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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird die Streckung und Kompaktierung einzelner 30-nm-
Chromatinfibern mit Hilfe von Monte-Carlo-Simulationen untersucht. Die DNS wird
als flexible Polymerkette mit einer Debye-Huckel-Elektrostatik approximiert und ba-
siert auf dem ,Zwei-Winkel-Modell“. Nukleosomen werden durch oblate Ellipsoide
reprasentiert, die bei physiologischer Salzkonzentration Uber ein attraktives Gay-

Berne-Potential wechselwirken.

Die Strecksimulationen von 100 Nukleosomen langen Fibern zeigen, dass ein An-
stieg der Repeatlange bzw. des Torsionswinkels, ein Abfall des Offnungswinkels
oder vorhandene Linker-Histone zu steiferen Fibern flhren. Persistenzlangen und
Streckmodule stimmen mit experimentellen Daten Uberein. SchlieRlich demonstriere
ich, dass die Chromatinfiber wesentlich widerstandsfahiger gegenuber der Dehnung

als gegenuber der Biegung ist.

Die Entfaltung der Chromatinfiber bei niedrigen Salzkonzentrationen wird durch ein
neues Potential, welches die salzabhangige Extension der Histon-Tails berucksich-
tigt, reproduziert und somit der , Tail-Bridging“-Effekt bestatigt. Hohe Salzkonzentrati-
onen fuhren zu flexibleren Fibern; Linker-Histone bewirken eine hohere Kompaktie-

rung. Ein Phasenibergang zu einem 10-nm-Filament wurde nicht beobachtet.

SchlieRlich demonstrieren meine Simulationen, Ubereinstimmend mit experimentellen
Daten, dass Repeatlangen mit einer Periode von ca. 10 bp quantisiert sind. Neben
1- und 2-Startstrukturen, finde ich Hinweise auf 3-Startstrukturen, die zwar im geo-
metrischen Modell, allerdings noch nicht experimentell beobachtet wurden. Abschlie-
Rend zeige ich, dass groliere Abstande der Anknlpfungspunkte der Linker-DNS zu

offeneren, flexibleren Strukturen flhren.



Abstract

In this thesis Monte Carlo simulations of stretching and compaction of single 30-nm-
chromatin fibers are presented. DNA is approximated by a flexible polymer chain with
Debye-Huckel electrostatics and is based on the two-angle-model. Nucleosomes are
represented by flat disks interacting at physiological salt concentration via an attrac-

tive Gay-Berne potential.

Stretching simulations show that increasing repeat lengths respective torsion angles,
decreasing opening angles or the presence of linker histones lead to stiffer fibers.
Persistence lengths and elastic moduli agree with experimental data. Finally, we de-

monstrate that chromatin is more resistant to stretching than to bending.

Unfolding of chromatin in low salt concentration is reproduced by using a new poten-
tial including the salt dependent histone tails thus supporting the “tail-bridging” effect.
High salt concentration leads to more flexible fibers, presence of linker histones to

higher compaction. No phase transition to a 10-nm-filament is observed.

Furthermore, our simulations demonstrate the quantization of repeat lengths of or-
ganisms by a period of 10 bp. Besides 1- and 2- start structures, we report evidence
for 3-start structures, which have not been found in experiments yet. Finally we show
that higher distances between the attachment points of the linker DNA lead to more

open and flexible structures.
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Vorwort

"The total human sequence is the grail of human genetics."
Walter Gilbert, Science, 27 Juni 1986

Dieses Zitat von W. Gilbert, Nobelpreistrager fur Chemie im Jahre 1980 und Mitbe-
grunder der DNS-Sequenzanalyse, verdeutlicht die Euphorie, die zu Beginn des Hu-
manen Genomprojekts in der Wissenschaft vorherrschte. Ziel dieses Projekts war es,
das menschliche Genom vollstandig zu sequenzieren, d.h. die Reihenfolge der Ba-
sen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin in der DNS zu bestimmen. Ein Block von
drei Basen kodiert eine Aminosaure. Letztere bilden die Grundbausteine der Protei-
ne. Doch schon bevor die vollstandige ,Entschlusselung” des menschlichen Genoms
im Jahr 2001 bekannt gegeben wurde, zeigte sich, dass dies nur ein erster, wenn
auch wichtiger, Schritt darstellt, um die Grundlagen des Lebens zu verstehen. Eric
Lander, Mitglied des Whitehead Institutes und Professor am Massachusetts Institute

of Technology (MIT), fasst diese Erkenntnis wie folgt zusammen:

"We've called the human genome the blueprint,
the Holy Grail, all sorts of things.
It's a parts list. If | gave you the parts list
for the Boeing 777 and it has 100,000 parts,
| don't think you could screw it together,

and you certainly wouldn't understand why it flew."
Eric Lander, Millennium Evening im Weilten Haus, 14 Oktober 1999

Um Erbkrankheiten zu erforschen oder molekulare Mechanismen der Krebsentste-
hung besser zu verstehen, reicht die Kenntnis der Basensequenz im Allgemeinen
nicht aus. Es zeigte sich, dass strukturelle Eigenschaften der DNS sowie deren Or-
ganisation im Zellkern von entscheidender Bedeutung sind. So kann eine starke
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Kompaktierung der DNS z.B. deren Ablesen verhindern, wahrend bestimmte raumli-
che Orientierungen, z.B. Schleifen, die Aktivitdt von Genen verstarken konnen. Wei-
terhin bestehen die Substrate essenzieller biologischer Prozesse wie Transkription,
Replikation, Rekombination, DNS-Reparatur und Zellteilung nicht nur aus reiner
DNS. Es handelt sich um Protein-DNS-Komplexe, die als Chromatin bezeichnet wer-
den und sich in verschiedenen Stadien einer Kompaktierungshierarchie befinden. Die
Kompaktierung des Chromatins kann sowohl von der Zeit, z.B. der Stufe des Zell-
zyklus, als auch von der Position im Zellkern abhangen und wird von der Zelle selbst
aktiv reguliert. Um diese strukturelle Variabilitdt des Chromatins auf molekularer Ba-
sis zu verstehen, wurden dessen mechanische Eigenschaften in verschieden Ein-

zelmolekul-Experimenten untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist es diese Resultate zu interpretieren und somit das fundamentale
Verstandnis des Chromatins, insbesondere auf der Kompaktierungsebene der 30-
nm-Chroamtin-Fiber, zu erweitern. Mit Hilfe von Computersimulationen, die auf ei-
nem neuartigen physikalischen Modell der Chromatinfiber beruhen, werden Daten
von Streck- und Kompaktierungsexperimenten interpretiert. Hierzu werden strukturel-
le Parameter der Chromatinfiber, wie z.B. ihre Streck- und Biegesteifigkeit, bestimmt.
Sowohl die raumliche Aufteilung als auch die Dynamik des genetischen Materials im

Interphase-Nukleus hangen stark von diesen nanomechanischen Parametern ab.



Kapitel 1
Biologische Grundlagen

Als Genom bezeichnet man die gesamte genetische Information eines Organismus.
Diese Information ist auf einem langen, unverzweigten, linearen Polymer, der Des-
oxyribonukleinsaure (DNS) durch Nukleotide kodiert. Drei Nukleotide werden als Co-
don bezeichnet und legen eine Aminosaure fest. Aminosauren sind die Grundbau-
steine der Proteine. Die kodierenden Bereiche der DNS werden Gene genannt, von
denen der Mensch zwischen 20000 - 25000 besitzt. Zum Vergleich: Eine Maus be-
sitzt ca. 20000 Gene, der nematodische Wurm C. elegans ca. 19000, Hefe (S. cere-
visiae) ca. 6000 und die Mikrobe, welche fur Tuberkulose verantwortlich, ca. 4000.

Die DNS von Schimpanse und Mensch stimmt zu 98% uberein [10].

Die Gene nehmen nur einen geringen Teil der DNS ein, beim Menschen ca. 5 %.
Die Mehrzahl der DNS besitzt keine kodierende Funktion und wird deshalb als nicht-
kodierend bezeichnet. Neben den Genen unterscheidet man drei weitere spezialisier-
te DNS-Sequenzen: die DNS-Replikations-Startpunkte, die etwa alle 100000 bp auf-
treten, das Centromer, welches die Teilung der Chromosomen wahrend der Mitose
und Meiose reguliert, und die Telomere, welche die Enden der DNS schutzen und fur
die komplette Replikation der DNS sorgen. Das Genom eines Menschen besteht
aus ca. 2 - 3,3 - 10° Nukleotidpaaren. Da der Abstand zwischen zwei Nukleotiden ca.
0,34 nm[1, 4] betragt, ergibt sich fiir die Gesamtlange des Genoms 0,34 nm - 6,6 10°
~ 2 m. Die Natur vermag nun diese riesige Informationsmenge in einem sehr kleinen
Raum unterzubringen, dem Zellkern, dessen Durchmesser 3-10 um betragt. Dabei ist
der Zelle, trotz des enormen Kompaktierungsfaktors von 10000, das gezielte Ablesen
der genetischen Information moglich. Die Faltung des Genoms wird durch DNS-
bindende Proteine erreicht. In Eukaryonten, d.h. Organismen wie der Mensch, deren
Zellen einen Zellkern besitzen, sind dies spezielle Proteine: die Histone (vgl. 1.2).

Der DNS- Protein-Komplex wird aufgrund seiner Einfarbbarkeit mit basischen
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Abb. 1.1. Uberblick tber die verschiedenen Kompaktierungsebenen [2] des eukaryontischen
Chromatins. In der ersten Ebene der Kompaktierung ist die DNS um Nukleosomen gewickelt. Bei
niedriger Salzkonzentration bildet sich eine “perlenketteartige” Struktur, die 10-nm-Fiber, welche bei
hoheren Salzkonzentrationen in die 30nm-Chromatinfiber kompaktiert. Diese ist in der nachsten
Kompaktierungsstufe in Schleifendomanen organisiert, die schlieRlich zu den Chromosomen gefal-
tet werden.

basischen Farbstoffen als Chromatin bezeichnet. Bsierend auf den funktionellen und
strukturellen Eigenschaften unterscheidet man im Zellkern traditionell Bereiche des
wenig kompaktierten Euchromatins vom stark kompaktierten Heterochromatin [1].
Wahrend Euchromatin tberall im Zellkern zu finden ist und fast alle aktiven und inak-
tiven Gene beinhaltet, lokalisiert sich Heterochromatin weitgehend am Rand und
zeigt kaum Transkriptionsaktivitat. Heterochromatin wird in zwei verschiedene Typen
unterteilt. Konstitutives Heterochromatin besteht aus DNS-Sequenzen, die in keinem
Zelltyp transkribiert werden, wie etwa die Satelliten DNS des Centromers. Fakultati-
ves Heterochromatin umfasst DNS-Sequenzen, die in einigen Zellen zum Heteroch-
romatin gehdren und weitgehend transkriptionsinaktiv sind. Die gleichen Sequenzen
sind dagegen in anderen Zellen transkriptionsaktiv und zahlen zum Euchromatin,

z.B. das X-Chromosom bei Saugetieren.

Abb. 1.1 gibt einen Uberblick Uber die Kompaktierungsebenen des Chromatins in
Zellen von Eukaryonten [2]. In der ersten Kompaktierungsstufe wird die DNS-
Doppelhelix um die zylinderformigen Histone gewunden. Dabei entsteht ein Chroma-
tinfilament mit einem Durchmesser von ca. 10 nm, ahnlich einer Perlenkette. Bei phy-
siologischer Salzkonzentration kompaktiert dieses Filament zur 40-mal kirzeren 30-

nm-Chromatinfiber, deren Durchmesser ca. 30 nm betragt. Diese Kompaktierungse-
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bene ist Gegenstand dieser Arbeit. Die 30-nm-Fiber wird weiter gefaltet zu Fibern
von 100 — 300 nm im Durchmesser, die in so genannten Schleifendomanen bzw.
Rosetten mit 15000 bis 100000 bp organisiert sind. Die letzte Kompaktierungsstufe
ist das Chromosom, von denen die diploiden Zellen des Menschen 46 Stuck (2 x 22
Autosome und zwei verschiedene Geschlechts-Chromosome, die Gonosome) besit-
zen. Ein Chromosom besteht aus 50 - 10° - 250 - 10° Nukleotidpaaren und ist zwi-
schen 3 und 6 um lang [4]. Ein entsprechend ausgestrecktes DNS-Molekul hat eine
ca. 1000-mal groRere Lange von 1,7 — 8,5 cm. Entfernt man die Proteine, so brechen

die Chromosome schon bei geringster Krafteinwirkung.

1.1 DNS-Struktur und Struktureigenschaften

Die Desoxyribonukleinsaure (DNS) ist ein Polymer, welches aus vier verschiedenen
Grundbausteinen zusammengesetzt ist, den Nukleotiden. Ein Nukleotid bestehet aus
einem Zucker (B-D-2°-Desoxyribose), einem negativ geladenen Phosphorsaurerest
und einer stickstoffhaltigen Ringverbindung, welche aufgrund ihrer basischen Reakti-
on als Base bezeichnet wird. Bei der DNS sind diese Basen die Purin-Ringe Adenin
(A) und Guanin (G) sowie die Pyrimidin-Ringe Cytosin (C) und Thymin (T), welche
durch ihre Reihenfolge in der DNS die genetische Information kodieren. Die Nukleo-
tide sind durch kovalente Phosphodiesterbindungen zwischen dem 5°-C-Atom eines
Zuckers mit dem 3’-C-Atom des nachsten verbunden. Zusammen mit den zwei Sau-
erstoff- und vier Kohlenstoffatomen bezeichnet man sie aufgrund ihrer strukturellen
Funktion als Ruckgrat der DNS. Durch van der Waals-Wechselwirkungen zwischen
ihren planaren Ringen tragen die Basen zur Stabilisierung der Struktur bei. Die ge-
samte lineare Polynukleotidkette bildet den DNS-Einzelstrang. Seine Richtung wird
entsprechend der Synthetisierung vom 5°-Ende zum 3’-Ende festgelegt. Diese er-
folgt, indem ein Nukleosidtriphosphat (Nukleosid = Base + Zucker) an die 3'-
Hydroxylgruppe des Zuckers am wachsenden Strang bindet. Die Energie liefert dabei

die Abspaltung der beiden terminalen Phosphate [1, 4, 5, 11, 12].
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Abb. 1.2. DNS-Doppelstranghelix in der B-Form (a) aus Pollard et al. [1] und Visualisierung
der chemischen Struktur und der stabilisierenden Interaktionen zwischen zwei Basenpaaren
aus Wolffe [5].

Nur in einigen wenigen Viren liegt DNS als Einzelstrang vor. Im Jahr 1953 entwickel-
ten Watson und Crick das Modell der Doppelhelix (Abb. 1.2), welches auf die beo-
bachteten Rontgenbeugungsmuster passte und somit das Ratsel um die DNS-
Struktur und deren Funktion |6ste. Demnach ist ein DNS-Molekul mit einem komple-
mentaren DNS-Strang in Form einer rechtshandigen Doppelhelix gepaart. Die beiden
Strange verlaufen in entgegen gesetzter Richtung mit dem Zucker-Phosphat-
Ruckgrat auf der Auldenseite und den komplementaren Basen im Innern. Als kom-
plementare Basenpaare kommen nur G-C und A-T vor, wobei diese Kombinationen
die grofdte Anzahl von nutzbaren Wasserstoffbrickenbindungen besitzen. Die Basen
sind im Abstand von 0,34 nm Ubereinander gestapelt und nahezu rechtwinklig zur
Achse des Polymers angeordnet. Diese regulare Struktur ist die Ubliche Form der
DNS und wird als B-DNS bezeichnet (Abb. 1.2). Eine Windung besteht aus 10,5 bp
und hat einen Durchmesser von ca. 2 nm. Aufgrund der asymmetrischen Bindung
zwischen den Zuckern und den Basen ist die Helix ebenfalls asymmetrisch und be-

sitzt eine grof3e und eine kleine Furche an der Aullenseite.

Unter speziellen Laborbedingungen, sind zwei weitere helikale Formen DNS be-
kannt. Die A-Form ist rechtshandig, besitzt 11 bp pro Windung und misst ca. 2,3 nm

im Durchmesser. Sie kommt z.B. bei dehydrierten Proben und hohen Salzkonzentra-
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tionen vor. Eine extremere Form, die Z-DNS, besitzt dagegen 12 bp pro Windung
und ist linkshandig gewunden [1, 4]. Sie kann bei alternierenden Sequenzen von Py-

rimidinen und Purinen auftreten, wobei Methylierung die Z-Form fordert.

1.2 Das Nukleosom

Das Nukleosom ist die sich wiederholende Grundverpackungseinheit des Chroma-
tins. Es konnte erstmals im Jahr 1974 bei niedrigen lonenstarken durch Elektronen-
mikroskopie an entfalteten Chromatinfibern visualisiert werden [13-15]. Abbildung
1.5 und 1.7 zeigen eine solche Struktur, bei der die Nukleosomen wie die Perlen ei-
ner Kette angeordnet sind. Durch Verdauung mit Micrococcus-Nucleasen [16-18]
wird die DNS zwischen den Nukleosomen, die so genannte Linker- oder Verbin-
dungs-DNS, abgebaut. Je nach Verdauungsgrad bilden sich dabei zwei Fragmente.
An das grélere binden 166 bp unverdaute DNS. Es ist instabil und wird als Chroma-
tosom bezeichnet. Das kleinere Fragment ist dagegen stabil und enthalt 146 bp un-
verdaute DNS. Man nennt es den Nukleosom-Core-Partikel (NCP).Die Struktur des
NCP ist durch Réntgenstreuexperimente bis zu einer atomaren Auflésung von 2,8 A
[7] und kiirzlich sogar von 1,9 A [6] bekannt (Abb. 1.3). Der Begriff Nukleosom wird
haufig synonym mit dem Begriff Chromatosom oder Nukleosom-Core-Partikel ver-

wendet. Dies wird auch im Folgenden so gehandhabit.

(a) (b)

11 nm

5,5nm

Abb. 1.3. Kristallstruktur des Nukleosom-Core-Partikels in zwei verschiedenen Darstellungen
[1, 7]. Die DNS ist um das Histon-Oktamer herum gewunden. (b) zeigt die Sekundarstruktur
des Oktamers und verdeutlicht die fiir das Histon-Oktamer typische ,hand-shake” Faltung der
o-Helizes.
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1.2.1 Nukleosom-Core-Partikel (NCP)

Der Nukleosom-Core-Partikel (NCP) besteht aus einem Protein Oktamer, welches
sich aus je zwei der vier Core-Histone bzw. Nukleosom-Histone H2A, H2B, H3 und
H4 zusammensetzt. Diese sind zwischen 102-135 Aminosauren lang. Insbesondere
H3 und H4 gehdren zu den am starksten konservierten aller bekannten Proteine. Das
bedeutet, dass die die Aminosauresequenz wahrend der Evolution nahezu unveran-
dert geblieben ist. Bei physiologischer Salzkonzentration bildet sich aus zwei H3 und
zwei H4 Histonen ein H3,-H4, Tetramer sowie aus den restlichen Histonen zwei
H2A-H2B Heterodimere. Diese paarweise Assoziation hat die charakteristische Form
eines ,handshake“-Motivs (Abb. 1.3b). Das Oktamer ist nur dann stabil, wenn DNS
daran assoziiert [2]. Je nach der betrachteten Kristallstruktur winden sich 146 bp
DNS 1,65 mal [7] bzw. 147 bp DNS 1,67 mal [6] in einer linkshandigen Superhelix
um das Histon-Oktamer. Allerdings ist die Biegung der DNS nicht uniform: Abschnitte
an den Bindungsstellen sind weniger gebogen als Bereiche zwischen den Bindungs-
stellen [19]. Die so entstandene helikale Torsion der gebundenen DNS ist im Schnitt
geringer als bei der Linker-DNS und betragt 10,2 bp pro Windung. Der NCP hat eine
Dyadenachse und die Form eines oblaten Ellipsoids bzw. Zylinders mit dem Radius
von 5,5 nm und einer Héhe von 11 nm. Die aufgrund des Phosphatrickgrats negativ
geladene DNS dominiert das positiv geladene Histon-Oktamer [20, 21], so dass der
NCP eine strukturelle Ladung in der GroRenordung von 150 e’ tragt [22]. Die DNS
wird durch 14 Bereiche gebunden [6], bei denen die kleine Furche der rechtshandi-
gen DNS in Richtung des Oktamers zeigt. Entscheidend beteilig sind direkte Was-
serstoffbricken und vermitteinde Wassermolekule [6] zwischen dem Zucker-
Phosphat-Ruckgrat und den Haupt- und Seitenketten des Oktamers [7]. Auch elekt-
rostatische Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen Aminosaureenden
der a-Helizes und dem Phosphat-Ruckgrat der DNS spielen eine wichtige Rolle. Eine
zusatzliche Stabilisierung bewirken kationische Arginin-Seitenketten, die sich in die
kleine Furche der DNS erstrecken. Insbesondere die Histon-Tails festigen die Bin-
dung der DNS an das NCP, indem ihre positiv geladene Stickstoff-Enden elektrosta-
tisch mit den Phosphatgruppen der DNS wechselwirken [23, 24].
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1.2.2 Histon-Tails

Die Kristallstrukturen des Nukleosoms zeigen, dass Histone aus einer globularen
Domane von ca. 70 - 100 Aminosauren und ausgedehnten, sehr flexiblen, terminalen
Histon-Tails bzw. Histon-Schwanzen aufgebaut sind (Abb. 1.4) [1, 11]. Die N-
terminalen Tails sind positiv geladen und durch den hohen Anteil der Aminosauren
Lysin und Arginin basisch. Sie weisen Langen im Bereich zwischen 15 Aminosauren
(H2A) und 44 Aminosauren (H3) auf [25]. AuRer bei H4 findet man auch kurze Tails
am C-Ende. Die Funktion und Sequenz der Histon-Tails wurde wahrend der Evoluti-
on stark konserviert. Sie sind aufgrund zwei essentieller Funktionen von starkem In-
teresse in der aktuellen Forschung: Regulation der Chromatinstruktur sowie der

Chromatinfunktion.

Dabei sind spezifische Modifikationen der Enden fur die Initiierung der Chromatinbil-
dung von entscheidender Bedeutung. Sie spielen bei der Regulation der Zuganglich-
keit der DNS in der Chromatinfiber bei Transkription, Replikation und DNS-Reparatur
eine wichtige Rolle (Abb. 1.4). So bewirkt z.B. die Acetylierung der Lysingruppen
durch Histonacetyltransferasen (HAT) eine Reduzierung der Ladung an den Histon-
Tails, woraus eine Entfaltung dieser Chromatinbereiche und eine verstarkte
Transkription der Gene resultiert [25-29]. Weitere kovalente Modifikationen sind die
Methylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinierung [30, 31]. Einerseits kann die Me-
thylierung die Genaktivierung, z.B. durch Arginin-Methylierung, férdern, andererseits
aber auch das Gegenteil bewirken z.B. durch Lysin-Methylierung. Phosphorylierung
bewirkt im Allgemeinen eine geringere Genaktivitat. Ubiquitinierung von H2A-H2B

regt bestimmte Histon-H3-Methylierungen an. Die Histon-Tails sind in eine Vielzahl
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von Interaktionen mit weiteren Proteinen involviert, z.B. Proteine der ,high-mobility-
group® (HMG) oder Remodellierungsfaktoren wie SWI/SNF [5]. Die verschiedenen
regulativen Einflisse der spezifischen Histonmodifikationen wird auch als ,Histone

Code Hypothese® bezeichnet und ist Gegenstand der aktuellen Forschung.

Experimente zeigen, dass die Histon-Tails eine entscheidende Rolle bei der Kom-
paktierung des Chromatins spielen. So wurde bei Oligonukleosomen keine katione-
nabhangige Faltung beobachtet, wenn Bereiche der N- und C-terminalen Regionen
der Histon-Tails mit Trypsin entfernt wurden [32-34]. Detailliertere Folgestudien zeig-
ten, dass besonders die Trypsin-empfindlichen Tails des Tetramers H3,-H4, fur die
Kompaktierung und die Selbstaggregation verantwortlich sind [35, 36], wahrend die
Tails der Heterodimere H2A/H2B nur einen geringen, aber nachweisbaren Beitrag
leisten [35]. Die hoch aufgeldsten Kristallstrukturen [25, 30] des Nukleosoms zeigen,
dass das N-terminale Tail von Histon H4 aus dem Nukleosom herausragt und mit
dem Heterodimer H2A/H2B des nachsten Nukleosoms Uber Wasserstoffbricken und
Salzverbindungen attraktiv wechselwirkt. Diese Vermutung wurde in Experimenten
mit kompaktierten Oligonukleosomen [37, 38] bestatigt. Dagegen zeigen Verdau-
ungsexperimente, dass die N-terminale Tails des Histons H3 sowie das C-terminale
Tail von Histon H2A malgeblich an der Bindung der DNS an das Oktamer beteiligt
sind [39] [40] .

1.2.3 ,Tail-Bridging”-Effekt

Bis heute ist ungeklart, wie die Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung Uber Histon-
Tails Einfluss auf die Kompaktierung des Chromatins nimmt [41-43]. Dieser Mecha-
nismus ist ein wichtiger Schritt fir das strukturelle Verstandnis der Chromatinfiber.
Durch Experimente mit analytischer Ultrazentrifugation gelang es Dong et al. [44]
den zweiten Virialkoeffizienten eines NCP bei zwei verschiedenen Salzkonzentratio-
nen zu messen. Der zweiten Virialkoeffizienten charakterisiert die Paar-
Wechselwirkung der NCP’s. Dabei wurde eine Abnahme der elektrostatischen Ab-
stoRung bei zunehmendem Salzgehalt beobachtet. In aktuelleren Experimenten zeig-
ten Mangenot et al. [41] durch Rontgenstreuung an NCP in verdunnter Losung, dass
die Histon-Tails, welche bei niedriger Salzkonzentration eng an der DNS anliegen,

mit steigender Salzkonzentration zunehmen vom Nukleosom nach auf3en wegstre-
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ben. Weiterhin wurde die Paar-Wechselwirkung durch die Bestimmung des zweiten
Virialkoeffizienten charakterisiert. Dabei konnte die Konformationsanderung der
Histon-Tails mit der Anderung der Wechselwirkung zwischen den NCP’s, insbeson-
dere mit dem Auftreten einer attraktiven Interaktion, Kkorreliert werden. Genauere
Untersuchungen mit klassischen Osmometrie-Methoden zeigten eine signifikante
Verminderung des zweiten Virialkoeffizienten gerade bei Salzkonzentrationen, bei
denen die Histon-Tails beginnen sich zu entfalten [42]. Unter Verwendung der Pois-
son-Boltzmann-Theorie konnte der konventionelle Ansatz des Derjaguin-Landau-
Verwy-Overbeek-(DLVO)-Potentials’ die experimentelle Variation im zweiten Virial-

koeffizienten nicht reproduzieren.

Basierend auf ihren Experimenten ersetzten Mangenot et. al deshalb den attraktiven
Teil des DLVO-Potentials, den van der Waals-Term, durch ein empirisches Potential
in Yukawa-Form. Dabei wird die Ausdehnung der Tails als Potentialskalierung ver-
wendet. Dadurch waren sie in der Lage die experimentellen Daten zu reproduzieren
und die attraktive Wechselwirkung zwischen den Nukleosomen auf den ,Tail-
Bridging“-Effekt zuruckzufuhren [42].

Auch aus theoretischer Sicht ist die Rolle der Histon-Tails noch unklar. So wurden
attraktive Wechselwirkungen und ein nicht-monotones Verhalten des zweiten Virial-
koeffizienten bei sehr vereinfachten Modellen gefunden, die keine Histon-Tails be-
rucksichtigen. In einem dieser Modelle werden die NCP als positiv geladene Kugeln
angenommen, wobei die DNS als eine um diese Kugel gewundene, semiflexible, ka-
tionische Kette dargestellt ist [48, 49]. Ein anderes Modell, welches eine punktférmi-
ge Reprasentation der NCP’s verwendet und die Tails als gegensatzlich geladene
flexible Ketten beschreibt, zeigte zwar eine attraktive Wechselwirkung zwischen zwei
NCP’s, aber ein monotones Verhalten des zweiten Virialkoeffizienten [50]. Im Ge-
gensatz zu diesen beiden alteren Modellen weisen neuere Simulationen sehr wohl

auf die Existenz des ,Tail-Bridging“-Effekts hin.

' Im DLVO Model ist das verwendete Potential die Summe aus den Beitragen einer attraktiven van der
Waals-Wechselwirkung, eines kugelformigen Volumenausschlusses und einer elektrostatischen Ab-
stoBung, welche aus der linearisierten Poisson-Boltzmann-Gleichung abgeleitet wird. Anwendung
findet der DLVO Ansatz typischerweise fiir verschiedene geladene spharische Partikel in Lésung wie
Kolloide [45], Mizellen [46] oder globulare Proteine [47].
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So konnte ein Modell, welches die NCP’s als je zwei negativ geladene Kugeln mit
jeweils acht positiv geladenen flexiblen Ketten beschreibt, quantitativ das Entfalten
der Tails bei steigender lonenstarke sowie die attraktive Wechselwirkung zwischen
den NCP’s reproduzieren [51]. Mit einem Modell, das die Histon-Tails als entspre-

chende Flachen auf der Kugel modelliert, gelang dies dagegen nicht.

Wahrend die bisher beschriebenen Simulationen nur zwei Nukleosomen modellier-
ten, weisen aktuelle Computersimulationen von Oligonukleosomen ganz deutlich auf
die dominierende Rolle der Histon-Tails bei der Kompaktierung hin. So z.B. Moleku-
lar-Dynamik-Simulationen in einem dielektrischen Kontinuum mit expliziten mobilen
Gegenionen und Salz. Dabei werden die Nukleosomen als negativ geladene Kugeln
und die Histon-Tails als flexible geladene Ketten modelliert [52]. Allerdings handelt es

sich hierbei um isolierte Nukleosomen, die nicht mit Linker-DNS verbunden sind.

Ein anderer Ansatz mit Linker-DNS wurde klrzlich von Sun et al. veroffentlicht [53].
Hier wird ein DiSCO(Discrete Surface Charge Optimization)-Ansatz verwendet, bei
der das Nukleosom auf der Basis seiner Kristallstruktur, inklusive der in dieser Struk-
tur vorhanden Histon-Tails, durch eine irregulare Flache reprasentiert wird. Um die
elektrostatischen Eigenschaften zu modellieren werden auf dieser Oberflache
gleichmalig 300 diskrete Ladungen, gemal} der Lésung einer nichtlinearen Poisson-
Boltzmann-Gleichung, verteilt. Die Nukleosomen werden anschlieRend durch sechs

Kugeln verbunden und die Fiber durch einen Monte-Carlo-Algorithmus aquilibriert.

Indem die Ladungen der Tails an- und ausgeschaltet wurden, konnte gezeigt wer-
den, dass die Histon-Tails notwendig fur die Stabilisierung der Fiber in diesem Modell
sind. Dabei dominierten die DNS-Nukleosom- sowie Nukleosom-Nukleosom-
Wechselwirkungen. Eine Energieanalyse verdeutlichte, dass bei niedrigen Salzkon-
zentrationen die elektrostatische AbstolRung zwischen den Linker-DNS-Strangen den
grofldten Beitrag leistet, bei hohen Salzkonzentrationen allerdings die Nukleosom-
Nukleosom-Wechselwirkung bestimmend ist. Wahrend in diesen Simulationen die
Histon-Tails noch statisch waren, wurden in kurzlich veréffentlichen Simulationen
derselben Forschergruppe die Histon-Tails durch flexible Ketten aus Kugeln ersetzt
[54]. Die Resultate dieses ,Protein bead“-Modells stimmen besser mit experimentel-
len Ergebnissen bezulglich der Energien und des Sedimentationskoeffizienten uber-
ein. Allerdings sind die simulierten Ketten nur 12 Nukleosomen lang und berucksich-

tigen nicht den Effekt des Linker-Histons.
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(b) (c)
niedrige Salzkonzentration niedrige Salzkonzentration
mit H1 ohne H1

Abb. 1.5. (a) zeigt ein vom Autor zur Kristallstruktur des Nukleosoms hinzugefligtes H1 Histon
aus Pollard et al. [1]. Das Linker-Histon befindet sich zwischen der eingehenden und ausgehen-
den Linker-DNS. In (b) und (c) sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von Chromatinstran-
gen bei niedriger Salzkonzentration zu sehen. Bei Anwesenheit von H1 (b) bilden sich kompak-
tere und regelmafigere Strukturen, die einer Perlenkette dhneln [4]

1.2.4 Linker-Histon

Genauere Untersuchungen des bei den Verdauungsexperimenten gefundenen
Chromatosoms zeigten, dass 20 der 166 Basenpaare an einem weiteren Histontyp,
dem Linker-Histon, gebunden sind [16, 17]. Dieses besteht aus einer konservierten,
zentralen, ~80 Aminosauren-langen, globularen Domane und zwei stark positiv gela-
denen Enden. Diese Sequenz ist sehr variabel, so dass in Sdugetieren mindestens
sieben Untertypen bekannt sind. Vogel besitzen dagegen statt H1 das Histon H5 so-

wie entsprechende Varianten.

