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Zusammenfassung

Um Aussagen iiber die dreidimensionale Organisation von Chromosomen in der Interphase zu machen, wurden
Monte-Carlo- und Brownsche-Dynamik-Simulationen von Chromosomenterritorien mit Hilfe eines
Polymeransatzes durchgefiihrt. Daraus wurden Observable (verschiedene Abstandsverteilungen zwischen
genomischen Markern, Aufenthaltswahrscheinlichkeit und Dichte) berechnet, die fiir die Vorhersage und
Interpretation von Experimenten dienen. Damit kiinnen Modelle der chromosomalen Organisation, insbesondere
das Random-Walk-Giant-Loop- (MLS) und das Multi-Loop-Subcompartment-Modell, unterschieden werden.
Fiir die Bestimmung von Abstandsverteilungen zwischen genomischen Markern der Prader-Labhart-
Willi/Angelmann (PLWS/A) Region wurden Experimente mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(CLSM) durchgefiihrt. Zellkerne von Fibroblasten wurden mit schonender Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) préipariert. Uber die Signal-Brightness, das Signalvolumen, die Intergrierte Fluoreszenz Intensitiit (IFI)
und den Abstand homologer Chromosomen wurden ebenfalls Aussagen gemacht.
Vergleiche zwischen Simulation und Experiment ergaben starke Hinweise fiir das MLS-Modell, sowie eine
unterschiedliche Organisation zwischen miitterlichem und véiterlichem Chromosom 15.
Im Hinblick auf zukiinftige komplexere Fragestellungen der Gesamtorganisation des Zellkerns stellte sich die
Theorie der Fraktale fiir neue Analysemethoden als geeignet heraus. Die Ergebnisse der Simulationen zeigte
dabei multifraktales Verhalten. Erstmals kénnte damit die Fraktalitidt und Multifrakealitiit einer zelluldren
Organisationsstruktur gezeigt worden sein. Damit besteht nun die Méglichkeit aus der fraktalen Struktur
Aussagen iiber Diffusioneigenschaften und andere Organisationsmerkmale im Zellkern zu treffen.

Three - Dimensional Organization of Chromosome Territories
in
Simulation and Experiment

Abstract

To draw conclusions about the three-dimensional organization of interphase-chromosomes, Monte-Carlo and
Brownian-Dynamic simulations of chromosomal territorries were conducted, using a polymer model for the
chromatin fiber. From the simulated configuration ensembles observables (various distance distributions between
genomic markers, radial space distribution and density) were calculated and used for predictions and
interpretation of experiments.It was possible to distinguish between different models of chromosomal
organization, especially between the Random-Walk-Giant-Loop- (RWGL) and the Multi-Loop-Subcompartment-
model.

For the determination of distance distributions between genomic markers of the Prader-Labhart- Willi/Angelmann
region (PLWS/A) experiments were made with a confocal Laser-Scanning-Microscope ( CLSM). Cell nuclei of
fibroblast cells were prepared with soft Fluorescent-in-situ-Hybridization (FISH). Conclusions can be drawn
from the signal-brightness, signal-volume, Integrated Fluorescent Intensity (IFI) and the distance between
homologous chromosomes. ;
Comparisons between simulation and experiment lead to strong hints for the MLS-model, as well as ab different
organization of maternal and paternal chromsomel5. _

With respect to future aspects of more complexe questions on the total organization of cellnuclei the theory a:f
fractals proved very worthwhile for new methods of analysis. The results of the simulations thereby skawe(:t' den-
fractal behaviour. Thus for the first time the fractal and multi-fractal behaviour of a cellular-organization-
structure was determined. Consequently possibilities exist to draw conclusions from the fractal structure for

diffussion behaviour and other organizational patterns of the cell nucleus.
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Einleitung 1

EINLEITUNG

Seit mehr als dreihundert Jahren steht die Zelle im Blickpunkt der Forschung. 1839 konnte
Schwann mit Hilfe verbesserter Mikroskopietechniken die Zelle als Grundeinheit aller Planzen
und Tiere postulieren. Die bedeutendste Struktur innerhalb der Zelle stellt der schon im
17.Jahrhundert von Robert Hook entdeckte Zellkern dar.

Der Zellkern enthilt ein langes fadenformiges Molekiil, die Desoxyribonukleinsiure (DNA).
Diese ist Trager der Erbinformation. Ausgestreckt ist die gesamte DNA eines menschlichen
Zellkerns ca. 2,6 m lang. Ein Zellkern besitzt aber im allgemeinen nur einen Durchmesser von
etwa 10 pm, so daB die DNA in drei Stufen kompaktiert wird, dic Nukleosomen, Chromatin
und Chromosomen genannt werden. Wie Untersuchungen der letzten Jahre gezeigt haben, ist
diese dreidimensionale Organisation des Genoms wesentlich fiir die Funktion des Zellkerns.
Inwieweit die Transkription und die fiir die Zellteilung bendtigte Replikation von dieser
dreidimensionalen Organisation beeinfluBt werden, liegt jedoch bis heute weitgehend im
Dunkeln.

Aufgrund verschiedener Beobachtungsmethoden wurden seit Beginn des Jahrhunderts
verschiedene Modelle fiir die rdumliche Struktur von Zellkernen wihrend der Interphase, in
der Gene transkribiert werden, vorgelegt:Rabl und Boveri postulierten 1885, bzw. 1909,
zunichst eine Trennung der Chromosomen in Territorien [Ra 85, Bo 09]. Aufgrund von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen stellte Comings 1968 ein Modell auf, bei dem sich
Chromosomen zufillig und ungeordnet iiber den ganzen Zellkern erstreckten [Co68].

Durch Mikrobestrahlungsexperimente konnte jedoch in den 70er Jahren durch Cremer gezeigt
werden, daB Chromosomen im Zellkern lokalisierte Strukturen bilden [Cr 74, Zo 79, Cr 82a,
Cr 82b und Cr 84]. 1984 stellten Pienta und Coffey ein Modell auf, das aus ca 100kbp groBen
Schleifen bestand. Diese Schleifen sollten sich wihrend der Zellteilung zu Rosetten
zusammenlagern, aus denen sich wiederum ein Metaphasechromosom aufbaute [PiCo 84].

Mit der Entwicklung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie (CLSM) konnte man 1993 die territoriale Organisation einzelner
Chromosomen erstmals sichtbar machen [Cr 93, Zi 93]. 1992 benutzte van den Engh FISH, um
raumliche Abstinde von DNA-Sequenzen in Chromosomen zu messen [vdE 92]. Es zeigte
sich, daB auf Skalen bis 1,5Mbp die dreidimensionale Organisation durch ein Random-Walk-
Modell beschriecben werden kann. Der geometrische Abstand ist bei diesem Modell
proportional der Quadratwurzel des Genomabstands. Bei groBeren Skalen wichst der
geometrische Abstand langsamer an. )
Sachs stellte daraufhin 1995 ein Random-Walk-Giant-Loop-(RWGL) Modell vor, das dieses
Verhalten erklirt [Yo 95). Ein Chromosomenterritorium besteht dabei aus .BMbp‘ gro&?n
flexiblen Chromatinschleifen, die entlang eines Ra.ndom-Walk—Backbonc_s lf)kahswrt sind. D}e
Verteilung der Chromatinschleifen im Chromosomenterritorium ist bei diesem Modell rein
Das Vfﬂ Cremer schon 1993 vorgestellte Inter-Chromosom-Domiinen- (ICD) Modell POS}'-'I;:::
dagegen einen weit hoheren Ordnungsgrad [Cr 93, Zi 93]. Hier wird ein hygomeuDs;A_
dreidimensionales Netzwerk zwischen den Territorien angenommen. Genre_xch§
Sequenzen sind an der Oberfliche lokalisiert, genarme dagegen im Innern des Territoriums.
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Organisation von Chromosomen in der Interphase simuliert
Da die Organisation im Modell bekannt ist, konnten Obscryable berecl-met w.erden' ‘iie fii; die
Interpretation und Vorhersage von schonfanden Exper_lmenten mit geringer rajlmhcher
Auflosung dienten.Durch diese Vorgehensweise konnten die oben genannten Einschrankungen

umgangen werden.

Hier wurde die dreidimensionale

Die Simulationen wurden mit Monte-Carlo- und Brownschen-Dynamik-Verfahren durch-
gefiihrt Hauptziel der Simulationen war dabei zunichst die Unterscheidung zwischen RWGL-
und MLS-Modell auf kleinen genomischen Skalen. Neben der Simulation ganzer
Chromosomenterritorien wurden innerhalb der jeweiligen Modelle verschiedene Parameter,
wie z. B. die SchleifengroBe oder die Schleifenanzahl, variiert.

Als Observable wurden aus den Simulationen verschiedene dreidimensionale Abstinde fiir den
Vergleich mit dreidimensionalen Abstinden zwischen genetischen Markern bestimmt.
Dariiberhinaus wurden weitere Observable gesucht und gefunden (z.B. die radiale Dichte), die
es erlaubten, genauer zwischen den Modellen zu unterscheiden.

Um die Simt_:lationen zu verifizieren, wurden Experimente mit hochauflosender konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) unter Verwendung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridi-
sfrl;uenﬂg (FISH) .durchgefiihrt.- Das Hauptziel bestand dabei in der Messung von Abstands-
Ee ioﬁgefnczh“r“ocmn genomischen Markern der Prader-Labhart-Willi/Angelmann-(PLWS/A)
beﬁ.m teu Ci mosom 15. Das PLWS/A Syndrom ist, im Gegensatz zu anderen genetisch

gten Krankheiten, wahrscheinlich auf die dreidimensionale Organisation von

Chromosom 15 zuriickzufiih ir di i
e vem‘;n?(;: Fiir die Experimente wurde eine die Struktur der Zelle



Einleitung

Die. Theorie der Fra.l-:_tak:‘ stellte sich dabei als besonders geeignet heraus. Mit ihr lassen sich
PPanf)me und Organisationsprinzipien verschiedenster Systeme vergleichen. So konnte erst
kur.zhch gezeigt wenf:len, daB Skalierungsgesetze zwischen verschiedenen Sdugetieren mit nur
drei Annahmen erkldrt werden kénnen [WeBrE 97]. Eine dieser Annahmen besteht darin daB
das Transportsysteme (Blutkreislauf) in diesen Siugetieren fraktal ist. :

Die Frage war nun, ob es auch im Zellkern ein solch all : Sls :
Organisation erklart. gemeines Prinzip gibt, das die

Die Ergbnisse der Simulation zeigen dabei nicht nur fraktales, sondern sogar multifraktales
Verha%ten_. Erstmals konnte damit die Fraktalitit und Multifraktalitit einer zelluliren
Organisationsstruktur gezeigt worden sein. Erstaunlich ist hierbei die GroBenordnung des
betrachteten Systems.

In der Zukunft wird es damit moglich sein, weitere Organisationsmerkmale des Zellkerns
aufzudecken. Zum Beispiel lassen sich aus der fraktalen Struktur Aussagen iiber das
Diffusionsverhalten gewinnen.

Die Arbeit ist in sechs Kapitel untergliedert: in Kapitel I werden kurz biologische Grundlagen
und in Kapitel IT die Entwicklung der Zellkernorganisation erldutert. In Kapitel II werden die
Simulationen und in Kapitel IV werden die Experimente in ihrer Methodik, Durchfiihrung und
Ergebnissen beschrieben. In Kapitel V erfolgt ein Vergleich zwischen den Simulationen und
Experimenten. SchlieBlich erfolgt in Kapitel VI eine Zusammenfassung der Ergebnisse.
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I Biologische Grundlagen

i i i in vier hierarch;
iy W erwihnt, ist die Erbsubst_anz in vier ische
Wie schon in der ilﬂllizg:g;gDNA, Nukleosomen, Chromatin 11nd Chromosomen Ip den
fo ;gan:isauil;)ssr;:;zcl{sn gso%len diese Organisationsniveaus genauer erldutert werden,
olgenden

I.1.DNA

: e als Hauptbestandteil des Zellkerns Desoxyribonucleinsiure (DNA) aug
g:::::ﬁ;f ﬁiin;jlsifzpemienpmr 91]. Erst 1944 wyurde abcf durch O. T. Avery, C. M.
MacLeod und M. McCarty durch Transformanonsexpenmen‘te an Pneumokokken
experimentell nachgewiesen, daB die DNA der Triiger der Erbmfomla\‘:lon ist [Br _91].

DNA ist ein fadenformiges Makromolekiil, ein Polymer, das aus vier Grundeinheiten, den
sogenannten Nucleosiden, aufgebaut wird. Die Nucleosiden bestchen aus einem Zucker (8-D-
2"-Desoxyribose) und einer von vier heterozyklischen Basen Adenin (A), Guanin(G), Thymin
(T) und Cytosin(C). Die Monomere werden durch eine 3°-5 Phosphodiester-Bindung Zu
einem Einzelstrang polymerisiert. Die Basensequenz kodiert die genetische Information, die
Zucker und Phosphatgruppen erfiillen primir strukturelle Aufgaben.

Obwohl die chemische Struktur und die Eigenschaften der DNA schon sehr gut bekannt waren,
konnte die riumliche Struktur der DNA erst 1953 mit Hilfe von Rontgenstrukturanalysen

in einer als B-Form bezeichneten Konformation
ca. 24 : - OHNE anftreten. nnd hesitor o hmesser von
Form ger Daten befinden sich in T 1 1 s s i

und Z-Form, dje unter bestj
i Summten, mejg; |; She R : a
nachge. e 5 ) Osungsabhiin ii eneriert,
EEwiesen und ineinander Umgewandelt werdep kénnen (Tatf ;-gle)x'n Einiitoscn, 8
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Abb.L1.:

DNA -Doppelhelix: als Strukturformel links und als Kalottenmodel rechts. Gezeigt ist die Struktur des
palindromischen Oktamers GGTATACC, die aus Réntgenstreudaten bestimmt wurde. [VoVo 95].

Die DNA-Kondensation im Zellkern zu hohen Packungsdichten erfordert dan'ilber hinaus ;ine
Flexibilitit des Doppelstranges. Bisweilen kann eine Verdrehu.ng d.er Bas‘en m_nerhalb eines
Basenpaares so weit gehen, daB die Stringe an dieser Stelle bereits teilsepariert sind.



I Biologische Grundlagen

—_— A-DNA B-DNA Z-_DD
rechts rechts ]mksm

helikaler Drehsinn T ca. 2.4 ca. 1'8_.._____

Durchmesser [nm] g ‘11’ 10 12 (6 Dimere)

Basenpaare pro

helikaler Windung [N] i 0.36 0,60 (pro Doy

helikale Windung pro d

Basenpaar [°] = A i

helikale Ganghohe :

Anstieg/Windung [nm] — o

helikaler Anstieg pro 0,26 ’ s

Basenpaar [nm]

i winkel [°] 20 6 7
fra:l;:l]li‘e::rgcul]:fs ; eng und tief breit und t_ief flach |
kleine Furche breit und flach eng und tief eng und tief
Ribose-Konformation Cs--endo C,-endo Pyrimidin: C,--endo

Purine: C..-endo
glykosidische Bindung anti anti Pmme; anti
Purine: syn
in Lsg. begiinstigt durch K . Na , Cs" geringe hohe
Salzkonzentration Salzkonzentration

Tab.L.1:
Kenndaten der B-DNA sowie der A-und Z-DNA Konformationen [Eb 93].

L2. Nukleosomen

Nukleosomen stellen in der Hierarchie der Kompaktierung die erste Stufe dar und bilden die
Basqemhe%t fiir .Chromatin. Clark und Felsenfeld zeigten 1971, daB es in Chromatin DNA-
Bereiche gibt, die bei einem Verdau mit Mikrokokken-Nuclease geschiitzt sind [KoKu 81].
Kornberg fand Qarauﬂﬁn 1973 auf elekUODSMikI‘OSkopischen Aufnahmen eine Stuktur, die er
e a5 on a Sting” nanntz (Abb.12) [KoKu 81]. Eda und Donald Oling zeigten dann 1974,

‘[‘13113 Ocii;gukleosomen, die sie zunichst v-Bodies nannten, Bestandteil dieser Struktur waren

Uber die relative Lage der Lingo. B
i Pt by er-DNA bei Ein- und Austritt aus der Wicklung (Abb12)

aber der einer Haarnade] dhneln g’:;?;il H1. Die Funktion von H1 ist zwar umstritten, konnte

Komnberg [KK 81] fand mj; ,H'If © der Zugang anderer Proteine zur DNA steuerbar ist.

Rontgenbeugung, dag dag i '€ einer Kombination yon Elektronenmikroskopie und

und 5.5 nm Hohe besitzt. Die By oo i€ 2ylindrische Gestalt mi 11 nm Durchmesser
indung der DNA erfolgt iiber elektrostatische Wechsel-
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Abb.L.2:

Darstellung der
Nukleosomenstruktur mit
DNA, in der Aufsicht (links)
5 . und in der Seitenansicht

- ::3 o :i ? (rechts), in einer Wire-Frame
Darstellung. [Lug 97].

wirkungen zwischen dem DN A-Phospatriickgrat und 120 positiven Ladungen von Lysin- und
Argininresiduen [MoAr 93].

Neue:ste rontgenkristallographische Aufnahmen von Luger [Lug 97] mit einer Auflosung von
2.8 A zeigen, daB die DNA hier nur eine Ganghohe von 10,2bp besitzt. Dies kénnte eine
Erkldrung fiir bevorzugte Bindungspositionen der DNA an das Oktamer sein. Sie fand
weiterhin, daB die aminoterminalen Gruppen der Histonschwiinze eine sehr geordnete Struktur
bilden. Dies sollte entscheidenden EinfluB auf die Inter-Nukleosomen-Wechselwirkungen
ausiiben, und iiber Acetylierung auch auf biologische Regulationsmechanismen der
Erbsubstanz.

1.3. Chromatin

Chromatin stellt die zweite Stufe in der Kompaktierungshierarchie von DNA dar und setzt sich
aus Nukleosomen zusammen. ‘
Isoliert wurde Chromatin, ebenfalls durch Miescher, bereits 1868. Er nannte es Nuklein.

I-A-i::;'l‘Eiklronennﬂkroskopische Aufnahme von Chromatin ,,Beads on a String* in SmM Salz [VoVo 95].
Rechts: Elekronenmikroskopische Aufnahme der 30nm Chromatinfaser [VoVo 951.
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i n zu einer K -

shnt, reihen sich Nukleosomen ; lciel:;lziczueinﬁr Fase: tt';t . By
Wie oben erwannt, hysiologischen Bereich kondensier S ca. 3
Salzkonzentrationen 1m P ydcn 3 Modelle fiir den Aufbag dieser 3 aser Vvorgeschlagep.
Durchmesser. Bis heute ‘g’“;uklwsomen in ciner Helixwindung zusammengelagert. Die Hey;,
. SOIemidI];mdetl;l‘fc;I:ti werden, daB gleiche Krifte zwischen den Nukleosomep eine
soll dadurch gebi pEals
gleichmaBige Ubersmgmrozﬂgzﬁtgraf und Franke [ZeFr 84] schligt hingegen regelmigige
Das Superbead-MOdeﬁ I:’is 48 Nukleosomen vor, wobei die in schonenden Priparatione,
Ansammlungen v:‘;; diesen sogennannten Superbeads bestehen sollen. : :
cljhaltcnen Fa_sern sre das von vielen Autoren [VHZ 95, WoHo 95; siehe dort weitere] ays
Eine Alternative dazu wtheoreti schen Daten vorgeschlagene 3D-Zick-Zack-Modell, Die

experimentellen und -Faser einem zickzackformigen Weg und

Nukleosomen folgen hier beim Aufbau der 30nm

icht ei ix (Abb.L3, links). i e
él;:[l:;z:nuerlgih:i{(:h Chromatin in zwei Klassen einteilen, die sich in der Packungsar

unterscheiden: Heterochromatin ist inaktiv und besitzt keine oder. nur wenige Gepe.
Euchromatin ist dagegen aktiv oder in aktionsbereitem Zustand und genreich.

