der zugehorige Mittelwert in einem
Diagramm. D: Hier werden die Mittelwerte zu A bis C gezeigt. Die schwarze ge-
strichelte Linie reprasentiert erneut den Mittelwert in diesem Diagramm. Es zeigt
sich, dass die Heterochromatindichte um solche Cluster inhomogen sein kann und
ggf. die Berechnung von Mittelwerten nur unter bestimmten Voraussetzungen
moglich ist.
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Reparaturzentren. Fiir diese Analyse wurden nur Cluster zugelassen,
deren Heterochromatindichten in dem Bereich von 100 bis 1000 nm den Schwell-
wert A=0.001 Punkte/nm? iiberschreitet. Dieser Schwellwert ist verglichen mit
den auftretenden Dichteverteilungen hoch und ldsst somit nur die Cluster zu,
die in der Néhe eines heterochromatischen Bereichs mit hoher Dichte liegen.
Die Abbildung zeigt, dass die Dichte von Heterochromatin um diese Cluster
stets in einem Bereich von bis zu 500nm erhoht ist (dies wird auch durch
Abbildung 7.19, die u. a. die Dichteverteilung einzelner Cluster zeigt, bestétigt).
Es zeigt sich aulerdem, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Heterochromatinverteilungen bei unterschiedlichen Bestrahlungsdosen gibt.
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nur ein kleiner Teil des Heterochromatins in histonfreie DNA umgewandelt
wird. Die ggf. notwendigen Umstrukturierungsprozesse des Chromatins passie-
ren bereits wahrend der Ausbildung des yH2AX-Clusters und koénnen tiber die
hier verwendete H3 (tri methyl K9)-Markierung nicht sichtbar gemacht werden.
Eine Umstrukturierung und damit die Verringerung der Dichte wiirde mit der
Verénderung der Histonschwénze einhergehen (siche dazu auch Abschnitt 7.3.4).

Es konnte gezeigt werden, dass die Heterochromatindichte in der nahen Um-
gebung von YH2A X-Clustern unabhangig von der Bestrahlungsdosis ist. Auch
konnte lokalisationsmikroskopisch gezeigt werden, dass Doppelstrangbriiche, die
im Heterochromatin auftreten, an den Rand von heterochromatischen Berei-
chen transportiert werden [76, 77]. Die fiir einen solchen Transport notwendigen
Umstrukturierungen im dichten Heterochromatin miissen erheblich sein. Mit
Hilfe der in diesem Abschnitt verwendeten Dichteanalyse ist es moglich eine
Einteilung der YH2AX-Clusters in Abhéngigkeit ihrer Nahe zu Heterochromatin
vorzunehmen. Durch eine solche Einteilung konnen Cluster ausgewéhlt werden,
bei denen angenommen werden kann, dass in ihnen Doppelstrangbriiche aus
heterochromatischen Bereichen repariert werden. Ob und inwieweit ein YH2AX-
Cluster durch die Nahe zu Heterochromatin strukturell beeinflusst wird, soll im
folgenden Abschnitt 7.3.5.2 analysiert werden.

7.3.5.2 Topologische Analyse der Struktur von vYH2AX-Reparaturzentren

Wie in Abschnitt 7.3.5.1 gezeigt, unterliegt die Dichteverteilung von Heterochro-
matin um yH2AX-Reparaturzentren erheblichen Schwankungen. Dies zeigt, dass
bestimmte YH2AX-Reparaturzentren in direkter Nachbarschaft zu Heterochroma-
tin auftauchen und andere zu heterochromatischen Bereichen nicht assoziiert sind.
Der in Abschnitt 5.8 vorgestellte Ansatz soll hier auf YH2AX-Reparaturzentren
angewendet werden, um zu analysieren, ob die Ndahe zu Heterochromatin einen
Einfluss auf die Struktur der yYH2AX-Reparaturzentren hat.

Die nachfolgende Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit Andreas Hof-
mann, M.Sc.! durchgefiihrt. Das Konzept des topologischen Ahnlichkeitsmafes
von Punktdaten stammt aus der theoretischen Physik. Die Anwendung und
Umsetzung des Ansatzes wurde gemeinsam erarbeitet. Die Ergebnisse dieses
Kapitels resultieren aus gleichwertigem Beitrag.

Das Vorgehen wird in Abbildung 7.21 zusammenfassend dargestellt. Zunéchst
wurden yH2AX-Cluster per DBSCAN (wie in Abschnitt 7.3.5.1) bestimmt.
Aus den erkannten Clustern konnte dann mit Hilfe der unter Abschnitt 5.3
vorgestellten Methoden der Schwerpunkt S bestimmt werden. Dariiber hinaus
sollte ein Maf} fiir den Clusterdurchmesser gefunden werden. Da die Cluster
polygonférmig sind, wurde das quadratische Mittel der Punkte der konvexen
Hille als Clusterdurchmesser definiert (siehe dazu auch Abschnitt 5.3). Die
Heterochromatindichteverteilung um yYH2AX-Cluster wurde, wie in Abschnitt 5.7

IStatistische Physik und Biophysik, Institut fiir Theoretische Physik, Philosophenweg 19,
69120 Heidelberg
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Abbildung 7.21: Vorgehen bei der topologischen Datenanalyse.

beschrieben, bestimmt. Es wurde der Bereich von 50 nm bis 1500 nm um den
Clusterschwerpunkt analysiert.

Anhand dieser Dichteverteilung wurden die Cluster in HC- und nHC-Cluster
(d. h. in heterochromatinassoziierte und nicht-heterochromatinassoziierte) ein-
geteilt. Dazu wurden die lokalen Maxima der Dichteverteilung bestimmt (siehe
dazu auch Abbildung 7.22 B). Die nétige Ausdehnung der Kreisschalen, die fir
die Erstellung der Dichtverteilung notig ist (siehe Abschnitt 5.7), beeinflusst
diese Einteilung. Eine zu kleine Schrittweite (z. B. 1 nm) fihrt zu einer Verteilung
mit sehr vielen lokalen Maxima und Minima, da die Dichte sich in solch kleinen
Kreisschalen deutlich &ndern kann. Durch die kleine Ausdehnung ist es moglich,
dass sich in einer Kreisschale kein Punkt befindet und in der nachstgelegenen
eine gewisse Zahl von Punkten. Durch die geringe Fliache der Kreisschalen ent-
stehen dadurch erhebliche Dichtespriinge, die methodisch bedingt sind und die
wirkliche Dichteverteilung nur schlecht abbilden. Eine zu grofie Schrittweite fithrt
allerdings dazu, dass zu wenige Details der Verteilung abgebildet werden.

Als Schrittweite fiir die Dichteanalyse wurde 25 nm gewéhlt. Diese Schrittweite
sorgt dafiir, dass die lokalen Maxima in der Dichteverteilung erkennbar sind, ohne
dabei die Details der Verteilung zu verlieren (siche dazu auch Abbildung 7.22 B).
Bei der Erkennung der lokalen Maxima wurde wie folgt vorgegangen: Ein lokales
Maximum muss mindestens die Amplitude A =2.5 x 10~* Punkte/nm? haben
und darf nicht weiter vom Clusterschwerpunkt als R =250 nm sein, wobei hier
beachtet werden muss, dass der Bereich von 0 bis 50 nm bereits bei der Bestimung
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Abbildung 7.22: Dichteerteilung um yH2AX-Cluster. A: Schematische Darstellung
eines per DBSCAN erkannten yH2AX-Clusters (rot), des zughérigen Schwer-
punkts (schwarz) und das sich um diesen befindlichen Heterochromatin (griin).
B: Dichteverteilung von Heterochromatin um den vH2AX-Cluster-Schwerpunkt
(blau). Diese Dichteverteilung wird zur Einteilung verwendet, ob ein Cluster
heterochromatinassoziiert ist. Dazu werden die lokalen Maxima durch Gauf}-
funktionen (griin) angenéhert. Die Amplitude dieser Maxima wird dann mit
dem vorgegebenen Schwellwert verglichen. Die rote Linie représentiert die halbe
mittlere quadratische Distanz der konvexen Hiille des Clusters (d. h. eine Art
,Radius“ des Clusters.)
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Abbildung 7.23: Darstellung eines Zellkerns und yH2AX-Reparaturclusters, an-
hand dessen beispielhaft die Erstellung des Barcodes gezeigt wird. A: Gesamt-
ansicht von Heterochromatin (griin) und yH2AX (rot) des Zellkerns als Dichte-
bild (Paramter zur Dichtebilderstellung: Pixelsize=10nm/px, Radius=1000 nm,
Gaufifilterradius=50 nm). B: Darstellung des zu untersuchenden yH2AX-Clusters
als Dichtebild (rot). C: Darstellung des unter B abgebildeten Clusters, wobei
hier jeder Punkt einem erkannten Fluorophor entspricht. Abbildung 7.24 zeigt
die Erstellung des Barcodes fiir diese Punktverteilung

der Dichteverteilung nicht beriicksichtigt wird, da dieser oft zu methodischen
Artefakten fiithrt (nédhere Erlauterungen dazu in Abschnitt 6.4). Der Wert fiir
die Amplitude A wurde in Vorexperimenten bestimmt, wobei nach automati-
scher Einteilung die Mikroskopbilder der YH2AX-Cluster und des umliegenden
Heterochromatins einer Uberpriifung unterzogen wurden. Fiir den Abstand zum
Clusterschwerpunkt R wurde kein Mindestwert, sondern nur ein Maximalwert
gewdhlt, da die polygonformigen Cluster haufig auf komplexe Weise mit dem
Heterochromatin wechselwirken und der Schwerpunkt somit leicht nahe am
heterochromatischen Bereich liegen kann. Dartiber hinaus sollten die lokalen
Maxima einen Abstand von mindestens 150 nm voneinander haben, um die Er-
kennung von zwei lokalen Maxima, die eigentlich einem Heterochromatinbereich
zugehoren, zu vermeiden.