Verschiedene Experimente lassen darauf schlie3en, dass H1 sich auf der Oberflache
des Nukleosoms befindet [55] und die globulare Doméane zentral symmetrisch zwi-
schen der einlaufenden und auslaufenden DNS liegt (Abb. 1.5) [11]. Dabei werden
jeweils mindestens 10 bp der DNS gebunden [56, 57]. Ihre Ladung wird durch H1
neutralisiert, welches mit 58 Elementarladungen stark positiv geladenen ist [58]. Ak-
tuellere Experimente, bei denen chemisches Vernetzen verwendet wurde, haben
allerdings eine asymmetrische Position der globularen Domane von H5 bestimmt.

Dabei liegt das Linker-Histon unter der das Nukleosom verlassenden DNS [59, 60].
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Die exakte Lage des Linker-Histons ist also immer noch Gegenstand der wissen-

schaftlichen Diskussion [61].

Abb. 1.5 verdeutlicht die wichtige Rolle des Histon H1 bei der Kompaktierung des
Chromatins. So fuhrt die Anwesenheit von H1 zu wesentlich kompakteren und re-
gelmaligeren Strukturen [9, 62]. Knock-out Experimente in Hefezellen und Eliminati-
on des einzigen H1-ahnlichen Proteins in Xenopus, lassen allerdings darauf schlie-
Ren, dass H1 nicht unbedingt fiir die Kompaktierung oder fiir das Uberleben der Zel-
len notwendig ist [63, 64]. Neuere Studien mittels Elektronen- und Rasterkraftmikro-
skopie bekraftigten den Einfluss des Histon H1, welches den Offnungswinkel der

eingehenden und ausgehenden DNS reduziert [65-67].

Experimente mit Huhnererythrozyten [9, 68] zeigen, dass Linker-Histon und gebun-
dene DNS eine stammformige Struktur bilden, das Stamm-Motiv, bei der die DNS
sich erst im Abstand von 8 nm von der Achse des Nukleosoms trennt (Abb. 1.6). In
Abwesenheit des Linker-Histons wird kein solches Stamm-Motiv beobachtet. Der
Offnungswinkel ist aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen der DNS
von der Salzkonzentration abhangig [69] und betragt bei physiologischer Salzkon-

zentration ca. 45° (vgl. 3.1). Die exakte strukturelle sowie genregulierende Rolle von

H1 ist nach wie vor unklar.

Abb. 1.6. Aufnahmen von Hihnererythrozyten mit (b, f-i) und ohne (c) Linker-Histon in niedrigen
Salzkonzentrationen, die mit Cryo-Elektronen-Mikroskopie von Bednar et al. [9] erstellt wurden. Die
Pfeile in (b,f-i) markieren den Nukleosomen-Stamm, der sich nur bei vorhandenem Linker-Histon
bildet. Ansonsten gehen die beiden verbindenden DNS-Strénge sofort auseinander (c).
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1.2.5 Linkerlange und Repeatlange

Die Nukleosomen bilden die fundamentale Einheit der Chromatinfiber, welche sich in
nahezu regelmafligen DNS-Abstanden wiederholt. Die Nukleosom-Repeatlange, ist
fur jeden Zelltyp charakteristisch und wird deshalb in der Biologie als grundlegende
Einheit verwendet. Sie ist definiert als die mittlere Anzahl der Basenpaare, welche
zwei benachbarte Nukleosomen voneinander trennt. Generell kdnnen sich Repeat-
langen Uber einen Bereich von 157-240 bp erstrecken, typischerweise liegen sie je-
doch im Bereich 190-220 bp (Tabelle 1.1).

Verschiedene Experimente bestimmten die Repeatlange unterschiedlicher Organis-
men. Sie lassen vermuten, dass einige Repeatlangen bevorzugt in der Natur vor-
kommen, wahrend andere gar nicht auftreten. Dabei wurden Di- und Trinukleosome
sowie langere Chromatinketten verschiedener Spezies mit Lichtstreuung, Raster-
kraftmikroskopie [68], analytischer Ultrazentrifugation [70, 71], Cryo-EM [65] und
elastischer Neutronenstreuung [72] untersucht. Widom [73] fasste diese Ergebnisse
zusammen und untersuchte die Verteilung der Repeatlangen systematisch. Dadurch
konnte er demonstrieren, dass bestimmte Repeatlange in festen Abstanden beson-
ders haufig vorkommen, andere gar nicht. Das bedeutet die Repeatlange ist quanti-
siert. Dabei ensprach die Repeatlangenperiode gerade der helikalen Steigung der
DNS von 10 bp bzw. Vielfachen davon. Insbesondere legt dies die Vermutung nahe,
dass auch die Linkerlangen quantisiert sind, wie es verschiedene Verdauungsexpe-
rimente vermuten lassen. So fand man bei der Verdauung von Chromatin mit DNase
| + Il zwei verschiedene Bandensatze im Gel, die jeweils einen Abstand von 10 bp

besallen und gegeneinander um 5 bp verschoben waren [74-76].

zelityp Repeatlange
Tabelle. 1.1. COS.7 o
Ubersicht  (ber
die Repeatlan- HelLa 192
gen einiger be-
kannter  Zellty- Rattenleber 200
pen. Huhnererythrozyten 212

Seeigel-Sperma 220
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Ahnliche Banden im Abstand von 10 bp wurden bei der Verdauung von Dinukleoso-
men eines anderen Organismus gefunden [77]. Ein weiteres Experiment, bei dem die
Dinukleosome mit Mikroccocus Nuklease erzeugt und die DNS-Enden an den Chro-
matosomen mit Hilfe von Exonuklease Il und S1 Nuklease exakt entfernt wurden

[75], zeigte ebenfalls bevorzugte Banden im Abstand von 10 bp.

Ein Ziel dieser Arbeit besteht darin, die strukturelle Basis dieser Quantisierung ge-
nauer zu untersuchen.
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Abb. 1.7. Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer Chromatinfiber aus Alberts et al
[4]. Bei physiologischen Salzkonzentrationen I&sst sich die die Struktur der Fiber aufgrund
der hohen Kompaktierung nicht eindeutig bestimmen (a), (b). Bei niedrigen Salzkonzent-
rationen entfaltet sich die 30-nm-Fiber und nimmt die Form einer ,Perlenschnur (c) an.
Abbildung (b) und (c) wurden mit der gleichen VergréRerung aufgenommen.
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1.3 Die 30-nm-Chromatinfiber

Die Titration von Chromatin, beginnend bei niedriger monovalenter Salzkonzentration
von 10 mM zu physiologischen Salzkonzentrationen von 100 mM oder héher, fihrt
zu einer progressiven Faltung der ,Perlenketten“-Struktur des 10-nm-Filaments [13-
15, 62] in eine kompakte Fiber mit einem Durchmesser von ca. 30 nm [12, 55, 78].
Diese wird als 30-nm-Chromatinfiber bezeichnet (Abb. 1.7) [79]. Obwohl die Struktur
des Nukleosoms durch Rontgenkristallographie bis zur atomaren Auflésung von 1,9
A [6] bekannt ist, wird die prazise Anordnung der Nukleosomen innerhalb der Chro-
matinfiber nach wie vor kontrovers diskutiert [11, 12, 55, 80, 81]. Einzig die Lage des
Linker-Histons, dessen Anwesenheit die Kompaktierung in die 30-nm-Fiber unter-
stutzt [9, 62], aber dafur nicht zwingend notwendig ist, konnte bisher ermittelt wer-
den: Immunologische Reaktionen [82], bei denen proteolytische Enzyme an der
Oberflache der Fiber angreifen, fuhrten nicht zu einer Zersetzung von H1 oder H5.
Folglich mussen sich die Histone geschutzt im Inneren der Fiber befinden. Diese Po-
sition wird auch von Neutronenkleinwinkelktreuung [83] an verschiedenen Chroma-
tinfibern, die mit normalem bzw. deuteriertem H1 rekonstituiert wurden, bestatigt.
Nachdem die Streumuster der beiden Fibern zunachst Gbereinstimmen, lasst sich ab
einem bestimmten Grad der Deuterierung des Losungsmittels, ausschlieBlich die
Streuung des deuterierten H1 messen. Aus den unterschiedlichen Gyrationsradien
wurde ermittelt, dass H1 ca. 6 - 6,5 nm von der Fiberachse entfernt ist, wahrend die

Distanz des Nukleosoms mit ca. 11,5 nm deutlich gréf3er ist.

Um die gesamte Struktur experimentell zu bestimmen, muassen im Wesentlichen zwei
Herausforderungen bewaltigt werden [12]. Zum einen handelt es sich bei 30-nm-
Chromatinfibern um sehr lange, irregulare und dicht gepackte Strukturen, die z.B. bei
tomographischen EM-Analysen nur wenig Kontrast zeigen. Zum anderen bewirken
die ionischen Bedingungen, welche die Faltung der 30-nm-Fiber stabilisieren, gleich-
zeitig deren Aggregation. Diese kann einsetzen bevor Strukturparameter wie der Se-

dimentationskoeffizient ihre Titrationsendpunkte erreichen [55, 78].
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(@)
Solenoidmodell
(Finch & Klug)
1976

Crossed-Linker-Modell
(Woodcock et al.)

1993 Abb. 1.7. Visualisierung des
Solenoid-Modells (a) und
des Zickzackmodells bzw.
»Crossed-Linker“-Modells (b)
aus Pollard et al. [1]. Die
Sicht von oben verdeutlicht,
dass beim Zick-Zack-Modell
gegeniber liegende Nukleo-
somen durch gerade Linker-
DNS verbunden sind, wah-
rend beim Solenoid-Modell
die Linker-DNS gebogen
sein muss, um benachbarte
Nukleosomen zu verbinden.

1.3.1 Modelle der Chromatinfiber

Wahrend der letzten Jahrzehnte konnten mittels Elektronenmikroskopie [62, 79, 84-
91], Rontgen- und Neutronenstreuung [83, 92-94], elektrischem und photochemi-
schem Dichroismus [95-97], Sedimentationsanalysen [98-101], Nuklease Verdauun-
gen [16, 102, 103] und Rontgenkristallographie [6-8, 104, 105] Hinweise auf die
Struktur der 30nm Fiber gesammelt werden. Die daraus konstruierten Modelle lassen
sich in zwei Klassen gliedern, welche nach wie vor kontrovers diskutiert werden [11,
12, 55, 80, 81]: das Solenoidmodell [55, 62, 79, 80] und das Zickzackmodell bzw.
»Crossed-Linker“-Modell (Abb. 1.8) [9, 69, 106-110].

Das Solenoidmodell beruht im Wesentlichen auf Daten der Elektronenmikroskopie
und der Lichtstreuung. Dabei nimmt die Chromatinfiber eine helikale Struktur aus
aufeinander folgenden Nukleosomen an, deren flache Seiten nahezu parallel zur
Langsachse der Fiber ausgerichtet sind. Die DNS-Eingangs- und Ausgangspunkte
zeigen nach innen zur Achse des Solenoids. Um zwei Nukleosomen zu verbinden,
muss die Linker-DNS nach innen gebogen werden, wodurch substanzielle Energie-
kosten entstehen. Die Zickzackmodelle kommen ohne diesen zusatzlichen Energie-

aufwand aus, da angenommen wird, dass eine gerade Linker-DNS zwei einander
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gegenuber liegende Nukleosomen verbindet. Im dreidimensionalen Raum beschreibt
die Linker-DNS einen Zickzackpfad.

Obwonhl aktuelle elektronenmikroskopische Untersuchungen neue Hinweise auf das
Solenoidmodell gaben [111], unterstitzt die Mehrzahl der Experimente die Zick-
zackmodelle. So wurde mit Hilfe der Cryo-Elektronenmikroskopie [9, 65] bei niedriger
Salzkonzentration zickzackformiges Chromatin beobachtet, welches sich bei physio-
logischer Salzkonzentration kompaktiert und eine groRe Ahnlichkeit zu dem Zick-
zackmodell von Woodcock et al. [69] aufweist. Auch Bilder aus der Rasterkraftmikro-
skopie bestatigen diesen Eindruck [68, 107]. Massenbelegungsdichte, Offnungswin-
kel der Linker-DNS und andere strukturelle Parameter, die durch Rasterkraftmikro-
skopie [68, 107], Neutronenstreuung und Rastertunnelelektronenmikroskopie
(STEM) [93] bestimmt wurden, bestatigen die Zickzackmodelle. Daten Uber die Aus-
richtung der Linker-DNS und der Nukleosomen aus photochemischen Dichroismus-
Messungen [97] sowie die Verteilung der DNS-Fragmentlange von Fibroblasten, wel-
che durch ionisierende Strahlung erzeugt wurden [112], sprechen gegen das Sole-
noidmodell. Neue Ergebnisse aus Elektronenmikroskopie- und Verdauungsexperi-
menten von Oligonukleosomen weisen deutlich auf eine Zickzackstruktur hin [38].
Insbesondere zeigt die kirzlich veroffentlichte Réntgenkristallstruktur eines kompak-
ten Tetranukleosoms [8] bei einer Aufldsung von 9 A einen Zickzackpfad zwischen
den Nukleosomen, der nicht mit der Form eines Solenoidmodells vereinbar ist. Auch
die geometrischen Modelle in unserer Arbeitsgruppe, welche auf dem Tetranukleo-

soms basieren, entsprechen dem Crossed-Linker-Modell.

Dennoch ist die interne Struktur der dichten 30-nm-Chromatinfiber aufgrund der oben
erwahnten Problematik noch nicht vollstandig geklart. Fir das Verstandnis der Gen-
regulation und der Epigenetik ist die Struktur der Chromatinfiber sowie ihre Verande-
rungen bei ihrer Faltung im Interphase- oder Metaphase Chromosom von fundamen-
taler Bedeutung. Die essenziellen Mechanismen von Kondensation, Dekondensation
und Remodellierung des Chromatins involvieren Streckung, Biegung und Torsion der
30-nm-Fiber und sind deshalb von ihrer Flexibilitat abhangig. Entsprechende charak-
teristische Strukturparameter wurden kurzlich mit Hilfe von Mikromanipulations- und
Einzelmolekultechniken gemessen. Ein Ziel dieser Arbeit ist es, mit Hilfe von Compu-
tersimulationen solche Strukturparameter wie Massenbelegungsdichte, Persistenz-

lange, Streckmodul und Sedimentationskoeffizient vorauszusagen und durch den
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Vergleich mit den experimentellen Ergebnissen grundlegend zum Verstandnis der

30-nm-Fiber beizutragen.

1.3.2 Massenbelegungsdichte und Sedimentationskoeffizient

Neben dem Durchmesser der 30-nm-Chromatinfiber sind die Massenbelegungsdich-
te und der Sedimentationskoeffizient wichtige strukturelle Parameter, welche die
Kompaktierung der Chromatinfiber charakterisieren. Die Massenbelegungsdichte ist
das Verhaltnis aus der Anzahl der Nukleosomen zur Konturlange der Fiber. Aus his-
torischen Grunden, die ihren Ursprung in den Streumaxima der ersten Ront-
genstreuexperimente der 30-nm-Fiber haben [113, 114], wird sie als Nukleosomen
pro 11 nm angegeben, wobei 11 nm als Steigung der Fiber angenommen wird [11].
Neben Neutronen- und Rontgenstreuung lasst sich die Massenbelegungsdichte auch
mit Lichtstreuung, analytischer Ultrazentrifugation und Rastertunnelelektronenmikro-
skopie (STEM) messen [11]. Dabei ergibt sich bei physiologischer Salzkonzentration
ein Wert zwischen 5-7 Nukleosomen pro 11 nm und einem Durchmesser von 30 nm
[11]. Eine Ausnahme von diesem Konsensus sind STEM Messungen bei 150 mM
Na+ von 12 Nukleosomen pro 11 nm [86], allerdings sind die verwendeten Hihnere-
rythrozyten bekanntermalien bei diesen Salzkonzentrationen nicht stabil, so dass

Aggregatbildung der Grund flr diese hohen Werte sein kann.

Huhnererythrozyten wurden auch von Gerchman und Ramakrishnan [93] in aktuelle-
ren STEM- und Neutronenstreuungsexperimenten bei verschiedenen Salzkonzentra-
tionen verwendet. Dabei zeigte sich ein Anstieg der Massenbelegungsdichte bei
steigender lonenkonzentration, der einen Sattigungswert zwischen 6 und 7 Nukleo-
somen pro 11 nm bei physiologischen Bedingungen erreicht. Ein Ubergang zwischen
der 10-nm und 30-nm-Fiber wurde nicht beobachtet. Dagegen ergaben andere Ar-
beiten, die im Gegensatz zu Gerchman et al. keine stabilisierenden Reagenzien wie
Spermin oder Spermidin verwendeten, geringere Werte von 4,2 Nukleosomen pro 11
nm bei 70 mM NacCl [115].

Der Sedimentationskoeffizient hangt bei gleich bleibender molekularer Masse im
Wesentlichen von der Reibung der betrachteten Oligonukleosomkette ab und ermdg-
licht somit Rickschlisse auf deren Kompaktierung. Typischerweise wird der Sedi-

mentationskoeffizient mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifugation bestimmt. Hansen
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et al. [116] konnten mit dieser Methode zeigen, dass sich bei steigender Salzkon-
zentration der Sedimentationskoeffizient von 29 S bei 10 mM NaCl auf ca. 35 S bei
100 mM NaCl erhoht. Dabei geht das Chromatin von einer ausgedehnten zu einer
kompakteren Form Uber. Von theoretischer Seite wurden diese Daten kaum behan-
delt oder reproduziert. Nur die Gruppe Sun et al. konnte in kudrzlich veréffentlichten
Computersimulationen mit Hilfe des DiSCO-Modells (vgl. 1.2.3) und flexiblen Ketten
als Histon-Tails eine gute Ubereinstimmung mit dem Experiment erzielen [54].

1.3.3 Persistenzlange und Streckmodul

Die Flexibilitat einer Polymerkette kann durch die Biegepersistenzlange L, charakte-
risiert werden, welche als Korrelationslange der Tangentenvektoren an die Ketten-
achse definiert ist. FUr die 30-nm-Chromatinfiber ist dieser Wert umstritten. Experi-
mente, Simulationen und Theorie weisen auf einen Wert in einen grof3en Bereich
zwischen 30 nm und 260 nm hin. Kleine Werte von L, = 30 - 50 nm wurden in Ras-
terkraftmikroskopieanalysen (SFM) des End-zu-End-Abstandes bestimmt, bei der
sich die Chromatinfiber auf einer Glimmeroberflache befand [117, 118]. Hierbei muss
beachtet werden, dass die mit SFM bestimmte Persistenzlange stark von den Bin-
dungsbedingungen der Fiber auf dem Glimmer abhangt [119]. Die Verwendung von
optischen Pinzetten zur Streckung von Chromatinfibern bei niedrigen Salzkonzentra-
tionen ergaben L, = 30 nm [120], allerdings werden keine Werte fur physiologische
Salzkonzentrationen angegeben. Geringe Persistenzlangen L, = 30 — 50 nm postu-
lierte man auch aus Rekombinationsfrequenzen in humanen Zellen [121] und For-

maldehyd-Vernetzungswahrscheinlichkeiten in Hefe [122].

Andere Gruppen bestimmten steifere Fibern mit einer Persistenzlange im Bereich
von 100 — 200 auf der Basis von Abstandsverteilungen fur genetische Markerpaare
in humanen Fibroblastkernen [123-125]. Auch aktuellere experimenten in Sprosshefe
(S. cerevisiae) mit Hilfe von in situ Hybridisierung und Videomikroskopie [126] stim-
men mit diesen Werten uberein. Steifere Fibern im Bereich von L, = 200 — 250 nm

werden von Computersimulationen von Mergell et al. vorausgesagt [127].

Cui und Bustamante [120], Bennink et al. [128], Brower-Toland et al. [129] und Leuba
et al. [130] untersuchten kirzlich die mechanischen Eigenschaften der Chromatinfi-

ber mit Hilfe von Streckexperimenten. Wahrend flur Krafte kleiner als 10 — 20 pN kein
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Strukturibergang beobachtet wird, bewirkten Krafte Gber 20 pN eine Ablésung der
Nukleosomen von der Chromatinkette. Allerdings sind physikalische Gro3en wie der
Streckmodul der Chromatinfiber noch Gegenstand der wissenschaftlichen Diskuss-
ion. Durch Streckexperimente mit optischen Pinzetten an einem mit Nukleosomen
assemblierten Lambda-Phagen-DNS Extrakt, gelang es Bennink et al. [128] ein
Streckmodul von 150 pN bei einer Salzkonzentration von 150 mM NaCl zu bestim-
men. Computersimulationen weisen auf ein Streckmodul in einem weiten Bereich
zwischen 60 — 240 pN hin, wobei dieser von der Salzkonzentration und der Fiber-

geometrie abhangt [127].



Kapitel 2
Physikalische Grundlagen

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick tiber die grundlegenden Konzepte der Polymer-
physik und Prinzipien der Monte-Carlo-Methode. Dabei handelt es sich um die theo-
retischen Grundlagen fur die Simulationen und deren Auswertung. Zunachst werden
die typischen Modelle fur Polymerketten aus der statistischen Physik behandelt. An-
schliefend wird auf den, in den Simulationen verwendeten, Monte-Carlo-Algorithmus

von Metropolis eingegangen.

2.1 Polymerphysik

Die folgenden Ausflhrungen basieren im Wesentlichen auf den Lehrblchern von Doi
und Edward [131], Grosberg und Khokhlov [132] und Flory [133].

2.1.1 Ideale Zufallskette (freely jointed chain)

Modelle einer Polymerkette erlauben es, fundamentale entropische Eigenschaften
von Makromolekulen zu charakterisieren. Das einfachste Modell ist die ideale Zu-
fallskette (freely jointed chain). Sie besteht aus N+1 Knoten mit den Ortsvektoren
{R}= (Iio, ...,Ry) und N starren Segmenten {7} = (¥, ... , %) der konstanten Lan-
ge b, welche an ihren Verbindungsstellen frei drehbar sind. Es gilt der Zusammen-

hang:

=)
Il
X
|
A
I
n
—
Z

(2.1)

Die ideale Kette berlcksichtigt keine Wechselwirkung zwischen den Segmenten,

insbesondere keinen Volumenausschluss. Ihre Konturlange betragt Lo = N - b.
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Abb. 2.1.

Skizze einer idealen
Zufallskette.

End-zu-End-Abstand

Zur Charakterisierung einer Kette wird, neben der Konturlange Lo, der mittlere quad-

ratische End-zu-End-Abstand <R? > verwendet. Es gilt:

=

_ _ N
=1

R=R0N=F§N—|§O:Z., (2.2)

i=1 1<i <j<N

2
<§2>:<[iﬁJ >:§:<ﬁ2>+z D <>, (2.3)
i1

wobei der Mittelwert Gber eine hinreichend gro3e Zahl an Kettenkonformationen ge-
bildet wird.

Dagegen ist der Mittelwert des End-zu-End-Abstands <R> ungeeignet zur Be-
schreibung der durchschnittlichen Grolde eines Makromolekils, denn es gilt
<R>=0. Dies folgt aus (2.2), da Mittelung Uber alle Orientierungen r. einer Zufalls-

kette den Erwartungswert <t >=0 ergibt.

In einer idealen Zufallskette sind die Richtungen der Segmente nicht korreliert, so
dass alle Winkel zwischen den Vektoren . und r; (i # j) mit der gleichen Wahrschein-
lichkeit vorkommen, d.h.:

- —

<f T >=b’<cosv; >=0. (2.4)

Weiter gilt <Fi2 > =b? , so dass fiir den End-zu-End-Abstand einer idealen Kette aus

(2.3) folgt:

<R?>=N-b2, (2.5)
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Der End-zu-End-Abstand R =<R? >"2~N"2b einer langen idealen Kette (N>>1) ist
wesentlich kleiner als ihre Konturlange Lo = N-b. Die Kette ist typischerweise also im
thermodynamischen Gleichgewicht nicht gestreckt, sondern hat die Form eines ,Zu-
fallsknauels®.

Eine spezifischere Charakterisierung der mittleren Grol3e eines Polymers erhalt man
durch die Wahrscheinlichkeitsverteilung PN(Ii) des End-zu-End-Vektors einer Zu-
fallskette mit N Segmenten. Der End-zu-End-Abstand R ist die Summe von N unab-
hangigen, zufallig orientierten Segmentvektoren r . Interpretiert man R als Zufallsva-

riable, dann besitzt diese nach dem Zentralen Grenzwertsatz der Wahrscheinlich-

keitstheorie fur grof3e N eine Gauldverteilung:

. 3 a2 3R
Py(R) = (——— exp| — ) 2.6
VR = (1) p( 2Nb2j (2.6)

)3/2

Der Faktor (%sz ergibt sich aus der Normierungsbedingung .[PN(Ii)d‘% R=1.
T

Aus dieser Verteilung lassen sich alle Momente berechen [132]:

<R?) > = [ (R®) Py(R) R = (sz)“[1 '3""'(2””)]

n

(2.7)

Da die GauRverteilung eine gerade Funktion ist, sind die Mittelwerte der ungeraden

Potenzen < (R)*™'

(2.5)

> Null. Fir das zweite Moment erhalt man Ubereinstimmen mit

<(R*)'>=[ (R*)' Ry(R) d°R = Nb’.

Es sei noch bemerkt, dass sich mit Hilfe von (2.7) unmittelbar die relative Fluktuation

von R? bestimmen lassen:

<(§2—<§2>)2>_<§4>—<§2>2_2 28
<R?>?2 - <R?>?2 3’ (.8)

Damit sind die Fluktuationen von R? in der GrolRenordnung des Mittelwerts, d.h. es

handelt sich um ein stark fluktuierendes System.
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Gyrationsradius

Ein anderer wichtiger Strukturparameter ist der Gyrationsradius s. Bei gleichen Mas-

sen der betrachteten Molekulgruppen bzw. Atome wird er durch:

N
=0 — §.2
m(N+1) N+1;‘ !

(2.9)

berechnet. Dabei definieren die s, die Abstandsvektoren der Atome vom Schwer-

punkt des Systems.

Das Theorem von Lagrange [133] setzt den Schwerpunkt eines Systems von Mas-

sen in Relation zu ihren gegenseitigen Abstanden. Es gilt:

;01
}

r

Flr die ideale Zufallskette gilt:
., o

so dass sich der mittlere quadratische Gyrationsradius zu:

AN

(2}

\
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(N + 1)2 i=0 j=0

ergibt. Mit Hilfe von Vollstandiger Induktion kann man zeigen:

Nb2 6 (N+1)

<s?> 1 (N+2)

Flr n — « erhalt man unter Verwendung von (2.5):

<s’> 1
lim 75 = — .
N— oo <R 6

(2.10)

(2.11)

(2.12)

(2.13)

(2.14)
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Das bedeutet, dass der Gyrationsradius und der mittlere quadratische End-zu-End-
Abstand in einem konstanten Verhaltnis zueinander stehen und nur verschiedene

Male fur dieselbe Eigenschaft einer Polymerkette sind.

2.1.2 Kuhnlange Lgunn

Neben der idealen Zufallskette existieren noch weitere Modelle, wie z.B. das Gaul3-
sche Kettenmodell. Dabei sind die Segmentlangen nicht konstant, sondern besitzen
eine Gaullsche Wahrscheinlichkeitsverteilung, deren Erwartungswert gerade der
Segmentlange b entspricht. Ein analoges Modell betrachtet die Polymerkette als eine
Verknupfung von elastischen Federn. Beide Ansatze fihren zum bereits bei der idea-

len Zufallskette beobachteten Skalierungsverhalten des mittleren quadratischen End-

zu-End-Abstands <R%? > ~N .

Nachteil dieser Modelle ist, dass keine intrinsische Steifigkeit berucksichtigt wird.
Deshalb ist es notig die Steifheit einer Polymerkette zu parametrisieren. Eine solche
Parametrisierung ist die Kuhnlange Lkunn . Eine reale Kette der Lange Lo wird dabei
von N’ hypothetischen Segmenten der Kuhnlange Lkunn beschrieben, die analog zur
idealen Zufallskette frei drehbar sind. Dabei mussen folgende Bedingungen erfullt

werden:
N’ Lkunn = Lo, (2.15 (a))
N’ (Lkun)? = <R? > (2.15 (b))

Experimentell I&sst sich die Kuhnlange durch die Messung des mittleren End-zu-End-

Abstands und der Konturlange aus (2.15) mittels Lgynn = < R2 > / Lo berechnen, falls
Lo >> Lkunn- Ist dagegen die Kuhnlange eines Polymers bekannt, so erhalt man den
korrekten End-zu-End-Abstand, indem das Polymer durch eine ideale Zufallskette mit

der Kuhnlange als Segmentlange approximiert wird.
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2.1.3 Wurmartige oder persistente Kette (WLC)

Der Nachteil der Kuhnlange besteht darin, dass sie nur im Bereich Lo >> Lgynn realis-
tische Werte fur den End-zu-End-Abstand liefert.

Dieses Problem wird durch die wurmartige (wormlike) bzw. persistente Kette beho-
ben, die auch als Porod-Kratky-Modell bezeichnet wird. Hierbei wird das Polymer als
ein gerader, relativ steifer Stab behandelt, der aus einem kontinuierlichen, homoge-

nen, isotropen Material besteht.

Biegeelastizitat

Sei Ii(s)die Position eines Punkts auf einer Polymerkette bei der Konturlange s, wo-

bei diese Kette eine konstante maximale Konturlange Lo hat. Fur die Biegeenergie

eines Stabes gilt:

1 rNETAS
Ugiege = EDBiege I dS(a—Sj : (2.16)
0

wobei u(s) der normierte Tangentenvektor an die Kette im Punkt s ist und Dgiege der
Biegemodul. Im Warmebad ist die Verteilungsfunktion W(u) gegeben durch die
Boltzmann-Verteilung:

U, Deioge 2, (90
P(@) ~ exp| ——2e | - oxp| 1 —Bo% [ds 24 . (2.17)
kT 2 kgT Js

0

Far kleine s Iasst sich aus dieser Gleichung zeigen [131]:

< (li(s)—-t(0))’ > =2 ke T . (2.18)

Biege

woraus fur die Korrelation folgt:

<ii(s) - §(0) > = exp(— BT _s) = exp(—-2), (2.19)
Biege Lp
D..
mit L = —2e%e (2.20)
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Dies bedeutet, dass die Korrelation der Orientierungen zwischen zwei Punkten einer
Fiber exponentiell mit wachsendem Abstand abfallt. Die Korrelationslange L, ist ein
charakteristischer Parameter fur die Biegeflexibilitat des entsprechenden Polymers
und wird als dessen Persistenzlange bezeichnet. Dieser Teilabschnitt der Lange L,
des Polymers kann sozusagen als steif betrachtet werden. In analoger Weise lasst

sich auch eine Persitenzlange der Torsion definieren.

Fiar den End-zu-End-Abstand gilt im kontinuierlichen Fall analog zu (2.2)

R= [ () ds. (2.21)
0
Damit erhalt man analog zu (2.3):
- Lo Lo
<R?> = [ds [ ds'<i(s)u(s')>. (2.22)
0 0
Einsetzen von (2.19) ergibt:
Lp s '

<R?>=2 Ids I ds'exp(- >
0 0 L

). (2.23)
p

Nach Integration folgt [133].:

p p 0

- L
<R2>=2L|D2 I'—0—1+exp(—|'—° =2L, L, | 1-—+ 1—exp(—L—°) . (2.24)
L L L L,

Diese Formel wird auch als Porod-Kratky-Gleichung bezeichnet.

Fir die beiden Grenzfalle von (2.24) gilt:
(i) <R?>> L%  firl,>> Lo
(i) <R®*>— 2L, L, fiirLo>> L,

Fall (i) zeigt, dass kurze Molekulle nur schwer zu biegen sind und ihr End-zu-End-

Abstand praktisch mit ihrer Konturlange Ubereinstimmt.
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Fall (ii) stimmt mit der idealen bzw. Gaulischen Kette Uberein, falls als Segmentlange

b im idealen Modell die doppelte Persistenzlange verwendet wird:

<|i2>:NbZ:"—°(2Lp)2 =L (2L,) = Lo Lxynn- (2.25)

(2L,)
Folglich verhalt sich eine lange wurmartige Kette wie eine ideale Zufallskette, bei der
die Segmentlange bzw. die Kuhnlange gerade der doppelten Persistenzlange ent-
spricht. Anschaulich kann dieser Faktor 2 als Hinweis interpretiert werden, dass sich
die Erinnerung an die Segmentorientierung sich in zwei entgegen gesetzte Richtun-

gen ,ausbreitet”.

2.2 Monte-Carlo-Verfahren

Die nachfolgenden Ausfuhrungen orientieren sich hauptsachlich am Lehrbuch von

Binder und Heermann [134].

Unter Monte-Carlo-Verfahren versteht man Methoden, bei denen eine reprasentative
Stichprobe eines Ensembles berechnet wird. Dabei werden Prinzipien der Wahr-
scheinlichkeitsrechnung und der Statistik angewendet, um komplexe Probleme nahe-
rungsweise zu lésen. Da die Verwendung von Zufallszahlen ein wesentliches Ele-
ment dieser Verfahren ist, nennt man sie in Anlehnung an die bekannte Glucksspiel-

metropole Monte-Carlo-Verfahren.