I.4. Chromosomen

Chromosomen (griech.: Farbkérper) als groBte strukturelle Einheit im Kern und die dritte
Kompaktierungstufe von DNA wurden zunichst durch C. W. Nigeli (1842) und W.
Hofmeister (1848) beobachtet. Anfang der 70er Jahre des 19. J ahrhunderts wurden sie durch
Firbemethoden als eigenstindige Struktur im Zellkern erkannt, erhielten jedoch erst von
Waldeyer 1888 ihren Namen [Wa 88, Br 91]. Durch die damaligen Firbemethoden und
Beschrinkungen bei der Auflosung der Mikroskopieverfahren konnten Chromosomen jedoch
nur wihrend der Mitose untersucht werden. Mit Mitose bezeichnet man das Zellstadium, in
dem sich die Zelle teilt. Die Chromosomen stellen in der Mitose definierte Gebilde dar
(Abb.1.4), die in die beiden Tochterzellen transportiert werden. Schon damals wurde dariiber
dlSkUﬁ:El’t, ob Chromosomen zeitlich begrenzte Einheiten sind oder ob sie jedes Mal zu Begin
der Mitose neu gebildet werden. Unklar war vor allem, ob sie in der Interphase (das Stadium
zwischen Zellteilungen) eine definierte Struktur beibehalten.
éﬂmeéllfgo‘;eelj:ﬁgczf Organismus weist jede Zelle im Zellkern den gleichen vollstindigen
: atz auf. Normale menschliche Zellen enthalten 2 mal 23 Chromosomen, die
N acen athp (Chrqmosom 21) und 263Mbp (Chromosom 1) enthalten (TabIIl.1). Die 22

1 als Autosomen, wihrend man die iibrigen zwei als

Wahrend der Metaphase, die ein : ;
paarweise zusammen. Dape; stf!ﬁm om der Mitose reprisentiert, lagern sich die Autosomen

bezeichnet, und das Chrom L Cioe Einschniirung fest, die man als Zentromer
rechts). 0S0m in dep kiirzeren P- und den lingeren q-Arm teilt ( Abb.L4,

: a h bei Chromosomen in der Metaphase
+ AbD.L6, links; Abb.IILS) sichthar machen. Im allgemeined

F
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Abb.L.4:
Links: Metaphaseplatte, Giemsa gefiirbte Ideogrammbanden. [Al 94].
Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Metaphasechromosoms. [BIFa].

wird dieses Muster auf den unterschiedlichen Adenin- und Thymin-Gehalt und den Zeitpunkt,
in denen Gene in diesen Bereichen repliziert werden, zuriickgefiihrt. Als G-Banden werden
dabei Banden bezeichnet, dic hohen Adenin- und Thymin bzw. Gen-Gehalt aufweisen und frith
replizieren. Mit R-Banden werden die restlichen Banden bezeichnet [Co 78). Kiirzlich konnten
diese Muster auch fiir die Interphase nachgewiesen werden [Zink unpublished], so daB also
Teile der Chromosomenstruktur der Mitose auch in der Interphase erhalten sind.

Bis heute ist jedoch die dreidimensionale Organisation von Chromosomen nicht bekann!. Die
verschiedenen Modelle, die diese Faltung des Chromatins beschreiben, werden in Kapitel II
naher erliutert.
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[T Chromosomenorganisat!

I Chromosomenorganisation im Interphasezellkery
r

ierte Rabl 1885 unter der Annahme, -

Die erste Theorie der geukemik%cpzitghgcnegische Identitdt wihrend deg dézligyzir.
o pﬂanzen;ellt’i;.l %gf é:romosomen, die in der Meta.phafse d1st1nkte Objekte dm’ﬁtt‘-llfmS
kit w.l.rd : (f der intelphasc solche definierten Territorien einnehmen. 3
sollten algzh er;mmﬁﬂ der Elektronenmikroskopie vcrbund?ne H(.)ffm'mg, die einzelpey
gll:iolrl:zl;souin im Interphasezellkern aufldsen zu konnen, erfiillte sich jedoch auch nichy
wihrend der zahlreichen Experimente in dc}l 1.9606[- ol il Lediglich die
beobachtete Feinstruktur schien auf lange, sich im Zellkern bewegende Chmmatinfasem
Phagzr:gsc I::tlftr.:tanden u. a. die Modelle von Comings [Co 68], sowie Vogel und Schroeder [Vos,
74], die im Gegensatz zu Rabl von einer nichttex:monalen Orgamsa}tmn ausgmgen. Zu diesem
Zeitpunkt war bereits allgemein akzeptiert, daB sich fias'Euchro-lnann vollstindig entpackt ung
Chromosomen ihre gesamte dreidimensionale Organisation verlieren [St 77, Wi 73).
Hauptsichlich Mikrobestrahlungsexperimente an lebenden chinesischen Hamsterzellen
sprachen jedoch in der zweiten Hilfte der 70er und den friihen 80er Jahren fiir eine territoriale
Organisation der Chromosomen in der Interphase [Cr 74, Zo 79, Cr 82a, Cr 82b und Cr 84].
Mittels Fluorcszcnz—in—situ-Hybridisicrung (FISH) mit Zusammengesetzten chromosomen-
spezifischen DNA Sonden gelang schlieBlich 1988 der endgiiltige Nachweis von Chromo-
somenterritorien im Interphasezellkern [Cr 88, L 88, Pi 88 und fiir einen Uberblick Cr 93].
Als Modell wurde hierauf durch Cremer [Cr 93] und Zirbel [Zi 93] das Inter-Chromosom-
Domiinen (ICD) Modell vorgeschlagen. Hier wird ein Netzwerk von Zwischenriumen, die
d:._lrch negative L.aQung der Chromosomenoberflichen » postuliert.
]l;)l:;e E:lﬁ:eogrelﬁmcmii]?alc Organisation von Chromosomen blieb allerdings weiterhin
e ‘;’0 man thr grofe Bedeutung fiir die Funktion des Genoms zuschrieb.

atten deshalb Pienta und Coffey ein detailreicheres Modell fiir Meta-

. 2 —IN—C1 i " gs o dE
92] schlieBlich zeigen, daB mapn Ge = Hybndlslcmng konnte van den Engh {.v
: § Mom-Abstinde yon D it Hilfe eines
Random—Walk—&ant—loOp (RWGL) Modells beschreibccl)lnkanNnA P

.
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Abb.IL1:

A: Rabls Modell:

Der Ort und die Orientierung jedes Interphase-
chromosoms ist durch den Verlauf eines priméren
Kernfadens (rechts) gegeben. Von diesem gehen
sekundiire und tertiiire Fiiden als laterale Projek-
tionen aus (links), die das dreidimensionale Chro-
matinnetzwerk im Interphasekern bilden.

B: Comings Modell:

Die Befestigungspunkte der Chromatinfaser sind im
Euchromatin weit, im Heterochromatin (H) eng
zusammen. Die Chromosomen sind polarisiert, d. h.
daB die Zentromere (C) sich auf einer Seite des
Zellkerns und die Telomere sich auf der anderen
befinden (B, A).

[Cr93].

IL.1 Modell von Rabl (1885) und Boveri (1909):

Aufgrund von lichtmikroskopischen Untersuchungen an Zellen von Salamandra maculata und
Proteus Zellen verdffentlichte Carl Rabl 1885 seine Theorie iiber die interne Struktur des
Interphase-Zellkerns. Chromosomen behalten in dieser Theorie ihre Anaphase-Telophase-
Orientierung wihrend der folgenden Interphase bei (Abb.IL1, A). Nach diesem Modell gehen
von einem primaren Kernfaden dabei sekundire und tertidre Fiiden als laterale Projektionen
aus, wobei sie das dreidimensionale Chromatinnetzwerk des Interphasezellkerns bilden. Die
primiren Kernfiden gehen von einem sogenannten Polfeld aus, das auf der einen Seite des
Zellkerns lokalisiert ist und in dem sich die Zentromere bevorzugt aufhalten. Die Kernfaden
laufen bevorzugt entlang der Kemnhiille und enden auf der Gegenpolseite. Die Telomere der
Chromosomen enden an den Kembhiillen. ;
Theodori Boveri erweiterte dieses Modell dahingegen, indem er spekulierte, daBf die
Chromosomen bestimmte Territorien einnehmen [Ra 85, Bo 09].

I1.2 Modell von Comings (1968):

Durch die Entwicklung der Elektronenmikroskopie und die Mﬁgl_ichkcit, nun mit hoher
Auflésung die Topologie des Zellkerns zu erforschen, gelangten Comings [Co 68] und andere
allerdings zu davon abweichenden Modellen (Abb.IL1, B): 5. 65 A
Die Chromosomen sind so an der Kernhiille, den Nucleoli und an einer internen Kernmatrix
befestigt, daB sie relativ genau definierte Positionen im Zellkern wihrend der Intcrp{xasc
einnehmen. Entzieht man durch mehrmaliges Waschen in NaCl (2M) dem _Zellkf:m einen
GroBteil der DNA und Histone, so bleibt eine sogenannte Kernmatrix iibrig, an der I?el
unvollstindiger Priparation der groBte Teil (abgesehen von der Ke_rnmcmbmn) des Chromanm;ls
befestigt ist. Die Lokalisation von Euchromatin im zentralen Bereich nahe der K_emmau'_lx .
von Heterochromatin im Bereich der Kernhiille unterstiitzt diese Thm Ein weiterer Hinweis
ist daB man friihreplizierende DNA nahe der Kernmatrix. spitreplizierende dagegen im
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IT ( al10! i nte
0 1 n 1m I
h mosomenorgaﬂls

Bp Dichte
10bp 1
Nackte DNA 80bp 6-7
10nm
Nucleosomen
12kbp 40+
30nm_
Chromatin
Faser
60kbp - 680
Schleifen
. 1Mbp 12000
Miniban
; 18 12000
Chromosom 1 Schlei-
R (Sodenorsich fen
L3
0-84 ym
Abb.IL2:

el jenta
Schematische Darstellung der verschiedenen Ebenen der DNA-Organisation und des Modells von Pien
und Coffey. Von links nach rechts:

Ebenen der DNA-Organisation mit
tierungskoeffizient pro Ebene. Skale
mit 1908 Schleifen in 106 Minibind
Chromatin-Faser. Das Modell jst 26,5

Schemazeichnung. Basenpaare pro Windung. Kompak-
nmodell eines humanen Metaphasechromosoms 4, ohne Zentromer,
ern a 18 Schleifen zu 60kbp. Die weiBie Faser entspricht tiel‘ 30nm
“m lang und siquivalent zu einem Chromosom von 3,19um Lange.

peripheren Bereich fang. Comings bestt

gle die von Rabl aufgestellte Annahme iiber dic
Polarisation der Intcrphase—Chromosomen.

I1.3 Modell von Pienta und Coffey (1984):
Ausgehend von dem Mode]
n 1984
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Sollten diese Schlelifen an einem Basispunkt an der Kernmatrix befestigt sein, so sollte sich bei
hohqn Konzentrationen von Ethidiumbromid (100ug/ml) die urspriingliche Struktur wieder
ausbilden [BeWo 76]. Vogelstein konnte dies ebenfalls 1980 zeigen [Vo 80]. BesaB die DNA
dagegen Einzelstrangbriiche, trat der Effekt nicht ein, was die Hypothese endgiiltig zu
bestitigen schien.

Wihrend Paulson und Laemmli [PaLa 77] bereits hnliche Schieifen fanden, wurde die
Bedeutung der Kernmatrix durch Experimente von Pardoll [Pa 80] gesteigert, der zeigen
konnte, daf in diesen Halos Replikation stattfindet. Es war dabej auch méoglich, zeitaufgeloste
Studien mit Hilfe der Autoradiographie gewinnen.

Die erste einfache Uberlegung von Pienta und Coffey bestand nun darin, die DNA-Schleifen
nur wihrend der Replikation als freie DNA-Schleifen anzusehen und sie fiir den librigen
Zeitraum, sicher jedoch fiir die Metaphase, als kondensiertes Chromatin zu betrachten. Durch
Mittelung iiber alle verfiigbaren verdffentlichten Daten (genauere Ubersicht in [PiCo 84]
versuchten sie nun, allgemeine Daten fiir die Schleifenstruktur im Kern zu erhalten. Diese
wurden in die Metaphase hinein extrapoliert. Ein Vergleich mit bereits existierenden
Vorstellungen ergab nur eine sinnvolle Ubereinstimmung mit dem Radial-Loop-Modell von
Marsden und Laemmli [MaLa 79] bzw. Adolph und Kreisman [AdKT 83] fiir die Metaphase.
Chromosom 4 besteht demzufolge aus ca. 106 Minibindern, die wiederum jeweils ca. 18
Schleifen aus Chromatin enthalten, was die gemessene Metaphasenausdehnung sehr gut
wiedergab. Mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen, in denen man die Schleifenanzahl pro
Chromatidwindung zihlte [Ut 81, Ad 80, La 79 und Du 70], konnte dies in etwa bestitigt
werden.

Zusammen mit weiteren Ergebnissen von Cook [Cook 76] schlossen Pienta und Coffey, daB,
obwohl man in der Interphase keine Strukturen direkt sichtbar machen konnte, DNA-Schleifen
erhalten bleiben. Die Minibinder liegen hier wahrscheinlich in aufgeléster Form vor. Die
Kondensation bzw. die Dekondensation zu Minibdndern sollte auf chemomechanischen
Wechselwirkungen beruhen.

I1.4 Inter-Chromosom-Dominen (ICD) Modell (1990-1996):

Die territoriale Organisation der Chromosomen im Interphasezellkern konnte 1988 mit H.ilfe
neuer leistungsfiahigerer konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie und Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung erstmals sichtbar gemacht werden [Cr 93, Zi 93]. Dies bestitigte die Hypothege
von Rabl und Boveri. Es konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, daB aus Qen relfmv
kompakten Territorien weit ausgedehnte, mit aktiven Genen besetzte Chromatinschleifen
herausragen [KoCo 88]. :
Neuere Daten von R. Eils [Ei 95] unter Verwendung von dreidimensionalen V0F0n91~
Berechnungen von FISH-markierten Chromosomen zeigen, daB die Chromosomeptemtonen
sich nur in einem recht kleinen Randbereich iiberlappen. Dies be;tﬁugen auch
Untersuchungen, bei der die Lage FISH-markierter Gene relativ zum Territorium [Cr 93, Ku
96, Di 97], bzw. die Lage der Chromosomenarme und Chromosomenbanden bestimmt wurde.
Die Entstehung dieser Territorien kann jedoch bis heute noch nicht erklart w.erden. :
Erklirungsmodelle, die eine groBe Kernmatrix verwenden (siehe z. B. C_ommgs), besitzen den
Nachteil, daB die Komponenten (Strukturproteine) der Matrix bisher m'cht gcfunc.ien werde'n
konnten [Dr 95, Mat 97]. Maniotis [Ma 97] beschrieb jedoch kiirzlich Experimente mit
Mikromanipulatoren und Videomikroskopie, die auf ein kraftiibertragendes Netzwerk im
Zellkern und im Cytoplasma schlieBen lassen, das, wie die Autoren glauben, aus DNA besteht.
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grofe, mikroskopisch

ICD-Space sichtbare Aggregate

Abb.IL3:
Schematische
Darstellung des ICp.
Modells:

Zwischen den Terri.
torien befindet sich
der ICS-Raum, in dem
der Transport von
Proteinen, Replikation
und Transkription
stattfinden soll.

[Cr 93, Zi 93]

Perichromaly
Fibrillen

Das ICD-Modell (Abb.IL.3) beruht nun auf der Vorstellung, dal durch kurzreichweitige
elektrostatische Krifte, sogenannte Donnan-Potentiale, zwischen den Chromoso-
menoberflichen ein dreidimensionaler Zwischenraum entsteht, das den Kern als Netzwerk
durchzieht.

In diesem Netzwerk sollen neben dem m-RNA-Transport zu den Kernporen solch wichtige
Prozesse wic DNA-Replikation, Transkription, Splicing und Reparaturprozesse stattfinden.
Die Oberflichen der Chromosomenterritorien erlangen damit groBe funktionelle Bedeutung.

IL.5 Random-Walk-Giant-Loop-(RWGL) Modell (1992-1997)

Cremer und Zirbel komlxten 1988 zeigen, daB Chromosomen der visuellen Beobachtung
zufolg_e foenpar vonepapder getrennte Interphaseterritorien einnehmen. Uber die
Organisation dieser Temtonep auf genomischen Lingenskalen von 5Mbp bis 300Mbp und
spgzz:zll uéltér fiMbhp;lkmmten jedoch nur Vermutungen angestellt werden. Das Modell von
fienta und Coffey hatte zwar Schieifenstruktur, 1 bis
Jetzt nicht nachweisbar sind. = e e

1992 benutzte van den Engh FISH, um in | jekti " ;
Sequcnl?u i) » UM 1n lateralen Projektionen Genom-Abstinde von DNA

Anwachsen des gemes
unabhiingig (Tr 91]. Withrend Hahnf
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Abb.IL4:
Daten von Yokota [Yo 95]. Offene Kreise: Hypertonische Priparation. Volle Kreise: isotonische
Praparation. '

A: Quadrat des mittleren riumlichen Abstandes fiir kleine genomische Abstinde.

B: Quadrat des mittleren raumlichen Abstandes fiir groBe genomische Abstinde.

der Interphasechromosomen in kugelformige Dominen erklirte, schlug Ostashevsky [Os 94]
vor, daB die Chromatinfaser in mehrere Mbp groBe Schleifen gefaltet ist. Abstandsmessungen
von Yokota 1995 [Yo 95] fiir Genomabstinde von 0.15Mbp bis 190Mbp auf den
Chromosomen 4, 5 und 19 fiihrten zu der Folgerung von Sachs [Sa 95], daB es wahrscheinlich
nur zwei Ebenen der Chromatinorganisation auf Skalen bis 200Mbp gibt. Als einfachste
Interpretation ergibt sich eine Organisation von flexiblen Chromatinschleifen von einer GroBe
zwischen 1Mbp und 5Mbp, deren Befestigungspunkte entlang eines Random-Walk-Backbone
plaziert sind, der aus Proteinen, dhnlich denen der Kernmatrix bestehen soll.,.

Diese Vorstellung ist aufgrund der mittleren Ausdehnung des Backbones (GLIL13, siche
Unten) mit der Ausbildung von Territorien vereinbar. Dies it aber eine systematische
Kompartimentalisierung von genreichen und genarmen Unterregionen im Territorium nicht zu.
Korrespondierende Schleifen kinnen daher mit gleicher Wahrscheinlichkeit im Inneren wie an
der Peripherie des Territoriums gefunden werden. Dies steht zu den Ergebnissen des ICD-
Modells in klarem Widerspruch. Wahrscheinlich ist die verwendete Auflosung der bisher
verwendeten FISH und Laser-Scanning-Mikroskopie-Verfahren nicht grof genug, oder die
Feinstruktur der Chromosomenterritorien wird durch die Priiparation beeinfluBt. Die beiden
postulierten Ebenen der Chromatinstruktur sollen im weiteren nun niher beschricben werden.

IL5.1 Random-Walk-Modell von 0.1 bis 1.5Mbp

Das von van den Engh beobachtete Verhalten entspricht dem Abstandsverhalten cincs
Polymermodells, das zur Beschreibung von groBen, flexiblen, linear aufgebautc_n Moh?kuicn
verwendet wird. Spezifische lokale Strukturen auf kleine Skalen werden dufch ein gemitteltes
Verhalten auf groBem Skalenbereich angenihert. Die Chromatin_faser wird als Folge von
Segmenten angenihert, die in gleichen Genomabstinden lokalisiert sind. - _

Die GrisBe des statistischen Segmentes freier DNA betrigt ca. 1000 Basenpaare, withrend dies
bei der 30nm Chromatinfaser ca. 10kbp bis 100kbp ist [Ha 93, Os 94]. Deshalb wird fiir die
Segmente ein Wert von 100kbp als sinnvoll angenommen (Abb.lI.S,.links). g

Fiir die Ableitung des Zusammenhangs der Projektion des geometrischen A.bstandes mit dem
genomischen Abstand werden die Segmentpositionen in kartesischen Kog)rdmatenhxi, i= 01
. N beschrieben. Die Z-Koordinate stimmt mit der Strahlrichtung im Mikroskop iiberein.
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11 Chromosomenorg,
N 1- 1
i+l ;
N-1 :
0
1

Abb.IL5: Mathematisches Modell des RWGL-Modells

Links: Bereich von 0,1Mbp bis 1,5Mbp. Die Segmente (0 bis N) dieses Modells sind entlang der
Chromatinfaser in gleichen Genomabstiinden lokalisiert. Die Segmente 0 und N bezeichnene die Telomere.
Die Abbildung zeigt die Projektion dieser Segmente auf die XY-Ebene.

Rechts: Bereich von 2Mbp bis 200Mbp. Schleifen mit J Segmenten sind an den Punkten 0, J, 2], etc. mit
dem Backbone verbunden. Die Segmente i, j bezeichnen mit FISH markierte DNA-Sequenzen.