Aus den so klassifizierten Clustern wurden 200 HC-Cluster und 200 nHC-
Cluster ausgewéhlt, indem die mit der hochsten bzw. niedrigsten Heterochromat-
indichte bestimmt wurden. Die Zahl von zweimal 200 Clustern wurde ausgewéhlt,
da diese Gruppe einerseits grof§ genug ist, sodass statistische Ausreifler nicht stark
ins Gewicht fallen, aber andererseits klein genug, um noch jedes einzelne Cluster
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Abbildung 7.24: Bestimmung des Barcodes eines YH2AX-Clusters (weitere Dar-
stellungen des Zellkerns und des Cluster in Abbildung 7.23). A: Darstellung
der Punkte mit unterschiedlichen a-Umgebungen. B: Darstellung der gebildeten
Komponenten zu den jeweils dariiber dargestellten a-Umgebungen. C: Barcode-
ansicht fiir die Linien. D: Barcodeansicht fiir die Locher. (Néhere Erlauterungen

zu den Barcodes befinden sich in Abschnitt 5.8).
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Abbildung 7.25: Schematische Darstellung einer Heatmap. In diesem Beispiel wer-
den vier Cluster (C1-C4) miteinander verglichen. A zeigt die Ergebnisse der
Funktion S (siehe Abschnitt 5.8) fiir die Ahnlichkeit der Cluster. Diese Werte
werden dann farblich codiert und wie in B dargestellt.

auf Mikroskopdarstellungen betrachten und ggf. die zugehorigen Dichtevertei-
lungen tberpriifen zu konnen. Mit Hilfe der unter Abschnitt 5.8 vorgestellten
Methoden wurde die Struktur jedes Clusters mit Hilfe der Barcodes charakteri-
siert (siche Abbildung 7.24). Die Ahnlichkeit der Barcodes wurde dann mit der
unter Abschnitt 5.8 vorgestellten Methode berechnet. Um diese Vergleiche zu
visualisieren wurde eine Heatmapdarstellung gewahlt.

In einer Heatmap kann der Vergleich zwischen zahlreichen Clustern darge-
stellt werden. Zunachst muss dazu eine Riicksicht festgelegt werden, unter der
die Clustern verglichen werden. Z.B. das in Abschnitt 5.8 vorgestellte Ahnlich-
keitsmaf fiir Barcodes. Dieses Ahnlichkeitsmafl berechnet fiir zwei Barcodes,
die die Struktur der Cluster reprasentieren, einen Wert zwischen 0 fiir vollig
verschieden und 1 fiir sehr dhnlich. Zur besseren Ubersichtlichkeit kénnen diesen
Werten Farben zugeordnet werden und in einer Heatmap (wie in Abbildung 7.25
schematisch gezeigt) dargestellt werden. Diese beispielhaft gezeigte Heatmap
vergleicht nur vier fiktive Cluster (C1-C4) miteinander, sodass insgesamt 16
Vergleichswerte berechnet werden. Fiir einen solchen Fall ist diese Darstellung
nur bedingt niitzlich. Werden aber wie in dem hier vorliegenden Fall 400 Cluster
miteinander verglichen, dann kann diese Darstellung sehr hilfreich sein. Hier
(Abbildung 7.26 bis 7.28) wurden die Heatmaps wie folgt angeordnet: Das obere
linke Viertel vergleicht die HC-Cluster miteinander, das untere rechte die beiden
nHC-Cluster. Das rechte obere und linke untere Viertel vergleicht jeweils nHC-
mit HC-Clustern. In dieser Darstellung ist es dann leicht moglich Regelméafig-
keiten zu erkennen. Z. B. ob sich alle Cluster gleich dhnlich sind, es bestimmte
Ausreifier gibt oder auch ob bestimmte Bereiche erhohter Ahnlichkeit auftre-
ten. Das in Abschnitt 5.8 vorgestellte Ahnlichkeitsmafl wurde verwendet, um
die yYH2AX-Clusterstruktur miteinander zu vergleichen (siehe Abbildung 7.27
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und 7.28). Zusétzlich wurden die mittlere Dichte der Cluster und die Grofe
der Cluster in Heatmaps verglichen (siehe Abbildung 7.26). Als Ma8 fur die
Ahnlichkeit der Dichte (bzw. GroBe) wurde die Differenz der Dichte (bzw. der
Grofle) von zwei Clustern verwendet. Eine kleine Differenz bedeutet hier eine
groBe Ahnlichkeit.

Ganz besonders deutlich in Abbildung 7.26 A ist in der Mitte der Heatmap ein
Art Kreuz zu erkennen und sehr deutlich auch einige rote Linien. (Rot bedeutet
hier deutliche Unéhnlichkeit). Viele dieser Cluster, die diese Undhnlichkeit in der
Dichte aufweisen sind deutlich kleiner als die mittlere Grofle der Cluster. Solche
kleine Clustern weisen eine hohere Dichte als die anderen untersuchten Cluster
auf. Weiterhin sind keine weiteren RegelmaBligkeiten sichtbar erkennbar. Vor
allem sind solche Regelmafigkeiten nicht erkennbar, wenn die Teile (Vergleich
von HC/HC, HC/nHC, nHC/nHC) der Heatmap betrachtet werden. Im Hinblick
auf Dichte und Grofle der Cluster scheint die Nahe zu Heterochromatin keinen
Einfluss auf die Cluster zu nehmen.

Abbildung 7.27 zeigt die Ahnlichkeit der Cluster unter Benutzung des unter
Abschnitt 5.8 vorgestellten Ahnlichkeitsmafes. Dabei werden die Clusterstruk-
turen durch Barcodes charakterisiert, wobei diese Barcodes nochmals in die
Barcodes fiir ,,Linien* und ,,Locher” unterschieden werden kénnen. (Genauere
Beschreibungen hierzu finden sich in Abschnitt 5.8). Abbildung 7.27 A zeigt die
Ahnlichkeit der Barcodes der Linien und Abbildung 7.27 B die Ahnlichkeit der
Locher-Barcodes. Abbildung 7.28 schliefllich zeigt den Mittelwert aus beiden.
Erneut sind wieder die Kreuze zu erkennen, die obenstehend bei den Heat-
maps zur Dichte bereits erldutert wurden. Sie sind auf Dichteunterschiede dieser
Cluster vom Mittelwert zuriickzufiihren. Solche Dichteunterschiede wirken sich
auch auf die topologische Ahnlichkeit aus, daher sind diese Kreuze hier erneut
sichtbar. Natiirlich wire es moglich gewesen diese Cluster, die das Kreuz bilden
und eine noch néher zu analysierende Sondergruppe darstellen, auszusortieren.
Hier aber soll die Praktikabilitat dieser Methode gezeigt werden, daher wurden
die durch das vorgestellte Verfahren ausgewéahlten Cluster keiner Aussortierung
unterzogen. Die Zahl von 400 Clustern, die fiir diese Analyse verwendet wurden,
ist ausreichend grof}, sodass Ausreifler, wie die das auffillige Kreuz bildende
Cluster, nicht ins Gewicht fallen.

Abbildung 7.27 A zeigt die Ahnlichkeit der Linien, wobei erkennbar ist, dass
es auch hier keine Regelmafigkeiten gibt, ahnliches zeigten die Darstellungen
zur Dichte und GroSe der Cluster. Abbildung 7.27 B, die die Ahnlichkeit der
Locher darstellt, zeigt ein anderes Bild. Hier ist die deutlich erhohte Ahnlichkeit
der HC-Cluster zueinander gut zu erkennen. Die Néhe eines yYH2AX-Clusters
zu Heterochromatin hat einen deutlichen messbaren Einfluss auf seine Struktur.
Interessanterweise sind die nHC- und HC-Cluster sich dhnlicher als die nHC-
Cluster untereinander. Es ist deutlich zu erkennen, dass einerseits die Nahe zu
Heterochromatin die Struktur der Cluster beeinflusst, aber andererseits, dass
es weitere YH2AX-Cluster-beeinflussende Faktoren gibt, ansonsten wére die
Ahnlichkeit zwischen nHC- und HC-Clustern nicht erklidrbar. Abbildung 7.28,
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die den Mittelwert aus A und B darstellt, zeigt ein dhnliches Aussehen der
Heatmap wie Abbildung 7.27 B.

Welche Ursachen die heterochromatinspezifischen yH2AX-Cluster-Strukturen
auslosen kann zu diesem Zeitpunkt nicht beantwortet werden. In jedem Fall
scheinen die erheblichen Umstrukturierungsprozesse, die notig sind, um ein
vH2AX-Reparaturzentrum im Heterochromatin einzurichten [76, 77|, sich direkt
auf die Struktur dieses Reparaturzentrums auszuwirken.

7.3.6 Alu-DNA-Sequenzen nach Bestrahlung
7.3.6.1 Einfluss der Bestrahlung auf die Anzahl der Alu-Sequenzen

Alu-Sequenzen haben einen noch nicht ndher bekannten Einfluss auf die Repa-
ratur der DNA [85]. Hier soll zunéchst der Einfluss von Bestrahlung auf Alu-
Sequenzen analysiert werden. Die Alu-Combo-FISH-Sonde triagt ein Fluorophor
und bei passender Basenfolge kann eine Sonde am entsprechenden DNA-Stiick
binden. Die Sonde erreicht niemals alle moglichen Bindungsstellen. Sterische
Griinde spielen dabei eine Rolle, ebenso auch, dass einzelne gebundene Sonden
mit den ungebundenen bei dem im Rahmen der Praparation notigen Waschschrit-
ten wieder entfernt werden. Ein Lokalisationsmikroskop kann dariiber hinaus
niemals alle vorhandenen Fluorophore aufnehmen, da die Riickkehr der Fluoro-
phore aus dem Dunkelzustand stochastisch verlauft und Teile der Fluorophore
gef. wihrend der Aufnahme dauerhaft dunkel bleiben (siehe dazu auch 2.1.4.2).
Die gemessene Zahl der Fluorophore entspricht daher nicht der tatsachlichen
Anzahl von Alu-Sequenzen im Zellkern. Allerdings kann davon ausgegangen wer-
den, dass die Markierungseffizienz (d. h. der Anteil der durch Sonden erreichten
Alu-Sequenzen) bei gleichbleibender Préparation (siche dazu auch Abschnitt 4)
konstant ist. Ebenso kann bei gleichbleibenden Mikroskopeinstellungen davon
ausgegangen werden, dass auch der Anteil der gemessenen Fluorophore konstant
ist. Wenn also Markierungs- und Wahrnehmungseffizienz konstant sind, dann
ist die Anzahl der gemessenen Fluorophore ein Indikator fiir die Anzahl der
Alu-Sequenzen im Kern. Es zeigt sich, dass die Anzahl der gemessenen Fluo-
rophore pro Zellkern mit steigender Bestrahlungsdosis abnimmt. Zwischen der
Dosis und der Anzahl der gemessenen Alu-Sequenzen herrscht ein quadratischer
Zusammenhang, wie Abbildung 7.29 zeigt.