Eine typische Anwendung von Monte-Carlo-Verfahren ist die Berechnung von Integ-
ralen. Deshalb werden sie haufig in der statistischen Physik eingesetzt, um etwa Er-
wartungswerte von Observablen zu bestimmen. Eine Observable ist in der Physik
der formale Name einer MessgroRRe. Ist p(x) die Wahrscheinlichkeitsdichte, welche
das statistische Gewicht einer Konfiguration x im Phasenraum Q beschreibt, so ist

der Mittelwert der Observablen A(x) definiert als:

(A())=[ dXp(X) A(X) - (2.26)
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Ist H(x ) die Hamiltonfunktion bzw. der Hamiltonoperator, die den Phasenraum Q be-
schreibt, dann ist im kanonischen Ensemble bei thermodynamischem Gleichgewicht

das statistische Gewicht durch den normalisierten Boltzmannfaktor

p(X) =%exp(H(>?)/kBT) : (2.27)
mit der Zustandssumme Z= jd)‘( exp(H(x)/kgT) gegeben.
Q

In diesem Fall folgt aus (2.26):
(AX))= i dx p(X) A(X) :% i dx exp(H(X)/kgT) A(X) . (2.28)

2.2.1 Simple Sampling

Das Gesetz der groRen Zahlen besagt nun, dass A(X)als empirisches Mittel berech-
net werden kann, indem zuféallig eine statistische Probe von N Konformationen
{X4,..,Xy} des Phasenraums gemaf der Wahrscheinlichkeitsverteilung p(x ) gezogen

wird:

i exp(H(X;)/kgT) A(X;)

(A(X)) = % [dx exp(H(X)/kT) A(X) =~ = (2.29)
Q

iexp(H(ii)/kBT)
i=1

Das Hauptproblem besteht darin, dass das statistische Gewicht p(x ), insbesondere
der Normierungsfaktor Z, unbekannt oder nur sehr schwer zu berechnen ist. Beim
Simple Sampling werden aus diesem Grund N Konformationen aus dem Phasen-
raum mit gleicher Wahrscheinlichkeit gezogen und aufsummiert. Bei inhomogen ver-
teilten statistischen Gewichten, welche z.B. bei hoher dimensionalen Integralen hau-
fig vorkommen, ist das Verfahren allerdings ineffektiv. Ursache hierfir ist die fortwah-
rende Summation von insignifikanten Beitragen durch das Ziehen aus den homogen

verteilten Konformationen.
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2.2.2 Importance Sampling

Um dieses Simple Sampling effizienter zu gestalten, ist es sinnvoll die Konformatio-
nen, welche zur Summation beitragen, nicht komplett zufallig zu wahlen. Es sollten
vielmehr diejenigen Konformationen bevorzugt ausgewahlt werden, die auch ent-

scheidend zum Mittelwert beitragen.
Seien {x;} Konformationen des Phasenraums Q, die entsprechend einer Wahr-

scheinlichkeit P(X;) ausgewahlt wurden, dann wird Gleichung (2.29) ersetzt durch:

Zexp )/ksT) AX))/P(X;)
(AR) = = . (2.30)

3 exp(H(X;)/ ks T)/P(%;)
j=1

Eine nahe liegende Wahl fir P(X;) ist P(X;) < exp(H(x;)/kgT) , da sich somit die
Boltzmannfaktoren kiirzen und (2.30) zu einem einfachen arithmetischen Mittel wird:
(% 1
< > = N Z A(X (2.31)
j=1

Das Hauptproblem besteht allerdings darin, ein Verfahren zu finden, welches ein sol-
ches Importance Sampling in der Praxis realisiert. Metropolis et al. [135] gelang es,
ein solches Verfahren zu entwickeln. Sie wahlten dabei aufeinander folgende Kon-
formationen nicht unabhangig voneinander, sondern entwarfen einen Markov-

Prozess', bei dem die nachfolgende Konformation )?j+1 aus den vorangegangenen
Konformation x; mit einer Ubergangswahrscheinlichkeit W(X; —X;,4) konstruiert

wurde. Die Ubergangswahrscheinlichkeit wurde so gewanhlt, dass im Limes N — oo,

die Verteilungsfunktion P(X;), der durch den Markov-Prozess konstruierten Konfor-

mationen, gegen die gewunschte Gleichgewichtsverteilung

' Ein Markov-Prozess ist eine Markov-Kette in stetiger Zeit. Ein Markov-Kette ist ein spezieller sto-
chastischer Prozess, bei dem die Wahrscheinlichkeit eines Zustands t+1 nur von n vorhergehenden
Zustanden abhangt. Ublicherweise betrachtet man Markov-Ketten der ersten Ordnung (n=1), so dass
der zuklnftige Zustand nur vom gegenwartigen Zustand und nicht von den vorherigen Zustanden

abhéangt.
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Pra(%,) = eXp(H(%,) ks T) 232)

konvergiert.

FUr diesen stochastischen Prozess lasst sich eine Kontinuitatsgleichung fir die

Wahrscheinlichkeitsdichten, eine so genannte Mastergleichung, angeben:

oP(x ,t

— —Z[Wx = X))P(X;, 1) = W(X; — X;)P(X,1)]. (2.33)

Xj
Die zeitliche Anderung der Wahrscheinlichkeitsdichte ist die Bilanz der ,zuflieRen-
den“ Wahrscheinlichkeitsstrome aus allen X; in den Zustand X; und der ,abflieBen-
den“ Wahrscheinlichkeitsstrome vom Zustand x; in alle X; .
Im Gleichgewicht verschwindet die rechte Seite der Gleichung. Die Ubergangswahr-
scheinlichkeiten werden nun derart gewanhlt, dass sie die strengere Bedingung des

detaillierten Gleichgewichts erfullen. Dies bedeutet, dass nicht nur die Summe in

(2.33) Null ergibt, sondern jeder einzelne Summand.

Im detaillierten Gleichgewicht wird somit fiir alle x;und X
W(;(J" - ;(J')Peq(;(j"t)z W()_{J - )_{j')Peq()_{j’t) (234)

gefordert. Daraus folgt, dass das Verhaltnis der Ubergangswahrscheinlichkeiten ei-
ner Bewegung X; — X; und der inversen Bewegung X; — X; nur von der Energiean-
derung AH =H(X;)—-H(X;) abhangt:

W()_{] %)ﬁ(j'):Peq(;(j"t)
W(X; = X;)  Pog(X;,t)

=exp(-AH/KgT). (2.35)

Hier ist der entscheidende Vorteil, dass sich die Zustandssumme Z herauskurzt und

nicht mehr berechnet werden muss.

Der kanonische Vorschlag von Metropolis et al. al. [135] lautet:

exp(-AH/kgT), falls AH >0

(2.36)
1, sonst

W()?j e)?j.): {

Es lasst sich zeigen, dass diese Wahl der Wahrscheinlichkeiten das detaillierte

Gleichgewicht erfllt.
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Wird die Funktion W so konstruiert, dass jeder Zustand von jedem anderen Zustand
nach endlich vielen Ubergangen erreichbar ist (Ergodizitat), dann ist die Gleichge-
wichtsdichte eindeutig. Damit konvergiert das Metropolisverfahren gegen das charak-

teristische Gleichgewicht Peq(Y(j), so dass gilt:
1 N
A — 2.37
() = 2 A 237)

wobei die x;nach dem Metropolis-Algorithmus erzeugt werden.

Der Metropolis-Algorithmus lasst sich wie folgt formulieren:

Zunachst wird ein erlaubter Startzustand x, erzeugt.

Nach dem Zufallsprinzip wird ein neuer Zustand ausgewahlt (Monte-Carlo-Schritt).

Die Energie des neuen Zustands wird mit der Energie des alten Zustands verglichen.
Ist die Energie des neuen Zustands kleiner, d.h. AH < 0, so wird der neue Zustand
akzeptiert. Gilt AH > 0, so wird eine Zufallszahl £ aus dem Intervall [0,1] generiert.
Falls & < exp(—AH/kgT), so wird die neu erzeugte Konformation akzeptiert. Ansons-

ten wird sie verworfen und stattdessen die alte Konformation verwendet. Damit ergibt
sich eine Akzeptanzwahrscheinlichkeit flr neu generierte Zustande entsprechend der
Metropolisfunktion (2.36).

Die Schritte 2. und 3. werden solange wiederholt, bis eine ausreichende Anzahl von
Zustanden erzeugt wurde. AnschlieRend erfolgt die Berechnung des Mittelwerts der
Observablen nach (2.27).

Bei dem Algorithmus ist darauf zu achten, dass die physikalischen Parameter unmit-
telbar aufeinander folgender Konformationen im Allgemeinen stark korrelieren. Zur
Auswertung sollten deshalb nur Konformationen verwendet werden, die mindestens
um die Korrelationslange auseinander liegen und somit als unabhangig angesehen
werden konnen. Weiterhin besitzen Konformationen, welche unmittelbar nach der

willkirlichen Ausgangskonformation erzeugt wurden, noch nicht die kanonische Ver-
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teilung P, (X;), sondern ,erinnern® sich an die Startkonformation. Folglich muss zu-

nachst eine bestimmte Anzahl von Konformationen erzeugt werden, die zur Relaxie-
rung bzw. Aquilibrierung des Systems dienen. Diese werden nicht in der Analyse

verwendet.

Die Monte-Carlo-Schritte sind so zu wahlen, dass alle Konformationen mit gleicher
Wahrscheinlichkeit vorgeschlagen werden. Dadurch wird vermieden, dass ein weite-
rer Faktor in die Ubergangswahrscheinlichkeit eingefiihrt wird. Die Generierung des

Zustandes )?J-H aus Zustand ij ist folglich genauso wahrscheinlich wie der umge-

kehrte Vorgang. Damit der Algorithmus gegen das charakteristische Gleichgewicht

Peq(X;) konvergiert, muss die Wahrscheinlichkeit, jede Konformation nach einer end-

lichen Anzahl von Monte-Carlo-Schritten zu generieren, gréRer als Null sein, d.h. der

Algorithmus muss ergodisch sein.



34

2.2 Monte-Carlo-Verfahren




Kapitel 3
Modellierung

Bereits bei der Molekulardynamischen Simulation eines einzelnen Nukleosoms, wel-
ches aus ca. 20000 Atomen besteht, erreichen heutige Computer ihre Grenzen. Eine
Chromatinfiber, die aus mehreren Nukleosomen in Lésung besteht, liegt zurzeit jen-
seits der Anwendbarkeit dieser Methode. Die Herausforderung besteht darin, das
komplexe atomare System der Fiber auf seine wesentlichen Elemente zu reduzieren.
Dabei wird auf atomare Details verzichtet, um aus diesem einfacheren System durch
Brownsche-Dynamik oder Monte-Carlo-Simulation sinnvolle Aussagen zu gewinnen
(coarse graining). Interatomare Wechselwirkungen werden dabei durch effektive Po-

tentiale ersetzt bzw. zusammengefasst.

Grundlage meiner Simulationen ist das von Gero Wedemann im Rahmen seiner
Doktorarbeit implementierte Modell der Chromatinfiber (GW-Modell) [3]. Die Ab-
schnitte 3.1-3.5 geben einen ausfihrlichen Uberblick Uber dessen geometrische Be-

schreibung und die verwendeten Potentiale.

e Allerdings ist das GW-Modell weder in der Lage die Streckung noch die salz-
abhangige Kompaktierung der Chromatinfiber zu beschreiben. Deshalb erwei-
terte ich das Modell in drei wesentlichen Punkten, die in Abschnitt 3.6 - 3.8

dargestellt werden:
e Modellierung einer externen Streckkraft’,

e Entwicklung und Implementierung einer neuen Nukleosom-Nukleosom-

Wechselwirkung zur Simulation der salzabhangigen Kompaktierung,

e Mdglichkeit zur Variation der Anknupfungspunke der Linker-DNS

' Der Programmkode wurde von Maiwen Caudron (EMBL, Meyerhofstrasse 1, Postfach 102209, D-

69117 Heidelberg) im Rahmen eines Praktikums erstellt und von mir Uberarbeitet bzw. verbessert.
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3.1 Geometrisches Modell

Das Modell approximiert die Chromatinfiber durch eine flexible Polymerkette. Die
Form der Nukleosomen wird durch steife ellipsoidférmige Scheiben beschrieben,
wobei entsprechend der Kristallstruktur [6, 7] ein Durchmesser von 11 nm und eine
Hoéhe von 5,5 nm angenommen wird (Abb. 3.1). Die Nukleosomenscheiben sind
durch zwei zylinderformige Segmente verbunden, die der Linker-DNS entsprechen,
wie sie in der Kristallstruktur des Tetranukleosoms [8] beobachtet wurde. Histon H1
bzw. H5 wird durch einen Nukleosomen-Stamm reprasentiert, der den Abstand zwi-

schen Nukleosom-Segment und dem Schwerpunkt des Nukleosom-Zylinders erhoht
[9].

Die Geometrie des Modells entspricht dem “Zwei-Winkel-Modell“ von Woodcock et
al. [69] und van Holde und Zlatanova [68, 107]. Dabei ist die globale Struktur der Fi-
ber durch die folgenden lokalen Parameter festgelegt: der DNS-Linkerlange |, dem
Offnungswinkel o der Linker-DNS-Segmente und dem Torsionswinkel B zwischen
aufeinander folgenden Nukleosomen (Abb. 3.2). Entsprechend der Kristallstruktur
des Nukleosoms [6, 7] wird der Abstand der Anknupfungspunkte der ein- und ausge-
henden Linker-DNS-Segmente auf d = 3,1 nm festgesetzt. Dies erfolgt parallel zur
superhelikalen Achse des Nukleosoms. Experimentelle Werte aus der Cryo-
Elektronenmikroskopie fiir den Offnungswinkel o liegen zwischen 25°- 65° [69] und
zeigen eine starke Abhangigkeit von der Salzkonzentration. Mit der gleichen Metho-
de bestimmten Bednar et. al [65] Offnungswinkel von 56°+19° bei 5 mM NaCl und

(a) Linker-DNS-Segment (b)

Schwerpunkt

Nukleosom- _ _
segment ot Linker-Histon

Abb. 3.1. Die Chromatinfiber wird durch eine flexible Polymerkette beschrieben, wel-
che aus zwei Arten von Segmenten besteht, den Linker-DNS-Segmenten und den
Nukleosom-Segmenten. Bei einem vorhandenen Stamm-Motiv wird die Distanz zwi-
schen Nukleosom-Segment und Schwerpunkt des Nukleosom-Zylinders erhoht.
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Linker-DNS

Debye-
Huckel-
Potential

Gay-Berne-
Potential

Abb. 3.2. Visualisierung der Geometrie basierend auf dem ,Zwei-Winkel-Modell* von Wood-

cock et al.. Eingehende und ausgehende Linker-DNS der Lange | bilden den Offnungswinkel o

und sind eine Distanz d entlang der Nukleosomachse versetzt. Aufeinanderfolgende Nukleoso-

men sind um den Torsionswinkel B gegeneinander verdreht. Die Wechselwirkung zwischen den
Linker-DNS-Segmenten wird durch die Debye-Hlckel-Approximation beschrieben, wahrend die
Nukleosomen Uber das Gay-Berne-Potential interagieren.

39°£11° bei 20 mM NaCl Salzlésung. Mit Hilfe der Elektronen-Cryotomographie und
anschliellender 3D-Rekonstruktion erhielt das gleiche Autorenteam Werte von ca.
85° bei 5 mM NaCl und 35°% 9° bei 80 mM NaCl [9], wobei Diskrepanzen zu den fru-
heren Ergebnissen nicht diskutiert wurden. Aus der Kristallstruktur des Tetranukleo-
soms [8] lasst sich ein Offnungswinkel im Bereich von 45° - 65° Grad bestimmen. Fiir
die meisten Simulationen wurde der Offnungswinkel derart initialisiert, dass sich fiir
die Gleichgewichtsstrukturen ein Wert im mittleren Bereich um 45° fir 100 mM NaCl

ergab.

Die Lange der Linker-DNS und der Torsionswinkel sind durch die helikale Steigung
der DNS, welche 10,5 bp [8] betragt, direkt miteinander gekoppelt. Aus technischen
Grinden und zur genaueren Analyse ihrer Abhangigkeiten, sind beide Parameter in

den Simulationen unabhangig voneinander wahlbar.
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3.2 Diskretisierung

Die Chromatinfiber wird durch eine Polymerkette (Abb. 3.3) approximiert. Die geo-

metrische Lage der einzelnen Segmente wird durch Ortsvektoren r festgelegt und

ihre Orientierung im Raum durch drei orthogonale Einheitsvektoren (f,V.,i ;) mit

u,x f beschrieben. Der Segmentvektor Bi des i-ten Segments ist definiert als

F|, u, ist der normierte Segmentvektor ‘b‘ wobei f senkrecht auf i, steht.
b

b, =|r

i+ i

Abb. 3.3. Kettengeometrie und lokale Koordinatensysteme (f ) welche die relative
Orientierung der Segmente definieren.

Die Winkel a;, Bi und ¥ sind die Eulerwinkel der Transformation des lokalen Koordina-

tensystems (f. V;,U.) in das Koordinatensystem (

). Definiert o die erste

i+17 |+1’ |+1

Eulerrotation um den normierte Segmentvektor u,, dann beschreibt die Summe o; + v;

den Torsionswinkel zwischen Segment i und i+1 und B; den Biegewinkel zwischen

diesen Segmenten (Fig. 3.4).
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Abb. 3.4. Definition des Torsionswinkels t; = o; + v; .Der Vektor E)steht senkrecht auf den

Segmentvektoren U; und U, .

Fir die Lage aufeinander folgender Segmente im thermischen Gleichgewicht gibt es
zwei Moglichkeiten: Entweder sie bilden eine gerade Linie oder sie besitzen eine in-

trinsische Krimmung mit einem Winkel 6, #0° zwischen den Segmenten. Diese wird
durch den Biegevektor Bi definiert, der fur das i-te Segment die Biegung des i+1-ten
Segments im thermischen Gleichgewicht beschreibt (Abb. 3.5). Er ist im lokalen Ko-

ordinatensystem des i-ten Segments definiert und besitzt die Polarkoordinaten (6;

di):

B.:=f sin®, sind, +V, sin®, cos ¢, +. cos 6, (3.1)

Abb. 3.5. Definition des Biegevektors, welcher die Biegung des i+1-ten Segments fur das
i-te Segment im thermodynamischen Gleichgewicht beschreibt. ﬁio+1ist der Segmentvek-

tor im Gleichgewicht.

Bilden aufeinander folgende Segmente im thermischen Gleichgewicht eine Linie, so

gilt fur die Polarwinkel 6,=0°und ¢, =0°. Folglich stimmt der Biegevektor éi mit dem

Segmentvektor U, Uiberein, d.h. B, und U, sind kolinear.
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3.2.1 Diskretisierung der DNS

Die Doppelhelix der Linker-DNS wird durch Verbindungssegmente zwischen den
Nukleosom-Segmenten reprasentiert. Dabei wird die Segmentlange so gewahlt, dass
sie deutlich kleiner als die Persistenzlange der DNS von 50 nm ist. Die einzelnen
Segmente beschreiben somit einen Teil der Linker-DNS, der als geradlinig ange-

nommen werden kann.

3.2.2 Diskretisierung der Nukleosomen

Die Lage und Orientierung der Nukleosomen sind durch den allgemeinen Ortsvektor
des Nukleosom-Kettensegments sowie dessen lokalem Koordinatensystem eindeutig

definiert (Abb. 3.6). Der normierte Segmentvektor u, gibt die Richtung der superheli-
kalen Achse des i-ten Nukleosoms an. Der Vektor v; des lokalen Koordinatensys-

tems weist in die Richtung des Schwerpunkts. Mit dem Versatz d der Anknlpfungs-

punkte der Linker-DNS entlang der superhelikalen Achse und dem Radius Ryuk ergibt

sich der Schwerpunkt éi des Nukleosoms zu:

S, :E+gai +Ryui Vi (3.2)

Aus Experimenten [9, 68, 81, 136] ist bekannt, dass ein Teil der Linker-DNS zusam-
men mit dem Linker-Histon H1 bzw. HS5 eine Einheit bildet, den Nukleosomen-

Stamm. Um diesen in das Modell zu integrieren, lasst sich der Abstand zwischen

Linker-DNS- )
NCP Segment NCP Linker-DNS-

Segment

o

Linker-
Histone

Abb. 3.6. Veranschaulichung der Geometrie des Nukleosoms sowie der Berechnung des
Schwerpunkts.
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dem Schwerpunkt des Nukleosoms und dem Nukleosom-Segment von 5,5 nm auf 8
nm erhdhen (Abb. 3.7). Bei der Berechnung des Schwerpunkts (3.2) muss in diesem
Fall Ryuk durch Res = Rnuk + 2,5 nm ersetzt werden. Uber die Wechselwirkung zwi-
schen Linker-Histonen mit Linker-DNS und Nukleosomen ist bis zum heutigen Zeit-
punkt kaum etwas bekannt, so dass diese nicht im Modell bertcksichtigt wird.

() (b)

NCP NCP Linker-DNS

o Linker-DNS

22 bp
146 bp Linker-Histon 177 bp

Abb. 3.7. Berechung der gebundenen DNS fur Simulationen mit (a) und ohne (b) Stamm. Bei
Simulationen mit Stamm ergibt sich die gebundene DNS als Summe der 146 am NCP gebunde-
nen Basenpaare und der vom Linker Histon gebundenen DNS von 2 x 22 bp. Der Winkel von 63°
berechnet sich unter Berlcksichtigung der Windungszahl aus (2-1,65) 360°/2 = 63° .Bei Simulati-
onen ohne Stamm wird im Modell von zwei ganzen Windungen der DNS um das NCP ausgegan-
gen, so dass 177 bp am NCP gebunden sind.

3.2.3 Linkerlange und Repeatléange

Die Repeatlange setzt sich zusammen aus der Lange der am Nukleosom gebunde-
nen DNS und der Lange der Linker-DNS zum nachsten Nukleosom. Aufgrund der
Roéntgen-Kristallstrukturen von Nukleosomen [6, 7] ist bekannt, dass 146 bp DNS in
1,65 Windungen um das NCP gewunden sind. Einem Nukleosom ohne Stamm ent-
sprechen im Modell folglich zwei volle Windungen DNS mit der Gesamtlange von
177 bp (Abb. 3.7). Aus Restriktionsexperimenten ist bekannt, dass Linker-Histon H1
bzw. H5 mindestens 10 bp auf beiden Seiten bindet [16, 18]. Nimmt man eine gerade
Verbindung vom Austrittspunkt der Linker-DNS am Nukleosom zum ca. 8 nm weit
entfernten Endpunkts des Stamms an [9], ergibt sich fur die Linker-DNS zwischen
Nukleosom und Nukleos-Stamm aus dem Kosinussatz eine Lange von 22 bp. Insge-
samt betragt die am Chromatosom gebundene DNS also 146 bp + 2 x 22 bp = 190
bp. Fur Chromatin aus Rattenleberzellen (Repeatlange 200 bp) ergibt sich somit im
Modell eine freie Linkerlange von 10 bp, falls ein Stamm vorhanden ist, andernfalls

23 bp. Bei Zellen mit kurzen Repeatlangen, z.B. Cos-7-Zellen (Tabelle 1.1), ist die
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Prasenz eines Stamms unwahrscheinlich, da dies zu Linkerlangen von 0 bp flhren
wurde. Bei mittleren und langen Repeatlangen ist typischerweise ein Stamm vorhan-
den, denn das Linker-Histon besitzt eine stabilisierende Wirkung und fuhrt zu einer

héheren Kompaktierung.

Neuere Kristallstrukturen [6, 8] zeigen, dass auch Nukleosomen existieren, die 147
bp DNS in 1,67 Windungen um das NCP aufweisen. Um die Vergleichbarkeit mit al-
teren Daten zu gewahrleisten wird in dieser Arbeit von 146 bp und 1,65 Windungen
ausgegangen. Nur bei dem Projekt zur Aquilibrierung der geometrischen Kristall-
struktur (vgl. 5.3) werden zusatzlich die aktuelleren Werte der Tetranukleosom-

Kristallstruktur [8] von 147 bp und 1,67 Windungen verwendet

3.3 Monte-Carlo-Schritte

Die fur die Simulationen gewahlten Monte-Carlo-Schritte sollen in mdglichst kurzer
Zeit mdglichst viele unkorrelierte Konformationen generieren. Deshalb werden zwei
unterschiedliche MC-Schritte verwendet, die sich bereits in anderen Projekten als

effizient erwiesen hatten [137]: ein Pivot- und ein Rotations-Schritt.

Bei dem Rotations-Schritt (Abb. 3.8a) wird zunachst eine beliebige Achse durch ei-
nen Endpunkt eines Kettensegments gewahlt. Anschlieend wird der kiirzere Teil der
Kette um einen zufallig, aus einem Intervall [-3,+9], gewahlten Winkel um diese Ach-
se gedreht. Bereits fur Gittermodelle wurde die Effektivitat dieses Schritts gezeigt
[138] und spater auf kontinuierliche Systeme verallgemeinert [139]. Dabei erwies sich

ein Wert flr 6 als gunstig, bei dem die Akzeptanzrate im Bereich von 30 % liegt.

Bei dem Pivot-Schritt (Abb. 3.8b) wird eine Rotationsachse durch den Anfangspunkt
eines beliebigen Segments und den Endpunkt eines anderen Segments gelegt. Da-
nach erfolgt eine Rotation der verbindenden Segmente um diese Achse mit einen
zufallig aus dem Intervall [-0,+¢] gewahlten Winkel. Falls das erste oder letzte Seg-
ment der Kette ausgewahlt wird, erfolgt eine zufallige Drehung des jeweiligen Seg-
ments um eine beliebige Achse, die durch das Ende des ersten Segments bzw. den
Anfang des letzten Segments geht [140]. Seinen Ursprung hat dieser Pivot-Schritt in

der Verdier-Stockmeyer-Methode fur Gitterpolymere [141] und wurde von Baumgart-
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ner und Binder auf Polymersysteme erweitert [142]. Es wurde gezeigt, dass eine

glunstige Wahl von ¢ einer Akzeptanzrate im Bereich von 50 % entspricht.

(@) (b)

Rotations-Schritt

Abb. 3.8. Skizze eines Pivot- und eines Rotations-Schritts [3].

3.4 Elastische und elektrostatische Wechselwirkungen

3.4.1 Elastische Wechselwirkungen

Die elastischen Wechselwirkungen zwischen den Linker-DNS-Segmenten sowie zwi-
schen Linker-DNS- und Nukleosom-Segment werden als harmonisch angenommen.

Die Starke der Wechselwirkung hangt von dem Gleichgewichtswert der Segmentlan-

ge b’ und dem entsprechenden Parameter o ab, wobei X fiir den Typ der Wech-
selwirkung und Y fir die beteiligten Segmente steht. Die Eulerwinkel o, i und v so-

wie der Segmentvektor b, und der Biegevektor B, sind wie in Abschnitt 3.2 definiert.

Far die Streckenergie des i-ten Segments gilt

Streck

ESreck =AY (b —p° ) (3.2)

0
i

Dabei ist Y die Linker-DNS/Linker-DNS bzw. Nukleosom/Linker-DNS und b? der
Gleichgewichtswert der Segmentlange.

Die Biegeenergie ohne intrinsische Krummung wir beschrieben durch

Biege __
EPe%° =

——B. (3.3)
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Die Biegeenergie mit intrinsischer Krimmung wird festgelegt als

ESeoe =Y .92, (3.4)

mit cos 6, =B -Uj, ;.

Die Torsionsenergie wird berechnet durch

Torsion
Y

b?

Torsion
Ei

'(Oci"'Yi_Ti)z’ (3.9)

mit 7, : intrinsischer Torsionswinkel.

3.4.2 Elektrostatische Wechselwirkung der DNS

Aufgrund der negativen Ladung der Phosphatgruppen im Doppelstrang der Linker-
DNS stol3en sich diese elektrostatisch ab. Befindet sich die Fiber in einer wassrigen
Salzlésung, so muss berucksichtigt werden, dass sich Kationen an die Linker-DNS
anlagern und durch Abschirmung die Abstol3ung schwachen. Diese Wechselwirkung
wird durch die Poisson-Boltzmann-Gleichung beschrieben, welche sich nur fir einige
Spezialfalle, die hier nicht anwendbar sind, analytisch I6sen lasst. Eine numerische
Losung ist aufgrund ihrer Komplexitat bisher nicht moglich [143]. Fur kleine elektro-
statische Potentiale ¢ << kgT/e, wobei e die Elementarladung bezeichnet, erhalt man
durch Linearisierung der Poisson-Boltzmann-Gleichung die Debye-Hlickel-Naherung.
Diese ist numerisch I6sbar und wird deshalb in den Simulationen verwendet. Der im
folgenden verwendete Ansatz basiert auf der Arbeit von Konstantin Klenin [144] und
hat sich bereits in Simulationen von superhelikaler DNS und kleineren Chromatin-
Modellen bewahrt [145-147].

Gemal der Debye-Huckel-Naherung gilt fur das Potential einer Ladung q im Abstand
r [148]:

—x[f

__a €&
q)_475808r r (36)
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go bezeichnet die elektrische Feldkonstante und e die Dielektrizitatskonstante des

2eN,|
KgT €p€,

Lésungsmittels. k ist die inverse Debyeldnge mit k% = . Dabei bezeichnet |

die lonenstarke des Losungsmittels, e die Elementarladung, Na die Avogadrozahl

und g, die Dielektrizitatskonstante von Wasser.

Zur Bestimmung der elektrostatischen Energie zwischen zwei gleichgeladenen Li-
niensegmenten i und j mit den Langen b; und b; wird Gleichung (3.6) entlang der bei-
den Liniensegmente integriert:

bj

bj
EinEstat =O(‘Estat kBTJ.dki J’dkj e‘F ‘  mit OCEStat _
0 0 ij

~« .

Y
4me e,

(3.7)

Dabei parametrisieren A; und A; das i-te bzw. j-te Segment und v’ die renormalisierte

effektive Ladungungsdichte. Der Vektor FU gibt den Abstand zwischen dem Punkt auf

Segment i mit dem Parameter A; und dem Punkt auf Segment j mit dem Parameter A,

an.
0 1—yj2i 1_Yij2<5ij
Fij(xi’xj’Pij’Yij’in’Gij) = 0 |+ 0 +7\'j \/1—75\/1—05 . (3.8)
bop; Y Vji

Er hangt explizit von vier weiteren dimensionslosen Parametern (p; , ¥ , ¥ji , Gij) ab,

welche die relative Orientierung der beiden Segmente im Raum beschreiben.

Letztere kénnen aus den Ortsvektoren r,r. und den normierten Richtungsvektoren

U;, U; der Segmente gewonnen werden:

pij beschreibt den Abstand der Mittelpunkte zwischen Segment i und j:

pij:‘ﬁij‘ mit ﬁij:%(ﬁ*_ﬁ*)’ (3.9)

wobei T und T die Mittelpunkte des i-ten und j-ten Segments definieren:

*

r=ﬁ+%qar (3.10.)
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i und ;i sind die Winkel zwischen dem Verbindungsvektor der Mittelpunkte p;und

dem i-ten bzw. j-ten Segment:

(3.11)

ojj beschreibt den Torsionswinkel der Segmente i und j:

(aixﬁij) (ijﬁij)
iTTE = S Vi 3.12
% ‘(uixpij)H<qupij)‘ ( )

Um die fixierte Schicht der angelagerten Gegenionen an die Phosphatgruppen der
DNS korrekt zu behandeln [149], muss die lineare Ladungsdichte vder DNS renor-
miert werden. Dieser Ansatz fiihrt zu einer reduzierten effektiven Ladungsdichte v*

fir NaCl Konzentrationen zwischen 1 und 500 mM:
v =0,73vpys, Mitvpns=—2e/A . (3.13)

A entspricht dem Abstand zwischen zwei benachbarten Basenpaaren und betragt
0.34 nm.

Nun muss die renormalisierte effektive Ladungsdichte v’ (3.7) bestimmt werden.
Hierzu wird die bekannte Losung der Debye-Hulckel-Gleichung fur eine gerade Linie
mit der Ladung v' mit die Lésung der Poisson-Boltzmann-Gleichung fiir Zylinder mit
dem Radius der DNS und der reduzierten Ladungsdichte v* verglichen. v wird der-

art gewahlt, dass die beiden Losungen in der Region ¢ << kgT/e ubereinstimmen
[144].

Das Integral der Debye-HUckel-Naherung (3.7) zur Berechnung der elektrostatischen
Energie muss fir jedes Paar von DNS-Segmenten ausgewertet werden. Dies ist sehr
zeitintensiv. Um die Rechenzeit zu reduzieren, wird vor dem Start der Simulation fur
eine grolle Anzahl der moglichen Segmentorientierungen eine Energietabelle vor-
ausberechnet. Diese Tabelle besteht aus einem vierdimensionalen Feld fur die Pa-
rameter p , v1, Y2 , 6 sowie der entsprechenden Energie E(p , y1, 72 , ©). Die Schritt-
weite der Parameter erhoht sich jeweils um einen festen Wert. Die Anzahl der Schrit-

te wird fur den jeweiligen Parameter so gewahlt, dass der gegenseitige Abstand der
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Segmete die Debylelange nicht Uberschreitet. Die Wertebereich von arccos vy , arc-
cos y2 und arccos ¢ umfasst das Intervall [-1, 1]. Der minimale Abstand der Mittel-

punktsegmente pwin Wird so gewahlt, dass eine derartige Konformation aufgrund ihrer

hohen elektrostatischen Energie (EES® > 10 kgT) wahrend der Simulation praktisch

nicht auftritt. pmax wird derart festgelegt, dass Energien fur groRere Abstande als puax

gegenuber den anderen in der Simulation auftretenden Energien vernachlassigt wer-

den kénnen ( EES@' < 0,01 kgT).

Max

Wahrend der Simulation werden die entsprechenden Werte fur die elektrostatische
Energie aus der vorher berechneten Tabelle entnommen und gegebenenfalls linear

interpoliert.