Die folgenden Rechnungen betreffen somit nur die (X,Y)-Ebene. Die Komponenten kdnnen
wie folgt beschrieben werden:

% =(X.¥.Z)=(%.Z) e

Man kann die statistische Segmentposition von Polymeren nun als Zustinde eines
mechanischen Systems betrachten. Fiir eine bestimmte Segmentanordung im thermischen
Gleichgewicht ergibt sich folgende Wahrscheinlichkeitsdichte in Form einer
Boltzmannverteilung:

G(im---,ifm) = Ce;'_’; : (IL.2)

C: Normierungskons tan te
U(fﬂ,...,iﬁ): potentielle Systemenergie
ky: Boltzmannfaktor

T: Systemtemperatur

(53:11158 dem (_}c?nomibstand fur zwci. markierte Genomsequenzen wird nun ein entsprechendes
gmentpaar 1,) gewihlt und die Projektion des geometrischen Abstandes r zu

X, =\! (X:"'Xj)z‘“(yihyi)z =F.-x) s
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Die Wahrscheinlichkeitsdichte P(r) fiir den Abstand r erhilt man, indem man zunichst die

Wahrscheinlichkeitsdichte P, fiir zwei kartesische :
Inte &
Intervalle, auBer u und v, von G aus GLIL2 berechnet: rvalle u,v durch Integration iiber alle

Pz(f,-—fj)EPz(u-*v)EPz(Xi—Xj,Yf—Yj), (IL4)

Py(%,-%,)=C[ dsaw dz, dz, | dz, = o

Hierbei ist:

AQenh ory 08

Die potentielle Energie U = U, mit

|

beschreibt die Wechselwirkung zwischen benachbarten Segmenten, wobei die nominale
Federkonstante kK, iiber alle Beitrige der Chromatinstruktur in kleineren Skalenbereichen
summiert. |i—j |ist hierbei der projizierte Genomabstand der Segmente i und j, die durch n
Segmentlingen voneinander getrennt sind.

Somit ergibt sich aus GLILS mit IL7 die GauBform:

(IL.7)

Kr_‘l
2

N i iy 2
) 2lx-%].
Jj=1

S S i, 1) et D
Pz(xi“'xj)"‘ T € s = i :
Mit Hilfe der fiir zwei Dimensionen angenéherten Jakobigleichung
(IL9)

in
P(r)=rdr IdBPz(rcos 0,rsin ),
1]

erhilt man nun die Rayleigh-Wahrschcmlichkeitsdichtc P(r) fiir Genomabstiinde von 0.1Mbp
bis 1.5 Mbp:
= (IL.10)

ro-(5) %

Der mittlere Abstand <r> betrigt dann:



im Iumrphasezel].kﬁm %

I Chromosomenorganisauon

= I rP(r)dr = [L‘;—_) s LD

0

bzw.
(r) = IrzP(r)dr =2T, (IL12)

0

2 -
so daB also das Quadrat des projizierten, mittleren Abstandes <r > zweier Segmente

rtional zu ihrem Genomabstand ist: % :
gzzp:ﬂgcmeme Bezichung fiir einen uneingeschriinkten Random Walk lautet fiir n—<o

(72>=b2ﬂ, ml3)

wobei n die Anzahl der Segmente der Linge b bezeichnet [Doi 88].

11.5.2 Random-Walk-Giant-Loop-(RWGL) Modell von 2 bis 200Mbp:

Wiirde die Chromatinstruktur eines Chromosoms iiber den gesamtcnzBereich von (.1Mbp bis
200Mbp hinweg einem Random Walk folgen, wiirde der Abstand <r > nach GLIL.13 auch im
gesamten Bereich linear vom Genomabstand n %bh.‘ingen. Yokotas MeBergebnisse lassen sich
zwar mit einer Geraden der Steigung 2.15 pm /Mbp im Bereich von 0.1Mbp bis 0. 125Mbp
anndhern, im Bereich groBer als 2Mbp betrigt die Steigung jedoch nur noch 0.081 pm /Mbp
(Abb.IL4). Sachs folgerte daraus, daB es noch zusitzliche Wechselwirkungen zwischen
Segmenten, die weiter auseinanderliegen, geben muB (Abb.IL6).
Der Wechsel der Geradensteigung entspricht dem Ubergang von einem Zufallsweg (Random
Wa]k) bei kleineren Skalen zu einem dichteren bei groBeren Skalen, der sich am besten durch
ein Modcl_l mit grofen Schleifen (Giant Loop) beschreiben LiBt. Das Modell besteht nun der
Einfachheit halber aus Schleifen gleicher Linge (3,13Mbp), die entlang eines Random Walk
lzc}kahsmrl sind (Abb.ILS, rechts). Die Segmente des Random-Walk-Weges, welche durch 0, ],
= csugun (:lm-lktt”, "é’ P N - J, N beschricben werden, sind gleichzeitig die
s umzﬁb 311(13 : ackbone. Thr Abstand ergibt sich mit der experimentellen Regression
niarkicrte DNApSun .11.13“zu-ca. 620nm. Die Segmente i und j bezeichnen mit FISH
equenzen. Fiir eine formale Herleitung des physikalischen Abstandes dieser

beiden Segments. mut . . ks
WCChSCIWiik“Hgstcrrﬁ ™ GLIL2 der potentiellen Energie U auBer U, noch ein weiterer

U=Un 1‘—‘-5_ - "__- NiJ " < 2 :
+U, (;)ZI‘ f +(%)ZHX»J‘X(.._,,H (IL14)

D) und N. Uy ist wieder der Wechselwirkungste™
den Erhalt des Abstandes zwisch etne Konstante griger 0 fiir den Random Walk- F&f
en den zwej markierten Segmenten i,j muB wieder di¢
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Wahrscheinlichkeitsdichte P(r) mit GLIL14 und einer etwas anderen Konstante T berechnet
werden, die die in GLIL.12 gezeigte Rayleighform besitzt.

I1.5.3 Uneindeutigkeit des Random-Walk-Giant-Loop-Modells :

1997 zeigte Bing Liu [LiSa 97] die Nichteindeutigkeit des Sachsschen Modells. Die
MeBergebnisse von Yokota [Yo 95] lassen sich auch durch ein Modell mit zumindest zwei
Random-Walk-Backbones beschreiben. Hierfiir muf nun ein zweiter Ergénzungsterm in der
Gleichung fiir die potenticlle Systemenergie eingefiihrt werden, wobei nun die
Befestigungspunkte J/2, 3J/2, ..., 2N/J-1 fiir Schleifen am Backbone hinzugefiigt werden:

v=0,+0,+v,=(%2) z I%-% + (%) i ko-x_ ] @9

) M _. 2
2
(5} 5 B T

Mit denselben Argumenten, die schon oben verwendet wurden, erhilt man nun fiir die
Wahrscheinlichkeitsdichte P(r) wiederum eine Rayleigh Verteilung. Diese fiihrt auf einen
mehrere Seiten langen Ausdruck fiir die <r>-Abhingikeit in Bezug auf den genomischen
Abstand d, weshalb hier auf die Orginalpublikation verwiesen sei [LiSa 97].

Eine nunmehr nur noch numerische Analyse ergibt folgendes Bild fiir die drei Parameter K, K,
und die LoopgroBe: Fiir genomische Abstinde unterhalb von 1Mbp ergibt sich mit x,= 0.46
<r'> = 0.025 +1.88d in guter Ubereinstimmung mit den experimentellenzDaten. Fiir grobe
gcnomisghe Abstinde ergibt sich mit einer SchleifengroBe von 6Mbp ein <1 > = 2.37 + 0.08d,
wobei k"= 1.0, also der schon oben erwiihnte Wert. Weitere Verallgemeinerungen unter
erneuter Einfithrung eines oder mehrerer weiterer Backbones sind somit plausibel.

IL.6. Multi-Loop-Subcompartment- (MLS) Modell

Miinkel entwickelte 1996 das Multi-Loop-Subkompartment-Modell, da die bisherigen Modelle
die Gesamtheit der experimentellen Daten nur unzureichend beschreibt [Mi 98].
Chromatinschleifen mit einer GroBe von ca. 100kbp werden zu Rosetten, den sogenannien
Subkompartimenten zusammengeschlossen. Die Rosetten werden mit DNA, der sogenannien
Linker-DNA, verbunden. Somit entfillt die Notwendigkeit eines Backbones (abbIL6).
Indem man den Linker zu einer Schleife zusammenzieht oder Gffnet, ergibt sich ein pat}'irhcl-ler
Ubergang von der Meta- in die Interphase. Hierzu konnte ein l?rote‘in zum Beispiel eine
Verbindung zwischen den Nukleosomen herstellen. Damit ergibt sich eine em-fac_hc Kontrolle
der Funktion des Genoms durch die Verinderung der dreidimensionalen Organisation.
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(Nicht DNA) Befestigungs RosettengriBe 1-2Mbp
Punkte (gemaB der GréBe der

Interphase-Ideogramme)

Linker besteht aus DNA
(Im Gegenssatz zum Backbone)

Chromatitdgasef, 30nm dick

Abb.IL6:
Links:Das RWGL-Modell. Rechts: Das Multi-Loop-Subcompartment-Modell.

Die GroBe der Rosetten entspricht einer Ideogrammbande in der Interphase. Die Ideogramme
der Interphase unterscheiden sich von denen der Metaphase durch ihre Bandenzahl. Beim
Ubergang von der Metaphase in die Interphase wichst sie von 850 auf ca. 3000. Allérdings
verschwindet das Bandenmuster bei iiblichen Firbemethoden normalerweise in der Interphase.
Kiirzlich konnte jedoch [Zink, unpublished] nachweisen, daB es auch dort existiert.

Somit konnen Vermutungen iiber die Erzeugung von Bandenmustern auf organisatorische

Fakten und nicht auf die Basenzusammensetzung zurtickgefiihrt werden, wie schon lange
vermutet wird [Co 78].
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Im sin.jmlatoris{chen Teil dieser Arbeit wurden Chromosomenterritorien als Polymerkette
verschiedenartig modelliert. Aus diesen Simulationen wurden experimentell zugingliche
Observablen berechnet. Diese lieferten Aufschliisse iiber die dreidimensionale Organisation
von Chromosomenterritorien.

Neben rdumlichen Abstinden fiir Vergleiche mit intragenomischen Abstinden wurden neue
Observablen gefunden und getestet. Mit ihnen 148t sich in den Simulationen zwischen den
Modellen unterscheiden. Dariiberhinaus kinnen Experimente mit den erhaltenen Vorhersagen
interpretiert werden.

Im Hinblick auf zukiinftige komplexere Fragestellungen der dreidimensionalen Organisation
des Zellkernes erwies sich dabei eine Analyse mit Hilfe von Fraktalen als besonders
lohnenswert. So konnte erstmals gezeigt werden, daB die Chromatinfaser multifraktales
Verhalten aufweist.

Im folgenden wird zunichst auf die verwendeten Methoden der Modellierung eingegangen
werden. Danach werden einige theoretische Aspekte der Analyse komplexer fraktaler Systeme
erldutert. An die Vorstellung der Observablen, die zur Simulationsanalyse verwendet werden,
schlieBt eine Darlegung der Simulationsdurchfiihrung an. SchlieBlich werden die
Simulationsergebnisse prisentiert und es erfolgt eine Zusammenfassung des simulatorischen
Teils dieser Arbeit.

II1.1. Simulationsmethoden

In dieser Arbeit wurden Monte-Carlo- und Brownsche Dynamik-Verfahren zur Simulation
benutzt. Brownsche-Dynamik-Verfahren berechnen die Trajektorie eines Systems in Raum
und Zeit unter EinfluB thermischer Fluktuationen. Daraus kénnen dynamische GroBen, wie
z.B. Newtonsche Krifte, Beschleunigungen und Geschwindigkeiten berechnet werden.
Resultierende Observablen wie freie Energie oder Entropie konnen ebenfalls erhalten werden.
Monte-Carlo-Verfahren dagegen dienen dazu, den Phasenraum reprisentativ abzutasten, ohne
zeitliche Informationen zu liefern. GroBe Systeme wie Chromatin oder ganze Chromosomen
miissen dabei aus groBeren geometrischen Untereinheiten zusammengesetzt werden, da eine
Simulation auf atomarer Ebene iiber groBe Zeitskalen die Kapazititen heutiger Rechner bei
weitem iibersteigt.

II1.1.1: Chromatin als Polymer - Allgemeines

Die Chromatinfaser wird in dieser Arbeit vereinfacht als fadenfoérmiges Polymer dargestellt
(Kapitel I1.5). Die atomaren Details der Chromatinfaser gehen dabei in Form elastischer
Eigenschaften ein. ;

Ein Polymer kann niherungsweise durch eine Kette aus steifen Segmentcn‘ besch.pebgn
werden, die durch isotrop bewegliche Gelenke miteinander verbunden sn'{d. Fiir die
Wahrscheinlichkeit des End-zu-End-Abstandes einer solchen ,,GauBschen Kette* gilt:

3 Vb 1)
v@)=(52) €.
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b ist dabei die Segmentlinge, die ein Map fiir die Flexibilitit der Kette darstellt: je steifer dag
1St dabel aie oS¢ »

Polymer, umso grofer b. _ y L
i ~no ist die Persistenzlénge Lp, die di gkei
o definiert als die mittlere Projektion des End-zu-End-

isen Kette beschreibt. Sie ist _ . :
KEZEEE;%ZM die Anfangsrichtung der Kette oder als Korrelation zweier Richtungsvektoren

der Kette wie in [GrKh 94]:
-5 (II1.2)
{iiji,,. ), = (cos(ﬂ(s))) e it

[I1.1.2: Chromatin als Polymer - die modellierten Eigenschaften

Die Chromatinfaser wurde in dieser Arbeit als lineare K;tte von Chromatinsegmenten
(Abb.IT.1) bei einer absoluten Temperatur von 310 K modelliert [Mii 98]. 1_\15 Segmentlinge
lo wurde die Kuhnsche-Linge Ly gewdhlt, die sich fiir die Gaullsche Kette wie folgt ergibt:

(R?)= L (TIL3)

<R2> ist dabei der mittlere quadratische End-zu-End-Abstand einer Chromatinkette. Mit Hilfe
der von van den Engh [vdE 92] bestimmten Abhangigkeit des rdumlichen Abstandes vom
genomischen Abstand ergibt sich mit einer Chromatindichte von d = 105bp/nm, eine Kuhnsche
Linge von 260 nm (Abs. I1.5.2). Diese zeigt gute Ubereinstimmung mit fritheren Ab-
schitzungen, die sich zwischen 200 nm und 359 nm bewegen [Os 94]. Fiir die Simulationen
wurde ein mittlerer Wert von 300 nm gewihlt, der ca. 31000bp entspricht.

R(i+1) Abb.IIL1:
Segmentanordnung, ihre
Freiheitsgrade und
Potentiale.
Zwei Segmente sind iiber
ein Gelenk miteinander
verbunden. Die Koordi-
naten der Gelenke
werden mit R(i) be-
schrieben. Die Segment-
lidnge L ist variabel. Die
rote Linie ist die
R(i+2) Resultierende eines
sphirischen Excluded
Volume Potentials um
die Gelenke.

Excluded Volume Potential

Segmentlip

R()
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Die Segmente konnen in ihrer Lange variieren, so daB ihnen die folgende Streckenergic
zugewiesen wurde:

kT 2
Us(l)=ﬁ(1_lo) . (L4

wobei 1 die aktuelle und 1, die mittlere Lange darstellt. Da die Strecksteifigkeit fiir Chromatin
nicht bekannt ist, wurde aus numerischen Stabilititsgriinden & = 0.1 gewiihlt.

Fiir die Biegesteifigkeit zwischen zwei benachbarten Segmenten wurde ebenfalls ein einfaches
harmonisches Potential gewihlt,

kT
Us(B) =50z (B i

wobei B der Winkel zwischen diesen Segmenten ist, und y mit der Kuhnschen Linge gemil

L= 2’1’;2 (IIL6)

verkniipft ist [Mii 98].

Eine Torsionssteifigkeit wurde in der Modellierung nicht beriicksichtigt, da dies eine
erhebliche Reduktion der Rechenzeit erlaubt. AuBerdem lidBt sich diese Niherung durch die
Priisenz torsionsstreB-reduzierender Proteine, wie Topoisomerase II, rechtfertigen.
Chromosomen oder Chromatinfasern durchdringen sich nicht. Um dies zu beriicksichtigen,
wurde eine sogenannte Excluded-Volume-Wechselwirkung (EV-WW) eingefiihrt:

rC

4 23 m_?
Uy, = U.ao-:vkgT[l i #) GL7

r ist dabei der Abstand zu einem Segment. In den Simulationen stellte es sich als sinnvoll
heraus, r, auf das 1.5fache der Dicke einer Chromatinfaser zu setzen. Die Hohe des zu
iiberwindenden Potentials und damit die Wahrscheinlighkeit fiir das gegenseitige
Durchdringen der Chromatinfasern kann durch Auswahl von U gy variiert werden.

Die 46 Chromosomen verteilen sich auf den verfiigbaren Raum im Zellkern. Fir die
Simulation eines einzelnen Chromosoms muB daher eine sphirische Energiebarriere Ugounp
cingefiihrt werden. Diese hat eine dhnliche Form wie Ugy und ist genauso hoch wie bei der
EV-WW. Das Volumen ist proportional zum Verhilinis aus DNA-Gehalt des Chromosomes
Ceirop, und dem DNA-Gehalt des gesamten humanen Genomes Cyenom- S0 daB man mit dem
Kernradius Ry, in Ubereinstimmung mit der Literatur [HH 89] den Territorienradius

R_=R G (I1L.8)
err — ' Ke i

m
CGawm

setzt. Eine einfache Abschitzung fiir den End-zu-End-Abstand einer freien Chromatinkette
ergibt fiir Chromosom 15 mit einer Linge von 106Mbp (Tab.IIL1) sofort
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(IIL.9)

300nm _ 1 06.10°bp = 17um,

1052
nm

i . on Wert von 27 um. Dies iiberschreitet bei weitem die Groge
::l:(:nts‘:uicéhrtr::l (g;:;nmflyszlrzgtenimrien und selbst den' Durchmesser g_roﬁcr Fibrf)hlasten-
Zellkerne [Ei 96]. Deshalb miissen topologische Randbedingungen gegeniiber der freien Kette
eingefiihrt werden (Kapitel II). Solche topolo_gmchen Ra.ndbedm.gungeﬂ erha_l_t man z. B.duth
Schleifenbildung (Abs. I1.3 bis I1.6). Die Basispunkte der Schleifen werden iiber ein Potential

shnlich dem Streckpotential aus GLIIL4 zusammengehalten:

k,T .10

I11.1.3: Brownsche-Dynamik-Algorithmen

Die Theorie der Brownschen Bewegung wurde fiir Systeme von Teilchen entwickelt, deren
Masse und riumliche Ausdehnung um ein Vielfaches groBer sind als die der Molekiile des -
normalerweise fluiden - Einbettungsmediums. Diese Bedingung ist auch fiir Chromosomen im
Zellkern erfiillt. Die Simulationen wurden gemiB dem Ermak-McCammon-Algorithmus
durchgefiihrt [ErtMc 78].

Die Langevin-Gleichungen beschreiben ein System von N Teilchen in einem solchen viskosen
Einbetungsmedium. Thermische Fluktuationen des Mediums iiben eine zufillige Kraft f, auf
das System aus. Dadurch tritt in der klassischen ,,newtonschen Bewegungsgleichung neben
der Summe F; iiber die inneren und #uBeren Kriifte und einem Reibungstensor fiir
geschwindigkeitsabhiingige Kriifte {;, noch ein Term fiir die zufilligen Krifte f; auf:

my, ==Y .6v, +F,+Y a,f,, (IL11)
g i

wobei m,die Masse, v,die Geschwindigkeit und i
Teilchen bezeichnen.
Fiir klassische Brownsche Systeme ist f;

;j den Index der Koordinaten (1 < i, j <3N) der
gauBverteilt mit Kovarianz = 0 und Mittelwert = 0:

(£@0)=0 und (1 Vi) =2D,5,8(t-r). (L12)

D, ist der Diffusionskoeffizient v

on i. Fiir dj : . :
dem Boltzmanafaktor k, deg Zaan . ir d;e Koeffizienten @; gilt mit der Temperatur T und
R |
S L (IL13)
waobei

g‘ pl’Op{)l‘U =
()n.a.l zum IIWCISCII dCS DﬂfUSIOIISlCILS(H
S Dlj 1st:

gD = i =
; Dy ;D,,g,,—k,?‘ﬁ,,. (111.14)
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In erster Néihemngﬁann die Hyd.rodynamik einer Polymerkette durch Kugeln gleicher GrisBe
(Radius ¢ und Position r) beschrieben werden, die an den Verbindungspunkten der Segmente

lokalisiert sind [ChLa 94]. Der Diffusionstensor I8t sich dann als R, tne-P = -
der Viskositit 0 darstellen [RoPr 69]: otne-Prager-Tensor mit

5 BT kT FUAR L n o (TIL15)
D§—5§ 6?:110'_(65_1)81;]}'2[[1*- r21]+ = [g_ :29 ;

}\Tach [E.rl.\dc 78] re}axiert die Impulsverteilung viel schneller zur Gleichgewichtsverteilung als
die Positionsverteilung. Fiir groBe Zeiten erhilt man dann fiir die Zeitentwicklung der
Koordinaten den Ausdruck

ﬁ(t+5t)=Fi(r)+iDiiﬁik5_;+ R() (111.16)

j=1
und fiir die wiederum gauBverteilte Verschiebung R,(t) den Mittelwert und die Korrelation:
(R())=0 und (R()R(r))=2D,8t. (IL.17)

Mit einer gegebenen Anfangskonfiguration 146t sich mit GLIIL.15 und GLIIL16 eine neue
Konfiguration im nichsten Zeitschritt berechnen. Die dazugehérigen Krifte erhilt man fiir
unser Problem durch Differenzierung der entsprechenden Potentiale aus Abschnitt IT1.1.2.