Dieses Phidnomen, das ausschliefSlich unter Benutzung von hochauflésender
Mikroskopie sichtbar gemacht werden konnte, bedarf weiterer Analysen, um
den zugrundeliegenden Mechnismus zu verstehen. Die Datenlage reicht nicht
aus, um mehr als Erklarungsansétze zu prasentieren. Mogliche Griinde fiir das
geschilderte Phanomen:

« Bestrahlungen 16sen eine Reihe von Schidden im Genom aus (siehe dazu
auch Abschnitt 2.2.4). Schaden an der Basenfolge fithren dazu, dass die
Sonden nicht mehr an der entsprechenden Stelle binden, da die Basenfolge
nicht mehr exakt zur DNA passt.
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Abbildung 7.26: Dichte- und Groenvergleich der analysierten Cluster per Heat-

mapdarstellung. HC reprasentiert die heterochromatinassoziierten Cluster, nHC
die nicht-heterochromatinassoziierten. Jeder Pixel der Darstellung représentiert
die Ahnlichkeit zweier Cluster. Das obere linke Viertel vergleicht demnach die
HC-Cluster miteinander, das untere rechte die beiden nHC-Cluster. Das rechte
obere und linke untere Viertel vergleicht jeweils nHC- mit HC-Clustern. Zur
Bestimmung der Ahnlichkeit wurde die Differenz der mittleren Dichte (bzw. der
Grofe) zweier Cluster gebildet. Eine hohe Differenz steht fiir niedrige Ahnlichkeit
(rot), eine niedrige fiir hohe Ahnlichkeit (blau). A: Vergleich der mittleren Dichte
der Cluster. B: Vergleich der Groéfle der Cluster. Es ist zu erkennen, dass die
meisten Cluster sich in Dichte und Gréfle d&hnlich sind. Spezifich den HC- oder
nHC-Cluster zugehorige Regelméfligkeiten sind nicht erkennbar.
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Abbildung 7.27: Topologischer Vergleich der analysierten Cluster per Heatmap-
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darstellung. HC reprasentiert die heterochromatinassoziierten Cluster, nHC die
nicht-heterochromatinassoziierten. Jeder Pixel der Darstellung représentiert die
Ahnlichkeit zweier Cluster. Das obere linke Viertel vergleicht demnach die HC-
Cluster miteinander, das untere rechte die beiden nHC-Cluster. Das rechte obere
und linke untere Viertel vergleicht jeweils nHC- mit HC-Clustern. Hier werden
die Barcodes der einzelnen Cluster geméfl der in Abschnitt 5.8 vorgestellten
Methode verglichen. Das dort vorgestellte Ahnlichkeitsmaf wird in der Heatmap
abgebildet. Blau steht fiir hohe Ahnlichkeit und Rot fiir niedrige. Die Ahnlicheit
kann Werte von 0 bis 1 annehmen. A: Es werden die Barcodes der ,,Linien*
verglichen. Die Barcodes der Linien zeigen ein hohes Mafl an Ahnlichkeit, aber
keine spezielle Ahnlichkeit der HC- oder nHC-Cluster zueinander. B: Es werden
die Barcodes der ,Locher verglichen. Deutlich zu erkennen ist, dass die HC-
Cluster sich untereinander dhnlicher sind, als die HC- und nHC-Cluster oder die
nHC-Cluster untereinander. Fortsetzung in Abbildung 7.28.
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Abbildung 7.28: Topologischer Vergleich der analysierten Cluster per Heatmap-
darstellung (Fortsetzung von Abbildung 7.27). Die gezeigte Heatmap stellt den
Mittelwert der Werte aus Abbildung 7.27A und B dar. Die Ndhe der yYH2AX-
Cluster zu Heterochromatin scheint sich direkt auf die Strukturierung dieser
Cluster auszuwirken. Auffallend ist aber auch, dass die nHC- und HC-Cluster
sich dhnlicher sind, als die nHC untereinander.

o Reparaturprozesse nach Bestrahlung konnen die Zugénglichkeit der DNA
fiir Combo-FISH-Proben, einerseits durch Verdnderung der Chromatin-
dichte oder andererseits durch die Anwesenheit von Reparaturproteinen
erschweren.

Unabhéngig von der Erklérung des Phanomens kann die Anzahl der gemessenen
Alu-Sequenzen als Indikator fiir die applizierte Dosis und damit als Dosimeter
dienen.

7.3.6.2 Strukturelle Zusammenhdnge von Alu und Heterochromatin

Da Alu-Sequenzen bei der Strukturierung und Regulierung des Genoms eine
erhebliche Rolle spielen [136, 137, 138], soll im Folgenden nun der strukturel-
le Zusammenhang zwischen Alu-Sequenzen und Heterochromatin im Zellkern
untersucht werden. Dazu wurden die Bereiche untersucht, in denen viele Alu-
Sequenzen in einem kleinen Bereich auftraten. Zur Auswahl dieser Bereiche wurde
der DBSCAN (siche dazu Abschnitt 5.3) verwendet. Folgende Parameter wurden
dazu gewihlt (Erlauterungen zum Einfluss der Parameter auf die Clustersuche
siehe Abschnitt 7.3.5.1): € = 100 nm, N,,;, = 10. In Anbetracht der Verpackung
der DNA in Nukleosomen, im 30 nm-Filament und in Schleifenanordnungen (siehe
dazu auch Abschnitt 2.2.3) ist das Auftreten solcher Bereiche, die reich an Alu-
Sequenzen sind, nicht unmittelbar zwingend. Ebenso koénnte die Alu-Verteilung
iiber den Zellkern vollig gleichméBig sein. Insofern ist bereits das Auftreten dieser
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Abbildung 7.29: Einfluss von Bestrahlung auf die Anzahl der gemessenen Alu-
Punkte. Auf der z-Achse ist die Dosis aufgetragen. Die y-Achse stellt die mittlere
Anzahl der gemessenen Punkte dar. In Blau sind die einzelnen Messpunkte
dargestellt. In Rot eine quadratischer Anpassungsfunktion durch die Messpunk-
te von 0.1 Gy bis 2 Gy. Die griinen Punkte stellen eine zweite durchgefiihrte
unabhéngige Messreihe dar, die allerdings bei der Anpassungsfunktion nicht
beriicksichtigt wird.

Alu-Cluster ein interessantes Resultat. In den so erkannten Bereichen befinden
sich somit Alu-Sequenzen unterschiedlicher Abschnitte des Genoms, die sich
zusammengelagert haben [137]. Es ist bereits bekannt, dass Alu-Sequenzen durch
spezielle Bindungsaffinitdten zu den Histonen eine nukleosomstrukturierende
Wirkung haben, die sich auch auf die unmittelbar nahegelegenen Nukleosomen
auswirkt [139]. Nur in Alu-enthaltenden Spezies auftretende Nukleosomregelmé-
Bigekeiten deuten an, dass Nukleosom-Positionierungen im ganzen Genom durch
Alu-Sequenzen beeinflusst werden [139]. Das Auftreten der oben beschriebenen
Alu-Cluster stiitzt die Annahme, dass Alu-Sequenzen eine genomstrukturierende
Wirkung haben.

Die Abbildungen 7.30 und 7.31 zeigen Beispiele von Alu-Clustern, die im
Zusammenhang mit Heterochromatin auftauchen. Es ist zu erkennen, dass die
Alu-Cluster sich um heterochromatische Bereiche anordnen und es nahezu zu
keiner Kolokalisation kommt. In den Abbildungen stellt A jeweils den gan-
zen Zellkern und B den markierten Bereich vergrofiert dar. In Griin ist das
Heterochromatin-Dichtebild gezeigt und in Rot die gefundenen Alu-Cluster zu
den oben angegebenen Parametern. In C ist der markierte Ausschnitt darge-
stellt, wobei jedes erkannte Fluorophor als Punkt dargestellt wird. Jeder Punkt
entspricht einen erkannten Fluorophor. D entspricht C, allerdings werden hier
nur die erkannten Alu-Cluster gezeigt und in Schwarz zusétzlich die erkannten
Schwerpunkte der Cluster markiert. Die Clusterdarstellung hebt deutlich her-
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Abbildung 7.30: Alu-Regionen im Zusammenhang mit Heterochromatin (100 mGy,
30 min nach Bestrahlung). Griin: Heterochromatin, rot: Alu. A: Gesamtansicht
des Zellkerns als Heterochromatin Dichtebild (Paramter zur Dichtebilderstel-
lung: Pixelsize=10 nm/px, Radius=1000 nm, Gaussfilterradius=50 nm) und Alu-
Clusterbild (Paramter zur Clusterbilderstellung: Pixelsize=10 nm/px, e=100 nm,
Npin=10). B: Vergroflerung des weifl markierten Bereichs. C: Darstellung des
unter B abgebildeten Ausschnittes, wobei hier jeder Punkt einem erkannten
Fluorophor entspricht. D: Gleiche Darstellung wie in C, allerdings werden von
Alu die erkannten Cluster dargestellt. Die Verteilung der Alu-Punkte und die
heterochromatischen Bereichen schlieflen sich nahezu komplett aus. Besonders
deutlich wird dies durch die Clusterdarstellung, die nur die Alu-Bereiche zeigt,
die den Cluster-Parametern geniigen (und somit besonders Alu-dichte Bereiche
sind).
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Abbildung 7.31: Alu-Regionen im Zusammenhang mit Heterochromatin (500 mGy,
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30 min nach Bestrahlung). Griin: Heterochromatin, rot: Alu. A: Gesamtansicht
des Zellkerns als Heterochromatin Dichtebild (Paramter zur Dichtebilderstel-
lung: Pixelsize=10 nm/px, Radius=1000 nm, Gaussfilterradius=50 nm) und Alu-
Clusterbild (Paramter zur Clusterbilderstellung: Pixelsize=10 nm/px, e=100 nm,
Npin=10). B: Vergroferung des weifl markierten Bereichs. C: Darstellung des
unter B abgebildeten Ausschnittes, wobei hier jeder Punkt einem erkannten
Fluorophor entspricht. D: Gleiche Darstellung wie in C, allerdings werden von
Alu die erkannten Cluster dargestellt. Wie in Abbildung 7.30 zeigt sich erneut,
dass Heterochromatin und Alu sich nahezu komplett ausschliefen.
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vor, dass die Alu-Cluster sich zwischen und um heterochromatische Bereiche
anordnen. Auflerdem zeigen die Darstellungen in C und D, dass es nahezu zu
keiner Kolokalisation zwischen Alu-Sequenzen und Heterochromatin kommt. In
Abschnitt 7.3.5.1 wurden Darstellungen von yH2AX-Clustern und deren Kon-
takt mit Heterochromatin gezeigt. Dort kam es nicht zu volliger Kolokalisation,
allerdings war die Assoziierung der YH2AX-Cluster zum Heterochromatin deut-
lich erkennbar. Die Alu-dichten Bereiche tauchen im Gegensatz dazu nahezu
komplementir zu Heterochromatin auf. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit
der Literatur, die besagt, dass Alu-Sequenzen eher in der Nahe genreicher und
damit euchromatischer Bereiche gefunden werden [90, 91].