3.4.3 Parametrisierung der Wechselwirkung

Tabelle 5.1 gibt einen Uberblick lber die verwendeten Parameter, welche im We-
sentlichen auf experimentellen Ergebnissen beruhen [150, 151]. Der Biegemodul
Dgicge ist die Energie, die benétigt wird, um ein Segment mit Einheitslange eines Po-
lymers um 1 rad zu biegen. Er ergibt sich aus dem Wert der Persistenzlange der
Biegung uber den Zusammenhang Ly giege = Dgiege / (ksT). Fir B-DNS wurde die Per-
sistenzlange Ly giege in einer Vielzahl von Experimenten bestimmt [152], wobei sich
typischerweise ein Wert von Lpgiege = 45-50 nm [153] fur mittlere lonenstarken (10-
100 mM NaCl / 0,1-10 uM Mg?*) ergibt. Ein analoger Zusammenhang besteht zwi-
schen der Persistenzlange der Torsion und dem Torsionsmodul. Dieser gibt die E-
nergie an, die bendtigt wird, um ein Segment mit Einheitslange um 1 rad zu drehen.
Experimentelle Werte konvergieren gegen eine Persistenzlange der Torsion
Lo Torsion = 65 nm, der auch in den Simulationen angenommen wird. Basierend auf
den Messungen mit Laserpinzetten [154] nehmen wir flr den Streckmodul der DNS

einen Wert von 1100 pN an.

Bei der Berechung des elektrostatischen Potentials wird typischer Weise ein Wert
von 2,4 nm als Helixdurchmesser verwendet [144, 145, 155, 156], der auch in Expe-
rimenten, z.B. durch Lichtstreuung [146] oder Rontgenstreuung [147], bestatigt wur-
de.
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Da keine experimentellen Werte fur den Streckmodul und den Torsionsmodul von
Nukleosomen bekannt sind, werden die Nukleosom-Segmente vereinfacht als steif
angesehen und entsprechend hohe Werte fur diese Parameter gewahlt. Fur den Tor-
sionsmodul des Nukleosoms wird der funffache Wert der DNS verwendet. Der Wert
fur die Streckelastizitat des Nukleosoms entspricht dem Wert flr die DNS. Analog zu
Torsionsexperimenten [157, 158] ist im Modell die DNS an den Enden der Fiber fest

eingespannt.

3.5 Nukleosomen-Wechselwirkung: Gay-Berne-Potential

Bis zum heutigen Zeitpunkt ist keine exakte theoretische Beschreibung der Wech-
selwirkung zwischen den Nukleosomen bekannt. Hauptproblem ist die gro3e Anzahl
positiver und negativer Ladungen im Nukleosom, die in komplexer Weise miteinan-
der wechselwirken. Insbesondere besitzen Nukleosomen bewegliche positiv gelade-
ne Histon-Tails, welche bei physiologischer Salzkonzentration aus dem Histonkern
herausragen [6] und die Kompaktierung der Chromatinfiber stark beeinflussen [42].
Da keine realistischen Potentiale aus der Theorie bekannt sind, verwenden die Simu-
lationen phanomenologische Potentiale, die sowohl einen abstollenden als auch ei-
nen anziehenden Beitrag zum Potential beinhalten. Durch einen Satz von variablen

Parametern werden diese auf Basis experimenteller Ergebnisse kalibriert.

3.5.1 Gay-Berne-Potential

Ein Nukleosom hat eine Hohe von 5,5 nm und einen Durchmesser von 11 nm, so
dass seine Form naherungsweise einem oblaten Ellipsoiden bzw. symmetrischen
Zylinder entspricht. Um den Einfluss der Geometrie auf die Wechselwirkung zwi-
schen den zylinderférmigen Nukleosomen zu berucksichtigen, wird in den Simulatio-
nen das Gay-Berne-Potential verwendet. Dabei handelt es sich um ein anisotropes
Potential, welches die wechselwirkenden Teilchen als Ellipsoide beschreibt und sich
bereits in einer Vielzahl von Simulationen zur Untersuchung von Flussigkristallen
bewahrt hat.
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Als Basis fur das Gay-Berne-Potential dient das klassische Lennard-Jones-Potential,

welches die Energie in Abhangigkeit des Abstands M zweier Teilchen i und j be-

12 6
LJ_
. H i [WJ | B.14)

Dabei gibt € die Tiefe des Potentials und ¢ den Nulldurchgang an. Im Falle eines El-

schreibt [159]:

Q

lipsoids hangen sowohl die Potentialtiefe € als auch die Potentialbreite ¢ von der Ori-

entierung der Teilchen und dem Abstandsvektor F,J der Mittelpunkte ab. Um analyti-

sche Ausdricke fur € und c zu erhalten, verwendeten Berne und Pechukas [160] das
GauBsche Uberlappungsmodell, bei dem sie die Uberlappung zweier Rotations-
Ellipsoide berechneten. Um bei Computersimulationen realistische Werte zu erhal-

ten, wurde das Berne-Pechukas-Potentail von Gay und Berne [161] nochmals modi-

fiziert:
12 6
GB_ 1
S(aw J)_SO 81(a|7a) (316)
e,(3.8,)= 1-x2-@3)"". (3.17)

Dabei sind a;und éj die normierten Richtungsvektoren der beiden Hauptsymmetrie-

achsen des Rotations-Ellipsoids und  parametrisiert die Anisotropie der abstof3en-
den Kraft. Indem das Potential verschoben statt skaliert wird, ist die Potentialbreite

nun unabhangig von der der Orientierung der Teilchen.

Da die Potentialtiefe in (3.15) nur von der Orientierung, nicht aber vom Abstand zwi-
schen den Teilchen abhangt, ergibt sich fur die laterale und longitudinale Orientie-

rung die gleiche Potentialtiefe. Die Einfuhrung eines zusatzlichen Terms e, (vgl.

3.18) in die Potentialtiefe €, welcher neben den Richtungsvektoren auch vom Ab-
standsvektor abhangt, korrigierte dieses unrealistische Verhalten. Weitere geringfu-
gige Modifikationen, z.B. die Dimensionslosigkeit [162, 163], flhren zu der in dieser

Arbeit verwendeten Form:
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12 6
.o c
Ef®(8.8,5°) = 4 &3a,,3,,5°) 9
‘ o(a;,a,r°)+ o, H o(a;,a,r°)+ o,

'J‘ ] ]

(3.18)

Fij° ist dabei der normierte Richtungsvektor des Abstands F,J der Mittelpunkte der Teil-
cheniundj. a,und éj sind die normierten Richtungsvektoren der beiden Hauptsym-
metrieachsen des Rotations-Ellipsoids und o, definiert den Nulldurchgang des Poten-

tials bei lateraler Orientierung (&; -’ =a;- °=0).

In erster Naherung stimmt der Parameter ¢ mit dem Beruhrpunkt der beiden Ellipsoi-

de Uberein. Er gibt an, fur welchen Abstand das Potential verschwindet und ist defi-

niert als:
5 5 -1/2

Lol a-r°+a. -r’ a;-r°—ar
G(aiaajaﬁjo): S, 1_1 ( i i ) +( j ) . (3.19)

2 1+X'(ai'aj) 1-x- (ai aj)

2_1 Glon . . . .
mit y = y und x=—22, Parameter y kontrolliert die Anisotropie der abstoRenden

K2+ Oat

Kraft. Der Parameter ciong ist die Lange des Teilchens entlang der Hauptsymmetrie-
achse des Rotations-Ellipsoids und o5t der Durchmesser des Teilchens. Der Para-
meter x ist demnach ein MaR fur das Verhaltnis der Lange zur Breite des Teilchens.
Far stabférmige Teilchen bzw. prolate Ellipsoide gilt k¥ > 0, fur scheibenformige Teil-

chen bzw. oblate Ellipsoide, wie im Fall der Nukleosomen, gilt x < 0.

Fur die Starke der Wechselwirkung gilt:

e(@;,a;,5°) = & €(a,a;) €5(8,,8;,F°) , (3.20)

e(E,3) = -G 3", (3.21)

ij i i
2 1+X"(éi'éj) 1_X"(éi'éj)

e o2 (e g - o2
x (ai'rijo+ aj‘rijo) (ai'r"o_a"r“o)
=1- +

82(al’aj’ ij ) (322)
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|1/LL_1

Dabei ist y =y und ¥'=—2% wobei g das Minimum des Potentials fir ein la-
K+ €ong

teral platziertes Paar von Nukleosomen (&;-5°=a;- £°=0) und gong das Minimum

des Potentials fur longitudinal ausgerichtete Nukleosomen (a;-5,° =3;- £° = 1) ist. Die

Anisotropie der attraktiven Krafte wird sowohl von y als auch von y’ festgelegt. Der

Der Term 81(éi,éj), welcher den Parameter x beinhaltet, charakterisiert den Unter-

schied der Potentialtiefe in Abhangigkeit von der relativen Ausrichtung der Teilchen.

Der zusétzliche Term ¢,(&;,a;,i,°) realisiert die bereits erwéhnte Abhéngigkeit der

Potentialtiefe vom Abstand der beiden Teilchen. Stimmt die relative Orientierung

zweier Teilchen Uberein, z.B. (a;- éj = 1), so kann das Potential in Abhangigkeit vom

Abstandsvektor und dem Anisotropieparameter ' verschiedene Werte annehmen.

Die Exponenten p und v werden entsprechend dem verwendeten Molekul bzw. Mo-
dell angepasst. Basierend auf dem Vergleich mit dem Potential eines stabformigen
Teilchens, welches aus vier Lennard-Jones-Zentren bestand, schlugen Gay und
Berne [161] die Werte u = 2 und v = 1 vor. Diese Werte haben sich bereits in einer
Vielzahl von Simulationen von Flussigkristallen bewahrt und werden auch in dieser
Arbeit verwendet. Andere Mdglichkeiten, z.B. fir den Fall von oblaten Ellipsoiden,
werden z.B. bei Luckhurst et. al. [164] diskutiert. Schlie3lich sei noch bemerkt, dass
man fur die Wahl der Anisotropieparameter ¥k = 1 und ¥ = 1 wieder das bekannte

Lennard-Jones-Potential (3.14) mit ¢ = 6o und € = g; erhalt.

3.5.2 Parametrisierung des Gay-Berne-Potentials

Die Parameter des Gay-Berne-Potentials werden aus den Eigenschaften von Flus-
sigkristallen und deren numerischer Simulation gewonnen. Leforestier und Livolante
beobachteten mittels Polarisierungs- und Gefrierbruchelektronenmikroskopie [165]
sowie Rontgenbeugungsanalyse [166], dass NCP’s in Abhangigkeit von der monova-
lenten Salzkonzentration scheinbenformige (diskotische) flussige Kristallstrukturen
bilden. Insbesondere befinden sie sich bei hohen Salzkonzentrationen (> 50 mM) in
kolumnarer hexagonaler Phase, bei der sich die NCP’s in Saulen Ubereinander an-

ordnen und diese Saulen selbst eine sechseckige Anordnung bilden (Abb. 3.9). Aus
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den Abstanden der einzelnen NCP’s innerhalb einer Saule (7,16 + 0,65) nm sowie
dem Saulenabstand (11,55 £ 1) nm [165] lassen sich 6o und die Anisotropie y schat-
zen. Hierzu wird angenommen, dass die gemessenen Abstande den Minima des

Gay-Berne-Potentials (3.18) fur longitudinale und laterale Orientierung entsprechen:

Abb. 3.9. Schematische Darstellung der
kolumnalen hexagonalen Phase von Nukleo-
somen. Aus den Absténden s und a fir die
longitudinale und laterale Orientierung lassen
sich Parameter fir das Gay-Berne-Potiential
abschatzen.

Das Minimum von (3.18) liegt beim Abstand rMin:(Q/E 1)(50+G(a,, a;,r°’) , so dass

sich mit (3.19) fur den lateralen bzw. longitudinalen Fall

in=%2 0 , (3.23)

-1/2
r,{/?l?]g:(jo [\/5—14'(1—2%} ] (324)

ergibt.

Setzt man den experimentellen Wert r,'v?,;- 11,55 nm in Gleichung (3.23) ein, so er-

halt man 6= 10,3 nm. Verwendet man diesen sowie den experimentellen Wert

nerd= 7,16 nm in Gleichung (3.24), dann folgt fiir den Wert der Anisotropie

% =-0,506 mit x = 0,573.

Um die Anisotropie der Potentialtiefe y’ abzuschatzen, wird ein zu Gay und Berne
analoger Ansatz gewahlt. Hierzu wird die scheibenférmige Struktur zweier Nukleo-
somen durch jeweils 6 Lennard-Jones-Kugeln vom Radius 5,5 nm angenahert und

das Verhaltnis k¥’ der minimalen Potentialtiefen bei lateraler und longitudinaler Orien-

€lat _ 1

tierung gebildet. Dabei erhalt man «'= und entsprechend y’ = -0,383, wobei

8Iong

sich der Einfluss der radialen Anordnung der Kugeln vernachlassigen lasst. Dieser
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Wert spiegelt die starkere longitudinale Anziehung der Nukleosomen wider. Der in-
verse Wert (¥’ = 5) wird haufig in Studien bezlglich prolater Gay-Berne-Teilchen an-

gewendet.

Um die absolute Potentialtiefe zu bestimmen, werden Ergebnisse aus den Moleku-
lardynamik Simulationen von 256 Gay-Berne-Teilchen von Emerson et. al [167] ver-

wendet. Dabei zeigte sich unter anderem, dass scheibenférmige Ellipsoide einer ska-

3

lierten Dichte von p* = N\C;O = 2,5 bei einer skalierten Temperatur T kel _ 4 einen
€o

Phasenubergang von der kolumnaren hexagonalen Phase in die nematischen Phase
voliziehen. Die in dieser Arbeit verwendeten Parameter (v=1,u=2, ¥ = 1/5, x =
0,345) stimmen mit den Parametern von Emerson et al. [167] Uberein. Aus diesem

kBT:%kBT zu erwarten. Abbildung

Grund ist eine ahnliche Potentialtiefe von ¢, =

*

3.10 zeigt den typischen Verlauf der in diesen Simulationen verwendeten Gay-Berne-
Potentials fir die beiden Extremfalle der longitudinalen und lateralen Orientierung der
Nukleosomen. Es ist deutlich zu erkennen, dass der Verlauf des Potentials im Ge-
gensatz zum Lennard-Jones-Potential von der Orientierung der Nukleosomen ab-

hangt.

Aufgrund der Tendenz zur Aggregation konnten bisher keine Flussigkristalle aus

Nukleosomen beobachtet werden, die auch das Linker-Histon H1 enthalten.

= BN BN
20 ° 2
! Abb. 3.10 Verlauf des Gay-Berne-Potentials
H mit Parametern, wie sie in unseren Simulati-
157 t onen verwendet werden. Es sind die beiden
' Spezialfdlle der lateralen und longitudinalen
10 ~ . Orientierung zweier Nukleosomen darge-
— ' stellt. Die Positionen der Minima a und s
S g \ entsprechen den Abstanden in der kolumna-
>E, \ ren hexagonalen Phase der Nukleosomen.
= 9 R W B "‘\ I Es wird deutlich, dass der Potentialverlauf
w e von der Orientierung der ellipsoidférmigen
5 3 45 7y9’rr12 13 14 Nukleosomen abhangt.
-10 ~ longitudinale Orientierung
= — = = laterale Orientierung
-15 - r [nm]
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3.6 Streckpotential

Nachdem in den Abschnitten 3.1 - 3.5 das Modell von Wedemann beschrieben wur-
de, behandeln die folgenden Abschnitte die von mir hinzugefugten Erweiterungen.
Um die Streckung von Chromatinfibern zu simulieren, wird eine konstante Kraft in
Richtung der x-Achse in das Modell integriert. Dies erfolgt durch die Addition einer
Streckenergie zur Gesamtenergie der einzelnen Fibern wahrend der MC-Schritte.
Diese ist proportional zur x-Komponente des gegenseitigen Abstands des ersten und

des letzten Nukleosoms der Fiber:

EStreck =-M

, (3.25)

IF’I,x - IFN,x

wobei M der Kraftmodul und r, die x-Komponente des Ortsvektors des i-ten Nukleo-

soms ist.

3.7 Nukleosomen-Wechselwirkung: Tails-Potential

3.7.1 Tails-Potential

Simulationen, welche die Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung durch das Gay-
Berne-Potential [127, 168, 169] beschreiben, flihren bei physiologischen Salzkon-
zentrationen zu realistischen Ergebnissen. Um allerdings die Kompaktierung und
Entfaltung der Chromatinfiber realistisch simulieren zu konnen, muss auch die
Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung eine Abhangigkeit von der Salzkonzentrati-
on beinhalten. Hierzu entwickelte und implementierte ich auf der Basis eines Potenti-
als von Mangenot et al. [42] ein neues Potential, das die salzabhangige Extension

der Histon-Tails mit dem Gay-Berne-Potential verbindet.

Experimente zeigen, dass die Konformationen der Histon-Tails, welche stark von der
Salzkonzentration abhangen, einen erheblichen Einfluss auf die Faltung der Fiber
besitzen [34, 170-172]. Das Tails-Potential, wie es von Mangenot et al. [42] zur Inter-
pretation ihrer osmotischen Experimente und ihrer elektrophoresischen Mobilitats-
messungen vorgeschlagen wurde, hat den Vorteil, dass es die Ausdehnung der
Histon-Tails explizit integriert. Es besteht gemall dem Derjaguin-Landau-Verwy-

Overbeek-(DLVO)-Ansatz aus drei kugelsymmetrischen Teilen, die sich aus der att-
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raktiven van der Waals-Wechselwirkung, dem Volumenausschluss und der elektro-

statischen Abstof3ung zusammensetzen:
Etails = EHarte-kugelt Eelek+ Eattr - (3.26)

Um die oblate Ellipsoidenform der Nukleosomen zu berucksichtigen, wird das Poten-
tial von mir modifiziert. Hierflr ersetze ich die Harte-Kugelvolumen-Abstol3ung durch

den abstoRenden Teil des Gay-Berne-Potentials, so dass gilt:
Etails = Ecerept Eetek* Enttr - (3.27)

Die abstof3ende Energie Eggrep Verhindert nicht nur, dass sich die NCP’s uberlappen,
sondern macht das Tails-Potential Etais auch von der Orientierung der Nukleosomen

abhangig.

Flr das repulsive Gay-Berne-Potential gilt:

12 6
. o c
4 ¢a;,a;,5°)|| 1= — - | 1= —0

(o] (o]
‘rij‘—cs(ai,aj,rij )+ Co ‘r-‘—o(ai,a- E°)+Og

ES®(3,8,7°) = ve(d 3,0) . fur [fl< n,=@2-1)o, +0(3,3,7°)

0 , sonst

. (3.28)

Dieses modifizierte Gay-Berne-Potential ist in Richtung der positiven y-Achse um die
maximale Potentialtiefe des Gay-Berne-Potentials aus (3.18) verschoben. Dadurch
bleibt das Potential differenzierbar und kann auch in Simulationen mit Brownscher-

Dynamik verwendet werden.

Die Energie Egek beschreibt die elektrostatische AbstoRung der NCP’s. Analog zu
Mangenot et al. wird der klassische DLVO-Ansatz verwendet, bei dem sich die elekt-
rostatische Energie als Losung der linearisierten Poisson-Boltzmann-Gleichung er-

gibt zu

exp|- K(]F| —2a)|
F|(1+xa)®

Eeiex =K T Z&, Iy, , (Eglek << kgT) (3.29)
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2

mit Bjerrum’s Lange g :4e—kT’ k! der Debyeldnge und a der Radius des Nukle-
TEE

osoms. Aufgrund der hohen strukturellen Ladung Zsi eines Nukleosoms, sammeln
sich in seiner Umgebung eine Vielzahl von lonen an. Um diesen Effekt angemessen
zu berucksichtigen, wird die strukturelle Ladung Zsi renormalisiert und durch eine

geringere effektive Ladung Zg« ersetzt [42].

Die attraktive Wechselwirkung Eag ist ein empirisches Potential, welches die Aus-
dehnungslange der Histon-Tails D als Skalierung verwendet [42]. Als Basis dient ei-

ne vereinfachte Yukawa-Form:

Epp =—ksTQ ?exp{— r—Dza] (3.30)

wobei a der Nukleosom-Radius und Q die Potentialtiefe ist.

Die Ausdehnung der Histon-Tails D lasst sich aus der maximalen Ausdehnung der
NCP abschatzen [42], welche in vorangegangen Roéntgen-Streuexperimenten [41] in
Abhangigkeit von der Salzkonzentration gemessen wurden. Aus theoretischen Be-
trachtungen einer geladenen Kette, welche an einer entgegengesetzt geladenen O-
berflache befestigt ist [173], ergibt sich ein linearer Anstieg der Histon-Tail-
Ausdehnung von 0 nm bis maximal 2 nm mit steigender Salzkonzentration [42]. Auf-
grund der Daten aus den Streuexperimenten [41, 42] fir ein NCP mit 145 gebunde-
nen Basen wird in den Simulationen angenommen, dass die Ausdehnung der Histo-
ne-Tails bei einer Salzkonzentration von 10 mM beginnt und bei 100 mM die maxi-
male Ausdehnung von D = 2 nm erreicht wird. Allerdings hangt die kritische Salzkon-
zentration, bei der die Ausdehnung startet bzw. endet, empfindlich von der an das
Nukleosom gebundenen DNS-Lange ab. Ein Anstieg der gebundenen DNS um 20 bp

fuhrt zu einer kritischen Salzkonzentration, die um einen Faktor drei erhoht sind [42].

Die Potentialtiefe Q wird der Formel:
Q=(2900+500)C;""+004 (3.31)

mit Cs der Salzkonzentration in mM, entnommen, welche Mangenot et. al durch Kur-
venanpassung an die Daten des experimentell bestimmten zweiten Virialkoeffizien-
ten erhielten [42].
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3.7.2 Parametrisierung des Tails-Potentials

Die Parametrisierung des Tails-Potentials erfolgt analog zum Gay-Berne-Potential
auf Basis der Flussigkristallstrukturen von Leforestier und Livolante [165],[166]. Die
Parameter sind in Tabelle 3.1 dargestellt. Sie wurden derart gewahlt, dass die Positi-
onen der Minima des Potentials, bei einer Salzkonzentration von 100 mM, mit den
Abstandsmessungen aus den Flussigkristallen Ubereinstimmen. Bei longitudinalen
bzw. lateralen Abstand zweier NCP’s, befinden sie sich im Bereich von (7,16 + 0,65)
nm bzw. (11,55 £ 1) nm. Die Wahl der Parameter fur die Potentialtiefe erfolgte so,
dass das Maximum aus lateraler und longitudinaler Orientierung im Bereich von (3 +
0,5) kgT liegt. Dieser ergibt sich aus Chromatin-Streckexperimenten mit optischen
Pinzetten von Cui et al. [120] sowie entsprechenden Simulationen von Katritch et al.
[174].

Tabelle 3.1. Ubersicht iiber die Parameter des Tail-Potentials

Parameter Wert
Begrep 0,9
Brails S
AcBrep 1
Agrep 1,5
Arails 1,5
Aces 2,5
Ceutooff 6
Deft Erep 1,66
Def, Tails 1,7
Gay-Berne Parameter fur den abstofl3en- oo = 10.3 nm, x =-0.506,
den Teil der Wechselwirkung € = 3,43 kd/mol, ’=-0.383

Da die Nullstelle des Eggrep durch die Verschiebung entlang der positiven y-Achse
bei héheren Abstanden liegt als beim urspringlichen Egg, verschiebt der zusatzliche
Parameter Bggrep das Potential entlang der negativen x-Achse. Weiterhin verlauft das

urspruingliche Egg am Minimum flacher als an seiner Nullstelle. Um die Steigung von
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Ecarep €ntsprechend anzupassen, wird das Potential mit dem Parameter Aggrep Ska-
liert.

Die Behandlung der Nukleosomen als oblate Ellipsoide hat ebenfalls Einfluss auf die
Teilenergien Egex Und Eayr . Diese Wechselwirkungen, welche die Nukleosomen als
Kugeln behandeln, stimmen nur flr die laterale Ausrichtung der Nukleosomen mit
dem Ansatz als oblate Ellipsoiden uUberein. In diesem Fall nimmt der minimale Ab-
stand der Nukleosom-Schwerpunkte den Werte R=r-2a an.

Um den zylinderformigen Charakter zu berucksichtigen, wird ein geringerer effektiver
Nukleosom-Durchmesser verwendet, der sich in den Faktoren Deserep UNd Defr Tails
ausdruckt. Gleichzeitig werden die Potentiale durch die beiden Parameter Bggrep Und
Berep-Tails IN Richtung der negativen x-Achse verschoben, wodurch die attraktive

Wechselwirkung bei longitudinaler Orientierung erhoht wird.

Fir kleine Abstande zeigte sich, dass Eaq stark ansteigt und sogar die Summe aus
Harte-Volumen-AbstoRung und elektrostatischer AbstoRung kompensiert. Aus die-
sem Grund wurde fir Abstande kleiner als C.u.of der Wert der empirischen attrakti-
ven Wechselwirkung konstant gesetzt. Aggrep, Aerep UNd ATais Skalieren die Potential-

tiefe der einzelnen Teilenergien und Ages die gesamte Energiesumme Ergis:

Etaiis = Ages { AGBrep ) EGBrep(r_BGBrep) (332)
+ AErep ’ EElek (r_BErep-TaiIs)

+ ATaiIs ’ EAttr (r_BErep-TaiIs) }

Abbildung 3.11 visualisiert das Tails-Potential Erais und seine Teilpotentiale Eggrep,
Erek und Eayr fUr die beiden Sonderfalle, dass zwei Nukleosomen lateral bzw. longi-
tudinal zueinander orientiert sind. Wahrend Egex und Eawr €ine Kugelsymmetrie auf-
weisen, wird durch den modifizierten Gay-Berne-Teil Eggrep die ellipsoide Form und

damit die Orientierung bericksichtigt.
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Abb. 3.11. Verlauf der Gesamtenergie des Tails-Potentials Er,s sowie dessen Energiebe-
standteile Egek, Eawr Und Eggrep fiir die beiden Spezialfélle einer longitudinalen (a) und lateralen
Orientierung (b) der Nukleosomen. Wahrend in beiden Fallen der Verlauf von Egex und Eagy
gleich ist, hangt Eggrep und damit die Gesamtenergie Er.is von der Orientierung der Nukleo-
somen ab. Abstdnde s und a entsprechen den Abstédnden in der kolumnalen hexagonalen
Phase der Nukleosom-Flussigkristalle.

EElek EAttr EGBrep ETails

3.8 Erweitertes geometrisches Modell

Eine wichtige Erweiterung des Modells ist die Mdglichkeit, die Anknlpfungspunkte
der Linker-DNS am Nukleosom variieren zu kénnen. Dadurch ist es moglich die An-
knupfungspunkte im Modell entsprechend den verschiedenen Kristallstrukturen [6, 7]
zu wahlen. Bisher musste in den Simulationen ohne Stamm immer davon ausgegan-
gen werden, dass zwei volle Windungen DNS am Nukleosom gebunden sind. Um
Ergebnisse unserer Kooperationspartner Jurgen Sihnel und Stephan Diekmann (vgl.
5.3) zu interpretieren, war es notwendig, den Einfluss des AnknUpfungswinkels der

Linker-DNS in das Modell zu integrieren.

Aus diesem Grund fihrte ich den Parameters ¢ in das Modell ein, der den Ankniip-
fungswinkel der Linker-DNS am Nukleosom beschreibt (Abb.3.12). Er liegt in der
Ebene, auf der die superhelikale Achse des Nukleosoms senkrecht steht, so dass die

AnknUpfungspunkte der Linker-DNS in symmetrischer Weise definiert sind.
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Linker-DNS

Debye- Gay-Berne-
Huckel- Potential
Potential

Nukleosom \

Abb. 3.12. Visualisierung der Geometrie des erweiterten Modells. Analog zu dem in 3.1 be-
schriebenen Modell, bilden Linker-DNS der Lange | den Offnungswinkel o und sind eine Distanz
d entlang der Nukleosomachse versetzt. Aufeinanderfolgende Nukleosomen sind um den Torsi-
onswinkel B gegeneinander verdreht. Im erweiterten Modell definiert der Winkel & die Anknip-
fungspunkte der Linker-DNS. Fiir 6=0° ergibt sich das urspriingliche Modell wie es in Abb. 3.1
dargestellt ist.

Die GroRRe des Anknlpfungswinkels & ist durch die Anzahl der am Nukleosom ge-
bundenen Basenpaare vorgegeben. Basierend auf der Kristallstruktur [8] sind z.B.
147 bp 1,67-mal um ein einzelnes Nukleosom gewunden. Demnach ergibt sich ein
Anknupfungswinkel von 6 = 360 — (360 * 0.67) = 118,8°, unter der Annahme, dass
die Linker-DNS das Nukleosom symmetrisch verlasst. Wird 6 =0° gewahlt, so erge-
ben sich die AnknUpfungspunkte des unveranderten Modells. Dabei sind ein- und

ausgehende Linker-DNS im Abstand von 3,1 nm parallel zu superhelikalen Achse

des Nukleosoms Ubereinander positioniert.

Alle Ubrigen Parameter entsprechen dem in 3.1 beschriebenen Modell.
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Die Einfihrung des Anknipfungswinkels & hat wichtige Konsequenzen fiir die Diskre-
tisierung der Nukleosomen. Im ursprunglichen Modell stimmen die superhelikale

Achse des Nukleosoms und der Segmentvektor u, Uberein. Im erweiterten Modell gilt

dies nur flr den Spezialfall 6 =0° (Abb. 3.13). Dies erfordert, dass der Schwerpunkt
und die superhelikale Achse eines Nukleosoms nicht im globalen, sondern bezuglich
des lokalen Koordinatensystems des jeweiligen Nukleosoms, definiert sind. Bei einer
Bewegung des Nukleosom-Segments durch einen Monte-Carlo-Schritt bleiben somit

die lokalen Koordinaten des Schwerpunkts und der Achse unverandert.

NCP - ial NCP
supernelikale
(b)

Achse

superhelikale
Achse

@)

Linker-DNS-
Segment

Linker-DNS-
Segment

Abb. 3.13. Veranschaulichung der Lage des Nukleosom-Segments bei Ankipfungswinkel & #
0. Der Abstand zwischen Nukleosom-Segment und Schwerpunkt des Nukleosoms hangt von
6 ab und betragt Ry - cos(6/2) , falls kein Stamm vorhanden ist.
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3.8 Erweitertes geometrisches Modell




Kapitel 4

Methoden

4.1 Das Simulationsprotokoll

4.1.1 Startkonformation und Relaxierung

Die simulierten Chromatinketten werden durch den Metropolis-Monte-Carlo-
Algorithmus (Abschnitt 2.2.2) generiert. Hierzu verwenden wir die in Abschnitt 3.3
beschriebenen Monte-Carlo-Schritte. Die Ketten bestehen ublicherweise aus 100
Nukleosomen, wobei diese Zahl gegebenenfalls variiert werden kann. Fir die Start-
konformation wird analog zu friiheren Simulationen [168] der Offnungswinkel oini =
26° gewahlt. Dieser Wert konvergiert im Laufe der Simulationen gegen den effektiven
Offnungswinkel o (Abb. 4.1) im Bereich der experimentellen Werte von 35°- 45°
(vgl. 3.1).

Um Unabhangigkeit von der Startkonformation zu gewahrleisten, werden zwei ver-
schiedene Durchgange simuliert, die jeweils von zwei energetisch vollig unterschied-
lichen Startkonformationen ausgehen. Im ersten Simulationsdurchgang wird eine
kompakte Fiber verwendet, so dass die Summe der elastischen Energien Null ergibt
(Abb. 4.2a).

55
50
Abb. 4.1. Mittlerer effektiver Offnungswinkel
45 Oefr als Funktion des Start-Offnungswinkels
@ Uinit-
B, 40 - . . .
— Waéahrend der Relaxierung konvergiert ot
‘g 35 - gegen o aufgrund der elektrostatischen
AbstolRung der Linker-DNS und thermischen
30 - Fluktuationen. Fur oy = 26° liegt o im Be-
reich der experimentellen Werte zwischen
25 35°- 45°.

20 22 24 26 28 30 32 34
Oinit [deg]
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4.1 Das Simulationsprotokoll

()

(d)

(e)

Abb. 4.2. Typische Strecksimulation einer
Fiber, die aus 100 Nukleosomen besteht mit
der Repeatlange | = 205 nm, Offnungswinkel
Oinit = 26°, Torsionswinkel B = 90° und An-
knupfungswinkel & = 0°. Die Relaxierung geht
von einer verdrillten (a) bzw. einer gestreck-
ten (b) Startkonformation aus und erreicht
schliefllich das thermodynamische Gleich-
gewicht (c). Im nachsten Schritt wird eine
externe Streckkraft von Fgyex = 5 pN ange-
wendet und die Fiber erneut aquilibriert. Die
Anwendung der Streckkraft fiihrt zu einer
Streckung der Fiber wie sie in (d) und (e) zu
sehen ist.

rot: Nukleosom
blau: Linker-DNS
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In einem zweiten Durchgang wird eine gestreckte Startkonformation gewahlt, bei der
die Linker-DNS und die Verbindungslinien der Anknupfungspunkte der DNS am
Nukleosom auf einer Geraden liegen (Abb. 4.2b). Die Nukleosomen sind parallel zu
dieser orientiert. Dabei wird die Torsion zwischen den Segmenten derart gewahlt,

dass sich aufeinander folgende Nukleosomen gegenuber liegen.