IIL. 1. 4: Monte-Carlo-Algorithmen

Bei Monte-Carlo-Verfahren wird ein mathematisches Problem niherungsweise dadurch gelost,
daB man einzelne reprisentative Werte unter bestimmten Randbedingungen berechnet.
Urspriinglich wurden Monte-Carlo-Verfahren am Ende des Zweiten Weltkrieges durch von
Neumann, Ulam und Metropolis entwickelt [MR i 53].

Die reprisentative Auswahl wird hierbei durch eine Wahrscheinlichkeitsverteilung p erzeugt.
Da nicht bekannt ist, wie p fiir einen gegebenen Phasenraum aussicht, mufl der Phasenraum
durchsucht werden. ;
Hierzu erzeugt man eine sogenannte Markov-Kette von Zustinden, die einer kiinstlichen
Phasenraumtrajektorie entspricht. Um die Markov-Kette zu erhalten, muf das System von
seinem Istzustand in einen neuen Zustand iiberfiihrt werden.

Zwei Zustinde m,n sind durch eine Ubergangswahrscheinlichkeit 7, verbunden, so daB aus
einem Anfangszustand p, ein neuer Zustand mit p; =p; % ergibt. Im Limes fiir unendlich viele
Uberginge erhilt man die Eigenwertgleichung pm = p.

Man zeigen kann zeigen, daB

, S (TIL.18)
n
ist i tochastische Matrix.
n, bezeichnet man als s iektorie zu erzeugen, wihlt man nach

Um gmc Markov-Keite und damit einec Phasenraumtraj
MR*“T” 53]
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. =, Pn Z P s

o= am[&‘) Pn < Pnm

fiir m # n und o als eine symmetrische stochastische Matrix.

Um von einem Zustand in den nichsten zu gelangen, fiihrt.ma'n d:as System mit einer
zufilligen Verschiebung, einem sogenannten Monte-Carlo-Schntt:m einen anderen Zustand
iiber. Daraus resultiert eine Energiednderung 8V,,,. Um das Verhiltnis p_/p_ und damit die
Ubergangswahrscheinlichkeit zu bestimmen, bildet man den Boltzmannfaktor der

Energiedifferenz [AITi 87]:

P gPVa) (-B%Vn) _ hv) (I1.20)

Ist 8V, <0, so wird der Monte-Carlo-Schritt immer akzeptiert, ist dagegen OV >0, s0
wird die Veranderung jedoch nur mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit akzeptiert.

Die Kunst der Metropolis-Monte-Carlo-Methode besteht darin, die Schritte fiir ein System so
zu wihlen, daB die Akzeptanzrate moglichst hoch ist, um den Phasenraum moglichst schnell
abzutasten.

Um die Chromatinfaser zu modellieren, wurden nun folgende Schritte verwendet:

1) Zwei Segmente werden um einen zufalligen Winkel um die Verbindungslinie des
Anfangs des einen und des Endes des anderen Segmentes gedreht.

2) Die ‘Chromatinschleifen (Abs.IL5 und IL6) werden um einen zufilligen Winkel um ihre
Basis verdreht. Da die Segmente dabei auseinanderdriften kénnen (siehe Basispotential
A})s.HI.I.z), muB ein Relaxationschritt eingefiihrt werden (siehe 4)).

3) Ein ganzer Teil der Kette wird um die Verbindungslinie seiner Enden gedreht. Dies
bezeichnet man als Pivot-Schritt.

4) Um die Energie zu minimieren, ist ein sogenannter Relaxierungsschritt notwendig. Er

besteht aus einem Brownschen-Dynamik-Schritt ohne Zufallskriifte

Nachdem ein Schritt durchgefiihrt wurde, wj it Hi i
: ein § e, wird i s
die Energie, die Energiedifferenz V.. ird mit Hilfe der Potentiale aus Abschnitt III

. ie, di und die Akzeptanz dieser neuen Trajektorie bestimmt
Die ichnugrofnctcw;d; S0 gewdhlt, daB die Akzeptanzrate bei 50:{:573, liegt. Wird die
Akzeptanzrate unterschritten, so werden die Schrittgrigen verkleinert, und umgekehrt.
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IIL.2: Fraktale Analyseverfahren komplexer Systeme

II1.2.1: Einfithrung

Die Theorie der Fraktale wurde von Benoit Mandelbrot in den 70er und 80er Jahren zur
Beschreibung komplexer Systeme entwickelt [Man83]. Fraktale sind selbstihnliche! oder
selbstaffine?, skaleninvariante Objekte, die sowohl als regulire Fraktale (exakte
Selbstihnlichkeit), als auch als Zufalls- oder Brown-Fraktale (statistische Selbstihnlichkeit)
auftreten kdnnen.

Ein Beispiel fir ein Fraktal stellt eine Kiistenlinie dar, die immer prinzipiell dhnlich aussieht
wenn man sie aus verschiedener Hohe, also mit verschiedener Aufldsung, betrachtet. Fiir dic'
Linge der Kiistenlinie als Funktion der Auflésung ergibt sich dabei ein Skalengesetz.

Fiir die Unterscheidung verschiedener Strukturen erhiilt dabei man sofort ein Maf in Form des
Exponenten des Skalengesetzes. Weiterhin erhiilt man die Méoglichkeit, verschiedene Klassen
von Skalengesetzen miteinander zu vergleichen.

Insbesonders gelten solche Skalengesetze auch fiir die riumliche Anordung von Objekten und
die in einer solchen Anordnung ablaufenden dynamischen Prozesse. Die Theorie der Fraktale
stellt hierdurch ein MaB fiir die Irregularitit und die Raumerfiillung eines Systems dar
(Abb.IIL.2). Die Irregularitit der Kiistenlinie 1dBt sich mit der fraktalen Dimension D (dem
Exponenten eines Skalengesetzes) charakterisieren.

Fiir die Linge der Kiistenlinie mit verschieden groBen MaBstiben (Auflésung) erhiilt man

NA)<A  bzw. L(A)=N(A)-A <A, (Im.21)

N(A) ist dabei die Zahl der MaBstiibe der Liinge A, mit der die Linge L der Kurve bestimmt

Topologische Fraktale

Dimension Dimension
R 1T i o ¢ o —  — W 1 1 ,00
e N T gt A it 1 1.02
~ Abb.IIL2:
, ‘\) £ 1 1,25 Hier wird gezeigt, wie sich die
" “‘) T e b PR fraktale Dimension einer Kurve
bei immer stirkerer Faltung
verindert, bzw. den hier
il zweidimensionalen Raum der
‘:{'E g’;ﬁ?{.{j ;?) 5 'a 1 1,45 :«;i:c:;]immer mehr ausfillt.
& 2 i
PR

1 Selbstabnliche Objekte = Vereinigungsmenge isotrop-reskalierter Kopien ihrer selbst.
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ird. Die MaBstibe sind dabei starr und werden, von einem Punkt der Kurve ausgehend, zum
wird. pie

- : r Linie gemessen. 5 ! : : :
gachszten mfr;;;icli;n : mitgder klassischen Definition der Dimension ergibt sich aus der
er Zusam

Bezichung zwischen topologischer Dimension D,,, Hausdorff-Dimension Dy,,, und
euklidischer Dimension E:
b < Dy,..=D<E. (1.22)

Mit der so erzeugten fraktalen Dimension konnen nun Aussagen iber die Entstehung des
untersuchten Systems oder die Prozessdynamik, insbesondere aber Diffusionseigenschaften

gemacht werden.

1I1.2.2: Das Stechzirkel und Box-Verfahren

Die fraktale Dimension einer Kurve wird aus den verschiedenen Kurvenlingen L in
Abhingigkeit von der Linge der MaBstibe bestimmt. Hierzu wird im allgemeinen die
Stechzirkelmethode verwendet (Abb.IL.3):

Mit einer Zirkelspanne einer bestimmten GroBe beginnt man an einem beliebigen
Einstichspunkt und sucht den Schnittpunkt des Zirkelkreises mit der Kurve. Dieser gilt als
nichster Einstichspunkt. Der Zirkel wird entweder von auBen oder von innen an die Kurve
herangefiihrt, da in realen Datensitzen die genauen Kurvenkoordinaten meist unbekannt sind.
Fehler bei der Vernachlissigung von Einbuchtungen konnen durch Mittelwertbildung iiber
verschiedene Anfangspunkte verkleinert, aber nicht belicbig minimiert werden. Dieses
Verfahren wiederholt man fiir verschiedene Zirkelspannen, um GLIII1.21 anwenden zu konnen.
Mit dem Box-Verfahren bestimmt man die fraktale Dimension einer Massenverteilung. Der
Raum wird dabei mit Wiirfeln einer Kantenliinge @iberdeckt und das vom Objekt belegte
Volumen bestimmt. Variation der Kantenlénge fiihrt shnlich zu GL.II1.21 auf

Npe(A) <& bow.  V, (A)=N(A)-22 AP  (WL26)

und somit die fraktale Dimension. Da das

2 Verfahren allgemein fij iebi idische
Dimensionen gilt, kann auch die fraktale Dim Se ol e

ension einer Kurve bestimmt werden..

Einschwingverfahren

Abb.II1.3:
Das Stechzirkelverfahren:
Gezeigt wird sowohl die
Methode des Ein-
schwingens, als auch des
Ausschwingens.
Einbuchtungen der Kurve
Ausschwu ngverfahren kénnen leicht vernachlissigt
werden.
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II11.3. Observablen der Simulationsanalyse

F_ur d1‘e Analyse der Simulationen wurden GroBen berechnet, die es zuliefen zwischen di

sllmullenen Modellen (.f.er Chromosomenorganisation zu unterscheiden. Di,e Obscrvablen
dienen zur Interpretation und zur Vorhersage von experimentellen Daten Dies elr;
insbesondere fiir intragenomische Abstinde. Neben diesen wurden weitere bbservaill
gefunden und getestet, die Aufschliisse iiber die dreidimensionale Organisati ;
Chromosomenterritorien liefern. G i 46
In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Observablen kurz erliutert. Zuvor soll

aber noch auf das geschriebene Analyseprogramm Geometry eingegan i
_ d
Aussagen tiber die Observablen gemacht werden: B b i o

Analyseprogramm Geometry:

Fiir die Analyse der Simulationen wurde ein Programm namens ,.Geometry“, das die
Observablen berechnet, in der objektorientierten Programmiersprache C++ entwickelt.
Objektorientiert bedeutet, daB das Programm in separierten Einheiten, den sogenannten
Objekten, organisiert ist. Die einzelnen Objekte konnen dabei mit anderen Objekten nur iiber
genau definierte Schnittstellen in Verbindung treten. Die detaillierten Vorginge innerhalb
eines Objektes sind somit fiir andere Objekte irrelevant. Objektorientierte Programmierung bot
die Moglichkeit, Anderungen schnell und effizient zu implementieren, da diese nur in den
einzelnen Objekten vorgenommen werden miissen. Anderungen im gesamten Programmablauf
wurden dabei selten notig.

Einordnung der Observablen in einzelne Klassen:
Die verwendeten Observablen lassen sich generell in solche mit globaler, halb-globaler und

lokaler Aussagekraft trennen:

= Globale Observablen machen eine Aussage iiber das Gesamtsystem, wobei iiber die
gesamte lokale Struktur des Systems gemittelt wird.

= Halb-globale Observable mitteln iiber Teilbereiche des gesamten Systems. Sie machen
somit Aussagen iiber lokale Strukturen, betrachten aber deren Verhalten im gesamten

System.
=  Lokale Observable machen dagegen eine Aussage iiber eine genau spezifizierte lokale

Struktur eines Systems.

Lokale und halb-globale Observable konnen dabei durch globale Eigenschaften des Systems
beeinflufit werden.

I11.3.1 Energien, Geometriedaten und Segmentlinge (global)

Fiir die Epergien der einzelnen Potentiale, den Gyrationsradius, die Eigenwerte des

Trigheitstensors und die Segmentlinge wurden die Hiufigkeitsverteilungen besur_nmt. )

Alle GroBen machen dabei eine Aussage iiber das Relaxierungsverhalten einer Slmulauonsvon
der Anfangskonfiguration ins Gleichgewicht. Ist die Stgndard?bwclchun% xdi:-; :,i;
mentlingenverteilung zum Beispiel klein, so ist die S-l.mulz%uon guth l't;n a i
umgekehrt Der Gyrationsradius und die Eigenwerte stellen dariiberhinaus noch ein g

fiar die Ausdehnung eines Chromosoms dar.
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Da die Hi f—gkeimverwﬂuﬂgen schnell zu berechnen sind, dienten sie zur Onlipe-
a die Hiufi

Uberwachung der Simulationen.

I11.3.2 Radiale Aufenlhaltswahrscheinlichkeit und Dichte (global)

: : - Tichkeit wurde als die Hiufigkeitsverteilung der Masse in
2:;1 ;i:glfeiﬁtn::x;:ﬁ;?lf;; zum MaSs.enschwcrpunkt berechnet. Dit? mdi?‘lf: D.ichr.c
ist die. auf das Volumen einer Kugelschale normierte, Aufent_halts-\Yahrschemhchkcn I einem
bcstin;mtcn radialen Abstand zum I\KIm.sianschvver[}ugéc{;l Die Breite der Kugelschale wurde

i ) jufigkeitsverteilung vorgeg :
dF?Ei?fli?d?ﬁcﬁ%o?il? ?)ungﬁnisation von Chromosome_n spielt die Massenyerteilung‘cine
wesentliche Rolle. Sowohl bevorzugte Regionen, als auch ihr Randverha.l_len‘konnen bestimmt
werden. Eine schnell abfallende Dichte spricht bei Chrom_osc.)mcn fiir eine geschlgssene
Struktur mit geringer Wechselwirkungsfliche. Diese Angabe ist jedoch relativ zur maximalen
Dichte und macht eine Aussage iiber die ,,Rauhigkeit” der Chromosomenoberfliche.

I11.3.3 Raumliche Abstinde

FromBegin - Abstand zu einem festen Punkt (global):

Der FromBegin-Abstand bestimmt die rdumliche Distanz als Funktion des genomischen
Abstands, bezogen auf ein Ende der Chromatinfaser des Chromosomes. Dabei lduft man durch
die Chromatinkette und bestimmt den Abstand zum Ende des p-Armes des Chromosoms.Der
FromBegin-Abstand macht damit eine Aussage iiber die globale Faltung der Chromatinfaser
beziiglich eines festen Referenzpunktes.

All Pairs und Random Pairs (halbglobal):

Im Gegensatz zu FromBegin wurden auch die riumlichen Abstinde aller Chromatinsegmente
(All Pairs) zueinander als Funktion des genomischen Abstands, bestimmt. In einem System
endlicher GriBe, wie es hier vorlag, ist dabei die Anzahl der paarweisen genomischen
Abstinde antiproportional zu den genomischen Abstinden selbst. Da die Abstinde nicht mehr
beziiglich eines festen Referenzpunktes bestimmt werden, ergibt sich eine Mittelung iiber
verschiedene raumliche Strukturen mit gleichem DNA-Gehalt.

Damit ergibt s'ich eine Abstandsverteilung, die einem variablen Schleifenbasispunkt im MLS-
Modfall cntspmfht. Ein Markerpaar mit einem gegebenen genomischen Abstand wiirde relativ
zu diesem Basispunkt also beliebig lokalisiert sein.Dies fiihrte zwar zu Aussagen iiber die

Verteilung der SchleifengroBen, Rosetteners i i
A 1 groBen und S (£ zo
spezifischen Aussagen fiir ein Markerpaar. G e
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mindestens ein Markerensemble mit vier Mark
die genaue Lokalisation von Markern zu treffe,
MLS-Rosette geschoben, so erhilt man eine Men ge verschiedener riumlicher Abstinde, die

raumliche Periodizititen aufweist. Die Abstandsvertei ii i
. ; teilung variiert ebenfalls je nach Positi
des Markerensembles, da die Schleifen sich auch in der Zeit bewegen. J e 4

ern notig ist, um eine zuverlissige Aussage fiir
n.Wird ein solches Markerensemble durch eine

I11.3.5 Aufenthaltswahrscheinlichkeit von genomischen Markern (global)

Analog zu Abschnitt ITL.3.2 kann auch die radiale Markeraufenthaltswahrscheinlichkeit und die
radiale M_ark_erdichte bestimmt werden. Dies fiihrt zu Aussagen iiber dynamische Prozesse, wie
zum Beispiel Umlagerungen bestimmter Substrukturen an die Oberfliche e,incs
Chromosomenterritoriums. Eine nichtlokale Markeraufenthaltswahrscheinlichkeit deutet dabei
auf eine variable und dynamische Organisation hin und um gekehrt.

Im Vergleich mit Experimenten kinnte somit eine Entscheidung iiber die Validitit eines
Modells beziiglich zusitzlicher topologischer Einschrinkungen (Kernmatrix) getroffen
werden.Ebenfalls wird eine Abschitzung moglich, inwieweit Abstandsmessungen von
Markern, relativ zur Chromosomenoberfléiche, mit realistischen Modellen beschreibar sind.

IT1.3.6 Fraktale Dimension (komplex [global, halb-global, lokal])

In der Strukturbiologie wurden bisher fraktale Analysen nur bei Proteinen eingesetzt, um deren
Peptid-Riickgrat und Oberflichenrauhigkeiten zu bestimmen. Als erster Ansatz wurde
zundchst ein exaktes Stechzirkelverfahren entwickelt (Abb.II1.4). Dieses Verfahren berechnet
die fraktale Dimension der Chromatinfaser.

Von einem zufillig ausgewiihlten Segment wird die Kurvenlinge der Chromatinfaser mit
verschiedenen MaBldngen zu beiden Enden der Chromatinfaser hin bestimmt. Der Schnitt-
punkt mit der Chromatinfaser fiir das exakte Stechzirkelverfahren ergibt sich in zwei Schritten:
Zunichst wird der Abstand zwischen jetzigem Einstichspunkt und nichstem Segmentanfang
bestimmt. Ist dieser kleiner als das gewihlte MaB, wird dies fiir den folgenden Segmentanfang
wiederholt, bis der Abstand groBer wird als die MaBlinge. Im dem Segment, in welchem die
MaBlinge iiberschritten wird, muB also der néchste Einstichpunkt liegen.

R+2

Abb.IIL4:
Exaktes Stechzirkelverfahren.
Zunichst wird untersucht, in
welchem Segment der niichste
Einstichpunkt des Zirkels der
Linge M liegt (L1 < M < L2).
Dann wird aus den Vektoren
Ll < M < Lz von R nach R+1 und R+1 nach
R+2 und der Linge M der neue
Einstichpunkt exakt berechnet.

4
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d des Zirkeleinstichpunktes 1483t sich dann
: ; Segmentanfangs un
Mit den Koordinaten des S¢g alct berechnen (Abb.ILA).
; ; hspunkt ex: e
. z]rke:ﬂg:tswvﬁfahren die Kurvenlidnge sehr g}lt. F'_ur gro?’e‘ MaBe mupte
Fiir kleine MaBe bestlll_}gl emehrerﬂ Anfangspunkte erfolgen, da hier die spezifische Strukiy,
jedoch eine Mittelung ‘-})1?; Zahl der Mittelungen wurde bei verschieden groBen Magep s,

des Oll:»jelsz:;s ;ingfz;iardabweichung iiber den ganzen Mafbereich vernachlissigbar wurde,
ewihlt, ie ;
gofgende Mittelungen wurden vorgenommen.