Jeder Zellkern enthélt ca. 200 solcher Alu-Cluster. Bei Betrachtung der Mikro-
skopbilder zeigt sich, dass es nur zu einem sehr kleines Ausmaf§ von Kolokalisation
von Alu-Clustern und Heterochromatin-dichten Bereichen kommt. Zur weiteren
Analyse wurde die Heterochromatindichteverteilung um die Schwerpunkte der
Alu-Cluster bestimmt (siehe dazu auch die Abschnitte 5.7). Fiir die in Abbil-
dung 7.32 A gezeigte Verteilung wurden die mittlere Dichteverteilungen der
Alu-Cluster eines Zellkerns berechnet. Abbildung 7.32 B zeigt die mittleren
Verteilungen tiber alle in einer Messreihe enthaltenen Zellkerne.

Deutlich zu erkennen ist die erhohte Heterochromatindichte um Alu-Cluster
bei unbestrahlten Zellen. Die Daten zeigen, dass nach Bestrahlung die Dichte
von Heterochromatin um die Alu-Cluster abnimmt. Das Verhalten ist fiir die
Bestrahlungen mit 0.1 Gy bis 2 Gy dhnlich. Der zugrundliegende Mechanismus,
der zu dieser Veranderung fiihrt, scheint auf Bestrahlung zu reagieren und ist
dabei dosisunabhéngig. Die Daten zeigen, dass die Bestrahlung einen erheblichen
Einfluss auf Alu-Sequenzen und das sie umgebende Chromatin hat. Im Vergleich
zu YH2AX, wo eine je nach Reparaturbedarf schwankende Dichte vorliegt, scheint
in der Umgebung der Alu-Cluster nur eine generelle Heterochromatin-Relaxierung
stattzufinden. Auch wenn Alu in der Strukturierung von Chromatin involviert ist,
so sind Alu-assozierten Proteine scheinbar nicht direkt DNA-Schéden raumlich
zuordenbar. Dies ist in YH2AX-Clustern differenzierter. yYH2AX definiert die
Rekrutierungsorte fiir Reparaturproteine und sind daher direkt zu Bruchstellen
raumlich assoziiert. Da die Rolle von Alu-Sequenzen bei der DNA-Reparatur und
DNA-Strukturierung molekularbiologisch bisher nur unvollstandig verstanden
ist, kann iiber den zugrundeliegenden Mechanismus nur gesagt werden, dass
rdaumliche Effekte definierbar und nicht zuféllig sind.

Repetitive Sequenzen und dabei wegen ihres haufigen Auftretens besonders
Alu-Sequenzen kénnten bei DNA-Doppelstrangbriichen leicht zu Translokationen
fithren [140], wenn mehrere Doppelstrangbriiche in naher Umgebung passieren
und mehrere Alu-Sequenzen beschadigt wurden. Durch das NHEJ konnte es
leicht zur Verkniipfung falscher Bruchstellen kommen. Trotzdem kommt es in
Alu-Sequenz-reichen Bereichen nicht zu einem héheren Mafl an Translokationen
oder Gendeletionen [141], was andeutet, dass die Reparatur von DNA-Schaden
in diesen Sequenzen mit besonderer Sorgfalt ablauft. Warum den Alu-Sequenzen
dieser Reparaturaufwand gewidmet wird, ist bisher nicht bekannt und kénnte mit
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Abbildung 7.32: Heterochromatindichteverteilung um Alu-Cluster. Die Dich-
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teverteilung wird wie in Abschnitt 5.7 bestimmt (Mindestdistanz=50nm,
Schrittweite=10 nm, Maximaldistanz=1000nm). A: Beispielhafter Mittelwert
aller Cluster fiir eine Zelle. B: Mittelwert aller Cluster aller Zellen einer Messrei-
he. Dargestellt sind alle durchgefithrten Messreihen. Der Unterschied zwischen
bestrahlten und unbestrahlten Zellen ist auffillig. Die Dosis der Bestrahlung
scheint allerdings nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die Bestrahlung
scheint einen erheblichen Einfluss auf das Verhéltnis von Heterochromatin zu
Alu-dichten Bereichen zu haben.
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ihrer genomstrukturierenden Wirkung zusammenhangen. In jedem Fall kénnten
diese Reparaturvorgange ein Erklarungsansatz sein, weshalb eine Bestrahlung
einen solch erheblichen Einfluss auf die Heterochromatindichte um Alu-Sequenz-
reiche Bereiche nach Bestrahlung hat.
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KAPITEL 8

AbschlieBende Betrachtung

8.1 Zusammenfassung

Die Lokalisationsmikroskopie und andere Nanoskopiemethoden bieten grofies
Potential in der biophysikalischen Forschung. Die Erforschung der Genomstruk-
tur nach Bestrahlung ist sicher ein Bereich, in dem der Gewinn an Mikrosko-
piegenauigkeit erhebliche neue Moglichkeiten erdffnet. Allerdings stellen diese
Moglichkeiten die Forschung auch vor neue Herausforderungen, da lokalisations-
mikroskopische Daten sich von konventionellen Mikroskopbildern unterscheiden.
Wiéhrend ein Lokalisationsmikroskop eine Koordinatenmatrix mit den Positionen
der Fluorophore im Nanometerbereich produziert, liefert ein konventionelles
Mikroskop ein Bild mit einer Auflésung von ca. 200 nm. Eine solche Koordinaten-
matrix bedarf einer ganzlich neuen Herangehensweise, um den zehntausenden von
Punktkoordinaten die relevanten Informationen zur Beantwortung der biophysi-
kalischen Fragestellungen zu entnehmen. Dabei ist das Fehlen von ausreichenden
Modellen, um die gewonnenen Daten mit diesen zu vergleichen, ein grofler Mangel.

Die etablierten Praparationsmethoden kénnen auf zahlreiche Probleme an-
gewendet werden. In Kombination mit den nun verfiigharen Programmen zur
automatischen Auswertung und Bewertung der Messdaten konnen routineméflige
nanometerprazise Aufnahmen von zahlreichen Strukturen und die Prifung, ob
die Aufnahmen fiir weitere quantitative Analysen geeignet sind, durchgefiihrt
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden der Datenanalyse entwickelt
und tiberarbeitet sowie auf biophysikalische Fragestellungen angewendet. Die
Filterungs- und Normierungs-Algorithmen lésen die methodisch unumgénglichen
Probleme von sich deutlich unterscheidenden Punktzahlen pro Zellkern. Die
Punktverteilungen wurden mit Hilfe von Cluster-, Dichte- und Distanzanalysen
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und persistenter Topologie untersucht und erlaubten die Charakterisierung der
Strukturen.

Die Untersuchung der Chromatinstruktur zeigte Veranderungen des Hetero-
chromatinanteils nach Bestrahlung und es konnte gezeigt werden, dass die Nahe
eines DNA-Doppelstrangbruch-Reparaturzentrum zu Heterochromatin dieses
strukturell beeinflusst. Weiterhin konnte bestitigt werden, dass Alu-Sequenzen
einen Einfluss auf die Strukturierung der DNA haben und es einen exkludierenden
Zusammenhang zwischen Alu-Sequenz-dichten Bereichen und Heterochromatin
gibt.

8.2 Diskussion

Praparationsmethoden Lokalisationsmikroskopie in der hier verwendeten Va-
riante (SPDM) funktioniert mit zahlreichen etablierten Fluoreszenzfarbstoffen.
Andere hochauflosende Verfahren wie Stochastic Optical Reconstruction Micros-
copy (STORM) benotigen spezielle Farbstoffe, die u. U. aus mehreren Fluoropho-
ren zusammengesetzt sind [142], oder sind auf technisch aufwendige Aufbauten
mit mehreren Lasern angewiesen wie z. B. STED [23]. Elektronenmikroskopie be-
darf verglichen mit Lichtmikroskopie génzlicher anderer Praprationensmethoden
[63]. Fiir SPDM hingegen sind die fiir konventionelle Mikroskopie verwendeten
Praparationen meist mit wenigen Optimierungen auch verwendbar. Dariiber
hinaus ist der technische Aufwand verglichen z. B. mit STED deutlich geringer
[143].

Allerdings muss beachtet werden, dass der Einfluss der Préaparationen auf die
zu untersuchende Struktur erheblich sein kann [144]. Durch die Genauigkeitsver-
besserung von ca. 200 nm auf 10 nm miissen solche Effekte berticksichtigt werden,
die in der konventionellen Lichtmikroskopie vernachlassigbar sind. Dazu geho-
ren z. B. Modifikationen in der molekularen Zuganglichkeit, Fixierungseffekte,
sterische Effekte aufgrund eines molekularen Raumbedarfs oder Effekte elek-
trostatischer Natur. Hier konnten Préaparationsprotokolle fiir zwei vielgenutzte
Praparationsmethoden entwickelt werden, die weitestgehend auf strukturveran-
dernde Préaparationsschritte verzichten. Diese wurden auch fiir Versuche, die
iiber diese Arbeit hinausgehen, verwendet.

Die Genomstruktur wurde durch Fluoreszenzmarkierung von Histonmodifika-
tionen analysiert und demnach nicht durch eine direkte Markierung der DNA.
Daher kann z. B. die Entfaltung der DNA nach Schiaden auch nicht direkt
beobachtet werden. Eine direkte Farbung der DNA mit anschlieBender lokali-
sationsmikroskopischer Analyse bringt aber neue Herausforderungen mit sich
[145].