Um sicherzustellen, dass sich das System im thermodynamischen Gleichgewicht
befindet, wird es in beiden Durchgangen zunachst relaxiert (Abb. 4.2c). Hierfur wer-
den solange Konformationen generiert, bis sich die charakteristischen Parameter der
Fiber, wie z.B. Energie, Persistenzlange, Durchmesser, Massenbelegungsdichte und
Konturlange, in einem Plateau befinden. In der Literatur wird das 20fache der Korre-
lationslange als gute Abschatzung fir die Anzahl der Relaxierungsschritte angege-
ben [137, 175]. Setzt man eine grof3zlgige Korrelationslange Nkor von 5000 MC-
Schritten an (vgl. 4.1.2), so ist die in den Simulationen verwendete Anzahl von 5 - 10°
MC-Schritten zur Relaxierung deutlich héher. Die zur Relaxierung generierten Kon-

formationen werden nicht fir die endgultige Auswertung verwendet.

Im Falle einer Strecksimulation ,schaltete” ich nun das Streckpotential ein und initiier-

te eine nochmalige Relaxierung (Abb. 4.2d,e).

SchlieRlich werden weitere 3 - 10® MC-Schritte fiir die spatere Auswertung durchge-
fuhrt.

Ein Intel Dual-Xeon Prozessor (3,0 GHZ) bendtigt fur eine typische Simulation ca. 4

Tage.

4.1.2 Korrelation der simulierten Daten

Der Erwartungswert einer Observablen wird mittels einer Metropolis-Monte-Carlo-

Simulation von N Konformationen nach Abschnitt 2.2.2 durch

N
(AR)) = %ZA (4.1)

i=1

abgeschatzt, wobei die x;nach dem Metropolis-Algoritmus erzeugt werden.
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Ein Schatzwert fir den Fehler einer Observablen ist:

(A7)-(a"

(o) =

(4.2)

Allerdings sind die Konformationen eines Metropolis-Algorithmus, die innerhalb eines
Monte-Carlo-Schritts generiert werden, nicht unabhangig. Die Observablen folgen

einer exponentiell abfallenden Autokorrelationsfunktion:

~(ARAK+])
T

mit der Relaxationskonstante Ngreax- Die Indizes k und j nummerieren die berechne-

exp(_t/NReIax)’ (43)

ten Konformation.

Dies bedeutet, dass zwei Konformationen als unabhangig betrachtet werden kénnen,
wenn sie mindestens Ngrelax MC-Schritte auseinander liegen. In der Literatur findet
sich haufig eine etwas grobere Abschatzung, bei der zwei Konformationen als unab-
hangig betrachtet werden, wenn sie Nkorr = 2 Nrelax Schritte auseinander liegen [134,
137, 159]. Damit ergibt sich fur die Abschatzung des Fehlers:

(A%)-(A)

(8A) = N7

, (4.4)

Korr
mit der Korrelationslange Nkorr = 2 NRejax -

Um die Statistik der durchgefuihrten Simulationen zu Uberprufen, berechnete ich die
Autokorrelationsfunktion der Energie, des End-zu-End-Abstandes und der Massen-
belegungsdichte fiir alle Simulationsdurchgange. Ngreiax lasst sich bestimmen, indem
die Funktion exp(-t/Ngreiax) Nach der Methode der kleinsten Quadrate an die berech-
nete Autokorrelationsfunktion G(j) angepasst wird. Alternativ Iasst sich Ngreax auch

durch die Formel

1 .
NReIax,iter :§+ZG(J) (4.5)

=1

berechnen, wobei sich zeigen lasst, dass Ngreax = NRreaxiter, falls G(j) ~ exp(-t/Nrelax)
und Ngelax >> 1 [175].
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FUr die maximalen Korrelationslangen ergibt sich im Fall der Gesamtenergie Ngor =
3600 MC Schritte, fur den End-zu-End-Abstand Nkorr = 3200 MC Schritte und fur die
Massenbelegungsdichte Nkor = 2600 MC Schritte. Die zur Analyse durchgefuhrten
3 - 10° MC-Schritte entsprechen demnach mindestens 600 statistisch unabhéngigen

Konformationen.

4.2 Analyse

Die Algorithmen zur Bestimmung der Massenbelegungsdichte, des Durchmessers
der Fiber sowie der Neigung der Nukleosomen wurde gegenuber dem Programm
von Gero Wedemann Uberarbeitet, aber nicht grundlegend verandert. Dagegen wur-
de der Kode zur Bestimmung der Konturlange optimiert. Es werden nur noch die
Nukleosomen zur Bestimmung der Kontur verwendet, und die hierfiir unrelevanten
DNS-Segmente vernachlassigt. Dadurch wird der Algorithmus unabhangig von der

Anzahl der DNS-Segmente zwischen den Nukleosomen und bedeutend schneller.

Die Algorithmen zur Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten, der Persistenz-
lange der Biegung und des Streckmoduls wurden von mir neu hinzugeftigt. Weiterhin
implementierte ich ein Programm zu Visualisierung der Konformationen einer Trajek-
torie auf der Basis von Open-GL. Damit ist es mdglich, bequem durch die Trajekto-
rien zu spulen und die einzelnen Konformationen in Echtzeit zu drehen, zu verschie-
ben oder zu vergréRern. Im urspringlichen Programm musste jede einzelne Konfor-
mation sowie deren Rotation oder VergroRerung einzeln gerendert werden, wodurch

ein enormer Zeitaufwand entstand.

4.2.1 Konturlange

Um die Konturlange Ly einer 30-nm-Chromatinfiber zu bestimmen, muss zunachst
die Achse bzw. das Ruckgrat der Fiber definiert werden, entlang der die Konturlange
gemessen wird. Hierzu berechnet der verwendete Algorithmus nacheinander die

Schwerpunkte

1 i+Ng—1
G =— R; ,i=1.N-Nc+1 (4.6)
Nc j=i
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von N Nukleosomen, wobei Iij den Schwerpunkt des j-ten Nukleosoms angibt (Abb.

4.3). N¢ heil3t Nukleosomfensterlange. Verbindet man die einzelnen Schwerpunkte

C , so erhalt man eine Kette, deren Segmente die Kontur der Fiber beschreiben.

Die Konturlange ergibt sich zu

N—Nc

|—0= Z|6i+1_6i| (4.7)
i=1

und wird von der Fensterlange N. beeinflusst. Eine groRe Fensterlange N, tendiert
dazu, die Biegefluktuationen im Bereich von i und i + N; ,auszumitteln, so dass die
Konturlange Lo unterschatzt wird. Zu kleine Werte von N; fuhren dazu, dass die Fi-
berachse dem helikalen Pfad der Linker-DNS folgt, wodurch die Konturlange Uber-

schatzt wird.

Abb. 4.3. Schematische Skizze zur Berechnung der Kontur bzw. des Riickgrats einer
Fiber. Der Algorithmus berechnet sukzessiv die Schwerpunke Ek einer gegebenen

Fensterlange N, von Nukleosomen. Deren Verbindungslinie definiert die Kontur der
Fiber.

Um diesen systematischen Fehler zu minimieren, habe ich Simulationen mit ver-
schiedenen Fensterlangen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass sich beim Auftragen
der Persistenzlange, Streckmoduls bzw. Konturlange gegen die Fensterlange ein
Plateau zwischen 10 und 20 Nukleosomen ergab (Abb. 4.4). Aus diesem Grund
wahlte ich eine Fensterlange von 14 Nukleosomen, um fur die Analyse der Daten ein

nahezu konstantes Verhalten der Parameter in diesem Bereich zu gewahrleisten.
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4.2.2 Massenbelegungsdichte

Die Massenbelegungsdichte p ist das Verhaltnis aus der zum Ruckgrat gehérenden
effektiven Anzahl der Nukleosomen Nggs und der Konturlange Ly. Die effektive Anzahl
der Nukleosomen besteht aus denjenigen, die zwischen den Enden der Konturseg-
mentkette liegen. Betrachtet man an den jeweiligen Enden das erste bzw. letzte
Segment als Normalenvektor einer Ebene, so wird das Ruckgrat durch diese Ebenen
begrenzt. Nukleosomen, die sich aullerhalb der durch diese Begrenzungsebenen
definierten Halbrdume befinden, gehdren nicht mehr zum Ruckgrat und zahlen somit
nicht zur effektiven Nukleosom-Anzahl (Abb. 4.5).

4.2.3 Durchmesser der Fiber

Um den Durchmesser der Fiber zu bestimmen, wird zunachst der mittlere und maxi-
male Abstand zwischen den zum Ruckgrat gehorenden Nukleosomen und dem
Ruckgrat bestimmt. Hierfur wird der minimale Abstand jedes Nukleosoms zum
nachstliegenden Kontursegment berechnet und anschliel3end arithmetisch gemittelt.
Da die Nukleosomen nahezu senkrecht zur Fiberachse orientiert sind, erhalt man
den mittleren bzw. maximalen Fiberdurchmesser, indem der Nukleosom-Radius zu

dem mittleren bzw. maximalen Abstand addiert und das Ergebnis verdoppelt wird.

4.2.4 Neigung der Nukleosomen und der DNS zur Fiberachse

FUr jedes zum Ruckgrat gehdrende Nukleosom wird der Winkel zum nachstgelege-
nen Segment des Ruckgrats berechnet. AnschlieRend erhalt man den mittleren Nei-
gungswinkel der Nukleosomen aus dem arithmetischen Mittel der berechneten Win-
kel. Analog ergibt sich der mittlere Winkel der Linker-DNS, indem zunachst der Win-
kel zum nachstgelegenen Konturkettensegment bestimmt und anschlie®end entspre-

chend gemittelt wird.
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4.2.5 Sedimentationskoeffizient

Ein weiter charakteristischer Strukturparameter ist der Sedimentationskoeffizient,
welcher experimentell typischerweise mittels analytischer Ultrazentrifugation be-
stimmt wird. Besitzen zwei Strukturen die gleiche Molmasse, so hangt der Sedimen-
tationskoeffizient unmittelbar von der hydrodynamischen Reibung ab. Um die Ver-
gleichbarkeit mit anderen Simulationen zu gewabhrleisten, verwende ich zwei Metho-
den die bereits bei Simulationen mit dem DiSCO-Modell gut tUbereinstimmten. Die

Abweichung betrug weniger als 0.6 S.

Die eine Methode verwendet eine Nahrungsformel, die auf dem Ansatz von Kirkwood
beruht [176]. Danach lasst sich der Reibungskoeffizient eines aus N gleichgrofen
Einheiten zusammengesetzten Objektes aus den jeweiligen Reibungskoeffizienten
der Untereinheiten berechnen. Die Kirkwood-Methode wurde bereits in verschiede-
nen Studien von Oligonukleosomketten zur Bestimmung des Sedimentationskoeffi-
zienten angewendet [34], [116]. Dabei berechnet sich der Sedimentationskoeffizient
SN = Sao°c wasser ; fUr eine aus N Nukleosomen bestehenden Kette mit dem hydrody-

namischen Radius R4, durch die Kirkwood-Nahrung:

Sy =S, (n%zﬁ%} , (4.8)
wobei R;j den Abstand zwischen zwei Nukleosomen angibt und Sy den Sedimentati-
onskoeffizient Sypoc wasser €in€s Mononukleosoms bei Standardbedingungen repra-
sentiert. Es ist zu beachten, dass dieser Ansatz den Einfluss der Linker-DNS ver-
nachlassigt und die Nukleosomen nicht als Zylinder, sondern als Kugeln angenom-
men werden. Als Kugelradius verwende ich analog zu den Experimenten [34] und
anderen Simulationen [53] Ry =5,5 nm sowie Sy = 11,1 Svedberg (1S =10"s).

Ein Nachteil der Kirkwood-Formel ist, dass sie nur eine grobe Nahrung fir die tat-
sachlichen hydrodynamischen Wechselwirkungen darstellt. Insbesondere liefert sie
bei sehr asymmetrischen Objekten ungenaue Ergebnisse. Eine exaktere Bestim-
mung des Sedimentationskoeffizienten ermdglicht das Programm HYDRO [177]. Es
basiert auf der von Bloomfield et al. modifizierten Kirkwood-Nahrung mit der prinzi-
piell der Reibungskoeffizient eines beliebigen Objektes bestimmt werden kann [178].

Dabei wird das Objekt durch eine hinreichend grof3e Anzahl von identischen Kugeln
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approximiert. Fur die Chromatinfiber bedeutet dass, das die Untereinheiten Einheiten
nicht mehr identisch sein mussen. Allerdings verlangt HYDRO, dass sie die Form
einer Kugel aufweisen. Deshalb verwende ich, neben kugelférmigen Nukleosomen,
auch die Linker-DNS-Segmente in Form von Kugeln, fur die ich analog zu Sun et al.

[53] einen Radius von 1,5 nm annehme.

4.2.6 Persistenzlange der Biegung

Die Persistenzlange L, der Biegung ist definiert als die Distanz, Uber welche die
Richtung einer Polymerkette erhalten bleibt: Die Korrelation zwischen den Orientie-
rungen von zwei Polymersegmenten fallt exponentiell mit der Korrelationslange L, als
Funktion der Konturlange s ab, welche die beiden Segmente voneinander trennt
[132].

Da die thermischen Fluktuationen eines Systems unmittelbar mit seiner Steifigkeit
verknUpft sind, lasst sich die Persistenzlange L, der Chromatinfiber aus diesen Fluk-
tuationen bestimmen. In dieser Arbeit verwende ich zwei verschiedene Ansatze. Zum
einen gehe ich von der lokalen Richtungsanderung der Fiberachse aus, welche
durch die Tangenten an den Konturverlauf beschrieben wird und zum anderen von

dem mittleren quadratischen End-zu-End-Abstand der Fiber.

Methode Al: Fluktuation der Tangentenwinkel

Der Abfall der Korrelation zwischen den Orientierungen von zwei Fibersegmenten ist
durch Gleichung (2.19) aus Abschnitt 2.1.3 gegeben:

(cos(e(s)) = (£4)) = exp(— i] , (4.9)

wobei s die Konturlange ist, die zwei Segmente von einander trennt. Da die Kontur

der Fiber die Schwerpunkte ¢, als Verbindungspunkte zwischen den Kettensegmen-

ten enthalt, lassen sich die Tangenten t, der Fiberachse approximieren durch:

S T e T e (4.10)
Ci_ci+1|
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Passt man einen exponentiellen Zerfall an die Autokorrelationsfunktion <£fj> an, er-

halt man die Korrelationslange, welche per Definition der Persistenzlange L, ent-

spricht.

Eine genauere Bestimmung der Tangentenvektoren erreicht man, indem eine inter-
polierende Raumkurve durch die Schwerpunkte c, legt. Hierzu verwende ich interpo-
lierende kubische Splines entsprechend dem Algorithmus aus Numerical Recipes
[179], der neben der interpolierten Raumkurve auch deren Ableitungen und damit die

gesuchten Tangentenvektoren liefert.

Im Programm von Gero Wedemann wurde ein relativ ungenauer Algorithmus zur Be-
stimmung der Persistenzlange verwendet, bei dem lediglich die Fluktuation der Win-

kel zwischen der ersten und letzten Tangente bestimmt wurde.

Methode A2: mittlerer quadratischer End-zu-End-Abstand

Der mittlere quadratische End-zu-End-Abstand einer flexiblen, nicht dehnbaren,
wurmartigen Kette (inextensible Worm Like Chain) hangt von seiner Konturlange Lo
und seiner Persistenzlange L, ab. Dies wird durch die Porod-Kratky-Gleichung be-
schrieben (2.24):

<R2>_ =21 ['I:_O-1+exp[—::—°B. (4.11)

p P

Gleichung (4.11) beschreibt die entropische Elastizitat der wurmartigen Kette, welche
aus einer reduzierten Entropie der gestreckten Kette folgt. Werden die entropischen

und die enthalpischen Komponenten als unabhangig betrachtet, so erhalt man durch
die Addition des Terms L, KeT , mit € als Streckmodul der Fiber, eine ahnliche Re-
€

lation wie (4.11) fur die dehnbare wurmartige Kette (extensible Worm Like Chain):

2\ _o 2L _ _Lo ke T
<R >ext_2 L, [L 1+exp( ] DJrL0 . (4.12)

p P
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Aus den Beziehungen (4.11) und (4.12) Iasst sich die Persistenzlange L, mittels, der

aus den Simulationen bestimmten, Konturlange Lo und dem mittleren quadratischen

Abstand <R2> berechnen.

In Experimenten und Simulationen wird Uberlicherweise das WLC-Modell als Basis
fur die Auswertung verwendet [127], [128]. Allerdings, existieren noch andere Ket-
tenmodelle, wie etwa die diskrete persistente Kette [180], welche Eigenschaften so-
wohl von der idealen Zufallskette als auch vom WLC beinhaltet oder die semiflexible
harmonische Kette [181] mit dehnbaren Verbindungen. Allerdings sind solche Model-
le bei einem hohen oder niedrigen Streck-Regime von grof3erem Interesse. Eine Ket-
te mit selbsvermeidung wird z.B. im Flory-Modell [133] beschrieben. Danach ist der

mittlere quadratische End-zu-End-Abstand nich proportional zu N, sondern zu einer
Potenz von N: <R? > ~N?", wobei im dreidimensionalen Fall v = 3/5 gilt. Im Gegen-
satz zum WLC bericksichtigt das Flory-Modell nicht die Korrelation aufeinander fol-

gender Segmente, da es auf einer Irrfahrt mit Selbstvermeidung beruht. Fir kurze

Segmentlangen ist es demzufolge ungeeignet.

4.2.7 Streckmodul

Die Strecksteifigkeit einer Fiber ist gegeben durch den Streckmodul €:=Y-A, wobei
Y der Young-Modul des Materials und A die Querschnittsflache ist. Ich verwende

zwei verschiedene Methoden, um den Streckmodul € zu bestimmen.

Methode B1: Anpassung des Hooke schen Gesetzes

Die Lange einer Polymerkette wie der Chromatinfiber hangt von den Biegewinkeln
aufeinander folgender Segmente ab. Betrachtet man jeden dieser Winkel als eine
Zufallsvariable, so lasst sich der Zentrale Grenzwertsatz flr grolde Zahlen anwenden.
Er impliziert, dass fur eine hinreichend grof3e Anzahl an Zufallsexperimenten, die
Verteilung der Summe dieser Zufallsvariablen gegen eine Normalverteilung konver-
giert. Daraus folgt, dass es sich fur niedrige Ordnungen um harmonische Potentiale
handelt.
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FUr Polymerketten |asst sich das Hooke 'sche Gesetz schreiben als:

1Y-A 2 1e 2 1 2
Eq, =——(L-Ly) ==——I(L-L,)" ==DIL-L 4.13

wobei ¢ der Streckmodul und D = Lidie Kraftkonstante ist.
0

Die Konturlange Lo, bei der keine Streckkraft vorhanden ist, kann unmittelbar aus den
Simulationen bestimmt werden. Die Kraftkonstante D erhalt man, indem eine Parabel
an die Energie-Extensions-Kurve angepasst wird. Schieslich lasst sich der Streck-

modul € aus e=D-L, berechnen.

Methode B2: Aquipartitionstheorem

Ein anderes Verfahren den Streckmodul € zu bestimmen, basiert auf dem Aquipartiti-
onstheorem. Dieses besagt, dass im Mittel auf jeden Freiheitsgrad eine thermische

Energie von 2 kgT entfallt. Zusammen mit dem Hooke 'schen Gesetz erhalt man:

1 1

(Ese) = 5keT :§D<(L—LO)2>. (4.14)

Da Ly:= (L), gilt
(L-L0)?)=( =) )= (1) - (L =(?) 1", (4.15)

so dass sich die Kraftkonstante D aus folgender Formel berechnen lasst:

kgT
)

Wie zuvor erhalt man den Streckmodul € aus e=D-L,.

D— (4.16)

Einen Wert flr den Streckmodul erhalt man auch aus dem Ansatz einer extensible
WLC durch das Anpassen von Gleichung (4.12) an den mittleren quadratischen End-
zu-End-Abstand der Fibern. Allerdings stellte sich dabei heraus, dass diese Methode
nicht sensitiv genug ist, um den Streckmodul abzuschatzen. Anpassungen mit ahnli-
chem xz, bei denen die Persistenzlange bis auf wenige Prozent Ubereinstimmten,

variierten im Streckmodul Uber drei Grélienordnungen.
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4.3 Aufbau des Simulationsprogramms

Das Simulationsprogramm ist in der objektorientierten Programmiersprache C++ ge-
schrieben. Dieser Ansatz ist im Vergleich zu einer C-Implementierung nicht nur Gber-
sichtlicher, sondern auch einfacher zu erweitern. Im folgenden Abschnitt gebe ich
einen Uberblick Uber den grundlegenden Aufbau des verwendeten Programms. Die-
ses lasst sich im Wesentlichen in funf Bereiche gliedern: Datenstruktur, Simulations-
kontrolle, Monte Carlo Schritte, Energieberechnung und Hilfsbibliotheken. Eine de-
taillierte Dokumentation des Programms und dessen Struktur, ist in der Doktorarbeit
von G. Wedemann zu finden [3]. Meine Modifikationen des Programms wurden so
implementiert, dass die grundlegende Struktur des urspriinglichen Programms nicht

verandert wurde.

Die Basis-Objekte im Programm zur Modellierung der Chromatinfiber sind die Nukle-
osomen- und DNS-Segmente. In einer objektorientierten Programmiersprache fasst
ein Objekt verschiedene Datenelemente (Attribute) und die, auf diese anwendbaren,
Operationen (Methoden) zusammen. Die Attribute und Methoden eines Objekts wer-
den als Eigenschaften bezeichnet. Nukleosom- und DNS-Segmente haben Attribute
wie z.B. Ortsvektor des Segments, lokales Koordinatensystem, Typ und Identifikati-
onsnummer des Segments sowie vorher berechnete GroRen, wie den Massen-
schwerpunkt. Auch eine Kopie der Werte, fur den Fall einer Ablehnung nach einem
Monte-Carlo-Schritt, ist als Eigenschaft enthalten. Weiterhin besitzen sie Methoden

zur Verwaltung ihrer Attribute, z.B. Ein- und Ausleseroutinen.

Die Eigenschaften der Nukleosom- und DNS-Segmente werden von der Ubergeord-
neten Klasse Bead abgeleitet. Im Rahmen einer objektorientierten Programmierspra-
che ist eine Klasse eine statische Beschreibung gleichartiger Objekte, die deren Att-
ribute und Methoden umfasst. Eine Klasse ist sozusagen die Anleitung zur Erzeu-
gung eines Objekts wahrend der Laufzeit (Instanzierung). Durch das Prinzip der Ab-
leitung (Vererbung) ist es moglich, den Kode fur die Ubereinstimmenden Eigenschaf-
ten der Nukleosom-Segment und DNS-Segment nur einmal zu implementieren. Die
Basisklasse Beads ist in einer doppelt verketteten Liste organisiert. Weiterhin ist es
moglich Seitenketten einzufigen, allerdings wird dies im Rahmen dieser Arbeit nicht
verwendet. Der Zugriff auf die Liste mit Seitenketten (Branched Linked List) erfolgt

durch entsprechende Iteratoren
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Der Ablauf des Programms wird von einer Ubergeordneten Klasse koordiniert, dem
Controller. Hiervon abgeleitet sind die Klassen SimController und AnaController, die
den Ablauf der Simulations- und Analyseprogramme organisieren. In den Auswer-
tungsprogrammen wird eine von SimController abgeleitete Klasse verwendet. Da-
durch stehen die wichtigsten Methoden wie z.B. das Einlesen der Daten bereits zur

Verfligung, so dass lediglich der Analyse-Algorithmus zu programmieren ist.

Der Metropolis-Algorithmus ist als Basisklasse implementiert, von der sowohl eine
Klasse fur den Pivot-Schritt als auch den Rotations-Schritt abgeleitet ist. Dadurch
unterscheiden sich die abgeleiteten Klassen nur in der Methode zur Berechnung der
neuen Koordinaten. Grundsatzlich sind Objekteigenschaften nur den Objekten der
eigenen Klasse oder abgeleiteten Klassen vorbehalten (Datenkapselung). Durch
Schnittstellenmethoden kdonnen Objekte verschiedener Klassen jedoch miteinander
interagieren und Nachrichten austauschen. Die Klasse der Rotations-Monte-Carlo-
Schritte verwendet z.B. eine entsprechende Methode des Nukleosom-Segment-

Objekts, um dessen Koordinaten zu verandern.

Die Energieberechnung wird entsprechend des Wechselwirkungtyps in verschiedene
Klassen aufgeteilt. In diesen Energieklassen wird ein Iterator verwendet, um alle In-
teraktionen bzw. Paar-Interaktionen lokal zu berechnen und aufzusummieren. Diese
lokale Energieauswertung wird in einer entsprechenden lokalen Energieklasse
durchgefuhrt.

Allgemeine Funktionen und Objekte, die in anderen Projekten verwendet werden
konnen, wie z.B. die Vektor-Klasse oder die Matrix-Klasse, sind in einer Hilfsbiblio-
thek zusammengefasst. Darin befinden sich auch Fileformat-Routinen und verwen-

dete globale Konstanten.

Das Profiling-Werkzeug gprof des gnu-Compilers gcc zeigt, dass ca. 92 % der Aus-
fuhrungszeit auf die Berechnung der elektrostatischen und Nukleosom-Nukleosom-
Energie entfallt. Um die Rechenzeit zu reduzieren, wurden diese Programmteile un-
ter der Verwendung von POSIX-Threads parallelisiert. Hierzu werden die Segmente
in gleichgrole Blocke aufgeteilt. Fur jeden Block wird ein Thread erzeugt, indem die
Energien zwischen den einzelnen Segmenten innerhalb und zwischen den jeweiligen
Blocken berechnet werden. Der Thread-Ansatz ist speziell fur Shared-Memory-

Architekturen geeignet, bei denen die verschiedenen Prozessoren gleichberechtigt
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auf einen gemeinsamen Datenspeicher zugreifen konnen. Ein entsprechendes
Rechnernetz steht im DKFZ zur Verfugung und wird fur die Simulationen in dieser

Arbeit eingesetzt.

Die Beschleunigung eines parallelisierten Programms ergibt sich aus dem Quotient
aus der Laufzeit T4 flr ein Prozessor und der Laufzeit Ty bei N verwendeten Prozes-

soren. Theoretisch lasst sie sich durch das Amdahl-Gesetz berechen:
\Y
Tn=T, (1_V+N)’ (4.15)

wobei N die Anzahl der Prozessoren und v Laufzeit der parallelisierten Programmtei-
le ist. Im Fall einer Simulationen von 100 Nukleosomen mit einem Dual-Xeon-
Prozessor (2,8 GHz) ergibt sich eine Beschleunigung von 1,8 die sehr gut mit der

theoretischen Beschleunigung Ubereinstimmt.



Kapitel 5

Ergebnisse und Diskussion

5.1 In silicio Streckung von Chromatin

Um die Abhangigkeit der globalen Steifigkeit der Chromatinfiber von der verwende-
ten Geometrie der Kette zu untersuchen, variierte ich die Lange der Linker-DNS |,
den Torsionswinkel aufeinander folgender Nukleosomen B und den Offnungswinkel
o.. Bereits in friheren Simulationen zeigte sich, dass diese Parameter Einfluss auf die
Massenbelegungsdichte der Fiber nehmen [168]. Die Wahl des Torsionswinkels 3 im
Bereich zwischen 90° und 130° stimmt mit experimentellen Massenbelegungsdichten
im Bereich von 6 Nukleosomen / 11nm Uberein [9, 93]. Motiviert durch die naturlichen
Nukleosomen-Abstande in Hefe- und HelLa-Zellen, konzentrierte ich mich zunachst
auf Repeatlangen zwischen 195 - 205 bp [11]. Dies entspricht Linker-DNS im Bereich
von 5 - 15 bp. Da die Anknupfung der Linker-DNS an das Nukleosom mit der kleinen
Furche in Richtung der ersten nukleosomalen Bindungsstelle erfolgt, ist der Torsi-
onswinkel B eine periodische Funktion der Linkerlange [7, 182]: Eine helikale Win-
dung der doppelstrangigen DNS entspricht 10,5 bp [6]. Zur genaueren Analyse der
Parameterabhangigkeiten wurde der Torsionswinkel B zunachst unabhangig von der

Repeatlange variiert.

Eine Zusammenfassung der Initialisierungsparameter zeigt Tabelle 5.1. Abbildung
4.2 in Kapitel 4 veranschaulicht den Ablauf einer typischen Simulation: Ausgehend
von einer gedrehten oder gestreckten Startkonformation (Abb. 4.2a,b), wird das Sys-
tem zunachst aquilibriert. Danach wird eine Streckkraft auf die relaxierte Konformati-
on angewendet (Abb. 4.2c) und anschlielliend erneut aquilibriert, wodurch die ge-

streckten Gleichgewichtsstrukturen erzeugt werden (Abb. 4.2d,e).
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Tabelle. 5.1. Ubersicht der in der Simulation verwendeten Parameter.

Parameter Wert
Streckmodul DNS 1104 pN
Biegemodul DNS 2.06 - 10" J nm

Torsionsmodul DNS 2.67 10" J nm
Elektrostatischer Radius DNS 1.2 nm
Streckmodul Nukleosom 1104 pN
Torsionsmodul Nukleosom 1.30- 10" J nm
Temperatur 20 °C
Salzkonzentration 0.1 M NaCl
Nukleosom-Durchmesser 11 nm
Nukleosom-Hohe 5.5 nm
Gay-Berne-Parameter fur die oo = 10.3 nm, x = -0.506,
internukleosomale Wechselwirkung x'=-0.383

500 -

400 -
(a) ohne Stamm

(b) mit Stamm

300

200

Per sistenzlange [nm]

100 ~

0 T T T T T T T T T T T T

180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204
Repeat! &nge [bp]

Abb. 5.1.1. Persistenzlange L, bestimmt mit Hilfe der Fluktuation der Tangentenwinkel (A1, offene
Symbole, durchgezogene Linien) und aus den Fluktuationen des mittleren quadratischen End-zu-End-
Abstands (A2, geschlossene Symbole, gestrichelte Linien) als Funktion verschiedener Linkerlangen |
und Torsionswinkel B ohne (a) und mit (b) Stamm. Alle Methoden lassen die gleiche generelle Tendenz
erkennen: Mit steigender Linkerlange bzw. fallendem Torsionswinkel nimmt die Persistenzlange ab und
die Fiber Iasst sich einfacher biegen. Die Werte der extensible. WLC (A2, GI. (4.10)) weichen gegenliber
den Werten aus den anderen Methoden um weniger als 10 % ab.

O: A2, inextensible WLC durch numerische Lésung von (4.11);
<1 A2, inextensible WLC durch Anpassung von (4.11);
A: A2, exttensible WLC durch Anpassung von (4.12);

®: A1, Anpassung des exponentiellen Zerfalls von (4.9)
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5.1.1 Biegesteifigkeit der Fiber: Die Persistenzlange L,

Ich bestimmte die Persistenzlange L, der Biegung fur verschiedene Repeatlangen
und Torsionswinkel B bei einem Offnungswinkel ainit = 26° durch die Fluktuation der
Tangentenwinkel (A1) sowie aus dem mittleren quadratischen End-zu-End-Abstand
(A2). Abbildungen 5.1.1a und 5.1.1b vergleichen die Ergebnisse dieser beiden Ana-

lysemethoden fur Simulationen mit und ohne Stamm.

Die Methode, welche auf der Fluktuation der Tangentenwinkel basiert, fuhrt systema-
tisch zu etwas niedrigeren Werten fir die Persistenzlange L,. Anhand einer typischen
Kurvenanpassung an die Daten (Abb. 5.1.2) wird deutlich, dass die angepasste Kur-
ve systematisch kleinere Korrelationslangen als die Datenkurve aufweist. Fur kurze

Konturlangen sind die Segmente zu lang, um den exponentiellen Zerfall durch die

i Abb. 5.1.2. Anpassung von Gl. (4.9), welche den
exponentiellen Zerfall der Tangentenwinkel be-

1o schreibt, an die Daten einer aus 100 Nukleoso-
4 men bestehenden Chromatinfiber mit | = 187 bp,

B = 110°, kein Stamm. Fir die ersten Datenpunk-

0.8 + te sind die Segmente im Vergleich zur Konturlan-

ge zu lang und somit die Korrelation unrealistisch
hoch. Diese Punkte wurden aus der Anpassung
ausgeschlossen. An der angepassten Kurve ist
zu erkennen, dass die Korrelationslange etwas
geringer ausfallt, als man von der Datenkurve
erwarten wirde.

O: 187 bp, B = 110°, kein Stamm;

1 —: A1, Anpassung des exponentiellen Zerfalls
von Gl. (4.9)

<cos(6(s))>
o
o
|

02 T T T T T 1
0 50 100 150 200
Konturlange der Segmente [nm]

Abb. 5.1.3. Anpassung der Porod-Kratky-Gl.
(4.9) des inextensible WLC sowie der Gl. (4.10)
des extensible WLC an die Daten einer aus
100 Nukleosomen bestehenden Chromatinket-
te mit | = 187, B = 110°, kein Stamm. Beide
Anpassungen stimmen sehr gut mit den Daten
iiberein. Das y° fir die extensible WLC ist
durch die realistischere Beschreibung der Fiber
etwas geringer als bei der inextensible WLC.