Oonm <MaB < 50nm = 1 Anfangspunkt
50nm <MaB < 100nm = 2 Anfangspunkte
100nm € MaB < 500nm = 4 Anfangspunkte
500nm < MaB < 1000nm = 6 Anfangspunkte
1000nm £ MaB < Lcyoff = 8 Anfangspunkte

Als AnfangsmaB wihlt man normalerweise ein Linge von ungeféihr 10%‘der lflein;ten
strukturaufbauenden Einheit. Im allgemeinen mift man dabei a!so che. _fraktale Dimension eines
euklidischen Objektes aus. Uberschreitet das MaB eine gewisse Liange, so gelangt man zu
einem Endlichkeits-Cut-Off, da reale Objekte rdumlich limitiert sind. MaBe, die mehr als 70%
bis 80% der Gesamtausdehnung eines Objektes ausmachen, sind fiir die Bestimmung der
fraktalen Dimension deshalb nicht mehr sinnvoll [Ka 89].

IIL.4. Simulationsdurchfiihrung

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Modelle der dreidimensionalen Organisation von
Chromosomenterritorien simuliert, um zwischen den Modellen zu unterscheiden und um
Vorhersagen fiir experimentell meBSbare GroBen zu machen. Vor allem wurden dabei Kriterien
fiir die Unterscheidung von RWGL- und MLS-Modell entwickelt.

Um die Modelle in ihrer Gesamtheit zu untersuchen und realistische Aussagen iiber
experimentelle Daten zu erhalten, muBten bej den Simulationen verschiedene Parameter
variert werden. Vor allem das Ziel, Aussagen fiir zukiinftige komplexere Fragestellungen der

Organi_sation im Zellkern zu gewinnen, beieinfluBte dabei den Simulationsansatz, bzw. fiihrte
zu bestimmten Randbedingungen:

Im RWGL— und MLS-Modell wurden
der Linker-DNA variiert. Im RWGL-Modell muften dabei

ariiberhinaus noch mit einer niedrigen (0,1kT)
-Wechselwirkung (EV-WW) simuliert.

= den EinfluB yop globale
: n auf |
vermeiden und abzuschiitzen, okale Struktyrep ZU untersuchen, und um Randeffekte 20



IIT Simulationen
33

- im RWGL-Modell Effekte einer realistischen Schleifenwechselwi i inbli
F | rki
sterische Behinderungen zu untersuchen. A

- fiir die Simulation ganzer Zellkerne hinreichend detailliertes Datenmaterial zy erzeugen

gewinnen ist. Dabei zeigt sich auch, ob es geniigt, einzelne Chromosomen auBerhalb des
Kernverbandes zu simulieren.

- ?ufgnmd der unterschiedlichen IdeogrammbandengroBen im MLS-Modell Aussagen
tiber Rosetten mit verschiedener Schleifenzahl zu treffen. Damit konnen dann lokale

A.ussagcn fiir vergleichbare Ideogrammbanden anderer Chromosomen, ohne erneute
Simulation, gemacht werden.

Im weiteren wird nun die Simulationsdurchfijhrung fiir Chromosom 15 genauer besprochen.
Chromosom 15 wurde gewihlt, um den Vergleich mit dem experimentellen Teil dieser Arbeit
so genau wie moglich durchfiihren zu knnen.

IT1.4.1 Ideogramme

Da eine Rosette im MLS-Modell einer Ideogrammbande entspricht und deren DNA-Gehalt
besitzen sollte, muBte eine zuverldssige Liste fiir die genomische GroBe der 850 ISCN(1985)
Metaphasebanden [ISCN 85] erstellt werden (Abb.IIL5). Hierzu wurden die hochauflésenden
Daten tber Chromosomenideogramme von Uta Francke [Fr 94] verwendet. Die mit
verschiedenen Firbetechniken erstellten Human-Ideogramme stellen bisher die genaueste
Bandenlokalisation dar (Fehler < 4%). Zuniichst wurden die gesamten Daten digitalisiert und
die nichtenthaltenen ZentromergroBen mit einem Lineal aus den maBstabsgetreuen
Abbildungen bestimmt. Die von U. Francke und anderen vermerkte unterschiedliche
Schattierung der Banden wurde nicht beriicksichtigt, da bis heute nicht bekannt ist, was hierfiir
den eigentlichen Grund darstellt (Konformationsianderung, andere Basenkonzentration,
Proteinbesatz oder eine Mischung aus allem [Co 78]). Unter der Hypothese, daB jede
Interphasenbande einer Rosette entspricht, wurde es notwendig, die heteromorphen Regionen
1912 und 9q12 zu halbieren, sowie Yql2 zu dritteln, da ihr DNA-Gehalt beziiglich dem
durchschnittlicher Banden zu hoch war. In den Testsimulationen hatte dies zu irreal ho.hen
Schleifenzahlen und Chromatindichten gefiihrt. Mit Hilfe von Tabelle I.1 wurde es méglich,
den DNA-Gehalt einer bestimmten Bande mit einer fiir die Modellierung ausreichenden
Genauigkeit von 5% zu bestimmen.

ITL4.2 Erzeugen der Anfangskonfiguration

Fir das Erstellen der Anfangskonfiguration einer Simulation “wurde ein v;flclte‘rfs
objektorientiertes Programm namens ,,ChromCreate™ entwickelt. II.I.I folgenden sollen die
Méglichkeiten des Programms und die einstellbaren Parameter kurz erldutert werden.

- - Py ll-
ChromCreate erméglicht es, die Chromatinsegmente im Rau.m gem?Bdfienegizd;e ;s
vorstellungen zu positionieren. Es erzeugt dabei eine Kr.unflgu1'a1tm?sdat¢j.t,Atl::i lr:uw e
Koordinaten auch eine Liste mit Attributen eines jeden Segments enthilt. Die g

die Linge des Segmentes und die Zugehorigkeit zu einer Schleife om}er eilncm :.:’I::il; le::
(Abb.II1.6). Aufgrund dieser Angaben kann das von Miinkel en



34
IIT Simulationen

S - = lo oder Brownschc—Dynamik S I r[tt
i i amin entsche den WEIche Monte Car de
lllll.llatlonsprogr 1 ’

;}l-rdlglffﬁh% werttierl:ann jedes gewiinschte Chromosom oder Subkompartiment simuljert
it romCreal

B s werden aus den digitalisiertey
i es jeweiligen Chromosgm en
;:rierden. D:f [i{neré:g;::l?ntd Sognit ist es auch méglich, nur einige Ideogrammbanden g,
eogrammda :
ghmrgne(r;z;w wurde weiterhin so gestaltet, daf mit den unten angegebenen Parametern villig
m 1 as
beliebige Anordnungen von Schleifen und Linkern erzeugt werden konnen.

o e i S
;?:g;e:gei‘:ig;:geg bedingt den Grad der Diskretisierung des Modells und damit seine

ie La i i tern) kann frei gewihlt werden, Thr

0 . Die Linge der Chromatinsegmente (in Nanome n frei ¢ _
g:szz;lﬁgehflt wir?i dabei automatisch bestimmt. Fiir Segmente, die sx;h im Linker befinden,
und fiir Segmente, die sich in einer Schleife befinden, konnen unterschiedliche Werte benutzt

werden, so daB eine Feinabstimmung der Modelle erfolgen kann.

Dicke der Chromatinfaser: : Bt . :
Die Dicke der Chromatinfaser und damit die Wechselwirkung bei einer A.nnahf':rung zweier
Segmente kann eingestellt werden. Fiir Monte-Carlo-Simulationen hat sich ein Wert von
60nm, fiir Brownsche-Dynamik-Simulationen von 30nm (30nm-Faser) bewiihrt.

SchleifengroBe: :
Die SchleifengréBe wird normalerweise in Basenpaaren angegeben. Im MLS-Modell wird mit
Hilfe des DNA-Gehalts der jeweiligen Ideogrammbande aus der Schleifengrofe die Anzahl
der Schleifen bestimmt. Zur Vermeidung von Rundungsfehlern sollte der Basenpaargehalt
einer Schleife ein Vielfaches des Basenpaargehaltes eines Segmentes sein.

Schleifenanordnung:

Zwei Moglichkeiten verschiedener Schleifenanordnung wurden implementiert:

Bei der ,cis“ Anordnung werden Schleifen drehsymmetrisch zu einer Rosette
zusammengelagert. Dies entspricht dem Modell von Pienta und Coffey.

Bei der ,trans“ Variante werden zwej Schleifen gegeniiber und die weiteren, der Form einer
Acht folgend, zwischen diese gesetzt.

Schleifenform:
Neben der normalen Schleifenform gibt es noch zwej weitere:

Die Segmente einer sogenannten 2D-Schieife folgen einem Random-Walk in der Ebene. Bei
3D-Schleifen folgen sie einem

Random-Walk im dreidimensionalen Raum. Ab einem DNA-
Gehalt von ca. IMbp relaxieren 2D- und 3D- : o 2 als
normale Schleifen. Schleifen schneller ins Gleichgewicht,
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B0 rmillicen DNA
sudleotide pairs

Abb.IILS:

Ideogramm-

Darstellung des
humanen Genomes
wie es verwendet
wurde um das
MLS-Modell zu

— eichen [VoVo 95].
Gesamtlinge P - Arm q-Arm Armverhiltnis
Chromosom [Mbp] Linge Linge p/q
[Mbp] [Mbp]
i 263 128 135 0,948
2 255 99 156 0,635
3 214 9y 115 0,861
4 203 56 147 0,381
5 194 52 142 0,366
6 183 65 118 0,551
7 171 65 106 0,613
8 155 50 105 0476
9 0,543
9 145 51
10 144 44 100 D.240
86 0,674
11 144 58
104 0,375
12 143 39 =
13 114 16 98 —
a4 — 16 = 0,191
15 e u = 0,661
16 e 39 2 0,438
17 92 = -~ 0,308
18 85 - 7 0,811
9 67 - 71 0,756
20 72 = 5 0.282
21 50 = 3 0,302
22 56 — 162 0,608
X 1694 3 a6 0,283
Y 5
Tab.IIL1:

Daten zum humanen Genom: Linge der Chromosomen,

deren Arme und das Armverhiltnis.
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0050 Ahb.II.ﬁ:.

Attribute eines Segmenteg je
nach seiner Position;
Generell kennt jedes
Segment seine Linge.
Linker besitzen den Linker.
wert 1 und den Bandenwert
0. Segmente einer Schlejfe
besitzen fiir beides eine 0,
das erste Segment einer
Schleife bestitzt 1IN (N =

0 1 { 1 Schleifennummer), das
Linker: 1 1 1t N 0 0 o letzte ON. Das allerletzte
Band: 0 0 U _0 50 50 50 -1 Segment eines Chromsomes
Linge: 50 50 50 50 besitzt eine Linge von -1,
Linge des Linkers:

Der Linker verbindet im MLS-Modell die Rosetten und im RWGL-Modell einzelne Schlcifen
miteinander. Die Linkerldnge kann in Segmenten oder prozentual zur Ideogrammbandengrige

ewihlt werden. Beim MLS-Modell wird der benétigte DNA-Gehalt aus der Ideogrammbande
fbgezweigt. Im RWGL-Modell dagegen verringert sich die Schleifenzahl eines ganzen
Chromosoms.

Linkers: . .
g?ﬂ:ﬁ des Linkers entscheidet iiber die Ausdehnung und das Erscl}clnungsblld der
Anfangskonfiguration. Im MLS-Modell bildet der Linker eine ebene Schleife zwischen den
Rosetten. Diese Struktur entspricht in Form und Ausdehnung einem Metaphasechromosorx}.
Die 2D- und 3D-Schleifenform dagegen macht es bei hoher EV-WW notwendig, den Linker

als lineare Kette oder 3D-Random-Walk zu wihlen, damit die Schleifen sich nicht
durchdringen.

Implementierte Modelle:

Neben dem MLS- und dem RWGL-
weiteren als TAK-Modelle bezeichnet
bei denen die SchleifengréBe variiert
Man nimmt dabei an, daB die kleinen
eine groBe Schleife iibergehen.

Modell sind hier noch zwei weitere Modelle, die im
werden, implementiert: sie stellen RWGL-Modelle q&f’
und dem 850- bzw 2550-Bandenmuster angepaBt “’“fd'
Schleifen einer Rosette durch Priparationsartefakte in

n143 Simulationsansatz des MLS-Modells

Zu Beginn dieser Arbeit war durch erste S
Model von Chromosom 4 mit einer Schle
20 Schieifen pro Subkomp

imulationen von C. Miinke] bekannt, daB ein MLS
ifen- und LinkergréBe von ca. 100kbp und ca. 10 bis

artiment die Daten von Yokota erkliren konnte.

Fir die Simulation des MLS-Modells wurde die Linkerlin i i ofe, dic
: e, die SchleifengroBe,
Schlcxfenanordnung. die DNA-Gehalt des esamten Ch B i Volume

g g fomosoms und die Excluded Volum
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Abb.ITL.7:

Wire Frame Bild und Ray Traced Bild der Anfangskonfiguration von eines MLS-Modells. In rot und griin
sind abwechselnd die Rosetten angefirbt. SchleifengrioBe 126kbp, Linkerkinge 1200nm.

Fiir eine sinnvolle Simulation wurden zwei Felder mit 16 beziehungsweise 6 Parametern
angesetzt.

Feld 1:

Die Linkerlinge wurde mit 600nm, 1200nm, 1800nm und 2400nm variiert. Fiir jede
Linkerldnge wurden sodann die Schleifen in cis- und trans-Stellung angeordnet. Jede der acht
Kombinationen wurde mit niedriger (0,1kT) und hoher (1,0 kT) EV-WW simuliert. Die
Schleifenldnge betrug 126kbp, mit der in Testsimulationen gute Ergebnisse erzielt worden war.
Fir die Form der Schleifen und des Linkers wurden nur normale Schleifen verwendet. Die 16
sich ergebenden Simulationen sind im Anhang im Detail zusammengestellt (Tab.A.1).

Feld 2:

Fir die SchleifengroBe wurde 80kbp, 100kbp, 158kbp und 251kbp gewihlt. Die
SchleifengréBe von 126kbp kann aus Feld 1 entnommen werden. SchlieBlich wurde noch die
ChromosomengréBe von 82Mbp, 90Mbp, iiber 106Mbp nach 95Mbp variiert, wobei der
relative Volumenanteil des Chromosoms am Kern beibehalten wurde. Es wurde eine trans-
Anordnung der Schleifen, eine Linkerlinge von 1200nm, normale Schleifenform und
Linkerform, sowie eine niedrige EV-WW angenommen. Die 6 sich ergebenden Simulationen
sind im Anhang im Detail zusammengestellt (Tab.A.2).

I11.4.4 Simulationsansatz des RWGL-Modells

Fir die Simulation des RWGL-Modells wurde die SchleifengroBe, die Linkerlinge, die
Schleife- und Linkerform und die Excluded Volume Wechselwirkung variiert.

Als Schleifenlinge wurden die folgenden Werte verwendet: SMbp, 4Mbp, 3Mbp, 2Mbp,
1Mbp, 0.5Mbp, 0.25Mbp und 125Mbp. Dadurch wurde fiir groBe Schleifen eine ausreichenclle
Zahl von Moglichkeiten fiir den Vergleich mit Experimenten und fiir kleine Schleifen ein
Anschluf an das MLS-Modell gewihrleistet.

Die verschiedenen SchleifengréBen wurden mit niedriger und hoher EV-WW simuliert. Da das
RWGL-Modell eine andere dreidimensionale Organisation zeigt, konnten Ergebnisse aus
Simulationen des MLS-Modells nicht ohne weiteres iibernommen werden. Wihrend nun flu‘
die SchieifengroBen SMbp, 4Mbp, 3Mbp und 2Mbp bei hoher EV-WW stets eine 2D-Schleife
verwendet wurde, wurde bei niedriger Wechselwirkung stets eine 3D-Schleifenform
verwendet. Die Schleifen wurden durch einen Randomlinker verkniipft.
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: r_———:- R=b, = | Linker Schlei- bl T Redle
Schlei- | Schleifen | Schlei- s R L| tinge e Neo | Tai
fen- linge fen- | Op = N TR NLs anzahl | [nm] linge
linge | in ganzen | anzahl Ny = 5 3 Conie
[Mbp] | Segmente| N st | [n*300nm] Neeo] Ny
i Y I . — _3000m) |
0 | 5.026908 | 21.08 1045.46 12.14 12 19 |1101.19|1347 | 1413
jo 4'021527 26-36 93491 9.71 10 25 960.00 11024 | 10 =19
30 | 3.016145 | 35.14 | 80973 7.29 8 33 183557 1776 | 8=3
2.0 | 2.010763 | 52.72 661.08 4.86 (6) 48 669.82 | 5.33 5= |
1.0 | 1.005381 | 10543 | 467.48 2.43 2. 94 495.08 | 2.72 Sen
05 | 0502690 | 210.87| 330.54 1.21 2) et el |y =12
025 | 0251345 | 421.73| 233.74 0.61 2 333 126304 1077 | 1=y
0.125 | 0.125672 | 843.46 165.28 0.30 2) 561 202.66 | 046 | 1=
Tab.IIL.2:

Bestimmung der Linkerlingen fiir das RWGL-Modell.

Um Abhingigkeiten von der Linkerform, bzw. von der Ausgangskonfiguration, zu bestimmen,
wurden fiir SMbp- Schleifen 3 weitere Simulationen angesetzt: Fiir 2D-Schleifen wurde eine
normale Linkerform mit niedriger und hoher EV-WW und fiir eine 3D-Schleife eine normale
Linkerform mit niedriger EV-WW (damit sich die Schleifen entwirren konnen) gewihlt.
Dariiberhinaus wurde eine Simulation doppelt angesetzt, um die Entwicklung von gleichen
Anfangskonfigurationen zu untersuchen. Fiir SchleifengréBen ab 1Mbp wurden nur noch
normale Schleifenformen und normale Linkerformen erzeugt. Zum Nachweis sollte aber eine
Simulation mit 3D-Schleifenform bei normaler Linkerform durchgefiihrt werden. Sie sollte
auch als Validitétstest fiir die dritte zusitzliche Simulation mit der Schleifengréfie von SMbp
dienen.
Bei verschiedenen SchleifengroBen besitzt ein RWGL-Chromosom eine unterschiedliche Zahl
von Schleifen, so daB Chromosom 15, mit einem DNA-Gehalt von insgesamt 106Mbp, 20
Schleifen mit 5Mbp und 561 Schleifen mit 126kbp besitzt. Das globale Verhalten wird aber
durch die Linkerlinge bestimmt und ist nur in engen Grenzen variabel (Abs.IL.5). Die
Lmkerliigge rnulj’»te deshalb spezifisch angepalt werden (siehe Tab.A.3):
Is)aafg ;mi‘eé %‘;"I‘;’ Random-Walk folgt, konnte mit Hilfe der Anzahl der Linker (Tab.IIL2,
st g glihnk; rlénge b, bestimmt werden. Der dazu bendtigte mitdere
B = dhow . 1 Segn‘:’;;{ee Z?S c'i[-‘estmml:llatlonen bestimmt und b.esﬁzt einen Wert von
Walk. Die Zahl der Segmente dieS::s ; fleﬁen e aufbaueq, folgen wieder einem Random-
und wiederum GLIL.13 bestimmt werd, : aS S S e
Der DNA-Gehalt eines Chrom i, palte.S)_ g
aufgespalten. Eine Verarofen osoms wurde im RWGL_—ModeII in Schleifen und L{"kef
- ng der Linker verringert somit automatisch den DNA-Anteil der

Schleifen. :
Reclfnu?g \?izdjei:z?? wii:iezN?"qﬁhal't des L1:nkers noch nicht einbezogen ist, muB die
P » da sich die Schleifenzah] dnderte und damit auch die Zahl der
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Abb.ITL.8:

Ray-Traced Bilder von Anfangskonfigurationen des
RWGL-Modells.

Lo.: SMbp-2DSchleifen, Random-Linker, 20
Schleifen

r.o.: SMbp-3DSchleifen, Random-Linker, 20
Schleifen

lL.u.: SMbp-3DSchleifen, normale Linkerschleife, 20
Schleifen

r.u.:126kbp-Schleifen, normale Linker- und
Schleifenform, 561 Schleifen

Durch die Diskretisierung auf 300nm-Segmente, erfolgte fiir 126kbp-Schleifen eine zu grofe
Linkerldnge mit einer Abweichung von ca. 30%. Diese konnte aber zur Bestimmung einer
Observablenabhingigkeit von der Linkerlinge im RWGL-Modell benutzt werden (analog zur
Simulation des MLS-Modells), obwohl ChromCreate differenziertere Linker zuldBt.