Quantitative Analysemethoden Die Genauigkeitsverbesserungen durch Loka-
lisationsmikroskopie erlauben die Darstellung der untersuchten Strukturen im
Nanometerbereich, daher ist es nicht verwunderlich, dass Lokalisationsmikrosko-
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pie zunehmend verwendet wird [146]. Ihr ganzes Potential entfaltet diese Technik
erst, wenn die Daten fiir quantitative Analysen verwendet werden. Mittlerweile
existieren frei verfiigbare und einfach zu benutzende Programme zur Erstellung
der Koordinatenmatrix aus Lokalisationsrohdaten [146] und Methoden die Koor-
dinaten in Echtzeit wihrend der Aufnahme zu berechnen [147]. Methoden, die
die hochaufgelosten Daten fiir systematische quantitative Analysen nutzen, und
somit eine biophysikalische Interpretation im Bezug zu zellularen Funktionen
bieten, fehlen jedoch weitestgehend. Dies zeigt sich vor allem bei der Analyse
z. B. von YH2AX-Reparaturzentren, deren komplexe innere Strukturierung sie
einer quantitaven Analyse nur schwer zugénglich macht. In z. B. [148] und [149]
beschreiben die Autoren Vor- und Nachteile der verschiedenen hochauflésenden
Mikroskopiemethoden und ihrer méglicher Anwendungen. Allerdings wird die oft
vernachléssigte Herausforderung in diesem Bereich, wie die mit hochauflésender
Mikroskopie untersuchten und haufig komplex angeordneten Objekte quantita-
tiv analysiert werden konnen, nicht diskutiert, sondern lediglich die visuellen
Effekte in Betracht gezogen. Hier hat die hochauflosende Mikroskopie noch ein
grofles Entwicklungspotential, insbesondere wenn die betrachterbezogene Bil-
dinterpretation durch Analyse mittels mathematische Konzepte ersetzt werden
kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Durchfiihrung aller Schritte von der Zell-
kultur, tiber die Praparation bis hin zur Mikroskopie und Auswertung optimiert.
So konnten die Herausforderungen der einzelnen Schritte erkannt werden und
eine angepasste Entwicklung der Analysemethoden wurde ermoglicht.

Filter- und Normierungsverfahren wurden entwickelt, die Unterschiede in
der Fluoreszenzintensitat ausgleichen. Diese Unterschiede sind bedingt durch
Praparation und Mikroskopie, aber vor allem durch die Inhomogenitéat der Zellen,
und sind somit nicht vermeidbar. Sie stellen fiir jede quantitative Auswertung
ein erhebliches Problem dar, das durch die entwickelten Normierungsverfahren
beseitigt wird. Dieses Verfahren ist allerdings nicht beliebig verwendbar. Es
gibt Grenzen fiir die Normierung von Lokalisationsdaten. Dies kann leicht an
einem Extrembeispiel illustriert werden: wird die Punktzahl einer genomweiten
Nukleosommarkierung auf fiinfzehn Punkte reduziert, so ist offensichtlich klar,
dass diese geringe Anzahl die zugrundeliegende Struktur nicht mehr angemessen
wiedergibt.

Es zeigte sich, dass Distanzanalysen ein machtiges Werkzeug zur quantita-
tiven Analyse von Lokalisationsdaten sind. Sie ermoéglichen die Analyse der
am haufigsten auftretenden Distanzen der Punktverteilungen und liefern so
Informationen iiber deren zugrundeliegende Struktur. Die Distanzverteilungen
ersetzten hier gianzlich die Analyse der lokalen Dichte, da die Dichteanalyse
durch Parameterwahl zu stark beeinflusst wird.

Die Lokalisationsdaten, die als Punktverteilung vorliegen, erlauben besonders
prazise Clustererkennungen. Eine automatisierte Clustersuche erlaubt die Analyse
grofer Datenmengen, allerdings muss, da es sich um eine paramterbehaftete
Analyse handelt, stets beachtet werden, welchen Einfluss die Parameter haben.
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Wird dies beachtet, so konnen Clustersuchalgortihmen vielseitige Werkzeuge sein.
Sie konnen eingesetzt werden, um Bereiche zu erkennen, die als kleine Regionen
mit hoher Dichte vorkommen (z.B. DNA-Reparaturzentren). Sie konnen aber
auch dabei helfen zu erkennen, inwieweit in einer zellkernweiten Markierung
Bereiche hoher Dichte auftreten. Dies wurde hier genutzt, um Alu-Sequenz-dichte
Bereiche zu erkennen und das umliegende Heterochromatin zu untersuchen. Erst
durch diese Cluster-Analysen konnte tiberhaupt festgestellt werden, dass diese
Alu-Sequenz-dichten Bereiche auftreten, und ihre genomstrukturierende Wirkung
konnte erkannt werden.

Dartiber hinaus ist es gelungen, mit Hilfe von persistenter Topologie einen
ganzlich neuen Auswerteansatz auf Experimente zu tibertragen. Ein nicht zu
unterschatzender Vorteil dieser Methode ist, dass sie, ohne a priori molekularbio-
logische Effekte hinzuziehen zu miissen, funktioniert und Strukturinformationen
in mehreren Groflenskalen liefern kann. Diese Methodik erlaubt die Charak-
terisierung von Punktstrukturen, wobei implizit Dichte- und Distanzanalysen
integriert werden. Der sehr kompliziert zu handhabenden Punktstruktur wird
ein Barcode zugeordnet, der sie fiir Vergleiche mit anderen Punktstrukturen
zuganglich macht. Er wird moglich eine Aussage dariiber zu treffen, ob und
inwieweit zwei Punktverteilungen, die aus tausenden von Punkten bestehen
konnen, sich dhnlich sind. Diese Methodik stellt einen Fortschritt im Bereich der
hochauflésenden Mikroskopie dar, da sie es erlaubt, die topologischen Eigenschaf-
ten auf allen GréBenskalen zu untersuchen, was die Uberlegenheit dieser Methode
gegeniiber Distanz-, Cluster- und Dichteanalysen ausmacht. Sie ermoglicht, die
Organisation des Genoms auf mehreren Groflenskalen zu untersuchen, wahrend
z.B. die Distanzverteilungen methodisch bedingt nur die Struktur auf kleinen
Grofenskalen quantifizieren kénnen. Dieser Ansatz wurde hier auf vH2AX-
Reparaturzentren angewendet und die Ubertragung auf zellkernweite Strukturen
wie Heterochromatin steht noch aus.

Analyse der Chromatinstruktur nach Bestrahlung Die Aufgabe, zu deren
Zweck die verschiedenen methodischen Verbesserungen erzielt wurden, war die
Analyse der Wirkung ionisierender Strahlung und anschliefender DNA-Reparatur
auf die Genomarchitektur.

Es konnte mit Hilfe von Distanzanalysen gezeigt werden, dass Heterochromatin
im Gegensatz zu der Nukleosomverteilung eine charakteristische Anordnung im
Bereich von ca. 30 nm hat. Diese Anordnung wurde in zwei Zelllinien gefunden.
Es wurde festgestellt, dass der Anteil an Heterochromatin sich nach Bestrahlung
andert. In diesem Zusammenhang ist die weitere Erforschung der Reparaturvor-
ginge und wie das Auftreten der unterschiedlichen Reparaturproteine zum Anteil
von Heterochromatin korreliert ist, lohnenswert. Lokalisationsmikroskopie kann
hier Einblicke in die Struktur und die strukturellen Veranderungen bieten, die per
konventioneller Mikroskopie nicht sichtbar gemacht werden kénnen. Allerdings ist
auch hier der Mangel an DNA-Markierungen, die mit Lokalisationsmikroskopie
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kompatibel sind, ein Problem. Mit solchen Farbstoffen konnte die Entfaltung
der DNA in Reparaturzentren direkt beobachtet werden. Es ware somit auch
moglich, die Bewegung eines DNA-Doppelstrangbruches an den Rand eines
heterochromatischen Bereichs zu verfolgen.

Welche Moglichkeiten die Erforschung von DNA-Reparaturzentren bietet,
wurde hier hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen Heterochromatin und
vH2AX gezeigt. Die hochauflésenden Darstellungen von YH2AX und Hetero-
chromatin zeigten die komplexe Wechselwirkung der Reparaturzentren und des
umliegenden Heterochromatins. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass be-
stimmte Reparaturzentren mit Heterochromatin assoziiert sind und dass diese
Néhe zu Heterochromatin die topologischen Eigenschaften der Reparaturzentren
beeinflusst. Ein solches Resultat zur Genomstrukturanalyse konnte im Rahmen
dieser Arbeit zum ersten Mal gewonnen werden und wurde durch die Kombi-
nation optimierter Priaparationen, hochauflésender Mikroskopie, verbesserter
Rohdatenaufbereitung und durch den innovativen Einsatz eines Punktstruktur-
Analyse-Ansatzes aus der theoretischen Physik ermoglicht. Dieser Ansatz kann
auf zahlreiche weitere biophysikalische Fragen angewendet werden und ermoglicht
erstmals, lokalisationsmikroskopische Daten einer quantitativen Strukturanalyse
zu unterziehen. Wie hier die Auswirkungen der Nahe zu Heterochromatin auf die
Struktur der YH2AX-Reparaturzentren untersucht wurde, so kénnen mit einem
analogen Ansatz die strukturellen Veranderungen durch bestimmte Reagenzien
untersucht werden. Genauso ist es moglich Chromosomterritorien oder einzelne
Gene auf ihre topologischen Eigenschaften zu untersuchen und miteinander zu
vergleichen.

Die Bestrahlung von Zellen und die anschlieende Analyse von Alu-Sequenzen
hat einige iiberraschende Ergebnisse gezeigt. Zwischen der Anzahl der fiir Sonden
zuganglichen Alu-Sequenzen und der Dosis ergibt sich ein quadratischer Zusam-
menhang. Dieser Zusammenhang konnte fiir eine biologische Dosimetrie [150]
verwendet werden. Biologische Dosimetrie nutzt bisher als etablierte Verfahren
das Zahlen von dizentrischen Chromosomen [151] oder Mikrokernen [152]. Auch
die Bestimmung der relativen Zahl von Translokationen gilt mittlerweile als
etabliert [150]. Allerdings sind hier stets hohe Zellzahlen (einige hundert bei der
Analyse von Translokationen, einige tausend bei dizentrischen Chromosomen
oder Mikrokernen) erforderlich. Die hier gezeigt Technik unter Benutzung einer
Alu-Sonde kommt bereits mit deutlich weniger Zellen zu brauchbaren Resul-
taten. Unter dem Aspekt einer Routinemethode bedarf es allerdings weiterer
Erforschung.