O: 187 bp, B = 110°, kein Stamm;
®: extensible WLC, Gl. (4.10);
—: inextensible WLC, Gl. (4.9)

LIVVUV —

20000 —

15000 —

%

:
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WLC wiederzuspiegeln (Plateau in Abb. 5.1.2). Aus diesem Grund wurden die ersten
20 Datenpunkte aus der Kurvenanpassung ausgeschlossen. Die Anpassung von
Gleichung (4.9) fuhrt somit zu ca. 6% (3%) kleineren Persistenzlangen L, fur Simula-

tionen mit (ohne) Stamm.

Die Werte flr die Persistenzlange L, aus der Anpassung der extensible WLC an den
mittleren quadratischen End-zu-End-Abstand als Funktion der Konturlange (A2) sind
systematisch 10% (8%) kleiner als die Werte aus der Anpassung der inextensible
WLC mit (ohne) Stamm. Gegenuber der numerischen Losung von Gleichung (4.11)
sind die Werte systematisch 5% (3%) kleiner. Die extensible WLC (Gleichung 4.12)
beschreibt die Flexibilitat der Fiber realistischer als die inextensible WLC (Gleichung
4.11). Ihr zusatzlicher Term ermdglicht eine Verschiebung des angepassten Graphs
entlang der y-Achse, wodurch das y? reduziert und die Qualitit der Kurvenanpas-
sung verbessert wird. Das Resultat ist eine etwas weichere Fiber fur die extensible
WLC, was sich in geringflgig kleineren Persistenzlangen zeigt (Abb. 5.1.3). Diese
stimmen gut mit den Werten Uberein, die sich aus der Methode der Fluktuationen der
Tangentenwinkel (A1) ergeben. Der relative Fehler ist dabei kleiner als 5% (3%) fur

Simulationen mit (ohne) Stamm.

Alle angewendeten Methoden zeigen die gleichen Tendenzen fir Simulationen mit
und ohne Stamm (Abb. 5.1.1). Eine groRere Repeatlange reduziert die Persistenz-
lange L, und fuhrt zu weicheren Fibern. Dagegen sind Fibern mit héherem Torsions-

winkel B aufgrund der steigenden Persistenzlange L, steifer und somit schwieriger zu

biegen.
180 - Abb. 5.1.4. Die Persistenzlénge fiir verschie-
160 dene Repeatlangen und Torsionswinkel als
Funktion des initialen Offnurj_gswinkels Olinit-
= 140 7 Eine VergroRerung dieses Offnungswinkels
£, 120 A fuhrt zu einem Abfall der Persistenzlange und
g 100 - damit zu weicheren Fibern. Dieser Trend ist
3 starker fir kurze Repeatlédngen, bei denen die
B 80 7 elektrostatischen und nukleosomalen Wech-
% 60 - 0_\0\0\ selwirkungen starker sind als bei langen.
§ 40 - N—""D— A A O :1=188 bp, B =110°, kein Stamm;
20 1 <:1=192 bp, B = 120°, kein Stamm;
O T T T T T T 1

20 22 24 26 28 30 32 3 A:1=199 bp, B = 110°, kein Stamm.

Oinit [deg]
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In der weiteren Analyse verwendete ich die Ergebnisse aus der Anpassung der ex-
tensible WLC mit Hilfe von Gleichung 4.10 aus Methode A2, welche mit allen ande-

ren Methoden innerhalb einer Abweichung von weniger als 10% Ubereinstimmt.

Abbildung 5.1.4 zeigt die Abhangigkeit der Persistenzlange L, vom Initialwert des
Offnungswinkels ounit im Bereich zwischen 22° und 34° fiir verschiedene Repeatlan-
gen und Torsionswinkel. Der Offnungswinkel ogr im Gleichgewicht hangt monoton
von Initalwert aunit ab, wie bereits in Abbildung 4.1 deutlich wurde. Abbildung 5.1.4
zeigt, dass ein steigender Offnungswinkel zu einer fallenden Persistenzldnge und
damit zu weicheren Fibern fuhrt. Dieser Trend ist fur kurze Repeatlangen starker,
wahrend flr lange Repeatlangen die Biegesteifigkeit nahezu konstant bleibt. Dieses
Verhalten ist zu erwarten, da bei Fibern mit kurzen Repeatlangen die Nukleosomen
dichter positioniert sind und somit die elektrostatischen und nukleosomalen Wech-

selwirkungen einen starkeren Einfluss besitzen.

1800~  Energie [kJ/mol]

1600 —

1400

1200

1000 [~

800 —

| 1 I 1 I | | 1 | 1 | 1 | 1 [
180 200 220 240 260 280 300 320

Konturlange [nm]

Abb. 5.1.5. Gesamtenergie einer 100 Nukleosomen Chromatinkette mit einer Repeatlange | = 190 bp,
B = 110°, kein Stamm, als Funktion der Konturlange. Die Kraftkonstante D ergibt sich aus einer An-
passung der energetischen Form des Hooke 'schen Gesetzes E=0,5-D (L-Lo)2 + const an die Daten.

(R O o] \\ [N o] |\ [pu——r [0}y o] \\ [Re— [} o] \\ pe—{ 0 N o] \\
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5.1.2 Entropische Beitrage

Zur Bestimmung der Kraftkonstante D, mit deren Hilfe der Streckmodul € nach Me-

thode B2 berechnet werden kann, wurde die energetischen Form des Hooke schen

Gesetzes an die Energie-Extensions-Kurve angepasst (Abb. 5.1.5). Dabei ist sicher-

zustellen, das die Gesamt- oder freie Energie, welche sowohl den energetischen als

auch den entropischen Teil beinhaltet, mit der potentiellen Energie Ubereinstimmt

und die entropischen Effekte vernachlassigt werden kénnen.

Aus diesem Grund wurde zunachst die angewendete Streckkraft gegen den End-zu-

End-Abstand der gestreckten Chromatinfiber aufgetragen. Die Daten zeigen deutlich

ein lineares Verhalten fur den intermediaren Kraftbereich (Abb. 5.1.6a).
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Abb. 5.1.6. (a) =zeigt die
Streckkraft als Funktion des
End-zu-End-Abstands einer
100 Nukleosomen Chromatin-
fiber mit | = 190 bp und B =
110°, kein Stamm. Das lineare
Verhalten im mittleren Kraftbe-
reich impliziert, dass der
entropische Beitrag im Bereich
zwischen 5 — 20 pN vernach-
Iassigt werden kann. Im unte-
ren Kraftbereich dagegen zeigt
sich aufgrund des entropi-
schen Energieanteils kein line-
ares Verhalten. Dies konnte
kirzlich auch in Streckexperi-
menten beobachtet werden.
Fir Krafte kleiner als 0,5 pN
I&sst sich in erster Ordnung ein
lineares Verhalten erkennen.

(b) vergréRert diesen Kraftbe-
reiches zwischen 0 — 0,5 pN
und erlaubt ein Streckmodul
fur diesen Bereich abzuschat-
zen. Der Wert von € = 0,73 pN
flr diesen entropisch dominier-
ten Kraftbereich betragt nur
2% des Streckmoduls fir die
intermediare Kraftregion.
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Hierdurch wird impliziert, dass der entropische Anteil in diesem Kraftregime keine

Rolle spielt.

Weiterhin wird in Abbildung 5.1.6 deutlich, dass das Verhalten der Chromatinfiber fur
den Kraftbereich kleiner als 5 pN nicht linear ist. Dies stimmt mit Beobachtungen aus
Streckexperimenten [128] Uberein. Fur Krafte, die kleiner als 0,5 pN sind, wird der
Streckmodul € von der Entropie dominiert. Er lasst sich in erster Ordnung durch eine
lineare Anpassung approximieren (Abb. 5.1.6b). Da ich hauptsachlich an dem inter-
mediaren Bereich interessiert bin, gebe ich nur den Wert fur den in Abbildung 5.1.6b
dargestellten Parametersatz an: € = 0,73 pN. Dieser Wert betragt weniger als 2% des
Streckmoduls fur Krafte grof3er als 5 pN und zeigt, dass entropische Anteile im in-

termediaren Kraftbereich vernachlassigt werden konnen.

Weiterhin berechnete ich den Streckmodul durch die Anpassung einer linearen Funk-

tion F=-5 .L —¢ an die Kraft-Extensions-Kurve (Abb. 5.1.7).
0

Da diese Funktion Uber ein Integral mit der Methode B1 verbunden ist, wird auch hier
der entropische Anteil vernachlassigt. In den Abbildungen 5.1.8a und 5.1.8b werden
diese Ergebnisse mit dem Streckmodul verglichen, welches mit Hilfe des Aquipartiti-
onstheorems (B2) bestimmt wurde. Letzteres beinhaltet sowohl den energetischen
als auch den entropischen Anteil der Energie. Die mittlere Abweichung der Werte ist
kleiner als 10% (13%) fr Simulationen ohne bzw. mit Stamm und zeigt ebenfalls,

dass der entropische Anteil vernachlassigt werden kann.

22

Abb. 5.1.7. Kraft-Extensions-Kurve einer 20
100 Nukleosomen langen Chromatinkette mit 18 -
I = 190 bp, B = 110°, kein Stamm. Der 16 ]
Streckmodul € wird durch eine Kurvenanpas- -
sung von F = (¢ / Ly)- L - € an die Daten im 14‘_
Kraftbereich 5 — 20 pN berechnet und stimmt 12 4
mit den Werten aus Abbildung 5.1.6a Uber- = 14 ]
ein. = J
£ 8+
© ]
< 6-
4
2]
o

2T T T T T T T

160 180 200 220 240 260 280
Konturlange [nm]
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Abb. 5.1.8. Steckmodul ¢ fiir Simulationen ohne (a) und mit (b) Stamm als Funktion der Repeat-
lange | und des Torsionswinkels B. Die Berechnung erfolgte einerseits aus einer linearen Kurven-
anpassung an die Kraft-Ausdehnungskurve (geschlossene Symbole, durchgezogene Linien), an-
dererseits unter Verwendung des Aquipartitionstheorem (offene Symbole, gestrichelte Linien).
Beide Methoden stimmen gut Uberein und zeigen, dass entropische Anteile in dieser Region ver-
nachlassigt werden kénnen. O0,0:=130° <, €:B=110° A,A:B=90%

5.1.3 Strecksteifigkeit der Fiber: Der Streckmodul €

In Abbildungen 5.1.9 sind die Ergebnisse der Methode B1, welche das Hooke sche
Gesetz verwendet, und der Methode B2, die auf dem Aquipartitionstheorem beruht,
dargestellt. Beide Methoden stimmen gut Uberein, auler bei hohen Torsionswinkeln
und kleinen Repeatlangen. Indem die Streckmodule € in Methode B2 fur alle Streck-
simulationen (0, 5, 10, 15 und 20 pN) bestimmt und anschlieRend gemittelt wurden,
konnte die Genauigkeit erhéht und die relative Differenz zwischen beiden Methoden
auf 18% (8%) fur Simulationen mit (ohne) Stamm reduziert werden (Abb. 5.1.9).
Trotz der Differenz in den absoluten Werten fur den Streckmodul bei hohen Torsi-
onswinkel und kleinen Repeatlangen, weisen beide Methoden die gleichen Tenden-
zen auf. Dies gilt sowohl fur Simulationen mit als auch ohne Stamm. Ein analoges
Verhalten wurde bereits flr die Persistenzlange in Abschnitt 5.1.1 beschrieben. Bei
steigender Repeatlange oder steigendem Offnungswinkel oo nimmt der Streckmodul
ab und die Fiber wird weicher. Eine Erh6hung des Torsionswinkels B fuhrt zu einem

Anstieg des Streckmoduls, wodurch die Fiber steifer und schwerer dehnbar wird.
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Abb. 5.1.9. Streckmodul & bestimmt durch Anpassung des Hooke 'schen Gesetzes (B1,
geschlossene Symbole, durchgezogene Linien) und mit Hilfe des Aquipartitionstheorems
(B2, offene Symbole, gestrichelte Linien). Fir Simulationen ohne (a) und mit (b) Stamm als
Funktion der Repeatlange | und des Torsionswinkels . Beide Methoden stimmen gut Gber-
ein, abgesehen von kurzen Repeatlangen und hohen Torsionswinkeln. Unabhangig von der
Prasenz eines Stamms nimmt der Streckmodul € der Fiber mit steigender Repeatlange bzw.
fallendem Torsionswinkel B ab.

O0,0:3=130°; O, ¢: =110 A, A: B=90°

5.1.4 Wie steif ist die 30-nm-Chromatinfiber?

Sowohl Streck- als auch Biegesteifigkeit der simulierten Chromatinfibern zeigen ein
ahnliches Verhalten: Die Steifigkeit wird groRer, wenn der Torsionswinkel steigt und

die Repeatlange sinkt.

Um den Zusammenhang zwischen Biege- und Strecksteifigkeit im Fall der Chroma-
tinfiber genauer zu beschreiben, vergleiche ich in diesem Abschnitt die Steifigkeit der
Chromatinfiber mit einem typischen, homogenen, isotropen, elastischen Stab, der

eine kreisformige Querschnittsflache besitzt.

Basierend auf dieser Annahme lasst sich eine Persistenzlange L, aus dem, bereits in

den Simulationen bestimmten, Streckmodul € wie folgt berechnen.

Die Biegung zweier Segmente einer Polymerkette um einen Winkel 6, welche eine

Distanz L von einander entfernt sind, erfordert die Energie [183]

1Y-J

Boioge =5 e?, (5.1)

Wobei Y der Young Modul und J das Flachentragheitsmoment des Polymers ist.
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Diese makroskopischen Gré3en hangen mit der Persistenzlange L, eines Polymers

uber

Lp:Y- J
kgT

(5.2)

zusammen, wobei kg die Boltzmann-Konstante und T die Temperatur ist.

Lést man das Hooke 'sche Gesetz (4.13) nach Y auf und substituiert es in Gleichung

(5.2) so erhalt man

= 1 D'Lo,J: 1£.J, (5.3)
kgT A kgT A

mit e=D-L,.Setzt man nun das Flachentragheitsmoment eines homogenen, isotropi-

schen, elastischen Zylinders mit Radius R

J:lnR“, (5.4)
4

in (5.3) ein, so ergibt sich schlieRlich fur die Persistenzlange L, der Ausdruck

L, = % kBLT R2. (5.5)
Aus dem Streckmodul ¢ Iasst sich also unter der der Annahme, dass sich die Chro-
matinfiber wie ein homogener, isotroper, elastischer Zylinder verhalt, eine Persistenz-
lange Ly stap berechen. Diese vergleiche ich nun mit der Persistenzlange L, riuk
,welche unmittelbar aus den Biegefluktuationen in Abschnitt 5.1.1 bestimmt wurde.
Die Resultate sind in den Abbildungen 5.1.10a-d dargestellt und zeigen eindeutig,
dass die Persistenzlangen L, sian 6-10-mal hoéher sind als die Persistenzldngen Ly, piuk.
Dies gilt fur alle Parametersatze, sowohl fur Simulationen mit als auch ohne Stamm.
Demzufolge entspricht das elastische Verhalten der Chromatinfiber nicht einem ho-
mogenen, isotropen, elastischen Zylinder sondern eher einem Telefonkabel. Sie ist
wesentlich leichter zu biegen als man von einem elastischen Stab erwarten kann:
Ihre Strecksteifigkeit ist hdoher als ihre Biegesteifigkeit. Einzelmolekul-Experimente
zeigen, dass sich dies bei freier DNS anders verhalt: Streck- und Biegesteifigkeit

stimmen nahezu Uberein [184].
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Abb. 5.1.10. Darstellung der Persistenzlange fir verschiedene Repeatlangen | und Torsions-
winkel B. Die durchgezogenen Linien reprasentieren die Persistenzldngen L, r, Welche unmit-
telbar aus der Fluktuation der Tangentenwinkel berechnet wurden (A1, offene Symbole, durch-
gezogene Linien). Die gestrichelten Linien stehen fiir die Persistenzlangen Ly i, Welche aus
dem Streckmodul berechnet wurden, unter der Annahme, dass sich die Fiber wie ein isotroper,
homogener, elastischer Stab mit kreisférmigen Querschnitt verhalt (B1, geschlossene Symbole,
gestrichelte Linie). Ly ik ist 6-10 mal gréBer als L, riu fur Simulationen mit (a), (¢) und ohne (b),
(d) Stamm. Dies bedeutet, dass die Chromatinfiber wesentlich leichter zu biegen ist, als es von

einem elastischen Stab zu erwarten ware.

Symbole (a),(b): O,®: B =130°; <, €: =110 A, A: =90°

Symbole (c): O,®:1=188 bp, B =110°; <, ®:1=192bp, B=120° A,A:1=199 bp, B=110%
Symbole (d): O,®: 1 =201 bp, p=110°% <,#:1=205bp, p=120° A,A:l=212bp, p=110%
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5.1.5 Effekt des Nukleosom-Stamms

Zur Untersuchung des Einflusses des Linker-Histons auf die Persistenzlange L, der
Chromatinfiber wurden Simulationen mit und ohne Stamm bei gleichen Repeatlan-
gen durchgefuhrt und verglichen. Bei diesen Simulationen wurde der Torsionswinkel
B entsprechend experimenteller Daten der Repeatlange angepasst [7, 182]: Eine he-
likale Windung der doppelstrangigen DNS entspricht einer Lange von 10,5 bp. Die
Abbildungen 5.1.11 zeigt die Ergebnisse dieser Simulationen fir Repeatlangen in
dem Bereich 191 — 220 bp.

600
500
400
300 ~
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Per sistenzlange [nm]

100 |

0

190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220
Repeatl ange [bp]

Abb. 5.1.11. Analyse des Einflusses eines vorhandenen Stamms fir Simulationen mit gleicher
Repeatlange I. Fir diese Simulationen wurde der Torsionswinkel B entsprechend der Linkerlange
angepasst: Eine helikale Windung der dsDNS entspricht einer Lange von 10,5 bp. Die Persistenz-
langen der Fibern mit Stamm (®) sind hoher als fur die Fibern ohne Stamm (). Dieser Effekt ist
starker fur kurze und schwacher fir grofle Repeatlangen. Die Spitzen zeigen, dass der Torsions-
winkel stark die Steifigkeit beeinflusst und somit zu steifern Fibern fiihren kann. Aufgrund der ho-
heren Repeatlange ware eigentlich eine weichere Fiber zu erwarten. Die typischen Fiberkonfor-
mationen verdeutlichen die hohere Flexibilitat der Fiber bei hohen Repeatlangen.

Alle Simulationen weisen die gleiche generelle Tendenz auf: Die Persistenzlange
nimmt mit steigender Repeatlange ab und die Fiber wird weicher. Dies stimmt mit
den Resultaten Uberein, welche bereits den Abbildungen 5.1.10a und 5.1.10b ent-
nommen werden konnten, sofern der Torsionswinkel als konstant betrachtet wird.
Diese Tendenz ist fur kurze Repeatlangen starker ausgepragt, da in diesen Fallen
die elektrostatischen und nukleosomalen Krafte besonders stark sind. Allerdings zei-
gen die Spitzen in Abbildung 5.1.11, dass das ,Weicherwerden® der Fiber aufgrund
langerer Repeatlangen durch hohe Torsionswinkel Uberwunden werden kann. Da-

durch kommt es zu steifern Fibern als es vorher in Abbildung 5.1.10a und 5.1.10b
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der Fall war. Dieser Effekt dominiert nur bei kurzen Repeatlangen, da die Wechsel-
wirkungen bei groReren Repeatlangen schwacher werden. Die Existenz solcher Spit-
zen konnte ein Grund dafur sein, dass in Organismen bestimmte Repeatlangen be-
vorzugt auftreten. Geometrische Chromatinfibermodelle, die auf der Kristallstruktur
des Nukleosoms basieren und explizit die sterische Behinderung berucksichtigen,
implizieren ebenfalls solche bevorzugten Repeatlangen (vgl. 5.3). Abbildung 5.1.11
zeigt deutlich, dass die Biegesteifigkeit von Fibern mit Stamm hoéher als die Biege-
steifigkeit von Fibern ohne Stamm ist. Allerdings werden die Unterschiede bei hohe-
ren Repeatlangen kleiner. Dies weist auf die stabilisierende Rolle des Nukleosom-

Stamms hin, wie bereits in Experimenten beobachtet wurde [81].

5.1.6 Diskussion

Meine Ergebnisse zeigen, dass die Biege- und Strecksteifigkeit der 30-nm-
Chromatinfiber stark von der lokalen Geometrie der Nukleosomen abhangt. Sowohl
die Persistenzlange L, welche die Biegesteifigkeit charakterisiert, als auch der
Streckmodul €, der die Strecksteifigkeit beschreibt, nehmen ab, wenn die Repeatlan-
ge im untersuchten Bereich um 10 bp erhoht wird. Den gleichen Effekt hat eine Stei-
gerung des Offnungswinkels von 22° auf 34° oder eine Reduzierung des Torsions-
winkels von 130° auf 90°. Dieses Verhalten ist unabhangig von der Prasenz eines
Stamm-Motivs, welches den Einfluss des Linker-Histons auf die Nukleosomen-
Geometrie modelliert. Es ist bereits bekannt, dass die Anwesenheit eines Linker-
Histons den Offnungswinkel o zwischen eingehender und austretender Linker-DNS
verringert. Dies fuhrt bei hohen Salzkonzentrationen zu kompakteren Fiberstrukturen
[81]. Auch meine Simulationsergebnisse zeigen: Fibern mit Stamm weisen eine ho-
here Persistenzlange auf als die entsprechenden Fibern ohne Stamm und sind somit
steifer bzw. kompakter (Abb. 5.1.11a und 5.1.11b).

Das zentrale Ergebnis meiner Simulationen beruht auf dem Vergleich der Streckstei-
figkeit einer Chromatinfiber mit ihrer Biegesteifigkeit. Unter der Annahme eines ho-
mogenen, isotropen, elastischen Stabs mit kreisformigem Querschnitt konnte ich zei-
gen, dass die Chromatinfiber bei ihrer Dehnung wesentlich mehr Widerstand leistet
als bei ihrer Biegung. Diese Eigenschaft ist eine wichtige Voraussetzung, um ihre

Kondensation und Dekondensation zu ermoglichen und somit z.B. das Binden von
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Transkriptionsfaktoren zu regulieren. Betrachtet man mein Resultat von einem hoéhe-
ren Standpunkt der Kompaktierung aus, so ist es fur eine Chromatinfiber glinstiger,
eine dichtere Packung mit Hilfe von Schleifen zu erreichen anstatt linear komprimiert
zu werden. Die Formation solcher Haarnadelstrukturen wurde bereits in Cryo-EM-
Bildern unter der Prasenz von MENT (myeloid and erythroid nuclear termination sta-
ge-specific protein) beobachtet [185]. Dabei handelt es sich um ein Heterochroma-
tinprotein, welches Chromatinfiberfaltungen der héheren Ordnung vermittelt. Einige

Haarnadel-Formationen konnten auch in meinen Simulationen beobachtet werden.

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen Biege- und Streckelastizitat, so zeigt
sich in Einzelmolekul-Streckexperimenten [184], dass sich das Verhalten von dsDNS

und Chromatinfiber unterscheiden:

Der Streckmodul € von dsDNS bei physiologischer Salzkonzentration betragt ca.
1100 pN [154, 186]. Anwendung der Gleichung (5.5) unter der Annahme eines ho-
mogenen, isotropen, elastischen Stabs mit einem Radius von 1 nm fur die dsDNS
fahrt zu einer Persistenzlange der Biegung von L, = 70 nm. Diese ist ungefahr 1,4-
mal so grol} wie die bekannte Persistenzlange der dsDNS von 53 nm. Da es sich bei
der dsDNS nicht um einen idealen, isotropen Zylinder handelt und die DNS-Furchen
das Flachentragheitsmoment etwas reduzieren, kann der tatsachliche effektive Radi-
us etwas kleiner sein. Bereits eine Verminderung des Radius um 20% fuhrt zu einer
Ubereinstimmung der beiden Persistenzlangen, d.h. dsDNS besitzt nahezu die glei-
che Resistenz gegenuber ihrer Dehnung und ihrer Biegung. Bei der Chromatinfiber
ist die Differenz mindestens viermal so grof3 (Abb. 5.1.10). Bedenkt man die Rolle
von Chromatin, so ist dieses Verhalten im biologischen Sinn durchaus sinnvoll, da
sich die Chromatinfiber durch einfache Biegung und Torsion fir Proteine 6ffnen und

schlieRen lasst.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist der exakte Wert fur die Persistenzlange der
30-nm-Chromatinfiber hart umstritten, wobei Werte im Bereich 30 nm bis 260 nm be-
stimmt wurden. Einige der Werte aus dem unteren Bereich wurden bei niedriger
Salzkonzentration gemessen. Da niedrige Salzkonzentrationen bekannter Weise zu

einer Offnung der Fiber filhren, sind diese Werte erwartungsgemaf verschieden von
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Tabelle. 5.2. Persistenzldnge L, a1 berechnet aus den Fluktuationen der Tangentenwinkel (A1) fur

verschiedene Repeatldngen und Torsionswinkel.

Persistenzlange [nm]

Olinit = 26°, kein Stamm

lrep [OP]\ B [°] 90 110 130
182 261 508 1090
185 177 309 547
187 126 183 280
190 76 96 146
192 54 56 70

Persistenzlange [nm]
Qinit= 26°, Stamm

lrep [OP]\ B [°] 90 110 130
195 145 220 583
198 106 146 283
200 84 98 142
203 65 64 60
205 49 52 41

den Persistenzlangen aus meinen Simulationen, welche bei physiologischer Salz-

konzentration durchgefuhrt wurden. Kleine Persistenzldngen wurden in Studien von

Rekombinationsfrequenzen in human Zellenkernen sowie in Messungen von For-

maldehyd-Vernetzungswahrscheinlichkeiten in Hefezellkernen bestimmt [121, 122].

Der zur Abstandsmessungen verwendete Ansatz einer unbeschrankten Irrfahrt (ran-

dom walk) ohne Selbstvermeidung ist allerdings fir Interphase-Chromatinfibern nur

fur kurze Abstande erflllt. Deshalb hangt die gemessene Persistenzlange von der

Region und der genomischen Separation ab. Weiterhin werden die Faltungstopologie

sowie das endliche Kernvolumen vernachlassigt. Dies kann zu einer Uberschatzung
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Tabelle. 5.3 Streckmodul berechnet aus der Kurvenanpassung an das Hooke 'sche Gesetz (B1) flr
verschiedene Repeatlangen und Torsionswinkel

Streckmodul[pN]

o = 26°, kein Stamm, F=0,5,10,15,20 pN

lrep [OP] \ B [°] 90 110 130
182 321 656 1251
185 181 263 591
187 100 133 285
190 60 79 116
192 44 50 52
Streckmodul[pN]

o =26°, Stamm, F=0,5,10,15,20 pN

lrep [bP] \ B [°] 90 110 130
195 95 264 468
198 74 151 276
200 66 90 154
203 59 68 73
205 47 55 41

der Kettenflexibilitdt und somit zu den beobachteten kleinen Persistenzlangen flhren.
Weiterhin ergeben sich bei einer Persistenzlange im Bereich des Fiberradius von 30
nm sehr unregularen Strukturen, die nur schwer mit dem Konzept einer ,Fiber* zu

vereinbaren sind.

Die Analyse der Abstandsverteilung von Paaren genetischer Markierungen in
menschlichen Fibroblastzellkernen [123-125] fuhrte zu héheren Werten im Bereich
von L, = 100 - 140 nm basierend auf der inextensible WLC. Aktuelle Experimente in
Sprosshefezellen (S. cerevisiae) unter Verwendung von optimierter in situ Hybridisie-
rung und Videomikroskopie [126] zeigten steife Interphase-Chromatinfibern mit Per-

sistenzlangen im Bereich von Lp = 170 — 200 nm. Diese liegen im Bereich von L, =
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140 — 220 nm (Tabelle 5.2) meiner Simulationen fir kurze Repeatlangen von 182 bp
mit Stamm. Persistenzlangen, die ich fir groRere Repeatlangen bestimmt habe, lie-
gen im Bereich von 50 — 280 nm (Tabelle 5.2), wobei diese mit steigender Repeat-
lange kleiner werden. Vergleichbare Persistenzlangen zwischen 200 — 250 nm erga-
ben aktuelle Simulationen von Mergell et al. [127]. Dort wurde ein ahnlicher Ansatz
fir die Modellierung der Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung verwendet. Die
Nukleosomen interagieren ebenfalls in Form von Ellipsoiden mittels des Gay-Berne-
Potentials miteinander. Allerdings wird, im Gegensatz zu dem in meinen Simulatio-
nen verwendeten Modell, der Versatz entlang der Nukleosom-Achse zwischen ein-
und ausgehenden Linker-DNS-Segmenten nicht bericksichtigt. Weiterhin hat das in
meinen Simulationen verwendete Modell den Vorteil, dass die abgeschirmte elektro-
statische Wechselwirkung zwischen der Linker-DNS-Segmenten explizit durch ein
Debye-Hiickel-Potential modelliert wird. Dadurch hangt z.B. der Offnungswinkel von
der Salzkonzentration ab. Die Werte aus den Simulationen von Mergell et al. [127]
fir den Streckmodul liegen im Bereich von € = 60 — 240 pN und stimmen gut mit

meinen Daten Uberein (Tabelle 5.3).

Bennink et al. erhielten ein Streckmodul von 150 pN bei einer Salzkonzentration von
150 mM NaCl [128], indem sie mit Hilfe von optischen Pinzetten Streckexperimente
an, mit Nukleosomen assemblierter, Lambda-Phagen-DNS durchfihrten. Diese wur-
de aus einem Xenopus Laevis Ei extrahiert, enthielt keine Linker-Histone und hatte
eine Repeatlange von 200 bp. In meinen Simulationen ergaben sich kleine Werte
von € = 40 pN bereits fur Repeatlangen von 192 bp, ohne Stamm. Allerdings fuhrte
ich meine Simulationen bei einer Salzkonzentration von 100 mM durch. Diese um 50
mM geringere, Salzkonzentration kann ein Grund fur die Diskrepanz sein. Weiterhin
beinhaltete die Lésung in diesem Streckexperiment Proteine, von denen bekannt ist,
dass sie einen ahnlichen, komprimierenden Einfluss besitzen wie die Linker-Histone.
Dies wird von meinen Daten bestatigt, welche fur eine Repeatlange von 200 bp mit
Stamm, zu dem im Experiment beobachteten Streckmodul im Bereich von 90 — 160

pN fahren.

Naturlich ist das Gay-Berne-Potential nur eine Approximation fir die tatsachliche
Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung. Die Daten aus meinen Simulationen erlau-
ben allerdings keine Ruckschllisse darauf, ob es sich bei den unter physiologischen

Salzkonzentration simulierten Fibern um Ubergangsstrukturen handelt, wie es von
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Sun et al. [53] vorgeschlagen wurde. Um dies zu untersuchen und genauere quanti-
tative Ergebnisse zu erhalten, werden detaillierte Wechselwirkungspotentiale beno-
tigt, die z.B. die salzabhangigen Effekte der Histon-Tails bertcksichtigen. Ein solches

Potential wird in Abschnitt 5.2 verwendet.

Um das Problem der Nukleosom-Abwicklung zu behandeln und entsprechende Ex-
perimente zu interpretieren [128, 129], ist ein Potential, welches die DNS-
Nukleosom-Wechselwirkung beschreibt, von grollem Interesse. Die Verwendung ei-
nes solchen Potentials in den Simulationen wurde tiefere Einsicht in die Architektur
und das Verhalten der Chromatinfiber erlauben. Es ware maoglich z.B. den Einfluss
von biologisch wichtigen Modifizierungen zu untersuchen oder ihre Rolle wahrend

der Transkription und Genregulierung zu erforschen.
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5.2 In silicio Kompaktierung von Chromatin

In Abschnitt 5.1 wurde die Steifigkeit der Chromatinfiber anhand physikalischer Pa-
rameter wie der Persistenzlange und dem Streckmodul bei physiologischer Salzkon-
zentration von 100 mM untersucht. Dieser Abschnitt beschaftigt sich mit der Kompak-
tierung der Chromatinfiber, die besonders von dem Salzgehalt ihrer Umgebung be-
einflusst wird. Dabei sind sowohl die Valenz der lonen, als auch deren Konzentration
von entscheidender Bedeutung [11]. Wahrend die Chromatinfiber bei niedrigen Salz-
konzentrationen eine ausgedehnte ,Perlenkettenstruktur® [13-15, 62] aufweist, geht
sie bei hdheren Salzkonzentrationen in die kompaktere Struktur der 30-nm-Fiber G-
ber [12, 55, 78, 79]. Der Mechanismus dieser Kompaktierung ist Gegenstand der ak-
tuellen wissenschaftlichen Diskussion und bis heute weitgehend unverstanden. Al-
lerdings ist bekannt, dass die Anwesenheit von Linker-Histonen (H1 oder H5) die
Kompaktierung erhéht [9, 62]. Insbesondere der Einfluss der Histon-Tails am Nukle-
osom-Core-Partikel (NCP), welche bis zu 50 % der positiven Ladung des NCP tra-
gen, spielen dabei eine wichtige Rolle [34, 170, 171].

Abb. 5.2.1. Massenbelegungsdichte als Funk-
tion der Salzkonzentration fir Simulationen mit
dem salzunabhangigen Gay-Berne-Potential
und dem salzabhangigen Tails-Potential. Die
Kompaktierung des Tails-Potentials ist wesent-
lich starker als beim Gay-Berne-Potential.