Die so erhaltenen 21 Simulationen werden im Uberblick in Tab.A.3 des Anhangs gezeigt.
Abb.I1.8 zeigt Visualisierungen der Anfangskonfigurationen des RWGL-Modells.

I11.4.5 Simulationsansatz anderer Modelle

AbschlieBend wurden noch die TAK-Modelle und drei lineare Ketten simuliert. Die llincaren
Ketten, die bei niedriger und hoher EV-WW simuliert wurden, dienten dabei als Vergleich und
zu Fehlersuche in der Simulationssoftware. Sie unterscheiden sich in den Attributen d‘.’r
Segmente und damit in den ausgefiihrien Monte-Carlo-Moves. In Tab.A.4 sind wiederum die
Simulationsansitze niedergelegt.
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Abb.ITL.9:

Oben: Darstellung des Gyrationsradius (griin) und der Eigenwerte des Triigheitstensors (nach absteigen-
der GriBe: blau, rot, rosa) fiir das MILS-Modell bei links niedriger und rechts hoher EV-WW.

II1.4.6 Simulationsdurchfiihrung:

Insgesamt wurden 49 Simulationsansitze erzeugt. Da eine Simulation mit hoher Auflosung,
d.h. kleiner Segmentlinge, in Anbetracht der Rechenzeit nicht moglich war, wurden die
Simulationen in zwei Schritte aufgespalten.

Im ersten Schritt wurden Monte-Carlo-Simulationen bei einer Segmentlinge von 300nm
durchgefiihrt. In einem zweiten Schritt wurde die Segmentlinge dann auf 50nm gesenkt und
mit Brownscher Dynamik nachrelaxiert, so daB man zu einer hohen Auflosung gelangte.

Fiir die Simulationsdurchfiihrung wurde das von Miinkel entwickelte Programm ,,VirtNucSim*
verwendet. Die Simulationen wurden dabei auf der IBM-SP2 mit 80 Knoten im Deutschen
Krebsforschungszentrum und auf der IBM-SP2 mit 512 Knoten der Universitit Karlsruhe
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 23.6 Millionen Monte-Carlo Schritte und 4,9 Millionen

Brownsche-Dynamik Schritte berechnet. Insgesamt bendtigten die Si > CPU-
Zeit auf einem R6000 Prozessor. gten die Simulation 5,5 Jahre

Monte-Carlo-Simulationen:

Mit der maximal méglichen Segmentlinge (Abschnitt IIm.1 i
de Gl -1.2) von 300 nm wurde eine
mnsch aussagekriftige Anzahl von Monte-Carlo Schritten durchgefiihrt. Jede 1000ste
guration, jede 100ste Energie und jeder 100ste Gyrationsradius mit den Eigenwerten des
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dg}zugehérigen Trégheitstensors wurden abgespeichert. Aus dem Gyrationsradius und den
Eigenwerten wurde mit Hilfe der jeweiligen Haufigkeitsverteilungen entschieden wann
gentigend Konfigurationen vorhanden waren. Dies beruhte auf Untersuchungen, in de,ncn die
Werte des Gyrationsradius als Funktion der Monte-Carlo-Schritte gegeneinand:;r verschoben
und mit dem Statistikprogramm JMP [SAS96] eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt wurde
Dieses Verfahren wurde stichprobenhaft vorgenommen. Die daraus gewonnenen Ergebnissé,
ergaben mit zusitzlich erzeugten Visualisierungen der Konfigurationen, daf jede 2000ste bis
5000ste Konfiguration statistisch unabhiingig war. Zwischen 200.000 und 500.000 Schritte

wurden bendtigt, um geniigend Konfigurationen fiir eine Auswertung zu besitzen (Tab.A.1
Tab.A.2, Tab.A.3 und Tab.A.6). ;

Brownsche-Dynamik-Nachrelaxation:

Nachdem die Monte-Carlo-Simulationen geniigend viele unabhingige Konfigurationen erzeugt
hatten, wurde die Auflésung der Modelle erhéht. Die Segmentlinge wurde dabei durch die
Teilung der Segmente von 300nm auf 50nm (= 5300bp) abgesenkt. AnschlieBend wurden 1000
Brownsche-Dynamik-Schritte durchgefiihrt, um eventuelle nichtphysikalische Artefakte der
Monte-Carlo-Dynamik zu beseitigen. Pro Simulation wurden hierzu 100 Konfigurationen
ausgewdihlt, d. h. jede 2000ste bis 5000ste Monte-Carlo-Konfiguration. Die statistische
Unabhingigkeit konnte durch eine Analyse der Energie, des Gyrationsradius und durch
Visualisierungen wie oben beschrieben gewonnen werden. Fiir das Herauskopieren und die
Segmentldngenteilung wurden hierfiir die Programme RelaxCopyConfig und
RelaxKuhnToBending entwickelt.

RelaxCopyConfig ergzeugt dabei auch die fiir die SP2 notwendigen Process of Execution Files
(POE). RelaxKuhnToBending verlangt neben der Eingabe der neuen Segmentzahl zusitzlich
auch die Segmentlinge und des DNA-Gehalts fiir Segmente in Schleifen und Linker. Durch
geschickte Wahl konnen dabei die Segmente gedehnt oder gestaucht werden, d. h. die
Schleifen relaxieren zu etwas groBeren oder kleineren Lingen. Hiermit wird eine Verfeinerung
der Modellparameter erreicht, die gegeniiber einer volligen Neuberechnung mit Monte-Carlo-
Schritten ca. 40% CPU-Zeit einspart.

Die 4900 Nachrelaxationen bilden eine breite und iiber verschiedene Modelle gestreute
Grundlage fiir die Untersuchung der Chromosomendynamik im Interphasezellkern, allerdings
ohne die wiinschenswerte Dekondensierung aus der Metaphase in die Interphase.

IT1.5 Ergebnisse der Simulationsanalyse

Eine Gesamtanalyse mit Geometry liefert 51 Kurven pro Simulation. Observable, die lokale
Aussagen machen, sind nur fiir die nachrelaxierten Simulationen (hohe Auﬂi?'sung) smmf.oll.
Bis zur Abgabe dieser Arbeit konnten zwar die Nachrelaxationen vollstiin.dIg durchgefiihrt
werden, eine Analyse war jedoch nur fiir die Monte-Carlo-Simulationen mb’gl_nch.

Somit wurden hier nur die Observablen FromBegin, RandomPairs, radiale g"\ufen_thaltf-
wahrscheinlichkeit und Dichte, die Segmentlingenverteilung und die fraktale Dimension fiir
die Analyse verwendet. : - _
In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der emzelne‘n O.bserva'blen etai .
dargestellt. Eine Ubersicht iiber die gefundenen Parameterabhéinglgkexter? wird dab‘el in der
Zusammenfassung der Simulationen (Abs.VI.1) gegeben werden. Die Ergebnisse der
Simulation ,,anderer” Modelle wird in Abschnitt IT1.5.4 erfolgen.
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Abb.II1.10:
Darstellung verschiedener Simulationen nach 200.000 Monte Carlo Schritten. Banden sind abwechselnd
rot und griin gefarbt.

O.L.: MLS-Modell mit niedriger EV-WW, zusiitzlich nachrelaxiert. Deutlich sind die distinkten
Subkompartimente zu sehen.

O.R.: MLS-Modell bei hoher EV-
U.L: RWGL-Modell, SMbp-Schleifen konnen sich stark mischen und bilden keine distinkte strukturelle
Einheiten.

U.R.: RWGL-Modell mit 126kb
Subkompartimente.

WW in 2facher VergriBerung.

Fehler der Observablen:
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Abb.IIL.11:
FromBegin in Abhiingigkeit von der Linkerlinge und EV-WW links fiir die Cis-Anordung und rechts fiir
die Trans-Anordnung (die vier unteren, wellenférmigen Kurven .

gen Konfigurationen, iiber die der Mittelwert gebildet wurde. Untersuchungen ergaben, daB
der Fehler in der GroBenordnung von weniger als 3% des Wertes der Observablen liegt. Da
dies sowohl durch die Testsimulationen, als auch durch Stichproben in diesen und
Simulationen von Miinkel bestitigt wurde, wird im weiteren nur noch bei besonderem Anlaf
auf Observablenfehler eingegangen.

Allgemeine Aussage iiber die Monte-Carlo -,,Dynamik*:

Schon wihrend der Durchfiihrung unterschieden sich Simulationen mit hoher und niedriger
EV-WW stark in ihrer Monte-Carlo-,,Dynamik“. Bei geringer EV-WW (Abb.IIL.10, oben)
konnte die Chromatinfaser relativ leicht andere Chromatinfasern durchdringen oder in andere
Chromosomen-Territorien eindringen. Weiterhin zeigte sie hohe riumliche Flexibilitit und
eine relativ grofe Standardabweichung der Verteilung des Gyrationsradius. Hohe EV-WW
filhrte dagegen zu wesentlich kompakteren Strukturen mit statischerer Dynamik (geringer
Standardabweichung, Abb.IL.9). Beim MLS-Modell bildeten sich kugelférmige Strukturen mit
wenig strukturierter bzw. zuginglicher Oberfliche (Abb.IIL.10, o.r.). Falls es Teilen des
Subkompartimentes gelungen war, sich weit genug aus dem Potentialtopf zu entfernen, so
blieben sie dort quasi gefangen.

Die unterschiedliche Form und GroBe der Anfangsstruktur fiihrte hierbei zu unterschiedlicher
Enwicklung des mittleren Gyrationsradius: grofe Anfangskonfigurationen zeigten abneh-
mende Gyrationsradien und umgekehrt. Im Mittel wurden ca. 50.000 Schritte gebraucht, um
den Mittelwert zu erreichen. Fiir die mitunter groBen Schwankungen des Gyrationsradius
(Abb.IIL9, o. r., und zum Vergleich idem, 0.1, u. 1, u. r.) konnte bisher noch keine Erklirung
gefunden werden.

I11L.5.1 Analyse des MLS-Modells

Da die Simulationen in zwei Felder von Parametern aufgespalten wurde, soll diese Trennung
auch hier durchgefiihrt werden:
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Abb.IIL.12:
RandomPairs von oben nach unten mit verschiedener Auflésung, links fiir niedrige und rechts fiir hohe
EV-WW, bzw. die Cis-Anordnung (sie ist jeweils in dem helleren Farbton dargestellt).

Feld 1

FromBegin:

FromBegin ist in Abhingigkeit vom genomischen Abstand, fiir verschiedene Linkerlingen und

EV-WW in Abb. 11.10 links fiir die cis-Anordnung und rechts fiir die trans-Anordnung der
Schleifen aufgetragen.

EV-WW = 0,1kT:
Mit waghscnder Linkerlinge nimmt der mittlere raumliche Abstand zu, d. h. das Chromosom
dehnt sich aus. Das Chromosom verhilt sich damit wie eine Polymerkette, die man bei

geringen 4uBeren Zwangsbedingungen verersp t. Dies i ie niedri ohe des
Potentialtopfes gegeben. g grobiert. Dies ist durch die niedrige Ho

EV-WW = 1,0 kT:
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Abb.IMI.13:

Radiale Aufenthaltswahrscheinlichkeit links und Dichte rechts, oben fiir niedrige, unten fiir hohe EV-WW,
fiir verschiedene Linkerlingen, wobei die helleren Fartine die Cis-Andordnung darstellen.

ist. Dies ist dadurch erklirbar, da8 die ben&tigte Energiednderung viel zu hoch ist, so daB die
Akzeptanzrate des Monte-Carlo-Verfahrens zu stark absinkt.

Ob dieses Verhalten und die zufillige periodische Schwankung ein intrinsischer Effekt der
hohen EV-WW oder zu geringer Simulationsdauer ist, ist bisher unentscheidbar. Der Effekt ist
jedoch noch bei 750.000 Monte-Carlo-Schritten festzustellen, wogegen bei niedriger EV-WW
400.000 Schritte ausreichen, um das Chromosom zu relaxieren.

RandomPairs:

RandomPairs ist fiir verschiedene Linkerlingen und Schleifenanordnungen fiir niedrige EV-
WW (0,1 kT) in Abb.III.12, linke Seite, und fiir hohe EV-WW in Abb.IIL12, rechtf? Selt_e,
darlegt. Durch die enge Verwandschaft von FromBegin und RandomPairs lassen sich die
Begriindungen und Folgerungen von FromBegin {ibernehmen:

EV-WW = 0,1kT:

Die raumlichen Abstinde nehmen mit wachsender Linkerléinge zu . _ '

Es zeigt sich jedoch eine Abhiingigkeit von der Schleifenanordnung: Die cmjAnordn_t_mg heffart
griBere Abstinde fiir Linkerldngen ab 1200nm (Abb.IIL 12, links unten). Eine Erkldrung gibt
es hierfiir bisher nicht.

EV-WW = 1,0 kT:

Die rdumlichen Abstinde nehmen mit wachsender Linkerlinge nicht zu. _
Aufgrund der Mittelwertbildung ist das Uberschreiten des _Potennaltopfcs nicht mehzr
festzustellen. Eine Abhingikeit von der Schleifenanordnung ist nicht zu erkennen (Abb.III.12,

unten).
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Abb.II1.14:

Segmentlingenverteilung fiir links niedrige und rechts hohes EV-WW, fiir verschiedene Linkerlﬁngen.

Generell sicht man unterhalb von 1Mbp bereits die Schleifenstruktur des Modells. Durch die
Erhohung der Auflosung in den Nachrelaxationen wird dieser Effekt dann stiirker ausgeprigt
sein, wie Testsimulationen zeigten. Fiir kleine genomische Abstinde und hohe EV-WW
resultieren wiederum niedrigere Abstéinde. Unterhalb von 1Mbp liegen die Abstéinde von
Konfigurationen mit Linkerlingen oberhalb von 2400 nm iiber denjenigen fiir niedriges EV-
WW und einer Linkerldange von 1200 nm.

Radiale Aufenthaltswahrscheinlichkeit und Dichte:
Aus unterschiedlichen riumliche Abstinden wie FromBegin und RandomPairs resultiert auch
eine Verdnderung der radialen Aufenthaltswahrscheinlichkeit und Dichte.

EV-WW = 0,1 kT

Das Maximum der Aufenthaltswahrscheinlichkeit nimmt mit zunehmender Linkerlange ab
(Abb.II1.13, oben links). Es verschiebt sich dabei zu groferen radialen Werten, und die Breite
der Verteilung nimmt zu, da das Chromosom ausgedehnter ist (FromBegin, RandomPairs).
Das Plateau konstanter Dichte (Abb.III.13, rechts oben) nimmt bei einer Erhohung der
Linkerlinge ebenfalls ab. Kompensiert wird dies durch einen flacheren und langeren Abfall
der Dichte zu gréBeren Radien hin.

Der Durchmesser (soweit man bei einem so dynamischen Gebilde hiervon iiberhaupt sprechen
kann) von Chromosom 15 betrigt somit also zwischen 4 um und 5 um. Ein Vergleich beider
Observablen zeigt. dariiberhinaus, da sich vor allem bej groBer Linkerlinge der grofte Teil
des Chromosoms in der Randzone befindet und frei zugénglich ist. Die bereits beschriebenen

Abhingigkeiten von d i R i
ey rtg'm %ke 2 er Schleifenanordnung lassen sich in unausgepriigter Form ebenfalls

EV-WW = 1,0 kT:

»Oberflichenschicht entsteht. Randzone sehr dinn, so daB eine unzugingliche
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Abb.ITL15:

MLS-Feld 2: FromBegin oben links, RandomPairs oben rechts, radiale Aufenthaltswahrscheinlichkeit
Mitte links, radiale Dichte Mitte rechts, Segmentliingenverteilungen fiir 200nm-Segmente unten links und
300nm-Segmente unten rechts.

Segmentliange:

EV-WW = 0,1 kT:

Die Segmente sind fiir niedriges EV-WW (Abb.IIL.14, links) sehr gut relaxiert, da die
Verteilung scharf und symmetrisch ist.

EV-WW = 1,0 kT: _ '
Bei hoher EV-WW (Abb.III. 14, rechts) zeigt sich jedoch eine schlechte Relaxlcrung,_ da die
Verteilung zu kleinen Segmentlingen unsymmetrisch verschoben sind. Dc_f Chromaunfz.l.den
steht also unter erheblichem DruckstreB, da er gegen die Wand des Potenﬂaltopfcs‘ gedrut_:kt
wird, wie die Dichte anschaulich zeigte. Die schlechte Relaxierung deutet dabei auf eine

Simulierung mit zu wenigen Monte-Carlo-Schritten hin.
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Feld 2:

el i ofe: :
Abhiingigkeit von der gc;l;le:ge:ﬂinks) folgt, daB mit wachsender Schleifengrife und damj;

Aus FromBegin (At_>b.I 5 inde zunehmen. RandomPairs zeigt diesen Effeky n

e Sc?ﬁe;fgnﬁhﬁﬁimga jedoch in Feld 2 die Linkerlinge konstant gehaﬁzﬁ
deu[lIChPf.r (At')b}; d1:33 ’nur auf eine Wechselwirkung zwischen den Rosetten zZuriickfiihrep
;ﬁgih i?fs; 0slllcte man jedoch annehmen, dz?ﬁ Rosetten miF vie]gn k]einer} Sc‘hlﬁ:ifen
abgegrenztere Einheiten darstellen ur_ld wenige grofie Sc‘hleu".cn smh__ mehr _mnemz.mdel-
verhaken kénnen. Das Umgekehrte scheint aber der Fall zu sein. Eine Erklidrung gibt es hierfiir
gls; Zé]ilaﬁgtAufenmﬂmwaMScheinlichkeit (Abb.III.15, Mitte _links)‘ und. die Dichte (Abb.INI.15,
Mitte rechts) nehmen dementsprechend ab. Dieser Effekt wird teilweise durch die Erhhung

der Chromosomengrofie kompensiert.

Abhingigkeit von der Chromosomengrofe:
Mit wachsender Chromosomengrofle nehmen die Abstinde und die Dichte zu (Abb.IIT. 15,

oben und mitte rechts), da der Potentialtopf sich nicht verindert hatte. Die Wechselwirkung
der Rosetten, 1Bt sich also weder fiir lokales, noch fiir globales oder halbglobales Verhalten
vernachlissigen.

Abhingigkeit von der Segmentlinge:
Die Segmentlingenverteilung zeigt fiir 200nm und 300nm gleich gute Relaxation.

IIL.5.2 Analyse des RWGL-Modells
FromBegin:

Fiﬁé&?ﬁf&ﬂzh&ﬂiﬂépgroﬁe einen EinfluB auf globales Verhalten haben.

Schleifen handelt Dfe Eta_ndc erhilt man eine starke Modulation, da es sich um grobe

unschirfere Mittcl. fii S htharg Yerkleinemng der Schleifen 14Bt sich durch immer

VergroBert man m??_,inuli g;?Be genOl.mschP Abstinde erkliren.

des Abstandesg fEStzus:euzr al;:g_e, 50 Ist wie in beim MLS-Model] ein generelles Anwachsen

Verhalten wie in Felq | de e h(?he i zeigt Abb.II1.16, rechts unten, ein dhnliches
T Simulationen deg MLS-Modells, allerdings ohne ausgeprigte
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Abb.II1.16:
FromBegin fiir verschiedene Schleifengrofien, oben und links unten mit niedrigem und rechts unten mit

hohem EV-WW. Die Farbskala rechts geht von gelb iiber blau nach griin und folgt so Tab.A.3 von oben
nach unten in ihrer Bezeichnungsweise.

Periodizitit.. Wieviele Monte-Carlo-Schritte fiir eine Relaxation bendtigt werden, bleibt
wiederum unklar.

RandomPairs:

EV-WW = 0,1 kT 2 Ged
Fiir niedrige EV-WW (Abb.II1.17, linke Spalte) und verschiedene Schleifengrifen verhilt sich

RandomPairs fiir groBe genomische Abstinde ebenfalls dhnlich zu Feld 1 aus dc.n
Simulationen des MLS-Modells. Auf kleineren Skalen ist jedoch klar die starke Abhingigkeit
von der SchleifengréBe und die Schleifenstruktur zu erkennen. Ein deutlicher Effekt der For.m
der Schleife und des Linkers und somit der Ausgangskonfiguration ist zu erker_men. ]?1e
Steilheit des Anstieges fiir kleine genomische Abstinde ist mit dem Random-Walk einer f.rele_n
Kette erkldrbar. Die Zwangsbedingungen fiir die Segmente in der Schleife nimmt dabelumlt
steigender SchieifengriBe ab. Die VergroBerung des Abstandes mit steigender Linkerldnge

verhilt sich analog zu Feld 1 der MLS-Simulationen.