Dartiber hinaus konnten lokale Alu-Sequenz-Haufungen sichtbar gemacht wer-
den, die eine genomstrukturierende Wirkung durch Alu-Sequenzen andeuten.
Diese Alu-Sequenz-dichten Bereiche schliefen sich nahezu vollsténdig mit Hete-
rochromatin aus. Die Analysen zeigen, dass heterochromatindichte Bereiche sich
stets in einem Abstand von 100 bis 300 nm zu einem Alu-Cluster befinden. Die
entsprechende Heterochromatindichte wird durch Bestrahlung selbst mit kleinen
Dosen massiv beeinflusst. Dies bestéatigt die Theorien, dass Alu-Sequenzen bei
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der Reparatur und Strukturierung des Genoms eine Rolle spielen und zeigt, dass
lokalisationsmikroskopische Untersuchung einen entscheidenden Beitrag dazu
leisten kann. Hier wére es in Zukunft noch von Bedeutung den Zusammenhang
der Alu-Cluster mit euchromatischen Regionen zu analysieren. Im Gegenzug
ware dann ein Vergleich zu eher heterochromatinnahen Sequenzen wie LINE1
(engl. Long Interspersed Elements 1) [153] von Interesse. Dariiber hinaus wére
es zum Verstandnis von Reparaturprozessen wichtig solche Regionen in Bezug
zu Genregionen zu analysieren, die Proteine kodieren, die eine zentrale Rolle
bei DNA-Reparaturprozessen spielen. Beispielsweise seien hier die Gene BRCA1
(engl. Breast Cancer 1) [154], das intern Alu-reich ist, und BRCA2 (engl. Breast
Cancer 2) [154], das intern L1-reich ist, genannt.

Die hier zu Alu-Sequenzen gewonnen Resultate zeigen erstmals mikroskopisch
die genomstrukturierende Wirkung von Alu-Sequenzen [136, 137, 138, 139]. Hier
zunachst fiir Alu und Heterochromatin gezeigt, allerdings lésst der Ansatz sich
z. B. auf Euchromatin oder die Histonverteilung tibertragen.

Erstmals wurde hier hochauflésende Mikroskopie systematisch fiir quantitative
Analysen optimiert und so konnten Aussagen iiber die Genomstruktur nach
Strahlenexposition gemacht werden. Im Gegensatz zu den tiblichen Verfahren
(wie der Analyse per Durchflusszytometrie [155] oder per Uberlebenskurven
[156]), die nur Aussagen tiber groe Zellpopulationen machen kénnen, war hier
stets ein Ziel solche Aussagen auch fiir einzelne Zellen treffen zu kénnen. Zwei
Ergebnisse aus dieser Arbeit zeigen besonders deutlich, inwieweit dies mit den
vorgestellten Methoden maglich ist.

1. Die Dosisabhéngigkeit der Anzahl der messbaren Alu-Elemente ermoglicht
es anhand von Alu-Messungen Aussagen tiber die auf eine Zelle applizierte
Bestrahlungsdosis zu machen.

2. Es konnte gezeigt werden, dass YH2AX-Reparaturzentren eine bestimm-
te Struktur haben, wenn sie zu Heterochromatin assoziiert sind. Diese
Struktur wurde durch Barcodes charakterisiert und so einem Vergleich
zuganglich gemacht. Es ist somit also auch moglich bei einem YH2AX-
Reparaturzentren aufgrund seiner Struktur eine Vorhersage zu machen, ob
es zu Heterochromatin assoziiert ist.
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8.3 Fazit

Das Potential der Lokalisationsmikroskopie bei der Erforschung der Genom-
architektur und ihrer Veranderung nach Strahlenexposition ist aufgrund der
Genauigkeitsverbesserung bei Struktur-Distanz-Messungen um mehr als eine
GroBenordnung im Vergleich zu konventioneller Mikroskopie grofl. Allerdings ist
die hochauflésende Untersuchung mit anschlieender quantitativer Analyse eine
Herausforderung. Durch die Abstimmung der Praparationsoptimierungen und
der quantitativen Auswertemethoden kann aus den lokalisationsmikroskopischen
Daten ein grofler Mehrwert verglichen mit konventioneller Mikroskopie gewonnen
werden, wodurch sich neue wissenschaftliche Perspektiven insbesondere auf die
Bedeutung biologischer Nanostrukturierung ergeben. Es war hier zum ersten Mal
moglich, bestimmte Theorien der Strahlenbiophysik mikroskopisch zu verifizieren.
Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen einerseits, welche Moglichkeiten ein hoch-
auflosendes Mikroskopsystem in Kombination mit einer quantitativen Analyse
bietet und andererseits, dass strukturelle — nanoskalige — Verédnderungen der
Genomarchitektur fir das Verstidndnis von strahleninduzierten Reparaturpro-
zessen von weitreichender Bedeutung sind. Der verwendete Ansatz lasst sich
auf vielfaltige Fragestellungen anwenden und macht die Ausnutzung des ganzen
Potentials der nanometergenauen hochauflésenden Mikroskopie moglich.
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ATCC

SK-BR-3 [SKBR3] (ATCC®
HTB-30™)

Please read this FIRST

Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor
temperature

Biosafety Level
1

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Complete Growth Medium

The base medium for this cell line is ATCC-formulated
McCoy's 5a Medium Modified, Catalog No. 30-2007. To
make the complete growth medium, add the following
components to the base medium: fetal bovine serum to
a final concentration of 10%.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: SK-BR-3 [SKBR3] (ATCC® HTB-30™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA

www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org

Or contact your local distributor

Page 1 of 3

e Description

Organism: Homo sapiens, human

Tissue:

mammary gland/breast; derived from metastatic site: pleural effusion
Disease: adenocarcinoma

Age: 43 years

Gender: female

Morphology: epithelial

Growth Properties: adherent

Isoenzymes:

AK-1, 1-2

ES-D, 1

G6PD, B

GLO-, 2

PGM1, 1-2

PGM3, 1

DNA Profile:

Amelogenin: X

CSF1PO: 12

D13S317: 11,12

D16S539: 9

D5S818: 9,12

D7S820: 9,12

THO1:8,9

TPOX: 8,11

vWA: 17

Cytogenetic Analysis: This is a hypertriploid human cell line with the modal chromosome number of 84,
occurring in 34% of cells. Cells having 80 chromosomes also occurred at a high rate (28%); the higher ploidy

cells occurred at 7.3%. This cell line has a very complex chromosome composition. Thirty-five to 40% of
chromosomes in a cell complement with a modal chromosome number of 84 consisted of structurally altered
marker chromosomes. Several markers are longer than chromosome N1. The origins of most of these
markers, however, are not clear. Some markers may have at least three individual chromosome segments.
The markers [i.e., ?der(1)t(1;21) (p13;921) [or ?t(1g21q)], ?del(2) (q13), and t(7pter--cen--?), present in some
cells only] were the only ones in which portions of chromosome segments could be identified. Most cells had
about three normal X chromosomes and five or more N7. The structurally normal N1, N14 and N17 were
generally absent.

e Batch-Specific Information

Refer to the Certificate of Analysis for batch-specific test results.

A SAFETY PRECAUTION

ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be used and a full face mask always be
worn when handling frozen vials. It is important to note that some vials leak when submersed in liquid nitrogen
and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liquid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris.

T
i’ Unpacking & Storage Instructions

1. Check all containers for leakage or breakage.
2. Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately place the cells at a temperature
below -130°C, preferably in liquid nitrogen vapor, until ready for use.

-
i’ Handling Procedure for Frozen Cells

To insure the highest level of viability, thaw the vial and initiate the culture as soon as possible upon receipt. If
upon arrival, continued storage of the frozen culture is necessary, it should be stored in liquid nitrogen vapor
phase and not at -70°C. Storage at -70°C will result in loss of viability.
1. Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibility of contamination, keep
the O-ring and cap out of the water. Thawing should be rapid (approximately 2 minutes).
2. Remove the vial from the water bath as soon as the contents are thawed, and decontaminate by
dipping in or spraying with 70% ethanol. All of the operations from this point on should be carried out
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under strict aseptic conditions.

3. Transfer the vial contents to a centrifuge tube containing 9.0 mL complete culture medium. and spin at
approximately 125 xg for 5 to7 minutes.

4. Resuspend cell pellet with the recommended complete medium (see the specific batch information for
the culture recommended dilution ratio). and dispense into a 25 cm? or a 75 cm? culture flask. It is
important to avoid excessive alkalinity of the medium during recovery of the cells. It is suggested that,
prior to the addition of the vial contents, the culture vessel containing the complete growth medium be
placed into the incubator for at least 15 minutes to allow the medium to reach its normal pH (7.0 to 7.6).

5. Incubate the culture at 37°C in a suitable incubator. A 5% CO, in air atmosphere is recommended if

using the medium described on this product sheet.

A Handling Procedure for Flask Cultures

The flask was seeded with cells (see specific batch information) grown and completely filled with medium at
ATCC to prevent loss of cells during shipping.

1. Upon receipt visually examine the culture for macroscopic evidence of any microbial contamination.
Using an inverted microscope (preferably equipped with phase-contrast optics), carefully check for
any evidence of microbial contamination. Also check to determine if the majority of cells are still
attached to the bottom of the flask; during shipping the cultures are sometimes handled roughly and
many of the cells often detach and become suspended in the culture medium (but are still viable).

2. If the cells are still attached, aseptically remove all but 5 to 10 mL of the shipping medium. The
shipping medium can be saved for reuse. Incubate the cells at 37°C in a 5% CO, in air atmosphere
until they are ready to be subcultured.

3. If the cells are not attached, aseptically remove the entire contents of the flask and centrifuge at
125 x g for 5 to 10 minutes. Remove shipping medium and save. Resuspend the pelleted cells in 10
mL of this medium and add to 25 cm? flask. Incubate at 37°C in a 5% CO, in air atmosphere until cells

are ready to be subcultured.

§ Subculturing Procedure

Volumes are given for a 75 cm?flask. Increase or decrease the amount of dissociation medium needed
proportionally for culture vessels of other sizes. Corning® T-75 flasks (catalog #430641) are recommended
for subculturing this product.
1. Remove and discard culture medium.
2. Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin, 0.53 mM EDTA solution to remove all traces of
serum which contains trypsin inhibitor.
3. Add 2.0 to 3.0 mL of Trypsin-EDTA solution to flask and observe cells under an inverted microscope
until cell layer is dispersed (usually within 5 to 15 minutes).
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the flask while waiting for the
cells to detach. Cells that are difficult to detach may be placed at 37°C to facilitate dispersal.
4. Add 6.0 to 8.0 mL of complete growth medium and aspirate cells by gently pipetting.
5. Add appropriate aliquots of the cell suspension to new culture vessels.
6. Incubate cultures at 37°C.
Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:2 is recommended
Medium Renewal: 2 to 3 times per week

# Cryopreservation Medium

Complete culture medium described above supplemented with 5% (v/v) DMSO. Cell culture tested DMSO is
available as ATCC Catalog No. 4-X.