O:GB, =182, B =110, kein Stamm
®: Tails, | =182, B = 110, kein Stamm
3 0: GB, =182, B =130, kein Stamm
W Tails, | = 182, B = 130, kein Stamm

Massenbel. [Nuks/11nm]
N

2 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Sal Z&konzentration [mMM]
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5.2.1 Tails-Potential vs. Gay-Berne-Potential

Um den Mechanismus der salzabhangigen Faltung zu untersuchen, fihrte ich zu-
nachst Simulationen bei Salzkonzentrationen im Bereich von 10 — 100 mM monova-
lenter lonenkonzentration durch. Das verwendete Gay-Berne-Potential, welches die
Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung beschreibt, besitzt keine Abhangigkeit von
der Salzkonzentration. Dabei zeigte sich, dass die Berticksichtigung der Salzabhan-
gigkeit allein in der Debye-Hlckel-Wechselwirkung zwischen den Linker-DNS-
Segmenten nicht ausreicht, um ein realistische Entfaltung der Chromatinfiber bei
Salzkonzentrationen kleiner als 100 mM zu bewirken (Abb. 5.2.1). Eine Ursache ist
die Debyelange, die erst bei niedrigen Salzkonzentrationen von 10 mM (1/x = 3 nm)

deutlich im Bereich der DNS-Segmentabstande liegt.

Aus diesem Grund ersetzte ich die Gay-Berne-Wechselwirkung zwischen den Nukle-
osomen durch das in Abschnitt 3.7 beschriebene empirische Tails-Potential, welches
von der lonenstarke und der Salzkonzentration abhangt. Abbildung 5.2.2a und 5.2.2b

() HH O §
15 - 15 -
10 - 10
g _
S 5- £ 5
4 3
L
0 - T i 0 T T T T T T
4 5 1 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 1071 12 13 14 15
5 - 5 -
-10 - r [nm] -10 - r [nm]

Abb. 5.2.2. Potentialverlauf des Tails-Potentials flir verschiedene Salzkonzentrationen bei mo-
novalenter lonenstarke im Falle longitudinaler (a) und lateraler (b) Orientierung zweier Nukleo-
somen. Fir niedrige Salzkonzentrationen ist das Potential positiv und damit abstoRend, wird
allerdings mit zunehmender Salzkonzentration negativ und damit attraktiv.

10 mM 30 mM 50 mM 70 mM
20 mM 40 mM 60 mM 80 mM

90 mM
100 mM
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veranschaulichen diesen Zusammenhang. Wahrend das Potential bei hohen Salz-
konzentrationen negative Werte annimmt und damit attraktiv ist, wird es bei niedrigen
Salzkonzentrationen positiv, also abstof3end. Bei physiologischer Salzkonzentration
ahnelt der Verlauf des Tails-Potentials der Form eines entsprechenden Gay-Berne-
Potentials (Abb. 5.2.3). Allerdings verlauft das Tails-Potential geringflgig steiler und

ist bei lateraler Orientierung etwas tiefer.

FUr Simulationen, die bei physiologischer Salzkonzentration von 100 mM durchge-
fihrt wurden, stimmen die Ergebnisse des Gay-Berne-Potentials und des Tails-
Potentials gut Uberein. In Abbildung 5.2.4 ist der Verlauf charakteristischer Parame-
ter wie Massenbelegungsdichte, Offnungswinkel, Persistenzldnge und Durchmesser
in Abhangigkeit von der Repeatlange flir beide Potentiale dargestellt. Abgesehen
von einem Datenpunkt im Diagramm der Persistenzlange, sind alle Werte nahezu
identisch. Aufgrund des ahnlichen Potentialverlaufs (Abb. 5.2.3) ist dieses Verhalten
zu erwarten. Da dennoch kleine Unterschiede, z.B. in der Potentialtiefe und der
Steilheit des Kurvenverlaufs bestehen, kann z.B. der Ausreifer in der Persistenzlan-

ge darauf zurtickzuflhren sein.

Fiar die Simulationen wurden die gleichen Parameterwerte gewahlt wie in Tabelle
5.1. Der Offnungswinkel der Linker-DNS betrug ainit = 26° und die Repeatléange vari-
ierte im Bereich von 191 - 220 bp. Der Torsionswinkel § wurde der Linkerlange an-
gepasst, so dass eine helikale Windung der dsDNS einer Lange von 10,5 bp ent-

spricht [7, 182]. Die Aquilibrierung der Fibern bei verschiedenen Salzkonzentrationen
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erfolgte nach der in Abschnitt 4.1 beschrieben Vorgehensweise. Abbildung 5.2.5
zeigt typische, aquilibrierte Chromatinfiber-Strukturen eines Parametersatzes mit
dem Tails-Potential bei verschiedenen Salzkonzentrationen. Wahrend die Fiber bei
niedriger Salzkonzentration relativ offen ist, sind ihre Konformationen bei hoher Salz-

konzentration deutlich kompakter.

Massenbel. [Nuks/11nm]

0 T T T T T ! 0 T T T T T 1

190 195 200 205 210 215 220 190 195 200 205 210 215 220
Repeatl énge [bp] Repeatl dange [bp]

450 - (c) 45 - (d)
40

0 T T T T T 1

190 195 200 205 210 215 220 190 195 200 205 210 215 220
Repeatl énge [bp] Repeat| &nge [bp]

Abb. 5.2.4. Die Simulationen, welche die nukleosomale Wechselwirkung durch das Tails-Potential
beschreiben, stimmen flir physiologische Salzkonzentration von 100 mM bei typischen strukturellen
Parametern wie Massenbelegungsdichte, Offnungswinkel o, Persistenzlange und Durchmesser gut
mit entsprechenden Simulationen Uberein, die das Gay-Berne-Potential verwenden.

O: Stamm GB; @:Stamm Tails; [O: kein Stamm GB, B: kein Stamm Tails
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Abb. 5.2.5. Typische aquilibrierte Konforma-
tionen einer aus 100 Nukleosomen beste-
henden Kette mit einer Repeatlange | = 205
bp ohne Stamm fiir verschiedene Salzkon-
zentrationen bei monovalenten lonen. In
Gegensatz zu niedrigen Salzkonzentrationen
nimmt das Chromatin bei hohen eine deutlich
kompaktere Form an.
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5.2.2 Quantitative Analyse der Kompaktierung

Die qualitative Analyse zeigt deutlich die Kompaktierung der Fiber bei hohen Salz-
konzentrationen (Abb. 5.2.5). Dies konnte ich auch quantitativ anhand der, fur die
Fiber charakteristischen, Parameter wie Massenbelegungsdichte, Konturlange und
End-zu-End-Abstand beobachten. Der Verlauf dieser Strukturparameter zeigt, dass
die Fiber fur alle simulierten Repeatlangen, unabhangig von dem Vorhandensein ei-
nes Stamm-Motivs, mit steigender Salzkonzentration eine kompaktere Form an-
nimmt. Die Massenbelegungsdichte ist in Abbildung 5.2.6 und 5.2.7 fur die meisten
simulierten Repeatlangen dargestellt. Abildung 5.2.9 und 5.2.10 zeigen reprasentativ
die Ergebnisse fir Repeatlangen 195 — 205 in Schritten von 5 bp flr Simulationen

ohne Stamm.

Wahrend sich die Massenbelegungsdichte im Mittel' um 49+4 % (41+7 %) erhéht,
verringert sich der End-zu-End-Abstand und die Konturlange ohne bzw. mit Stamm
im Mittel um 585 % (4917 %) bzw. 43+4 % (338 %). Die Kompaktierung wird auch
am Sedimentationskoeffizienten deutlich, der sich um 40+4 % (3017 %) wesentlich
erhoht. Weiterhin reduziert sich der Offnungswinkel der Linker-DNS um 3745 %
(2816 %) und die Energie der Fibern um 5519 % (518 %). Der Offnungswinkel wird
von dem Debye-Hilckel-Potential, welches die DNS-DNS-Wechselwirkung be-
schreibt, beeinflusst, so dass die starkere Abschirmung bei hohen Salzkonzentratio-
nen Ursache fur den geringen Offnungswinkel ist. Gleichzeitig bewirkt das Ausklap-
pen der Histon-Tails im Tails-Potential der Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung
eine starkere elektrostatische Abschirmung und somit eine hohere Kompaktierung.
Der Fiberradius andert sich bei den verschiedenen Salzkonzentrationen nur unwe-
sentlich um maximal 5 nm. Einerseits konnte ich keinen Phasenubergang von der
30-nm-Fiber zur 10-nm-Fiber beobachten, andererseits aber sehr gestreckte Zick-
zackkonformationen (Abb.5.2.5).

Durch die Analyse der thermischen Fluktuationen der Fiber (vgl. 5.1) lassen sich

Aussagen Uber die Biege- und Strecksteifigkeit der Fiber bei verschiedenen Salzkon-

' Die Mittelwerte wurden nicht auf Basis, der in den Abbildungen, dargestellten representativen Re-
peatldngen berechnet, sonderen als Grundlage wurden jeweils alle simulierten Repeatlangen mit bzw.
ohne Stamm verwendet: 191 bp, 195 bp, 200 bp, 205 bp, 210 bp, 215 bp, 220bp und 195 - 205bp.
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Abb. 5.2.6. Massenbelegungsdichte flir Fibern ohne (a) bzw. mit (b) Stamm als Funktion der Salz-
konzentration fur verschiedene Repeatldngen. Charakteristisch fur die Kompaktierung der Chroma-
tinfiber ist ihr deutlicher Anstieg bei allen Repeatlangen. B: | = 191 bp; 4: 1= 195 bp; A: | =200
bp; @:1=205bp; [:1=210 bp; O: 1=215 bp; A; | = 220;

zentrationen machen. Abbildung 5.2.9 zeigt, dass die Persistenzlange als Funktion
der Salzkonzentration ohne und mit Stamm fur alle Repeatlangen abnimmt, d.h. die
Fiber besitzt bei hohen Salzkonzentrationen eine geringere Biegesteifigkeit als bei
niedrigen Salzkonzentrationen. Die Persistenzlange verringert sich um 81+6 % bei
Simulationen ohne Stamm und um 8015 % mit Stamm. Ein ahnliches Verhalten ist
auch beim Streckmodul zu beobachten, welches in diesen Simulationen ohne zu-

satzliche Kraft, also rein entropisch, bestimmt wurde. Auch hier nimmt die Steifigkeit

%] (@) °]
_ 7 7 A
= —
5 6 g 6
—
25 g5
5 >
£4- Z 4
= —
2 31 23
= =
1 1-
O T T T T 1 O T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Sal Z&konzentration [mM] Sal ZKkonzentration [mM]

Abb. 5.2.7. Massenbelegungsdichte flur Fibern ohne (a) bzw. mit (b) Stamm als Funktion der Salz-
konzentration fir verschiedene Repeatlangen. Analog zu 5.2.6 wird auch hier die Kompaktierung der
Chromatinfiber anhand des Anstiegs der Massenbelegungsdichte bei allen Repeatlangen deutlich.

W:1=195bp; A:1=197 bp; @:1=199 bp; [I: [ =201 bp; A:1=203; O:1=205
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Abb. 5.2.8. Konturlange (a), End-zu-End-
Abstand (b), Offnungswinkel o (c), Energie
(d) und Durchmesser (e) als Funktion der
Salzkonzentration flir verschiedene Repeat-
ldngen ohne Stamm. Fur alle Repeatlangen
weisen fallende Konturldange und End-zu-
End-Abstand auf kompaktere Strukturen bei
hohen Salzkonzentrationen hin. Sowohl Off-
nungswinkel als auch die freie Energie neh-
men aufgrund der Abschirmung mit steigen-
der Salzkonzentration ab, wahrend der
Durchmesser nur in geringem Male sinkt.
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der Fiber mit steigender Salzkonzentration bei Simulationen ohne bzw. mit Stamm
um 63+£18 % (78+16) % ab. Einer der Grunde fur die beobachtete Abnahme der Fle-
xibilitat ist die starke elektrostatische AbstoRung bei niedrigen Salz-konzentrationen.
Diese wird bei hohen Salzkonzentrationen durch das Ausklappen der Histon-Tails
vermindert. Simulationen einer Repeatlange von 191 bp mit Stamm werden aufgrund
ihrer extrem kurzen Linkerlange von 1 bp bei der Auswertung nicht bericksichtigt.
Die groliere Flexibilitat der Fiber bei physiologischer Salzkonzentra-tion erleichtert
die Kompaktierung auf der nachst hdherer Stufe, z.B. durch Schleifen, wie sie in Ex-

perimenten [185] und in meinen Simulationen (vgl. 5.1) beobachtet wurden.

Abb. 5.2.10 zeigt die Sedimentationskoeffizienten, welche einerseits mit Hilfe von
Formel (4.8) und andererseits durch Anwendung des Programms HYDRO fur ver-
schiedene Salzkonzentrationen bestimmt wurden. Die Ergebnisse der beiden Metho-

den stimmen sehr guter miteinander Uberein und unterscheiden sich maximal um
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0,6 S. Um die Vergleichbarkeit mit experimentellen und simulierten Daten zu gewahr-
leisten, handelt es hier um relativ kurze Ketten von 12 Nukleosomen ohne Stamm.
Der Anstieg des Sedimentationskoeffizienten mit steigender Salzkonzentration weist
auch hier darauf hin, dass die Fiber bei hohen Salzkonzentrationen eine kompaktere
Struktur annimmt. Dies stimmt mit den bereits besprochenen Ergebnissen fur lange

Fibern von 100 Nukleosomen uberein.

45 +
Abb. 5.2.10. Sedimentationskoeffizient als
43 7 Funktion der Salzkonzentration. Die Werte,
- 41 ~ welche mit der Kirkwood-Nahrung (4.8) be-
— 39 1 rechnet wurden, stimmen gut mit den Werten
5 37 - Uberein, welche durch Anwendung des Pro-
2 35 gramms Hydro ermittelt wurden.
% i
IS 33 | W: Hydro, | = 207 bp, delta = 0°
g 31 [J: Kirkwood-Nahrung, | = 207 bp; delta = 0°
£ 29 A @®: Hydro, | = 207 bp, delta = 65°
@ 27 O: Kirkwood-Nahrung, | = 207 bp, delta = 65°
25 T T T T T 1

0O 20 40 60 80 100 120
Sal Zkonzentration [mM]

5.2.3 Diskussion

Durch die Berucksichtigung der salzabhangigen Extension der Histon-Tails in der
Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung, ist es mir gelungen, die Kompaktierung von
bis zu 100 Nukleosomen langen Chromatinketten in Abhangigkeit von ihrer Salzkon-
zentration zu simulieren. Die Kompaktierung wurde sowohl qualitativ anhand der
Konformationen, als auch quantitativ durch verschiedene Strukturparameter wie Kon-
turlange, End-zu-End-Abstand, Offnungswinkel der Linker-DNS-Stréange, Energie,
Massenbelegungsdichte sowie Sedimentationskoeffizient verifiziert. Entsprechend
den experimentellen Messungen erwiesen sich simulierte Fibern mit Stamm als et-
was kompakter als ohne Stamm. Ursache kann der kleinere Offnungswinkel der Lin-
ker-DNS-Segmente sein, der sich aufgrund der Stammstruktur ergibt. Allerdings ist
die relative Kompaktierung bei Fibern ohne Stamm im Mittel etwas groRer. Dabei
konnte die hdhere Flexibilitat der Fibern ohne Stamm eine Rolle spielen, welche in
meinen Simulationen eine geringflgig niedrigere Persistenzlange und ein kleineres

Streckmodul aufwiesen. Allerdings spielt nach wie vor die lokale Geometrie eine ent-
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scheidende Rolle. Es zeigte sich, dass der Durchmesser der Fiber nahezu konstant
bleibt und ein Phasenubergang zu einem 10-nm-Filament nicht beobachtet wurde.
Dies kann darauf Hinweisen, dass die Chromatinfiber auch bei niedrigen lonenstar-
ken in einer hdher geordneten Struktur organisiert ist. Ein ahnliches Verhalten zeigen
auch die mittels Neutronenstreuung und STEM untersuchten Ketten in den Messun-
gen von Gerchman et al. [93]. Allerdings wurde in Sedimentationsexperimenten von
Thomas et al. [98, 187] ein Phasenubergang in Abhangigkeit der lonenstarke bei
Chromatinfragmenten beobachtet. Da dieser aber nur fur Fragmente aus mindestens
50 Nukleosomen stattfindet, raumen die Autoren ein, dass der beobachtete Phasen-
Ubergang nicht die Folge einer Anderung der Sekundarstruktur ist, sondern seinen

Ursprung in der groferen hydrodynamischen Scherung haben kann.

Die Simulationen zeigen, dass Konformationen bei hoherer Salzkonzentration eine
wesentlich geringere freie Energie besitzen, als bei niedriger Salzkonzentration. Das
lokale Ausdehnen der Histon-Tails reduziert die elektrostatische Abstof3ung zwischen
den Nukleosomen und férdert global die Kompaktierung der Fiber. Die geringere
elektrostatische Absto3ung durch diesen ,Tail-Bridging“-Effekt ist auch die Ursache
fur die hohere Flexibilitat der simulierten Chromatinfibern bei hohen Salzkonzentrati-
onen. Dies wird an der mit der Salzkonzentration abnehmenden Persistenzlange
bzw. dem abnehmenden Streckmodul deutlich. Ein dhnliches Verhalten wurde auch
bei dsDNS beobachtet [186]. Der von mir bestimmte entropische Streckmodul zwi-
schen 5-10 pN bei einer Repeatlange von 210 bp und niedriger Salzkonzentration
liegt im Bereich der experimentell gemessenen Werte [120, 129, 188]. Allerdings ist
die Persistenzlange der simulierten Fibern mit 100-180 nm hoher. Eine Ursache

konnte der nicht vorhandene Phasenubergang in meinen Simulationen sein.

Abgesehen von meinen Simulationen und den Réntgenstreu- und Osmometrie Expe-
rimenten von Mangenot et al. [41-43] wird der ,Tail-Bridging“-Effekt auch in anderen
Simulationen beobachtet. Zum Beispiel in dem wesentlich einfacheren Modell von
Muhlbacher et al. [51], welches die Histon-Tails als geladene Stabe an je zwei Ku-
geln modelliert oder in Simulationen von Sun et al. [53], die wesentlich kirzere Ket-

ten, basierend auf dem DiSCO-Modell, verwenden.

Abbildung 5.2.11 ermdglicht den Vergleich experimenteller Daten von Huhnere-
rythrozyten, gemessen von Gerchman et al. [93] mittels Rastertunnelelektronen-

mikroskopie (STEM) und Neutronen-Streuung sowie Daten von Woodcock et al. [86],
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Abb. 5.2.11. Massenbelegungsdichte als Funktion

107 der Salzkonzentration. Die Simulationen zeigen den
_ gleichen Trend wie die experimentellen Daten: die
€ g A o Massenbelegungsdichte nimmt mit wachsender lo-
= nenstarke zu. Zwar ist der Anstieg der Werte der
0 Simulationen etwas flacher, nahert sich aber analog
56 - zu den Experimenten von Gerchman et al einer obe-
E_ ren Grenze.
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ebenfalls gewonnen durch STEM, mit den Ergebnissen aus meinen Simulationen.
Die Massenbelegungsdichten der Simulationen weisen den gleichen Trend auf wie
die experimentellen Messungen: lhr Wert nimmt mit steigender Salzkonzentration zu
und die Fiber wird kompakter. Allerdings ist der Anstieg der Massenbelegungsdichte
in meinen Simulationen etwas flacher als in den Experimenten. Dadurch stimmen die
Werte, je nach verwendeter lokaler Geometrie, entweder bei tiefen oder bei hohen-
Salzkonzentrationen gut mit den Messungen Uberein. Ein Grund fur die starkere
Kompaktierung im Experiment kann die Verwendung von Spermin und Spermidin zur
Stabilisierung der Fiber bei hohen Salzkonzentrationen sein. Diese Substanzen be-
wirken bekanntermallen eine zusatzliche Kompaktierung. Berlcksichtig man die
starke Streuung der STEM Daten von Gerchman et al. [93] gegenuber ihren Werten
aus der Neutronenstreuung, so stimmen meine Daten in akzeptabler Weise mit den

Experimenten Uberein.

Bei hohen Salzkonzentrationen zeigt die Massenbelegungsdichte das gleiche Verhal-
ten wie bei Gerchman et al. [93]. Sie endet in einem Plateau, dass eine maximale
Massenbelegungsdichte von 6-7 Nukleosomen pro 11 nm nicht Uberschreitet. Die
altern Experimente von Woodcock et al. [86] zeigen dagegen einen linearen Trend,
der sich auch bei hohen Salzkonzentrationen fortsetzt. Ein Hauptgrund fir die hohen
Werte von Woodcock et al. [86] kann die Aggregation von Nukleosomen bei diesen
hohen lonenstarken sein. Aber auch Kalibrierungsunterschiede im Vergleich zu
Gerchman et al. [93] sowie die Auswahl besonders geordneter Regionen in der Pro-
be kommen als Ursache in Frage. Weiterhin bleibt zu bemerken, dass strukturelle

Werte, wie die Massen belegungsdichte, in den Simulationen stark von der lokalen
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Fibergeometrie, insbesondere von der gewahlten Repeatlange bzw. Torsion abhan-

gen.
45
Abb. 5.2.12. Sedimentationskoeffizient als Funk-
T tion der Salzkonzentration. Wé&hrend Monte-
= 40 - Carlo-Simulationen mit dem DiSCO-Modell und
© statischen Histon-Tails die experimentellen Werte
% unter- bzw. Uberschatzen, kbnnen meine Simula-
5 tionen die experimentellen Werte sehr gut repro-
= 35 1 duzieren in dem etwas offenere Startstrukturen
% mit gréRerem Offnungswinkel o verwendet wer-
= den.
g 301" . ®: Experiment Hansen et al. (1989)
A A : Monte-Carlo-Sun et al. (2005)
25 ‘ ‘ ‘ ‘ : o =65°, 1 =207 bp, HYDRO
0 50 100 150 200 W: o =26° | =207 bp, HYDRO

Sal Z&konzentration [mM]

Zur abschlieRenden Validierung des Modells, vergleiche ich den Sedimentationskoef-
fizienten, mit den Werten aus der analytischen Ultrazentrifugation von Hansen et al.
[116] . (Abb. 5.2.12). In dieser Messung wurden rekonstituiert Fibern ohne H1 ver-
wendet, die aus 12 Nukleosomen bestanden und eine Repeatlange von 207 bpbe-
sallen. Die Resultate meiner Simulationen von Fibern mit der gleichen Anzahl von
Nukleosomen und Repeatlange stimmen gut mit dem Trend im Experiment Uberein:
mit steigender lonenstarke nimmt der Sedimentationskoeffizient zu und die Fiber wird
kompakter. Der Anstieg des Sedimentationskoeffizienten betragt im Experiment ca.
23 % und in der Simulation, je nach lokaler Geometrie, 15 % oder 22 %. Wahrend
geschlossene Startstrukturen systematisch Uber den experimentellen Werten liegen,
stimmen die offeneren Startstrukturen sehr gut mit den experimentellen Daten Uber-

ein.

Sowohl Experiment als auch Simulation nahern sich bei hohen Salzkonzentrationen
einem maximalen Wert im Bereich von 37 - 41 S an. Ein Plateau bei hohen Salzkon-
zentrationen konnte zuvor auch bei der Massenbelegungsdichte beobachtet werden
(Abb. 5.2.11). Weiterhin sind im Diagramm (Abb. 5.2.12) die Ergebnisse der Simula-
tionen, welche den DiSCO Ansatz [53] mit statischen Histon-Tails verwenden,
dargestellt. Da die statischen Histon-Tails bei niedrigen Salzkonzentrationen nicht an

den NCP gebunden werden, findet keine partielle Abschirmung der elektrostatischen
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Linker-Linker-AbstoRung statt. Das Resultat sind stark entfaltete Strukturen. Zusatz-
lich fuhrt die Wechselwirkung zwischen dem festen H3-Tail und der Linker-DNS in
diesem Modell zu unrealistisch groBen Offnungswinkeln, so dass der Sedimentati-
onskoeffizient bei niedrigen lonenstérken unterschatzt wird. Die Uberschatzung des
Sedimentationskoeffizienten bei hohen Salzkonzentrationen lasst sich auf eine unre-
alistische starke Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung zurtckfuhren. Indem die
Autoren die Histon-Tails flexibel gestalteten, wurde das Modell entscheidend verbes-
sert. Ubereinstimmend mit meinen Daten konnten sie in einer neueren Publikation

die experimentellen Daten genauer reproduzieren [54].

Der Vorteil des in meinen Simulationen verwendeten Modells, liegt in der relativ
schnell zu berechnenden Nukleosom-Nukleosom-Wechselwirkung. Dadurch konnen
sehr lange Ketten in akzeptabler Zeit simuliert werden. Die Modifikationen an den
Histon-Tails spielen bei der Genregulation eine wichtige Rolle. Um diese genauer zu
untersuchen sind weitere Veranderungen an der Nukleosom-Nukleosom-
Wechselwirkung, insbesondere am elektrostatischen Teil, notwendig. Zur Analyse
der Dynamik der Chromatinfiber, z.B. zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten,

ware der nachste Schritt die Implementierung einer Brownschen-Dynamik.
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5.3 Aquilibrierung von geometrisch konstruierten Chroma-

tinfibern

Die Simulationen in diesem Abschnitt untersuchen die Stabilitat von Chromatinfibern
in Abhangigkeit von der Repeatlange. Hierzu erfolgte zunachst die thermodynami-
sche Aquilibrierung der Strukturen wie in Abschnitt 4.1 beschrieben. Danach wurden
sie qualitative durch Visualisierung und gantitativ anhand charakteristischer Struktur-
parameter analysiert, um sie in stabile bzw. instabile Fibern zu unterteilen. Die Er-
gebnisse wurden mit Resultaten aus dem geometrischen Modell unserer Kooperati-

onspartner Stephan Diekmann und Jargen Suhnel von der FLI in Jena verglichen.

(b)

Abb. 5.3.1. Geometrische Konstruktion einer Chromatinfiber. Ausgehend von der Kristallstruktur
eines Mononukleosoms (a) [6] wird eine Linker-DNS (blau) definierter Lange, hier 27 bp, in der
entsprechenden Orientierung mit dem Nukleosom verbunden. AnschlieRend wird diese Kristallstruk-
tur erneut verwendet, um ein weiteres Nukleosom in der passenden Orientierung an die Linker-DNS
anzufugen. Nach mehrmaliger Iteration ergibt sich eine Chromatin Fiber (b), die auf Kollisionen un-
tersucht werden kann.
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Das Chromatinfiber-Modell von Suhnel geht von der Kristallstruktur eines einzelnen
Nukleosoms [6] aus. Zunachst wird eine Linker-DNS definierter Lange passend ori-
entiert und an die DNS, welche das Nukleosom verlasst, angefugt. AnschlieRend
wird ein weiteres Nukleosom, basierend auf der gleichen Kristallstruktur, entspre-
chend orientiert und mit der zuvor eingefugten Linker-DNS passend verbunden (Abb.
5.3.1). Mit Hilfe dieses geometrischen Verfahrens konstruierte Stihnel Chromatinfi-
bern mit DNS-Linkerlangen im Bereich von 9 - 65 bp, welche jeweils aus 24 Nukleo-
somen bestanden. Bei einer genaueren Analyse zeigte sich, dass es bei Fibern mit
bestimmten Linker- bzw. Repeatlangen zu Kollisionen und Uberlappungen kommt.
Solche Fibern kénnen theoretisch nicht existieren und sind instabil. Auf die Praxis ist
diese Aussage nur zutreffend, wenn sich die Fiber im thermodynamischen Gleichge-
wicht befindet. Dies ist bei den geometrisch konstruierten Fibern naturlich nicht der
Fall.

Aus diesem Grund passte ich das Modell der Chromatinfiber dem geometrischen
Modell von Suhnel an und analysierte die Strukturen nach der thermodynamischen
Aquilibrierung. Hierfir war es notwendig den Einfluss des Anknlpfungswinkels der
Linker-DNS-Strange in das Modell zu integrieren. Dies realisiert der Parameter 6 (vgl.
5.2.3), welcher in den bisher beschriebenen Simulationen immer identisch Null ge-
setzt wurde, d.h. ein- und ausgehende Linker-DNS lagen im Abstand von 3,1 nm pa-

rallel zu superhelikalen Achse des Nukleosoms Ubereinander (vgl. 3.8).

(@)

Abb. 5.3.2. Visualisierung der lokalen Geometrie flir Parametersatz 1 (a) mit 6 = 180° und o = 0°
und flr Parametersatz 2 (b) mit 6 = 119° und o = 60°. In Abbildung (c) ist zum Vergleich die Kristall-
struktur zweier Nukleosomen des Tetranukleosoms [8] dargestellt.
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Ich simulierte drei verschiedene Parametersatze:

In Parametersatz 1 (Abb. 5.3.2a) wahlte ich in Anlehnung an die geometrisch kon-
struierten Fibern einen maximalen Abstand zwischen ein- und ausgehenden Linker-

DNS-Segmenten (6 = 180°), wobei diese zueinander parallel lagen (o = 0°).

In Parametersatz 2 (Abb. 5.3.2b) ist die Kristallstruktur des Tetranukleosoms (Abb.
5.3.1c) [8] die Grundlage fur die Parameterwahl. Hier sind die 147 bp 1,67-mal um
das Nukleosom gewickelt, so dass sich fir den Anknipfungswinkel 6 = 360° - (360° *
0,67) = 119° wahlte. Dabei nahm ich an, dass die Anknlpfungspunkte der Linker-
DNS symmetrisch zueinander liegen. Den Offnungswinkel zwischen ein- und austre-
tender Linker-DNS setzte ich o = 60°, so dass er im Bereich von 55° - 65° liegt, wie
er sich aus der Kristallstruktur [8] und den geometrischen Modell von Suhnel

bestimmen lasst.

FUr Parametersatz 3 wurde der Anknupfungswinkel auf Basis der Kristallstruktur des
Mononukleosoms gewahlt [6]. Bei einer DNS Lange von 146 bp, welche 1,65-mal um
das Nukleosom gewunden ist, ergibt sich § = 126°. Der Offnungswinkel wurde analog

zum Parametersatz 2 auf oo = 60° gesetzt.

Bei allen Parametersatzen wurden Fibern mit Repeatlangen von 155 — 211 bp simu-
liert. Entsprechend den geometrischen Fibermodellen, bestanden sie aus jeweils 24
Nukleosomen. Das geometrische Modell sowie die Kristallstruktur des Tetranukleo-
soms weisen einen Torsionswinkel von B = 72° flr eine Linkerlange | = 20 bp auf.
Der in diesen Simulationen verwendete Torsionswinkel B hangt von der Lange der
Linker-DNS ab und ergibt sich aus der helikalen Steigung die, aus Grinden der Ver-
gleichbarkeit mit dem geometrischen Modell, als 10 bp angenommen wurde:

B = (Linkerlange | — 20 bp) * 36° + 72° . (5.6)

Um den Einfluss der Nukleosomanzahl zu untersuchen wurden zusatzlich Simulatio-
nen von Fibern durchgefuhrt, die nicht aus 24 Nukleosomen, sondern aus 100

Nukleosomen bestehen.

Als Potential verwendete ich das Gay-Berne-Potential mit den in der Tabelle 5.1 dar-

gestellten Parametern. Die Aquilibrierung erfolgte wie in Abschnitt 4.1 beschrieben.
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5.3.1 Stabile und instabile Fibern

Um zu entscheiden, ob die simulierten Fibern im Gleichgewicht stabil oder instabil
sind, analysierte ich diese zunachst qualitativ durch Visualisierung. AnschlielRend
erfolge eine quantitative Untersuchung, indem ich charakteristische Parameter wie
die Energie, Massenbelegungsdichte und End-zu-End-Abstand verglich. Tragt man
diese Parameter als Funktion der Repeatlange auf (Abb. 5.3.4 — 5), so zeigt sich fur
alle Parametersatze ein periodisches Verhalten mit einer Periode, die der helikalen
Steigung der Linker-DNS von 10 bp entspricht. Abb. 5.3.3a zeigt eine typische stabile
Fiber, wahrend in Abb. 5.3.3b eine instabile Fiber dargestellt ist. Die Nukleosomen

der instabilen Fiber aggregieren und bilden Klumpen.

(@) (b)

Abb. 5.3.3. Typische stabile (a) und instabile (b) Konformationen. Wahrend die stabilen Strukturen
die Form einer Fiber aufweisen aggregieren die instabilen Strukturen zu klumpenartigen Gebilden.