EV-WW = 1,0 kT: ool
Fiir hohe EV-WW ergeben sich grundsitzlich groBere Abstinde als bei niedriger EV-WW.

Wie in FromBegin schon erldutert, falten sich die Anfangskonfigurationen von auBerhalb in
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Abb.ITL.17:

RandomPairs mit verschiedenen SchleifengroBen, links fiir niedriges, rechts fiir hohe EV-WW.
den Potentialtopf hinein. Die
Volumen hineinzufalten. Dies
verstirkt.

Schleifen benstigen somit recht lange, um sich in dieses
gilt auch fiir griBere Linkerlingen, was diesen Effekt noch

Radiale Aufendlallswahrscheinﬁchkeit und Di .
EV-WW = 0,1 kT Lo
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Abb.II1.18:
Radiale Aufenthaltswahrscheinlichkeit, links, und Dichte, rechts, fiir oben niedrige und unten hohe EV-
WW fiir verschiedene Schleifengrofen.

Durchmesser eines Chromosomenterritoriums ergeben sich somit auch etwas groBere Werte

als in Feld 1 der MLS-Simulationen.

EV-WW = 1,0 kT:

Fiir hohe EV-WW tritt eine starke Konzentrierung des Chromosoms auf (Abb.III.18, links
unten). Die Aufenthaltswahrscheinlichkeit besitzt ein Maximum, das, wie bei den

Simulationen des MLS-Modells, bei 1,24 um liegt. Daran schlieft ein zweites Maximum oder
Plateau an.

Die Dichte (Abb.IIL. 18, rechts unten) zeigt eine stirkere Plateaubildung mit einer Kante, bzw.
bei scharfem und hohem ersten Maximum einen leichten Peak bei 1,24 pm. Innerhalb der 1,24
pm-Zone tritt dabei eine gleichmiBige Dichte auf, die etwas stirker als bei niedriger EV—WW
abfillt. Die hohe Aufenthaltswahrscheinlichkeit auBerhalb dieser Zone ist auf die lange Zeit
zuriickzufiihren, die bendtigt wird, um sich aus der Anfangskonfiguration in durch andefrc
Schleifen freigegebene Bereiche hineinzufalten. Anhand von Visualisierungen kann gezeigt
werden, daB die Schleifen dabei sehr dynamisches Verhalten zeigen, d. h. si'e be'wgen sich
stark. Im Vergleich zu niedrigem EV-WW gibt es keine systematischen Abhangigkeiten.

Segmentlinge:
EV-WW = 0,1 kT: ] : iibe
Fiir hohes und niedriges EV-WW und verschiedene Schleifenlinge ergeben sich gegeniiber

dem MLS-Modell schirfere Segmentlingenverteilungen (Abb.]]].l?). Die 'Segmer!l:c _sind also
sehr gut relaxiert und stehen unter wesentlich geringerem Stref. Dieser mmmt mit S}nkender
SchleifengriiBe und zunehmenden topologischen Randbedingungen jedoch leicht zu. Eine klare
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SAe:b[[[u:; ;n"e rteilungen fiir links niedrige und rechts hohe EV-WW fiir verschiedene Schleifengrigen,
men

e : i kriftiger Unterschied zwischen hoher d
tik ist aber nicht zu erkennen. Ein aussage ‘ cn | 2
ifdtfil;:r EV-WW ist ebenfalls nicht festzustellen, da groBe Schleifen grundsitzlich besser

SegmentstreB abbauen konnen.

II1.5.3 Multifraktalitit von Chromosomen

Aus Abb.III.9 ergibt sich, daB§ die geometrische Anordnung der Chromatinfaser ein duBerst
komplexes Verhalten aufweist, wie es typisch fiir die in Abschnitt IL.2 beschriebenen fraktalen
Systeme ist. Hierzu wurde die fraktale Dimension aus den Log-Log Kurven bestimmt. Der
hierzu benétigte Fit (KaleidaGraph, Version 3.08 fiir Macintosh) wurde so optimiert, daB der
Korrelationskoeffizient moglichst groB wurde. Die negative Steigung des linearen Fits ist die
fraktale Dimension.

Allgemein wurden folgende Phinomene fiir alle Simulationszyklen festgestellt:

Euklidischer Cut-Off:

KorrelationskoefﬁzicntherAn as -
Der Korrelatio i
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Abb.I11.20:

Bestimmung der fraktalen Dimension fiir links niedrige und rechts hohe EV- WW, fiir das MLS-Feld 1.

dies fiir reale Objekte zumindest fiir mehrere GroBenordnungen gelten. Avenir konnte zeigen,
daB im allgemeinen schon weniger als eine GréBenordnung ausreicht, um ein Objekt als fraktal
zu bezeichnen und die entsprechenden Folgerungen zu zichen [Av 89, Av 98].

Als Vergleichswerte seien hier schon die fraktalen Dimensionen von vernetzten Polymeren,
Gelen und Kettenpolymeren in gutem Losungsmittel genannt. Die typische fraktale
Dimensionen betrigt bei Polymeren und Gelen 2,50 und bei Kettenpolymeren 1,67. Diese sind
jedoch auf einem weit groBeren Skalenbereich giiltig [BrBi 86].

Der Nachweis des euklidischen Cut-Offs und die Moglichkeit, die Fits mit solch hohen
Korrelationskoeffizienten zu bestimmen, stellt die Leistungsfahigkeit einer fraktalen Analyse
dar und zeigt, daB das Verfahren korrekt implementiert wurde.

Fraktale Analyse des MLS-Modells - Feld 2:

Fiir niedrige EV-WW (Abb.ITL.20, links, und Tab.A.5) findet man drei oder vier lineare Zonen
mit verschiedener fraktaler Dimension. Die erste Zone reicht von 300 nm bis 560 nm, die
zweite von 560 nm bis ca. 1000 nm, die dritte von ca. 1000 nm bis 2500 nm und die vierte von
ca. 2500 bis 5000 nm. Im ersten Bereich ist das MaB dabei sensitiv auf eine Schleife, im
zweiten auf eine Rosette, im dritten mehrere Rosetten und im vierten schlieflich fast ein
ganzes Subcompartment. Die unterschiedlichen fraktalen Dimensionen entsprechen alsp der
fraktalen Dimension der jeweiligen strukturellen Einheit. Mit wachsender Linkerlinge nimmt
die fraktale Dimension ab, da sie ein MaB fiir diec Raumerfiillung darstellt. Die oben
beschriebenen Observablenabhingigkeiten sind also mit der fraktalen Analyse kohirent.
Allerdings ist keine Abhingigkeit von der Schleifenanordnung festzustel!en. chichtet man
die Werte genauer, so ergeben sich fiir Zone I Dimensionen von 2,67 bis 2,20, fur Zone II
Dimensionen von 3,13 bis 2,42, fiir Zone IIT Dimensionen von 2.07 bis 1,98 l-md fiir Z?nc IV,
sofern sie auftritt, Dimensionen von 2,43 bis 2,15. Rosetten stellen im a]lgemema?n a}so duferst
dichte Gebilde dar, wihrend die Rosetten im Subkompartment recht locker \rertellt sind. :
Fiir hohe EV-WW (Abb.II1.20, rechts) ergeben sich jedoch neben den zwei ersten Zopen,;lzle
grundsitzlich hohere Werte annehmen (Zone 1 von 2,85 bis 2.62, .'?jone II von 3,(?8 bis 2, : ).
und der dritten Zone mit grundsitzlich niedrigeren Werten im Bereich von 1,70 bis 2,12, esl‘r;e
vierte Zone mit sehr hohen Werten fiir die fraktale Dimension im Bereich von 4‘,32 b15‘6, : :
Bei diesen hohen Werten handelt es sich um den Maximum-Cut:O.ff, der die l?laiflma t:
Ausdehnung beschreibt. Hier verliert die fraktale Dimen_sion ihre Gulugke:;f und Suﬂ'lm[,l unter
Umstéinden konnen hier jedoch Aussagen iiber den Rand eines Objektes getrofien werden.
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Abb.II1.22:

Bestimmung der fraktalen Dimension fiir links niedrige und rechts hohe EV- WW, fiir das RWGL-Modell.

Die dritte Zone mit ihren niedrigen Werten bestitigt die oben gemachten Aussagen iiber die
Aufenthaltswarscheinlichkeit und die Dichte (Abb.III.16 und S.48).

Die hohen fraktalen Dimensionen in Zone II ermangeln jedoch bisher einer Erklirung, es
konnte sein, daB hier ein Maximum-Cut-Off der Rosetten vorliegt.

Wie nach Feld 1 nicht anders zu erwarten, zeigt sich bei Feld II ebenfalls eine Zonierung der
fraktalen Dimension in drei Bereiche (Abb.IIL21 und Tab.A.6). In Zone II ist das
Zusammenpru?.ssen der Schleifen aufgrund der groBen Schleifenanzahl in einer Rosette mit
kleiner Sf?plelfengrﬁﬁc besonders gut zu sehen. Weiterhin ist aufgrund der unterschiedlichen
Segmentlingen von 200nm und 300nm der Anstieg auch bei 200nm zu finden. Durch die
scl:la.;fg Segmenﬂ;i_ngenvefteilung ergeben sich nun noch zwei kleinere Anstiege bei 100 nm
P L die Begriindung des Peaks in den Kurven bestitigt. Die Abhangigkeiten Vol
er SchleifengriBe und dem DNA-Gehalt sind wiederum eindeutig nachzuweisen.

Fi-aktale Analyse des RWGL-Modells:
Fiir hohe und niedrige EV-WW (Abb. IIT
Z(?ncn, die sich nur bei kleiner Schleif
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Ben-aghtet_ man ferner die Grenz_e der Zonen I und II bei niedriger EV-WW, so stellt man fest
daB sie sich von 2200 nm bej groBen Schleifen auf ca. 1000 nm bei kleinen Schleifen‘

verschiebt. Man I5st also wiederum verschieden i i i
: _ . groBe Strukturen auf, wobei allerdings di
Linkerstruktur und die Schleifenstruktur nicht mehr so eindeutig trennbar sind. e

Bei hoher E\_/-WW (Abb.III.22, rechts) bleibt die Zonengrenze jedoch stirker erhalten (unterer
Wert nur bei 1300nm), obwohl die fraktalen Dimensionen sich kaum indern. Bei kleinen

Schleifen sind jedoch, wie in Feld 1 die drei Zonen gemiB den Schleifen, mehreren Schieifen
und dem ganzen Subkompartment hin organisiert.

I11.5.4 Vergleich der Modelle

AbschlieBend soll nun noch ein Vergleich zwischen den Simulationen im Hinblick auf ihre
Verwertbarkeit beziiglich der experimentellen Daten erfolgen. Es stellt sich die Frage, ob die
Modelle mit den vorhandenen Daten gegeneinander abgrenzbar sind. Da ihre statistische
Relevanz eindeutiger ist, wurden hierfiir nur Simulationen mit niedriger EV-WW verwendet.
Die in den Abbildungen gezeigten Kurven stellen einen reprasentativen Querschnitt dar.
Sowohl FromBegin-Abstinde als auch die Segmentlingenverteilung werden im folgenden
nicht betrachtet, weil sie keine neuen Erkenntnisse iiber die aus obiger Besprechung
resultierenden Ergebnisse erbringen.

Die Analyse der TAK-Modelle ergab, daB die Variation des DNA-Gehalts der einzelnen
Banden keine anderen Ergebnisse in den Observablen zeigte, wie beim RWGL-Modell
unterscheidet.

Die Simulation der linearen Kette entsprach den theoretischen Vorhersagen. Auf kleinen
Skalen folgte sie einem exakten, auf groBen Skalen einem, durch den Potentialtopf
eingeschrinkten, Random-Walk, so daf Simulationsartefakte ausgeschlossen werden konnen.
Die fraktale Dimension der linearen Kette besa dabei, wie das RWGL-Modell, zwei Zonen.
In Zone II verhilt sie sich exakt nach der theoretischen Erwartung [Man 83]. Die Zunahme der
Dichte auf groBeren Skalen spiegelt sich in der groBeren fraktalen Dimension wider.

RandomPairs: )
Die globale riumliche Abstandsabhiingigkeit vom genomischen Abstand IaBt lfeme
Unterscheidung zwischen den Modellen zu (Abb.I1.23, links oben). Fir kleine genomische
Abstiinde konnen die Modelle jedoch separiert werden (Abb.I1.23, rechts oben, und _Abb.I{.23,
links Mitte). Dieser Unterschied ist allerdings von der SchleifengréBe und de.r Linkerlange
abhingig. Fiir groBe Schleifen im RWGL-Modell ergibt sich ein klarer Unterschied zum MLS-
Modell mit allen verschiedenen Linkerlingen fiir genomische Abstinde unter 3Mbp.
Unterschreiten die Schleifen im RWGL-Modell 500kbp, so ist dies j_edocl?_ nurlnoch
eingeschrinkt moglich. Beriicksichtigt man insbesondere die zu groBe Lmkerlaqge in der
RWGL-Modell-Simulation mit Schleifen von 126kbp, so ist dies nur noch mit lokalen
Observablen méglich, nicht mehr jedoch mit der Observablen Randoera.trs. ; ey
Dies gilt auch fiir riumliche Abstiinde der linearen Kette, die fiir kleine genomische Abstande
wie bei groBen Schleifen im RWGL-Modell anwachsen.

Radiale Aufenthaltswahrscheinlichkeit und Dichte:

Weder die radiale Aufenthaltwahrscheinlichkeit, noch die radiale Dich.t_e. \lvie sie 'in :bbcllgﬁn
links unten und Abb.IIL23 rechts unten gezeigt sind, erlauben es grundsiitzlich, zwischen
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Abb.II1.23:

Vergleich der verschiedenen Modelle. RandomPairs, oben rechts und links, sowie mitte links; Fraktale
Dimension, mitte rechts; Aufenthaltswahrscheinlichkeit, unten links; Dichte, unten rechts.

Fraktale Dimension:

Meist der fraktalen Dimension ist eine Unterscheidung zwischen den Modellen iiber den
gesamten genomischen Skalenbereich moglich. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB nicht nur der
e on von Bedeutung ist, sond h ihr Giiltigkeitsintervall

Gru o g 1st, sondern auch ihr Giiltigkeitsintervall.

demn;s%tghffﬁﬁhlf omét die frakiale Analyse die beste Differenzierungsmoglichkeit zwischen
Aussagen ber dio s oo™ MLS-Modell dar. Sie bietet weiterhin die Moglichkeit, Gk
Territorium zu m;zhenr gin,:;mon und die Wechselwirkungen in einem Chromosome?
mehrerer Observablen zu ere Observable lassen dies nicht oder nur im Zusammenspi®
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Ziel des experimentellen Teils war es, dreidimensionale riumliche Abstinde zwischen

fluoreszent markierten DNA-Sequenzen zu bestimmen. Mit diesen Werten wurde im Vergleich

mit den Simulationen versucht, zwischen dem RWGL- und dem MLS-Modell zu

unterscheiden. Die genomischen Abstinde dieser Sequenzen sollten dabei weit unterhalb von
1Mbp liegen. Die Aufnahmen wurden mit einem neuen konfokalen Laser-Scanning Mikroskop
(CLSM) durchgefiihrt. Fiir die Markierung wurde die Fluereszenz-in-Situ-Hybridisierung
(FISH) verwendet.

Mehrere hundert Zellkerne wurden aufgenommen, da bisher existierende Experimente nur
unzureichende statistische Aussagekraft besitzen. Als genomische Region wurde die Prader-
Labhart-Willi/Angelmann-Region (PLWS/AS) auf Chromosom 15 gewihlt. Im Vergleich mit
Simulationen sollte daraus die Faltungsstruktur der PLWS/AS-Region bestimmt werden.

IV.1 Experimentelle Methoden

Wie schon in Kapitel IT erwdhnt wurde, scheiterte die Aufklirung der Organisation von
Chromosomenterritorien bisher hauptsichlich daran, daB bildgebende Verfahren mit hoher
Auflosung strukturzerstorende Priparationsschritte bendtigen. Die groBten Fortschritte der
letzten Jahre auf dem Gebiet der Chromosomenorganisation wurden durch die konfokale
Laser-Scanning-Mikroskopie in Zusammenspiel mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
gewonnen.

IV.1.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die in-situ-Hybridisierung ist eine Methode, mit der man spezifisch DNA-
Einzelstrangsequenzen markieren kann. Hierzu werden kurze Einzelstrangsequenzei? ‘r_)elnﬁtzt,
die ihr komplementires Gegenstiick finden und sich daran anlagemn. Die in-situ-Hybridisierung
eroffnet dadurch die Maglichkeit, mit Nukleinsiuresonden spezifische Sequenzen in Ggwel?en,
Zellen, Zellkernen oder Chromosomen sichtbar zu machen. Die ersten in-situ-
Hybridisierungen wurden von J. G. Gall und M. L. Pardue [GaPa 69] sowie _H. A: John [J.O 69]
zum Nachweis von rDNA-Sequenzen in cytologischen Priparaten mit rad1oakm:r ma.rk.}crten
RNA-Sonden durchgefiihrt. Die erste erfolgreiche in situ-Hybridisierung einer Einzel-
kopiesequenz gelang Harper und Saunders [HaSa 81], die mittels radioaktiv markierter Sonden
das menschliche Insulingen auf Chromosom 1 nachwiesen.

Eine Hybridisierung umfaBt fiinf verschiedene Arbeitskomplexe:. : o
Herstellung des biologischen Priparats, Gewinnung sowie Markwrung der Zﬁ;l Z,
Hybridisierung, sowie Detektion und Darstellung durch mikroskopische Verfahren. el
in diesem Abschnitt auf die ersten drei Punkte niher eingegangen wird, werden die letzten
beiden in Abs. IV.2 und IV.4 beschrieben.
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DNA-Doppelstrang Markierte DNA-Probe
AACGG
ACG AACGG AGCA S

A GCAA 'GCCA CG AA

Hybridisierung und Detektion
der Probe mit fluoreszenz-
markierten Antikorpern

ACG 'AACGG AGCA
GCC

Abb.IV.1:
Schema der Hybridisierung: Ein DNA-Doppelstrang besitzt eine bestimmte Nukleotid-Sequenz. Eine

markierte DNA-Sonde besitzt eine komplementire Sequenz. Nach Denaturieren des Doppelstranges und
der Sonde kann diese ihr komplementires Gegenstiick finden. Beide bilden dann ein Hybrid.

Fixierung:

Der Erfolg einer in-situ-Hybridisierung héingt von einer moglichst guten Konservierung der
raumlichen Lagebeziehung der Zellkomponenten ab. Die Fixierung begrenzt dabei nicht nur
den Verlust von Struktur, sondern muf das konservierte Gewebe auch fiir die Sonde und die
Nachweisreagentien geniigend permeabel lassen. Je hoher der Grad der Fixierung, desto
undurchlissiger ist das Gewebe. Die Wahl des Fixiermittels hingt von den Zellinien, von der
Sonde, von dem fiir den Nachweis der Hybridisierung bildgebenden Verfahren und der
gewiinschien Sensitivitit ab. Im allgemeinen unterscheidet man zwei Systeme von
Fixiermitteln, wobei die erstere die Priparate quervernetzt (Glutaralaldehyd, Formaldehyd)
und die zweite Proteine ausfillt (Ethanol oder Methanol). Die erste Fixierungsmethode fiihrt
oft zu geringerer Permeabilitit, die dann durch zusitzliche Schritte erhoht werden muB.Die in
dieser Arbeit verwendeten Fixierungsprotokolle sind in Abb.IV.2 niedergelegt.

Gewinnung und Herstellung der Sonden:
QHA—Seqpemn Wweist man gewdhnlich mit markierten DNA-Sonden nach, deren optimale
11:31183 zwischen 100 und 600 Basenpaaren betriigt. Diesc dringen gut in das Gewebe ein und
inden ihre Zielsequenz mit gusrejchender Sgezifitéit. Fiir die Markierung der Sonden werden
normalerweise radioaktiv ( 2P, SS, 1251 H) oder nichtradioaktiv (Biotin, Digoxigenin,
Sulfongruppcn, Quecksilber etc.) ki ; i g '( _IOIIIL l'g igeni
e TORal B markierte Nucleotide verwendet. Biotin und Digoxigenin
Mt - . uxewendet Biotn (Vitamin H) worde als ersie nichtradiosktive
corung in Form von Biotin-11-dUTP verwendet. Alle Nukleotide sind an einer Position
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Fixierung der Zellen - 2D Priiparation:

1) Losen der Zellen in der Kulturflasche mit ipsin i i

= s e ——y 0,05% Tripsin in Phosphat Buffered Saline (PBS)
2) Zellen 10 min abzentrifugieren bei 1100 bis 1300 U/min.