9 Comments

The patient, a White, Caucasian female, age 43, blood type A+, had been treated with radiation, steroids,
cytoxan and 5-fluorouracil.

No virus particles.

Ultrastructural features include microvilli and desmosomes, glycogen granules, large lysosomes, bundles of
cytoplasmic fibrils.

The SK-BR-3 cell line overexpresses the HER2/c-erb-2 gene product.

References

References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.
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ATCC

SK-BR-3 [SKBR3] (ATCC®
HTB-30™)

Please read this FIRST

Storage Temp.
liquid nitrogen
vapor
temperature

Biosafety Level
1

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Complete Growth Medium

The base medium for this cell line is ATCC-formulated
McCoy's 5a Medium Modified, Catalog No. 30-2007. To
make the complete growth medium, add the following
components to the base medium: fetal bovine serum to
a final concentration of 10%.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: SK-BR-3 [SKBR3] (ATCC® HTB-30™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA

www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atcc.org

Or contact your local distributor

Page 3 of 3

@ Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.

ATCC Warranty

The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
lists the media formulation that has been found to be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth and/or function of this strain. If an alternative medium
formulation is used, the ATCC warranty for viability is no longer valid.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.

While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed to be accurate.

This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of cultures.

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.atcc.org

Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org.
© ATCC 2015. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [02/02]
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Features and Benefits

Overclocked to 17 MHz readout
Industry fastest frame rates; 56 fps full
frame.

TE cooling to -100°C
Critical for elimination of dark current
detection limit

OptAcquire

Optimize the highly flexible iXon for different
application requirements at the click of a
button

Count Convert

Quantitatively capture and view data in
electrons or incident photons. Real-time or
post-processing

Cropped Sensor Mode

Specialised acquisition mode for continuous
imaging with fastest possible temporal
resolution. 595 fps with 128 x 128 ROI.

RealGain™
Absolute EMCCD gain selectable directly
from a linear and quantitative scale

EMCAL™
Patented user-initiated self-recalibration of
EM Gain

Direct Data Access
Camera Link output port to facilitate direct
access to data for ‘on the fly’ processing.

Spurious Noise Filters

Intelligent algorithms to filter clock induced
charge events from the background. Real
time or post-processing

iCam

The market-leading exposure time
fast-switching software

Minimal Clock-Induced Charge
Unique pixel clocking parameters, yielding
minimized spurious noise floor

Ultravac™ *

Critical for sustained vacuum integrity

and to maintain unequalled cooling and QE
performance, year after year

Selectable amplifier outputs - EMCCD and
conventional

‘2 in 1’ flexibility. EMCCD for ultra-sensitivity
at speed, conventional CCD for longer
acquisitions

Superior Baseline Clamp and EM stability
Quantitative accuracy of dynamic
measurements

USB 2.0
Universal plug and play capability

Built-in C-mount compatible shutter
Easy means to record reference dark images

andor.com

512 x 512 @ 56 fps
Back-illuminated Imaging EMCCD
Ultimate Speed and Sensitivity

IXon Ultra 897

T

Market leading back-illuminated EMCCD,
now over 60% faster.

The new iXon Ultra platform takes the popular back-illuminated 512 x 512 frame transfer sensor
and overclocks readout to 17 MHz, pushing speed performance to an outstanding 56 fps (full
frame), whilst maintaining single photon sensitivity and quantitative stability throughout.

The iXon Ultra maintains all the advanced performance attributes that have defined the industry-
leading iXon range, such as deep vacuum cooling to -100°C, extremely low spurious noise, and
Andor’s patented EM gain recalibration technology (EMCAL™). Count Convert functionality
allows real time data acquisition in units of electrons or incident photons and OptAcquire
facilitates one-click optimization of this versatile camera to a variety of application conditions.

Additional new features of the iXon Ultra include plug and play USB connectivity, a lower noise
conventional CCD mode and an additional Camera Link output, offering the unique ability to
directly access data for ‘on the fly’ processing, ideally suited to data intensive applications such
as adaptive optics or super-resolution microscopy.

Specifications Summary

Active pixels 512 x 512
Pixel size (W x H) 16 x 16 pm
Active area pixel well depth 160,000 e-
Gain register pixel well depth 800,000 e-
Maximum readout rate 17 MHz

Frame rate 56 - 11074 fps

Read noise <1 e with EM gain

Maximum cooling -100°C

Page 1 of 6
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NFF&  ormoiooy iXOn U|‘tra 897 | Back-iluminated Imaging EMCCD

Ultimate Speed and Sensitivity

System Specifications *
Model number 897
Sensor options BV: Back llluminated CCD, Vis optimized

UVB: Back llluminated CCD with UV coating
BB: Back illuminated, blue optimized AR coating

Active pixels 512 x 512
Pixel size 16 x 16 pm
Image area 8.2 x 8.2 mm with 100% fill factor
Minimum temperature air cooled -85°C
Coolant recirculator -95°C
Coolant chiller, coolant @ 10°C, 0.75 I/min -100°C
Digitization True 16 bit @ all readout speeds
Triggering Internal, External, External Start, External Exposure, Software Trigger
System window type Single window with double-sided AR coating (standard for BV model)
Blemish specification Grade 1 sensor (CCD97), as defined by the sensor manufacturer e2V

For further details see

PC Interface USB 2.0
Lens Mount C-mount
Direct Data Access Camera Link 3-tap output

Advanced Performance Specifications ~

Dark current and background events >4

Dark current (e”/pixel/sec) @ -85°C 0.001
Spurious background (events/pix) @ 1000x gain / -85°C 0.005
Gain register pixel well depth *° 800,000 e
Pixel readout rates Electron Multiplying Amplifier 17, 10, 5, 1 MHz
Conventional Amplifier 3,1 &0.08 MHz
Read noise (e) *® Typical With Electron Multiplication
17 MHz through EMCCD amplifier 90 <1
10 MHz through EMCCD amplifier 55 <1
5 MHz through EMCCD amplifier 42 <1
1 MHz through EMCCD ampilifier 21 <1
1 MHz through conventional amplifier 6 -
80 kHz through conventional amplifier 3.5 -
Linear absolute Electron Multiplier gain 1-1000 times via RealGain™ (calibration stable at all cooling temperatures)
Linearity *7 Better than 99%
Vertical clock speed 0.3 to 3.3 ps (variable)
Timestamp accuracy 10 ns
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Ultimate Speed and Sensitivity

Frame Rates (Standard Mode) ~
“

1x1 2123 277.01 2857.1
2x2 108.7 210.1 393.7 699.3 502.5 1136.4
4x4 206.2 384.6 680.3 1099 840.3 16129

Frame Rates (Cropped Sensor Mode) *

1x1 111.08 595.17 1432.9 3532.3 857.41 11074
2x2 214.94 1084.5 2432.5 5324.8 570.19 1588.8
4x4 401.77 1802.1 3576.5 6578.9 1050 2682.4
L 9
Quantum Efficiency Curves QE v Fluorophores Curve
100
100
90 %0
80 80
70
70 Alexa 488
60 CFP Alexa 594
S Q ® = YFP 1
I 50 < 50 Pulsed Laser mCherry
11|
(<] <] 350mm
40 40 i FITC Alexa 633
I 405nm E—
45
30 30 | - 488nm
| st6nm Cy5
20 20 I 532nm
565”'”59 o Alexa 750
10 10 I 60n |
I I 785;m
0 - .
0
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)
Wavelength (nm)

andor.com Page 3 0f 6 discover new ways of seeing™




<4 ANDOR"

V TECHNOLOGY

512 x 512 @ 56 fps
Back-illuminated Imaging EMCCD
Ultimate Speed and Sensitivity

IXon Ultra 897

Creating The Optimum
Product for You

How to customize the iXon Ultra 897:

Step 1.

The iXon Ultra 897 comes with 3
options for sensor types. Please
select the sensor which best suits
your needs.

Step 2.

Please indicate alternative window
option if required.

Step 3.

Please indicate which software you

require.

Step 4.

For compatibility, please indicate
which accessories are required.

andor.com

example shown

Choose sensor finish option

#BV: Back-illuminated, mid-band AR coated sensor
UVB: Back-illuminated, UV coated sensor
#BB: Back-illuminated, blue optimized AR coated sensor

Step 2.

(Optional)

optimized for the 400 to 900 nm. The UVB and #BB models are supplied with an uncoated Quartz
window.

The following alternative window choices are available and must be ordered at time of build (if
selected):

WIN-35MM-250/450-W Quartz window, AR coated for 250-450 nm. 97% transmission at 260 nm
WIN-35MM-600/1100-W Quartz window, AR coated for 600-1100 nm. 98% transmission at 1000 nm

. /

and Linux offering rich functionality for data acquisition and processing. AndorBasic provides
macro language control of data acquisition, processing, display and export.

Andor SDK A software development kit that allows you to control the Andor range of cameras
from your own application. Available as 32 and 64-bit libraries for Windows (XP, Vista and 7)
and Linux. Compatible with C/C++, C#, Delphi, VB6, VB.NET, LabVIEW and Matlab.

Andor iQ A comprehensive multi-dimensional imaging software package. Offers tight
synchronization of EMCCD with a comprehensive range of microscopy hardware, along with
comprehensive rendering and analysis functionality. Modular architecture for best price/
performance package on the market.

Third party software compatibility
Drivers are available so that the iXon range can be operated through a large variety of third

Kparty imaging packages. See Andor web site for detail: andor.com/software Y,

OPTOMASK Optomask microscopy accessory, used to mask unwanted sensor area during
Cropped Sensor mode acquisition.