Fir Parametersatz 1 (Abb. 5.3.4) finden sich Spitzen bei Repeatlangen 159 bis 209
bp in Schritten von 10 bp. Es handelt sich um instabile Fibern, welche eine hohe
Energie und Massenbelegungsdichte sowie eine entsprechend geringe Konturlange
bzw. End-zu-End-Abstand aufweisen. Aufgrund der starken Wechselwirkungen zwi-
schen den Nukleosomen sind Fibern mit einer Repeatlange kleiner als 159 bp eben-
falls instabil. Die stabilen Fibern mit der hochsten Kompaktierung und Massenbele-

gungsdichte von mehr als 3 Nuk/11nm besitzen Repeatlangen zwischen 160
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Abb. 5.3.5. Konturlange (®), End-zu-End-
Abstand (), Energie und Massenbelegungs-
dichte fir den Parametersatz 2: 6 = 119°, o =
60°. Die Spitzen sind in diesem Parametersatz
aufgrund der unterschiedlichen lokalen Geo-
metrie gegenliber dem Parametersatz 1 aus
Abb. 5.3.1 um 1-2 bp verschoben. Sie begin-
nen bei 161 bp und zeigen ebenfalls eine Peri-
ode von 10 bp.
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und 210 bp in Schritten von 10 bp. Im Vergleich zu den geometrisch konstruierten
Fibern von Suhnel ergab sich bei meinen Simulationen eine gréRere Anzahl stabiler
Fibern (Abb. 5.3.6). Hauptgrund ist die Moglichkeit der Fiberelemente, Kollisionen
durch thermische Fluktuationen zu vermeiden. Dies ist bei den geometrischen Struk-
turen unmoglich. Entropische Effekte sind dafiir verantwortlich, dass die simulierten

Strukturen starker gebogen sind als die starren geometrischen Modelle.

Der Einfluss der lokalen Geometrie wird an den Ergebnissen von Parametersatz 2
deutlich (Abb. 5.3.5). Die Spitzen der Graphen sind um 1 — 2 bp zu héheren Repeat-
langen verschoben. Analog zu Parametersatz 1 findet man die instabilen Fibern in
Schritten von 10 bp bei Repeatlangen, die kleiner als 192 bp sind. die thermischen
Fluktuationen der Fiber ermoglichen es, bei Repeatlangen gréfler als 191 bp, Kollisi-
onen zu vermeiden, so dass keine instabilen Fibern in diesem Bereich auftreteten.
Die charakteristische Fluktuation in den Parametern bleibt allerdings bestehen. Eine
abnehmende Anzahl von instabilen Fibern flr langere Repeatlangen wird sowohl in
meinen Simulationen, als auch in den geometrischen Modellen beobachtet. Aller-
dings ist deren Gesamtzahl in meinen Simulationen etwas geringer, und die Struktu-
ren sind aufgrund der Fluktuation gebogen. Die stabilen Strukturen mit der hchsten
Massenbelegungsdichte von 3-4 Nuk/11nm sind ebenfalls um 2 bp zu hoéheren Re-
peatlangen verschoben und befinden sich zwischen 162 - 212 bp in Abstanden von
10 bp.

Die Ergebnisse der Simulationen von Parametersatz 3 stimmen mit den Resultaten
von Parametersatz 2 Uberein. Die geringe VergroRerung des Anknupfungswinkels
gegenuber Parametersatz 2 zeigte in meinen Simulationen keine Wirkung auf die
Stabilitat der simulierten Chromatinfibern. Auch bei Simulationen von Chromatinfi-
bern, welche aus 100 Nukleosomen bestanden oder statt des Gay-Berne-Potentials
das Tails-Potential verwendeten, beobachtete ich erwartungsgeman keinen Einfluss
auf die Fiberstabilitadt. Die Repeatlangen, welche stabile bzw. instabile Konformatio-
nen aufwiesen, stimmten exakt mit den Repeatlangen aus den Simulationen mit Gay-
Berne-Potential und 24 Nukleosomen uberein. Allerdings ist die beobachtete maxi-
male Massenbelegungsdichte der stabilen Strukturen von 3,5 Nukleosomen pro 11
nm sowohl in dem geometrischen Fibern, als auch in meinen Simulationen, relativ
gering. Dagegen ergaben sich in friheren Simulationen (Abschnitt 5.1, Abschnitt 5.2)

wesentlich hohere Werte, so dass ein Zusammenhang mit dem Potential unwahr-
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scheinlich ist. Es ist zu vermuten, dass die Wahl der lokalen Parameter, z.B. Off-
nungswinkel o, die Massenbelegungsdichte beeinflusst. Da es sich aber um relative
Beobachtungen handelt kann davon ausgegangen werden, dass eine Erhohung des
Absolutwerts der Massenbelegungsdichte die beobachtete Periode von 10 bp fur

instabile Fibern nicht beeinflusst.

stabil [nannnn] m O (O OO OO Abb. 5.3.6. Ubersicht der stabilen und insta-
_ _ bilen Strukturen des geometrischen Modells
instabil o Ood 00 o sowie der drei simulierten Parametersatze.

stabil k AMMMAL AMAMMM AMMAMA AMAMAL MMM A\ Aufgrund von thermischen Fluktuationen
werden Kollisionen vermieden, so dass we-
niger instabile Strukturen auftreten als beim
stabil 0 G0 ARGV  geometrischen Modell. Bei hoherer Repeat-
lange nehmen die Kollisionen, und damit die
instabil & > & & Anzahl der instabilen Fibern, fir alle Modelle
X ab. Alle Simulationen weisen instabile Struk-

stabil NI EININEDEINIINED CINNIID EINIREINNININIINND turen im festen Abstand von 10 bp auf. Die-
instabil ® ° ° ° selben instabilen Strukturen finden sich auch
in dem geometrischen Modell.

instabil AL 'y A A A A

155 165 175 185 195 205
Repeatlange [bp]

A: Parametersatz 1: 6 = 180°, v = 0°
&1 Parametersatz 2: 6 = 119°, o. = 60°
@®: Parametersatz 3: 6 = 126°, oo = 60°

[1: geometrisches Modell

2-Start-Struktur

3-Start-Struktur

1-Start-Struktur

Abb. 5.3.7. Typische Fiberkonformationen, die aufgrund der Verteilung des mittleren Abstands
der Nukleosomen als 1-Start-, 2-Start- bzw. 3-Start-Struktur klassifiziert werden.
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5.3.2 N-Start-Fibern

Um die Struktur der simulierten Chromatinfibern zu charakterisieren, analysierte ich
ihre helikale Startstruktur. Eine n-Start-Fiber ist eine Struktur, in welcher der mittlere
Abstand zwischen zwei Nukleosomen minimal ist, falls diese durch n-1 Nukleosomen
getrennt werden. Das klassische Solenoidmodell der 30-nm-Chromatinfiber, in wel-
chem die Nukleosomen einen helikalen Pfad beschreiben, ist ein Beispiel fur ein ty-
pisches 1-Start-Modell. In diesem Fall besitzen die unmittelbar aufeinander folgen-
den Nukleosomen den minimalen Abstand durch die gesamte Fiber hinweg. Abb.
5.3.8 zeigt eine typische Verteilung der mittleren Abstande, um die Startstruktur einer
Fiber zu bestimmen. In Abb. 5.3.7 sind reprasentative Fibern fir die jeweilige Start-
Struktur dargestellt.
Abb. 5.3.8. Mittlere Abstandsverteilung der

35 1 Nukleosomen fiir simulierte Fibern, die eine typi-
— 50 1 sche 1-, 2- oder 3-Start-Struktur aufweisen. Die
g Position des Minimums bestimmt die n-Start
— 451 Struktur.
2
g 40 - ®: =187 bp, § = 119°, o = 60°, 1-Start-Fiber
I 3B ) O:1=190 bp, & = 119°, o, = 60°, 2-Start-Fiber
o 30- _fé" [: 1= 192 bp, 5 = 119°, o = 60°, 3-Start-Fiber
E 251 e
= 20 ) .*@

15

10 T T T T T 1

o 1 2 3 4 5 6
Anzahl trennender Nukleosomen
Wahrend die Daten fur Parametersatz 1 (Abb.5.3.9) bei kurzen Repeatlangen von 1-
Start-Fibern dominiert werden, nimmt die Anzahl von 2-Start-Fibern bei hoheren Re-
peatlangen zu. Insbesondere Fibern mit hoher Massenbelegungsdichte weisen eine
2-Start-Struktur auf und befinden sich im Bereich von 169 bp + 2 bp mit einer Periode
von 10 bp. Es wurden keine 3-Start- oder héhere n-Start-Fibern bei diesem Parame-

tersatz beobachtet.

Bei Parametersatz 2 konnte ich eine groRere Anzahl 2-Start-Fibern beobachten, wel-
che bei Repeatlangen von (160%1) bp in Schritten von 10 bp flr Repeatlangen klei-
ner als 175 bp auftraten und sonst bei (179+1) bp in Schritten von 10 bp. Weiterhin
ergaben sich 3-Start-Fibern fur Repeatlangen groRer als 180 bp im Bereich von

(181+1) bp in Schritten von 10 bp und hauptsachlich fur Fibern mit hoher Massenbe-
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legungsdichte. Allerdings sind nicht alle diese Fibern stabil (vgl. 5.3.3). Solche 3-

Start-Fibern wurden auch in den geometrischen Modellen von Sihnel beobachtet.

Parametersatz 3 fuhrt zu ahnlichen Ergebnissen wie Parametersatz 2. Allerdings
sind die 2-Start- und 3-Start-Strukturen zum Teil um 1 bp verschoben. Auch die Ge-

samtzahl der 2-Start-Strukuren ist etwas geringer als bei Parametersatz 2.

3 Abb. 5.3.9. Ubersicht der n-Start-
2 A A A A A Strukturen der drei Simulierten Parameter-
satze.
1 AN AL AN AMM MMM A . . , .
Fiar groBere Repeatlangen nimmt die An-
— 3 L L OO zahl der 1-Start-Strukturen ab. In Parame-
3 - & R O tersatz 2 und 3 _flnden sich weniger 1-Start-
§ Strukturen als in Parametersatz 1. Insbe-
T 1T RDXKRRD KR K> K> KR sondere treten hier 3-Start-Fibern auf, von
3 denen allerdings nicht alle stabil sind. Ahn-
0 3 ¢ & & o liche 3-Start-Strukturen wurden auch im
<2 o a e o o geometrischen Modell beobachtet.
1 r (N N N N A Parametersatz 1: § = 180°, ou. = 0°
‘ ‘ ‘ ‘ w w <1 Parametersatz 2: 6 = 119°, o, = 60°
155 185 175 185 195 205 ®: Parametersatz 3: 6 = 126°, o. = 60°

Repeatlange [bp]

5.3.3 Einfluss des Anknupfungswinkels &

Abschlie®end untersuchte ich, welchen Einfluss die Ankntpfungspunkte der Linker-
DNS am Nukleosom-Zylinder auf die strukturellen Parameter der 30-nm-
Chromatinfiber besitzen. Hierzu variierte ich systematisch den Anknipfungswinkel o.
Dies ist insbesondere fur die Erweiterung des Modells interessant, um z.B. das Ab-
wickeln der Nukleosomen zu integrieren. Fir die Simulationen ging ich, analog zu
Parametersatz 2, von der Kristallstruktur des Tetranukleosoms [8] aus. Seine Re-
peatlange betragt 167 bp, wobei 147 bp an das Nukleosom gebunden sind. Die ge-
bundene DNS ist 1,67-mal um das Nukleosom gewunden, so dass die Anknupfungs-
punkte der Linker-DNS einen Anknlpfungswinkel 6 von ca. 119° bilden. Die Fibern

bestanden aus 100 Nukleosomen ohne Stamm-Motiv.
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5.3 Aquilibrierung von geometrisch konstruierten Chromatinfibern
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In einer ersten Simulationsreihe wurde die Linkerlange konstant gehalten und der
Anknupfungswinkel systematisch variiert (Abb. 5.3.10). Liegen die beiden Anknip-
fungspunkte der Linker-DNS weit auseinander, d.h. der Anknipfungswinkel ¢ ist sehr
grol3, dann fuhrt dies zu etwas offeneren Strukturen. Dies wird auch am ansteigen-
den Verlauf der Konturlange und des End-zu-End-Abstandes bei steigendem An-
knUpfungswinkel deutlich, wobei die Parameter sich um ca. 40 % andern. Entspre-

chend nimmt die Massenbelegungsdichte ebenfalls um 40 % ab.

Auch der Offnungswinkel der Linker-DNS nimmt bei groBeren Abstédnden der An-
knupfungspunkte um ca. 20 % geringere Werte an. Dies ist zu erwarten, da die elekt-
rostatische AbstoRRung der Linker-DNS-Segmente, welche den Offnungswinkel domi-
niert, vom Abstand abhangt. Die Persistenzlange der Fiber fallt zunachst leicht ab,
steigt aber anschlieBend an, so dass die Biegesteifigkeit im biologisch interessante-
ren Bereich von & > 50° um ca. 30 % zunimmt. Dagegen nimmt der rein entropische,
zunéchst stark abfallende, Streckmodul der Fiber in diesem Bereich um ca. 30 % ab,

d.h. die Fiber ist leichter zu dehnen.

In einer weiteren Simulationsreihe wurde der biologisch interessantere Fall simuliert.
Dabei blieb die Repeatlange von 167 bp fixiert, so dass die Lange der Linker-DNS in
Abhangigkeit ihrer symmetrischen Anknipfungspunkte bzw. vom Ankntpfungswinkel
O variierte (Abb. 5.3.11). Der Torsionswinkel B aufeinander folgender Nukleosomen

wurde aufgrund der unveranderten Repeatlange konstant gehalten.

Ubereinstimmend mit der vorherigen Simulationsreihe, nimmt die Fiber bei gréReren
Anknupfungswinkeln eine offenere Struktur an. Dies wird an dem ca. 30 %-igen An-
stieg der der Konturlange und dem ca. 20 %-igen Abfall der Massenbelegungsdichte
deutlich. Auch der um ca. 30 % gréBere Offnungswinkel der Linker-DNS weist darauf
hin. Der Offnungswinkel wird von der starkeren AbstoRung aufgrund der langeren
Linker-DNS dominiert. Die in den vorherigen Simulationen beobachtet Reduzierung
des Offnungswinkels durch den groReren Absand der Linker-DNS-Segmente spielt-

nur noch eine untergeordnete Rolle.

Auffallend ist der, im Gegensatz zur Konturlange, nahezu konstante End-zu-End-
Abstand, welcher sich nur um ca. 3 % verandert. Dies verdeutlicht, dass die, bei weit

entfernten AnknUpfungspunkten, beobachteten, offenen Fibern wesentlich flexibler
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sind. Auch die Persistenzlange und der entropische Streckmodul, die beide bei stei-
gendem Anknlpfungswinkel um jeweils 50 % bzw. 90 % abfallen, weisen auf flexible-

re Fibern bei weit entfernten Ankntpfungspunkten hin.

Eine Berucksichtigung der Wechselwirkung zwischen Nukleosom und der gebunde-
nen DNS ist im verwendeten Programm nicht implementiert. Allerdings ist bekannt,
dass die Anzahl der gebundenen Basenpaare ohne grofl3e energetische Strafe um
wenige Basenpaare variieren kann. Wird der Bereich der Analyse auf die Variation
von 5 gebundenen Basenpaare auf 14715 bp beschrankt (5 = 89°-139°), so zeigt sich
auch hier eine Anderung der Konturlange um ca. 10 % und der Massenbelegungs-
dichte um ca. 7%. Dabei bleibt der End-zu-End-Abstand nahezu konstant und
schwankt nur maximal um 1 %. Persistenzlange und Streckmodul andern sich in die-
sem Bereich um ca. 20 % bzw. 40 %. Die Abldsung von wenigen Basenpaaren fuhrt
also in meinen Simulationen bereits zu einer signifikanten Erhdhung der Fiberflexibili-
tat.

5.3.4 Diskussion

Ausgehend von den Kiristallstrukturen des Mono- und Tetranukleosoms [6, 8], konnte
ich Ubereinstimmend mit den geometrisch konstruierten Chromatinfibern von Sihnel
demonstrieren, dass nach einer thermodynamischen Aquilibrierung instabile Fibern
nur bei bestimmten Repeatlangen auftreten. Diese wiederholten sich periodisch im
Abstand von 10 bp, welcher gerade der helikalen Steigung der DNS entspricht. Wei-
terhin beobachtete ich Chromatinfibern mit besonders hoher Kompaktierung in dem
gleichen periodischen Abstand von 10 bp. Dies legt die Vermutung nahe, dass gera-
de diese Repeatlangen bevorzugt in Organismen vorkommen, d.h. die Repeatlange

sowie die Linkerlange sind quantisiert.

Auch experimentelle Daten lassen auf eine derartige Quantisierung schlieRen. So
weisen z.B. Gelbanden aus der Untersuchen von einstrangiger DNS Produkten, die
von Dinukleosomen stammten, Abstande von 10 bp auf [77]. Weiterhin wurden bei
der Verdauung von Chromatin durch DNase | und DNase Il Banden mit der Periode
10 n + 5 bp [74-76] beobachtet, wobei ein ahnliches Experiment zwar ein quantisier-
tes Verhalten, allerdings mit einer Verschiebung von -1 bis -3 bp [189] aufwies. In

anderen Studien [190-192] wurden keine Verschiebung beobachtet. Dies ist nicht
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unbedingt eine Widerspruch zur Quantisierung mit der Periode von 10 bp, da in die-
sen Experimenten die Restriktionsenzyme nicht immer exakt am Ein- und Ausgangs-
punkt der Nukleosomen schnitten, sondern Uberall auf der Linker-DNS. Genauere
Restriktionsexperimente wurden an Dinukleosomen durchgefihrt die mittels Mikro-
coccal Nuklease hergestellt und deren Enden prazise entfernt wurden [75],. Die da-
bei beobachtete breite Bande wies aufgrund einer hdheren Auflésung, im vergleich
zu frGheren Studien [193, 194], Spitzen im Abstand von 10 bp auf und spricht deut-

lich flr die in meinen Simulationen gefundene Repeatlangenperiode.

Die von uns beobachtete Quantisierung stimmt gut mit Ergebnissen von Widom et al.
[73] Uberein. Er etabliert eine Repeatlangenperiode von 10 bp, indem er Resultate
aus verschiedenen Experimenten zur Bestimmung der Repeatlange von mehreren
Organismen zusammenfasste und systematisch untersuchte. Den geometrischen
Modellen gelingt es nicht die von Widom beobachtete Quantisierung bei grof’en Re-
peatlangen zu erklaren, da keine sterischen Uberlappungen mehr vorkommen. Da-
gegen zeigen alle Parametersatze aus meinen Simulationen, dass die lokale Geo-
metrie bei bestimmten Repeatlangen periodisch zu einer hdheren bzw. niedrigeren
Kompaktierung fuhrt. Dies gilt auch fur lange Repeatlangen, da in diesem Fall die
Wechselwirkungen noch von der lokalen Geometrie beeinflusst werden. Bedenkt
man, dass eine hohe Kompaktierung fur einen Organismus von Vorteil ist, kdnnten
diese Repeatlangen in der Natur bevorzugt zu finden sein und somit die von Widom

beobachtete Quantisierung erklaren.

Naturlich ist zu bemerken, dass der Wert fur die Quantisierungsperiode von 10 bp
nur im Modell exakt ist. Widom gibt in Abhangigkeit der betrachteten experimentellen
Datensatze und ihrer Fehlerangaben einen Wert zwischen 9,5 bp und 10,5 bp an.
Insbesondere bei grolien Repeatlangen existieren nur weinige Messungen, so dass
hier entsprechend flache Maxima in der Wahrscheinlichkeitsverteilung zu erkennen
sind. Dabei raumt er ein, dass einige der von ihm verwendeten experimentellen Da-
ten, durchaus falsch sein konnten. Eine ldentifizierung und Elimination dieser Daten
wurde eine wesentlich genauere Bestimmung der Periode ermdglichen. Weiterhin ist
nicht auszuschlieen, dass genetische Zwangsbedingungen zu Abweichungen von
der bevorzugten Repeatlange fuhren. So kénnen etwa Proteine, die flr die Regulati-

on von Transkription und Replikation eine wichtige Rolle spielen, zu einer Abwei-
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chung flhren oder spezielle DNS-Sequenzen, die eine bestimmte Positionierung der

Nukleosomen bevorzugen.

Ubereinstimmend mit den geometrischen Modellen von Siihnel, beobachtete ich in
meinen Simulationen weitgehend 1- und 2-Start-Modelle sowie in den Parametersat-
zen 2 und 3 Uberraschenderweise 3-Start-Modelle. Die 2-Start-Modelle treten haupt-
sachlich bei Repeatlangen mit hohen Massenbelegungsdichten auf und besitzen ei-
ne irregulare dreidimensionale Zickzackstruktur mit nahezu gerader Linker-DNS.
Dies stimmt mit dem, in der Einleitung besprochenem, Zickzackmodell Uberein. 1-
Start-Strukturen dagegen sind in den gestreckten Fibern geringer Kompaktierung zu
finden und besitzen aufgrund ihrer gestreckten Linker-DNS mehr Ahnlichkeit mit dem
Zickzackmodell als mit dem Solenoidmodell. 3-Start-Strukturen sind Fibern mit sehr
hoher Massenbelegungsdichte und mehrheitlich instabil. In Experimenten ist noch
keine 3-Start-Strukuren beobachtet worden. Dies mag daran liegen, dass die weni-
gen stabilen 3-Start-Strukturen meistens im Fehlerbereich einer entsprechenden 2-
Start-Struktur zu finden sind. Meine Ergebnisse zeigen, dass die Start-Struktur der
Chromatinfiber von der betrachteten Repeatlange abhangt. Da diese innerhalb der
Chromatinfiber nicht konstant ist, sondern durchaus um mehrere Basenpaare variie-
ren kann, lasst sich vermuten, dass die Chromatinfiber lokal beide Startstrukturen
annehmen kann. Dies wurde auch die verschiedenen Experimente, die fir ein 1-Start
[55, 62, 79, 80] bzw. 2-Start-Modelle [9, 69, 106-110] sprechen, verstandlich ma-

chen.

Eine systematische Variation des Anknlpfungswinkels 6 zeigte, dass ein steigender
Abstand der Anknlpfungspunkte der Linker-DNS am Nukleosom zu offeneren und
flexibleren Strukturen fiihrt. Dies wurde bereits bei einer geringen Anderung der ge-
bundenen Basenpaarenanzahl von weniger als 5 bp bei fester Repeatlange beo-
bachtet. Eine lokale Ablosung der DNS aufgrund thermischer Fluktuationen in einem
Teilbereich der Fiber kann somit eine erhebliche Erleichterung flr die lokale Zugang-

lichkeit und Remodellierung der Fiber bedeuten.

An meinen Ergebnissen wird deutlich, dass geometrische Modelle durchaus wichtige
Eigenschaften des Chromatins aufdecken konnen, eine realistische Einschatzung
dieser Resultate kann allerdings erst durch thermodynamische Aquilibrierung erfol-
gen. So ware durchaus zu erwarten gewesen, dass die Chromatinfiber aufgrund der

thermischen Fluktuationen in der Lage ist, samtlichen Uberlappungen ,auszuwei-
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chen® und somit keine instabilen Fibern zustande kommen. Entscheidend ist jedoch
der Einfluss der lokalen Geometrie auf die Wechselwirkungen. Dadurch entstehen
zwar instabile Fibern, allerdings weit weniger als von dem geometrischen Modell
vorhergesagt wird. Um maglichst realistische Ergebnisse zu erhalten, ist notwendig,
die Wechselwirkungen kontinuierlich zu verbessern. So ware es z.B. winschenswert
eine realistische Interaktion zwischen DNS und Nukleosomen zu implementieren, um

etwa die Ablosung des Nukleosoms in diesem Modell zu simulieren.



Kapitel 6
Zusammenfassung und Ausblick

In den vergangenen Jahren wurde deutlich, dass strukturelle Veranderungen, wie die
Kondensation, Dekondensation und Remodellierung des Chromatins eine wichtige
Rolle spielen. Sie beeinflussen z.B. die Regulation biologischer Prozesse wie
Transkription, Replikation, Rekombination, DNS-Reparatur und Zellteilung. Um diese
Mechanismen zu verstehen, ist es notwendig, strukturelle Eigenschaften der Chro-
matinfiber zu kennen und ein fundamentales Verstandnis von der Anordnung der
Nukleosomen zu erlangen. In dieser Arbeit wurde ein neuartiges physikalisches Mo-
dell der 30-nm-Chromatinfiber entwickelt, welches gut mit strukturellen Parametern
wie Massenbelegungsdichte, Persistenzlange und Streckmodul aus Streck- und

Kompaktierungsexperimenten ubereinstimmt.

Die Chromatinfiber wird durch eine flexible Polymerkette modelliert, bei der oblate
Ellipsoide die Nukleosomen reprasentieren. Die lokale Geometrie der Fiber basiert
auf dem ,Zwei-Winkel-Modell“ und wird durch die Lange der Linker-DNS I, den Off-
nungswinkel o zwischen den Linker-DNS-Strangen, dem Torsionswinkel 3 zwischen
aufeinander folgenden Nukleosomen sowie dem AnknlUpfungswinkel & der Linker-
DNS definiert. Die elastischen Wechselwirkungen zwischen zwei DNS-Linker-
Segmenten bzw. DNS-Linker-Segment und Nukleosom-Segment werden als harmo-
nisch angenommen. Zur Beschreibung der Elektrostatik zwischen der Linker-DNS
wird die Debye-Huckel-Approximation verwendet. Die Interaktion zwischen den
Nukleosomen bei einer physiologischen Salzkonzentration wird zunachst durch das
Gay-Berne-Potential approximiert. Der Einfluss des Linker-Histons auf die lokale
Geometrie der Fiber modelliert ein Stamm-Motiv. Die Anwendung des Monte-Carlo-
Algorithmus von Metropolis erlaubt es, reprasentative Fiberkonformationen im ther-

modynamischen Gleichgewicht zu erzeugen.
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Die Strecksimulationen von 100-Nukleosom-langen Fibern zur Untersuchung der
Biege- und Strecksteifigkeit der 30-nm-Chromatinfiber zeigten, dass ihre Flexibilitat
entscheidend von der lokalen Geometrie beeinflusst wird. Unabhangig von der Pra-
senz eines Stamm-Motivs nimmt sowohl die Persistenzlange als auch der Streckmo-
dul ab, wenn die Repeatlange im simulierten Bereich um 10 bp steigt, der Offnungs-
winkel von 22° auf 34° zunimmt oder der Torsionswinkel von 130° auf 90° abnimmt.
Fibern mit Stamm-Motiv erwiesen sind kompakter und steifer als Fibern ohne
Stamm-Motiv. Die Werte fur Persistenzlange und Streckmodul aus meinen Simulati-
onen stimmen gut mit experimentellen Daten Uberein. Schliellich konnte ich zeigen,
dass sich die Chromatinfiber nicht wie ein homogener, isotropischer, elastischer Stab
mit kreisformigem Querschnitt verhalt, sondern wesentlich leichter zu biegen als zu
dehnen ist. Dies begunstigt die Bildung von Schleifen, wie sie in Experimenten und

teilweise in meinen Simulationen beobachtet wurden.

Simulationen mit dem salzunabhangigen Gay-Berne-Potential erzielten keine ausrei-
chende Entfaltung der Chromatinfiber bei niedrigen Salzkonzentrationen. Deshalb
wurde es durch ein neues, empirisches Tails-Potential ersetzt, welches die salzab-
hangige Ausdehnung der Histon-Tails bertcksichtigt. Wahrend beide Potentiale bei
physiologischer Salzkonzentration gut Ubereinstimmen, konnte bei dem Tails-
Potential eine hohere Kompaktierung beobachtet werden. Diese steht im Einklang
mit den experimentellen Ergebnissen. Hauptursache fur die Kompaktierung in mei-
nen Simulationen ist die reduzierte elektrostatische AbstoRung zwischen Nukleoso-
men durch die entfalteten Histon-Tails bei hohen Salzkonzentrationen. Dieser ,Tail-
Bridging“-Effekt wird auch in Experimenten und in anderen Simulationen beobachtet.
Er kdnnte die Ursache fur die grofere Flexibilitat der simulierten Fibern bei hohen
Salzkonzentrationen sein. Sowohl Persistenzlange als auch Streckmodul nehmen bei
hohen Salzkonzentrationen ab. Unabhangig von der Salzkonzentration wiesen Fi-
bern mit Stamm eine héhere Kompaktierung auf, als entsprechende Fibern ohne
Stamm. Der Durchmesser der simulierten Fibern anderte sich mit der Salzkonzentra-
tion nur unwesentlich, so dass kein Phasenlubergang zu einem 10-nm-Filament fest-
zustellen war. Dies kdnnte auf eine hdhere Organisationsstruktur bei niedriger Salz-

konzentration hinweisen.

SchlieBlich konnte ich in meinen Simulationen, Ubereinstimmend mit geometrisch

konstruierten Modellen, demonstrieren, dass auch im thermodynamischen Gleichge-
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wicht nur bei bestimmten Repeatlangen instabile Fibern bzw. Fibern besonders ho-
her Massenbelegungsdichte vorkommen. Diese Repeatlangen treten in periodischen
Abstanden von 10 bp auf, was gerade der helikalen Steigung der DNS entspricht.
Eine derartige Quantisierung der Repeatlange wird auch experimentell in verschie-
denen Organismen beobachtet. Einige der simulierten Fibern mit besonders hoher
Massenbelegungsdichte wiesen, neben 1- und 2-Start-Strukturen, auch 3-Start-
Strukturen auf, wobei letztere im Fehlerbereich der 2-Start-Strukturen zu finden wa-
ren. Weitere Simulationsreihen, die systematisch den Einfluss der Linker-DNS-
AnknUpfungspunkte untersuchten, zeigten, dass eine Vergroierung des Anknup-
fungswinkels bei konstanter Repeatlange zu offeneren und flexibleren Strukturen
fuhrten.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen schliellen, dass Eigenschaf-
ten der 30-nm-Fiber in meinem Modell gut mit denen der realen Fibern Ubereinstim-
men und realistische, quantitative Aus- sowie Voraussagen Uber ihre Strukturpara-

meter gemacht werden konnen.

Naturlich ist das verwendete Modell nur eine grobe Beschreibung der realen Chro-
matinfiber. Von entscheidender Bedeutung fur die Verbesserung des Modells sind
die Potentiale der Wechselwirkungen, insbesondere der Nukleosom-Nukleosom-
Interaktion. Unsere Arbeitsgruppe arbeitet im Rahmen eines Multiskalen-Ansatzes an
einer exakteren Beschreibung dieser Wechselwirkung. Durch Molekulardynamik-
Simulationen einzelner Nukleosomen sollen die, flir die Interaktion wichtigen, Teilbe-
reiche identifiziert werden und somit als Grundlage fur ein realistischeres Potential
dienen. Weiterhin ware es winschenswert, einzelne Modifikationen an den Histon-
Tails, z.B. die Ladungsreduzierung durch Acetylierung in das Tails-Potential zu integ-
rieren. Dadurch kann ihre Rolle bei der Genregulation und Epigenetik genauer unter-

sucht werden.

Um Streckexperimente [128, 129] bei héheren Streckkraften als 20 pN im verwende-
ten Modell zu interpretieren, ist es notwendig, eine DNS-Nukleosom-Wechselwirkung
zu integrieren. Dadurch lasst sich das Problem der Nukleosom-Abwicklung untersu-
chen. Als Basis hierflir kdnnen z.B. die theoretischen Betrachtungen von Kulic et al.
[195] dienen. Ein entsprechender Ansatz wurde bereits in unserer Gruppe verwen-
det, um die Abwickelung eines einzelnen Nukleosoms mittels Brownscher-Dynamik

zu simulieren. Das in dieser Arbeit verwendete Programm sieht entsprechende Ob-
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jekte und Methoden fir die Brownsche-Dynamik bereits vor. Allerdings missen die
entsprechenden Algorithmen noch implementiert werden. Wahrend die Monte-Carlo-
Simulation keine zeitliche Information beinhaltet, lie3e sich mit Hilfe der Brownschen-
Dynamik die Dynamik der Chromatinfiber, z.B. die Kompaktierung bei verschiedenen
Salzkonzentrationen oder ihre Diffusion, untersuchen. Auch Remodellierungen der
Fiber finden in Zeitbereichen statt die im Rahmen der Brownschen-Dynamik analy-

siert werden konnen.

Im Zusammenhang mit der Nukleosom-Abwicklung kann es von Bedeutung sein, das
Nukleosom nicht als kompakte Einheit zu modellieren, sondern seine Zusammenset-
zung aus dem H3-H4 Tetramer und den beiden H2A-H2B Dimeren zu berucksichti-
gen. Aktuelle Studien durch Claudet et al. [196] weisen darauf hin, dass nicht unbe-
dingt das komplette Oktamer abgewickelt wird, sondern z.B. bei einer sehr geringen

Konzentration von Nukleosomen, nur die Dimere entfernt werden.

Analog zur Untersuchungen der DNS koénnten die superhelikalen Eigenschaften der
Chromatinfiber anhand des in dieser Arbeit verwendeten Modells analysiert und mit
experimentellen Daten verglichen werden. Hierzu musste die Fiber zu einem ge-
schlossenen Kreis zusammengefuhrt und entsprechend Uber- bzw. unterwunden

werden.

Durch das Hinzufiigen einer externen Torsionskraft sollte es moglich sein, mit dem
Modell Torsionsmodule zu bestimmen. Diese liel3en sich mit Studien vergleichen, die

Chromatin mit Hilfe von magnetischen Pinzetten verdrillen Werte [188].

Fur das Verstandnis der nachst hoheren Kompaktierungsebene ist es interessant zu
analysieren, wie sich die Eigenschaften der Chromatinfiber verandern, wenn zwei
oder mehr Fibern die Moglichkeit gegeben wird miteinander zu interagieren. Aller-
dings muss gewabhrleistet werden, dass die Fibern zusammen zu bleiben. Dies kann
z.B. durch ein stark abfallendes Potential realisiert werden, welches die Fibern um-
schlief3t. Von groRem Interesse sind dabei sowohl die Anordnungen der Nukleoso-

men der beiden Fibern, als auch deren strukturelle Eigenschaften.
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