XW-RECR Re-circulator for enhanced cooling performance

ACC-XW-CHIL-160 Oasis 160 Ultra compact chiller unit

OA-CNAF C-mount to Nikon F-mount adapter

OA-COFM C-mount to Olympus adapter

OA-CTOT C-mount to T-mount adapter

NG
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Ultimate Speed and Sensitivity

Product Drawings =F

Dimensions in mm [inches]

139.0[5.472]
Third-angle projection
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| 3 B ANDOR
8 T DXon Ulra,__|
K Threaded bush 0.0 0.000 B |
« for C-mount lense 17.5 -0.5/ 0.689 -0.020 —
=] e
" 18.1[0.712] Focal depth ‘.;
o S
Mounting points on faceplate ‘<
for customer use 4 off M5 x 5 deep 39.5[1.555] :

78.0[3.071]

2 off Water connectors
compatable fvtvith (t:ailpieces for
) 1/4" bore soft PVC hose
Weight: 3.7 kg [8 Ib 3 0z]

Onloff switch

Ext /O USB 2.0

Camera Link

=y

76.2[3.000]
|

e Connector panel

39.5[1.555 | Power connector

Access points for 1/4-20 UNC
mounting points

Connecting to the iXon Ultra

Camera Control H H H
Typical Applications
Connector type: USB 2.0
Single molecule detection Cell Motility
TTL / Logic Super resolution (PALM, STORM) Whole genome sequencing
Connector type: 26 way D Type with 8 programmable
T h TIRF microscopy FRET / FRAP
digital inputs or outputs for control and sensing of up
to 8 external device Spinning disk confocal microscopy Fluorescence Correlation Microscopy (multi-beam)
Vesicle trafficking Microspectroscopy / Hyperspectral imaging
Camera Link Out
Selective/single plane illumination Lucky astronomy

Base 3-tap output (MDR 26 connector). Used as a
parallel output for embedded applications.

microscopy (SPIM)
lon signalling (Calcium flux) Adaptive Optics

Minimum cable clearance required Voltage sensitive dyes Single Photon Counting
90 mm
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512 x 512 @ 56 fps
Back-illuminated Imaging EMCCD
Ultimate Speed and Sensitivity

IXon Ultra 897

Order Today

Need more information? At Andor we are committed to finding
the correct solution for you. With a dedicated team of technical
advisors, we are able to offer you one-to-one guidance and

technical support on all Andor products. For a full listing of our

local sales offices, please see: [JEleleg<e]gglele]qiele:

Our regional headquarters are:
Europe

Belfast, Northern Ireland

Phone +44 (28) 9023 7126

Fax +44 (28) 9031 0792

Japan

Tokyo

Phone +81 (3) 3518 6488
Fax +81 (3) 3518 6489

China

Beijing

Phone +86 (10) 5129 4977
Fax +86 (10) 6445 5401

North America
Connecticut, USA
Phone +1 (860) 290 9211
Fax +1 (860) 290 9566

Items shipped with your camera:

1x Andor ACZ-03452: 2m Multi I/0 timing
cable, offering Fire, External Trigger, Shutter
and Arm

1x 3m USB 2.0 cable Type A > Type B

1x Power supply with mains cable

1x Quick launch guide

1x CD containing Andor user manuals

1x Individual system performance booklet

Front cover image: A large scale 3D STORM image of
a cultured hippocampal neuron colored in z. Courtesy
of Melike Lakadamyali, Institute of Photonic Sciences,
ICFO, Barcelona, Spain and Hazen Babcock from
Harvard University, Cambridge, MA

FOOtnOteSZ Specifications are subject to change without notice

1. Assembled in a state-of-the-art cleanroom facility, Andor’s UltraVac™ vacuum process combines a
permanent hermetic vacuum seal (no o-rings), with a stringent protocol to minimize outgassing, including
use of proprietary materials.

2. Figures are typical unless otherwise stated.

3. The dark current measurement is averaged over the sensor area excluding any regions of blemishes.

4. Using Electron Multiplication the iXon is capable of detecting single photons, therefore the true camera
detection limit is set by the number of ‘dark’ background events. These events consist of both residual
thermally generated electrons and Clock Induced Charge (CIC) electrons (also referred to as Spurious Noise),
each appearing as random single spikes above the read noise floor.

A thresholding scheme is employed to count these single electron events and is quoted as a probability of an
event per pixel. Acquisition conditions are full resolution and max frame rate (17 MHz readout; frame-transfer
mode; 0.5 ps vertical clock speed; x 1000 EM gain; 10 ms exposure; -85°C).

5. The EM register on CCD97 sensors has a linear response up to ~400,000 electrons max. and a full well depth
of ~800,000 electrons max.

6. Readout noise is for the entire system. It is a combination of sensor readout noise and A/D noise.
Measurement is for Single Pixel readout with the sensor at a temperature of -75°C and minimum exposure
time under dark conditions. Under Electron Multiplying conditions, the effective system readout noise is
reduced to sub 1 e levels.

7. Linearity is measured from a plot of counts vs. exposure time under constant photon flux up to the saturation
point of the system.

8. All measurements are made at 17 MHz pixel readout speed with 0.3 ps vertical clock speed. It also assumes
internal trigger mode of operation.

9. Quantum efficiency of the sensor at 20°C, as measured by the sensor Manufacturer.

Recommended Computer Requirements:

® 3.0 GHz single core or 2.6 GHz multi core processor

e 2 GB RAM

* 100 MB free hard disc to install software (at least
1 GB recommended for data spooling)

¢ USB 2.0 High Speed Host Controller capable of
sustained rate of 40MB/s

* 10,000 rpm SATA hard drive preferred for extended
kinetic series

* Windows (XP, Vista and 7) or Linux

andor.com

Operating & Storage Conditions
Operating Temperature 0°C to 30°C ambient 7//// Diffraction

Limited

Ay R
a

Power Requirements usB2 Windows Vista:
110 - 240 VAC, 50/60 Hz

pManager lmagg-Pro

Relative Humidity < 70% (non-condensing)
Storage Temperature -25°C to 50°C

AEy

Windows 7

Lmux  LabVIEW

ce =

LiXonU897SS 1111 D3

1S014001:2004

1S09001:2008
Ems91062 Fn0523

Page 6 of 6

discover new ways of seeing™







ANHANG E

Publikationen

Yang Zhang, Gabriell Mate, Patrick Miiller, Sabina Hillebrandt, Matthias Krufczik,
Margund Bach, Rainer Kaufmann, Michael Hausmann und Dieter W. Heermann.
Radiation Induced Chromatin Conformation Changes Analysed by Fluorescent Locali-
zation Microscopy, Statistical Physics, and Graph Theory. PLoS One, 10(6): 0128555,
2015.

Matthias Krufczik, Aaron Sievers, Annkathrin Hausmann, Jin-Ho Lee, Georg Hil-
denbrand, Wladimir Schaufler und Michael Hausmann. Combining low temperature
fluorescence DN A-hybridization, immunostaining and super-resolution localization mi-
croscopy for nano-structure analysis of ALU elements and their influence on chromatin
structure. MDPI — International Journal of Molecular Sciences, 18, 1005, 2017.

Jan Philipp Eberle, Alexander Rapp, Matthias Krufczik, Marion Eryilmaz, Manuel
Gunkel, Holger Erfle und Michael Hausmann. Super-Resolution Microscopy Techniques
and their Potential for Applications in Radiation Biophysics. Springer Protocols
(Manuskript eingereicht und vom Journal zur Publikation angenommen).

Michael Hausmann, Emma Wagner, Matthias Krufczik, Gerrit Schrock, Matthias
Port, Felix Bestvater und Harry Scherthan. Super-resolution localization microscopy
discloses radiation-induced histone H2AX phosphorylation in the periphery of he-
terochromatin clusters of human cells. MDPI — International Journal of Molecular
Sciences (Manuskript eingereicht).
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super-resolution microscopy and fluorescent nano-probing: Understanding mechanisms
behind tumour development and treatment. Wiley Online Library - Cancer Medicine
(Manuskript eingereicht).

Marion Eryilmaz, Eberhard Schmitt, Matthias Krufczik, Franziska Theda, Wladimir
Schaufler, Felix Bestvater, Georg Hildenbrand und Michael Hausmann. Super-resolution
Microscopy Meets Radiation Biophysics: Localization Microscopy Analyses of MRE11
in 3D-conserved Cell Nuclei. MDPI photonics (Manuskript eingereicht).

Andreas Hofmann, Matthias Krufczik, Michael Hausmann und Dieter W. Heer-
mann. Analyzing DNA Double-Strand Break Repair Processes with High-Resolution
Localization Microscopy and Persistent Topology. (Manuskript in Vorbereitung).

Margund Bach, Claudia Savini, Matthias Krufczik, Christoph Cremer, Frank
Ro6sl und Michael Hausmann. Super-Resolution Localization Microscopy of
v-H2AX and Heterochromatin after Folat Deficiency. (Manuskript in Vorberei-

tung).
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Michael Hausmann, Matthias Krufczik, Emma Wagner, Robert Chojowski, Fran-
ziska Theda, Marion Eryilmaz, Jin-Ho Lee, Michel Peper, Go6tz Pilarczyk, Georg
Hildenbrand und Harry Scherthan. Radiation-induced re-arrangements of molecular
complexes studied in 3D-conserved cells und cell nuclei by super-resolution localization
microscopy. 22nd Nuclear Medical Defense Conference — ConRad 2017, Miinchen,
Deutschland.

Andreas Hofmann, Matthias Krufczik, Michael Hausmann und Dieter W. Heermann.
Analyzing DNA Double-Strand Break Repair Processes with High-Resolution Loca-
lization Microscopy and Persistent Topology. Annual Meeting — Biophysical Society
2017, New Orleans, USA.

Michael Hausmann, Matthias Krufczik, Gotz Pilarczyk, Johannes Zillner, Marion
FEryilmaz, Franziska Theda, Ines Nesnidal, Emma Wagner, Nicolas Kocher, Felipe
Moser, Margund Bach, Florian Schock, Patrick Miiller, Frederik Wenz, Christoph
Cremer, Harry Scherthan, Felix Bestvater und Georg Hildenbrand. Lessons from super-
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re-arrangements. Annual Meeting of the European Radiation Research Society 2016,
Amsterdam, Niederlande.

Matthias Krufczik, Georg Hildenbrand, Nicolas Kocher, Johannes Zillner, Franziska
Theda, Margund Bach, Wladimir Schaufler, Christoph Cremer, Felix Bestvater und
Michael Hausmann. Analysing Nucleosomal Arrangements after Irradiation and during
Repair with High Resolution Localisation Microscopy. Annual Meeting of the Society
for Biological Radiation Research 2016, Erlangen, Deutschland.
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Gabriell Mate, Felipe Moser, Jan Philipp Eberle, Margund Bach, Jutta Schwarz-
Finsterle, Patrick Miiller, Fraderik Wenz, Harry Scherthan, Christoph Cremer, Dieter
W. Heermann, Michael Hausmann. Changes of nucleosomal arrangements after ir-
radiation and during repair as detected by super resolution localization microscopy.
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Theda, Patrick Miller, Yang Zhang, Garbiell Mate, Margund Bach, Jutta Schwarz-
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