3) Hypertoniebehandlung mit 10m1 0.55% KCI und 1% NaCitrat fiir 10 min bei 37°C.

4) Zellen 10 min abzentrifugieren bei 1100 bis 1300 U/min.

5) 3*Fixierung mit Methanoleisessig (3:1 in PBS), waschen und zentrifugieren.

6) Pepsinverdau: 50pg/ml in 0.01M HCI (pH 2,3) (99ml H,O+1ml 1M HCI + 50 pl Pepsin)
vorgewarmt auf 37°C fiir 10min bei 37°C.

7) Auftropfen der Zellen auf die Objekitriger, wobei das Zytoplasma verlorengeht.

Fixierung der Zellen - 3D Priparation:

1) 3 * Waschen in PBS.

2) Fixierung in 4% Paraformaldehyd (frisch, 4g in 100ml PBS,pH 7,0) fiir 10min.

3) Waschen in PBS 3 * 3 min.

4) Membranpermeabilitit: 0.5% Saponin + 0.5% TritonX-100 fiir 20min.

5) Einlegen in 20% Glycerin (20ml auf 80ml PBS) fiir 30min.

6) Langsam in fliissigen Stickstoff tauchen, auftauen lassen und zuriick zum Schritt 5).
5) Wiederholung 5 mal.

7) Waschen in PBS 2 * 5min.

8) Objektriger in Formaldehyd inkubieren fiir 1h.

Abb.IV.2:
Fixierungsprotokolle fiir die 2D Priparation und die 3DPriiparation

Die Sonden in dieser Arbeit wurden mit Nick-Translation markiert. Die Enzyme DNasel und
die DNA-Polymerase aus Escherichia coli wurden zum Einbau der markierten Nucleotide in
beide Stringe der DNA Doppelhelix verwendet.

Die DNasel fiihrt dabei Einzelstrangbriiche in die doppelstringige DNA ein. Durch die
Exonukleaseaktivitit der DNA-Polymerase werden Nukleotide in 3" Richtung vom
Einzelstrangbruch entfernt und am anderen Ende die markierten Nukleotide eingebaut. Ent%lﬁlt
die DNA zu wenig Einzelstrangbriiche, werden die Sondenfragmente zu lang und nicht
ausreichend markiert; fiihrt die DNasel dagegen zu viele Briiche ein, geraten die
Sondenfragmente zu kurz.

Denaturierung der DNA und Hybridisierung: :
Bei der DNA:DNA-in-situ-Hybridisierung werden die Sonde und die Zielsequenz qﬂer_latutjlcrt~
Danach findet die Sonde ihr komplementiires Gegenstiick, die Zielsequenz, bildet mit 1hr einen
Doppelstrang und hybridisiert. Die Stabilitit der Hybride hingt vom GC-Gehalt, der Linge des
Nukleinsdurehybrids, seiner Umgebung und von Basenfehlpaarungen ab. Die Sonden befinden
sich in einer Hybridisierungslosung, die Formamid, geldste Salze, Dextransulfat, Blpckade-
DNA, Natriumdodecylsufat (SDS) oder Rinderserumalbumin (BSA) enthalt. Formamid sorgt
dafiir, daB die Reaktion bei einer Temperatur stattfinden kann, die die Gewrcbgst.ruktur nicht
schidigt Das in dieser Arbeit verwendete Hybridisierungsprotokoll befindet sich in Abb.IV.3.



IV Experimente

Hybridisierung: : ; & o
1) RNase(A)-Bcha(r)lodlL;Iﬂ[gn-l in 2 * Salt Sodium Citrate (S§SC)) 200p1 pro Objektréiger fiir 1, bei
—-Arbeitslosung (100u z
37°C, anschlieBend waschen: 3 * Smin
2) Pepsin-;/‘er%agllmMngCl (pH 2.3) (99m] H,O+1ml 1M HCI + 50 pl Pepsin) vorgewsrmy auf
—- 50pg/ml in 0. 2
Y Chuimtei3OC. in PBS+MgCl, fiir 1 * Smin.
: iir 2 * Smin und waschen in ) ;

;- \z;/_as‘v::he;;l ;n il:BIS%f';:IO‘;zm asgehyd (100ml PBS + MgCl, + 2,7ml 37% Formaldehyd) fij

ostxieru
1011‘3511. hen in PBS fiir 1 * 5min und anschlieBend in 70%, 90% und 100% Ethanol einlegen,
- Wasche

in- turierung: Z : E e
3“"27;?3“1? 70% Formamid/SSC (auf 70°C vorgewdrmt), dann jeweils 3min in eiskalte

Ethanolldsung (zunéchst 70%, dann 90% und 100%) und schlieBlich trocknen lassen.

DNA-Proben-Denaturierung: : e :
Zunichst bei 37°C fiir 20-30min vorwiirmen, dann 5min bei 75°C denaturieren.

Detektion:

1) Herstellen von 11 4 * SSC mit 0.2% Tween (SSCT): 200m1 20*SSC + 800ml H,0 + 2ml
Tween-20.

2) Objektrager in SSCT + 3% BSA fiir 20min bei 37° C abblocken.

3) Der erste Wechsel:

100p1 Fluorescein-Avidin DCS (1:200in SSCT) und Mouse-anti-Digoxigenin (1:500 in SSCT)
fiir 45min bei 37°C. Waschen in SSCT fiir 3 * S5min (Schiittler).

4) Der zweite Wechsel: :
100yl biotinyliertes anti-Avidin D (goat, 1:200 in SSCT) und Schaf-anti-Maus-CY3 (1:500 in
SSCT) fiir 45min bei 37°C. Waschen in SSCT fiir 3 * Smin (Schiittler).

5) Der dritte Wechsel:

100ul Fluorescein-Avidin DCS (1:200 in SSCT) fiir 45min bei 37°C. Waschen in SSCT fiir 3
* Smin (Schiittler).

6) DNA-F:'i‘.rbungz 50ml of SSCT +2,5ul DAPI—LSE. (Img/ml) fiir 3min.
Abb.IV.3: Das verwendete Hybridisier

ungsprotokoll, DNA- und Chromatin Denaturierung, sowie €in
Beispiel fiir die Detektion,

Detektion der Hybridisierun gsstelle:

Im Ansghluﬂ an die H_ybridisierung der Sonde missen die Hybridisierungsstellen
nachgewiesen werden. Fiir den Nachweis nichtradioaktiv markierter Sonden nutzt man

; Dig‘?x.igeni‘,’) nachweisen. Biotin 138t sich entweder durch Anti-

5 i s loAl\?du_l] )(eu:l Glérkoprc-tein aus Hihnereiwei mit sehr ho(lilerr
A, By = oder Streptavigj : i ion d¢

Ann_knrper mit weiteren Antikérpern fiihrt zy c[;rti:r'ldm S i .

Antikdrper sind Molekiile

Fluoreszenzfarbsmffc

gebunden, dje detek
sich in Tab ]V |

tiert werden konnen. Hierzu konnef!
verwendet werden. Eine Lis s

e gingiger Fluoreszenzfarbstoffe befindet
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Fluoreszenzfarbstoff Anregungs- Emissions- Farbe der
maximum [nm] maximum [nm] Fluoreszenz

a) Fluorophor

Coumarin-AMCA 350 450 blau
Fluorescein Isothiocyanat 495 515 griin
(FITC)

R-Phycoerythrin 225 375 rot
Rhodamin 550 ST rot
Tetramethylrhodamin 7S 600 ot
Isothiocynat (TRIC)

Texas Red 395 615 rot
Ultralight g, rot 680 dunkelrot
CY3 rot
CYs 648 650 dunkelrot
b) DNA-Gegenfarbung

Chromomycin A3 430 570 gelb
DAPI 2 450 blau
Hoechst 33258 356 465 blau
Propidiumiodid 340, 530 615 rot

Tab.IV.1:
Zur Detektion eingesetzte Fluoreszenzfarbstoffe und ihre spektralen Eigenschaften.

IV.1.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Die konventionelle Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie wird oft durch verschwommene
Bildbereiche beeintrichtigt, die durch unscharfe Abbildungen von Strukturen, die sich nicht in
der Brennebene befinden, entstehen. Marvin Minsky entwickelte 1957 [Mi 57] das konfokale
(Laser-) Scanning-Mikroskop (CLSM), um die Auflésung zu verbessern.

Konfokal bedeutet, da das Bild des Beleuchtungspunktes mit dem Detektionspunkt im
Objektraum so zusammenfillt, daB sich beide in der Fokalebene iiberlagern (Abb.IV.4). Eine
groBere Aufldsung in z-Richtung wird durch die Punktférmigkeit der Beleuchtung und der
Detektion mit einer Blende erreicht. Im Gegensatz zum Epifluoreszenzmikroskop mufl der
Fokuspunkt aber das Objekt abtasten (scannen). Die Anregungsstrahlung fillt im
Fluoreszenzbetrieb durch die Gesamtprobe. Dadurch werden stets auch Fluoreszenzmolel;ﬁle
angeregt, die ober- oder unterhalb des Focus liegen. Das Mikroskopobjektiv erfat auch diese
Bereiche. Ihr Beitrag am detektierten Signal wird proportional zum Abstand vonlder
Fokalebene durch die Blende unterdriickt. Als Detektoren werden hochempfindhcl}c
Photomultiplier verwendet, die noch geringe Photonenintensititen messen konnen. Durch die
Verringerung der Anregungsintensitit 148t sich das Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe
stark reduzieren. :
Fiir die Intensitit einer Punkdlichtquelle eines konventionellen Fluoreszenzmikroskops gilt
[Wil89, WiCa 88]:

R Y I (%(V))z (IV.1)
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= Konfokale Blenden Abb.IV.4:

! Prinzip des konfokalen Lasel‘-Scan_njng_
Mikroskops:

Ein Laserstrahl wird durch einen
dichroitischen Spiegel und ein Objektiy
auf die Probe fokussiert. Das von der
Probe ausgehende Signal wird durch
dasselbe Objektiv und den Spiegel auf

den Detektor geleitet.
Im Fokus wird dabei nur ein Kleines
Detektor VYolumen beleuchtet und detektiert, das
. Anregungs- und Detektionssignal wird
'()l}:‘l]il:ebene durch eine konfokale Blende gefibrt.
. inFo

== — nicht in Fokalebene

wobei J;(v) die Besselfunktion erster Ordnung der normierten optischen Einheit v ist, die sich
wie folgt darstellt:

V=2—E-r-s'm(a), Les

mit der Wellenlinge A, dem Radius r des Unschirfekreises im Objektraum und dem halben
Offnungswinkel . Fiir ein CLSM ergibt sich fiir die Intensitit

i Iv.3)
Ikanfoka.!(v) = ['2_‘]115_1}1) s

d.h. die Intensitit f4llt mit der

vierten Potenz des Abstandes ab. Die Aufldsung ist damit um c2.
25% besser im Vergleich zu e

inem konventionellen Mikroskop [Ste 86].

IV.1.3 Das konfokale Mikroskop Leica TCS NT
Fiir die in dieser

2 y : den
b ntrum. Dariiber befindet sich der Objektivrevolver. Ne§en
scltlu:h_angebrachtcn_Quecksilbe.rdampﬂampen fiir den Durc hlichil ieb befindet sich auf

ereinrichtung. ich neben den
Mosisonen fir e il C ung. Auf dem Tisch rechts befinden sich n ' Ein
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Abb.IV.5:
Aufbau des Leica TCS NT (mit freundlicher Genehmigung der Firma Leica).

Abb.IV.6:
Aufbau des Scannerkopfes des Leica TCS NT (mit freundlicher Genehmigung der Firma Leica).
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f erlautert: Das Laserlicht wird von einem ay
In Abbildung IV.6 wird der SF(:izilt;I;efgggr von akustooptischen Filtern (A;) durch
Filterrad (A) befmdhcheﬂB fiir UV-Licht) in das System eingekoppelt und ayf die
Glasfaseroptik (By, bZ‘f"-h lé) fokussiert. Der von der Blende kommende Lichtstrahl wirg B
Anregungsblende _(I:") (Pmdodan"‘ch von einem dichroitischen Spiegel a\{f dem Filterrag ®
Linse (E) parallelisiert m;; iegel (G), der durch zwei Galvanometer betricben wird, 138 gep
reflektiert. Ein élnz;l“{’_}jfhmng das Priparat abtasten. Eine Linse (H) und ein Objeksy o)
Lichtstrahl nun 1in ,f_'rmi ¢ Beleuchtung des Priparates. D_a§ von derp Priparat ausgehende
erzeugen die pun\firc(l) 5 15 Anregungslicht durch den dichroitischen Spiegel getrennt und iipe,
F!uomszcnzh?h‘ : dc‘; auf Filterrad (E) gelenkt, von wo es auf die variable konfokale
dieselbe Opukd W‘Ie() fokussiert wird. Danach lenken dichroitische Spiegel (L) den Lichtstrah]
Detektionsblende (ewiihlten Emissionsbinder auf die Photomultiplier (0). Die Filterrider (N)
separat in Flle :,uesigterc Filterung des Signals vor. Einerseits soll laut Hersteller durch dag
ﬁg:&:gzsig die Lebensdauer, durch die Trennung der einzelnen Komponenten jedoch die

Flexibilitit des Scannerkopfes erhtht werden.

f dem
eine

IV.1.4 Bildverarbeitung

Fiir die Prizisionsdistanzmessung und die volumenerhaltende Segmentation von Objekten
nahe oder unterhalb der Auflésungsgrenze werden bei der CLSM Bildverarbeitungs-
algorithmen bendtigt.. Die in dieser Arbeit verwendeten Bildverarbeitungsmethoden wurden
von Bornfleth [Bor 98] speziell fiir diese Anwendung entwickelt. Sie sollen im folgenden kurz
vorgestellt werden.

Fast allen Bildverarbeitungsmethoden ist eine Rauschfilterung (hier eine Median-Filterung)
des dreidimensionalen Bildstapels gemeinsam. Um Strukturanalysen zu betreiben, also GroBen
wie Objektvolumen und Distanzen zu messen, werden Segmentierungsverfahren eingesetzt.
Fiir sehr kleine Strukturen, die in ihrem Volumen stark variieren und oft mit dem
Beobachtungsvolumen iiberlappen, ist die GroBe dieser Strukturen stark von der
Punktabbildungsfunktion (PSF = point spread function) des Mikroskops abhiingig. Diese PSF
kann fiir fluoreszierende Mikropartikel, deren Eigenschaften geniigend genau bekannt sind,
durch Messungen bestimmt werden. Die PSF der im einzelnen verwendeten Farbstoffe wurde
fir das Leica TCS NT durch die Aufnahme von fluoreszierenden (FITC und TRITC)
Mikrokugeln (Beads) von Bornfleth gemessen.

S:;ﬁz:;jsgclgergng verwendete Algorithmus von Bornfleth sucht in einem I}ildstap?
Goar seinclna;::la' Echte Maxima miissen durch mindestestens zwei Voxel (Bildstapel)

. : em lterativen Wachstumsprozess wird nun versucht, das ,wahre

Jedem Objekt wird dabei ein individueller Mindestwert
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Das Objekt wiichst nach folgenden Regeln: Ein Voxel gehdrt zum Objekt, wenn seine
Intensitit groBer oder gleich dem Schwellwert ist, das nichste Voxel auf der Verbindungslinie
zum Objektmittelpunkt bereits zum Objekt gehort, die Intensitit dieses nichsten Voxels groBer
oder gleich dem Schwellwert ist und schlieBlich das Voxel nicht bereits einem anderen Objekt
im selben Farbkanal angehért. Aus dem sich daraus ergebenden neuen Volumen ergibt sich ein
neuer Schwellwert und das Verfahren wird wiederholt, bis der »wahre* Schwellwert gefunden
ist.
Dariiberhinaus kann nach der Bestimmung der Schrittweite des Mikroskops (x,y = 78nm und z
= 200 nm) der Massenschwerpunkt eines Objektes bestimmt und die Distanz zwischen zwei
Objekten berechnet werden. Fiir Objekte, die in unterschiedlicher spektraler Signatur marlkiert
sind, lassen sich Distanzen bestimmen, die kleiner sind als die abbésche Auflosungsgrenze.
Unterschiedliche Wellenlingen werden dabei nicht auf denselben Bildpunkt abgebildet
chromatischer Shift). Die Farbkanile miissen damit korrigiert werden. Zwischen FITC und
TRITC wurde ein axialer Shift Ac, = 214nm gemessen, wihrend der Shift zwischen TRITC
und CY5 zu vernachlissigen ist.
Der Fehler bei Distanzmessungen in einem CLSM hingt nicht nur von optischen Aberrationen,
Photonenanzahl, Detektorrauschen und ungenauer Positionierung des Scanners ab, sondern
auch vom Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes wihrend der Messung. Die Genauigkeit der
Objektpositionierung kann durch Messungen mit fluoreszenz-markierten Quarzpartickeln
bestimmt werden [Bo98]. Der griBte anzunehmende Fehler betréigt in axialer Richtung 85 nm,
im besten Fall ca. 50 nm. Fiir Objekte, die lateral zueinander liegen, ergeben sich im
schlechtesten Fall 31nm und im besten Fall 15 nm. Fiir die Genauigkeit dreidimensionaler
Distanzmessungen fiir Objekte mit gleicher spekitraler Signatur erhilt man einen Wert unter
60nm. Fiir Objekte verschiedener spektraler Signatur ergibt sich eine Genauigkeit, die kleiner
ist als 70 nm. Im ersten Fall ist eine prinzipielle Grenze durch die Trennung der Objekte
gegeben, die im zweiten Fall nicht existiert.
Um das Verfahren zu beschleunigen, mu man dem Segmentierungsalgorithmus im Programm
von Bornfleth zunichst einen von Hand gesetzten Schwellwert vorgeben, mit dem man die
interessierenden Objekte zur Segmentierung auswihlt. Ein weiterer Algorithmus bestimmt
dann automatisch die Distanzen der nichsten Nachbarn.

IV.2 Observablen der Experimentanalyse

IV.2.1 Schwellwert

Um ein Maximum als interessierendes Maximum in dem in Abschnitt IV.1.4 beschﬁeb_enen
Bildverarbeitungsprogramm zu klassifizieren, wird ein Schwellwert gesetzt. Da bCl- der
Setzung des Schwellwertes meist nur wenige Punkte auBer den interessierenden iibrigbleiben,
stellt er eine GroBenabschitzung fiir den Hintergrund dar. Dies erméoglicht eine Aussage iiber

die Qualitit der Priparation.

IV.2.2 Brightness

Die Brightness stellt ein MaB fiir die Summe aller emittierten Photonen iiber alle Voxel eines
Signals dar. Sie gibt also Auskunft iiber die absolute Emission eines Signals.
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IV.23 Signalvolumen . e e s

: ist ein MaB fiir die Ausdehnung eines Signals. Dieses ist aber nur relatiy
za:; S;igl?ji]:miemnnl:s:llgnorimmus bestimmt. Das Vo_lumen hh.ngt von der Ausdehnung des
Klones, der Bindungsstirke Target-Probe, der fur die Detektion verwendeten Anzahl o
A,,(chgrpcm und Antikorperlagen ab. Diese Effekte kénnen auch glelchz;mg auftreten und
eine Trennung nur schwer ermoglichen, ohne andere Observable zu beriicksichtigen.

IV.2.4 Integrierte Fluoreszenz Intensitiit (IFI)

Die IFI ist das Produkt aus Brightness und Volumen eines Signals und macht somit eine
Aussage iiber die emittierte Photonenzahl pro Volumeneinheit. Sie eflthiilt die Information
iiber die Effizienz der Fluorochrome in Abhiingigkeit der Priparation und ihrer lokalen

Umgebung.

IV.2.5 Distanzen zwischen genetischen Markern

Um Abstinde innerhalb eines Chromosoms zu messen, markiert man mindestens zwei Stellen
auf einem Chromosom. Bestenfalls erhilt man vier Signale mit zwei riumlichen Abstinden
auf je einem der beiden homologen Chromosomen. Lassen sich zwei Signale nicht mehr
trennen, ist im allgemeinen das Volumen groBer, da die Signale dann 100% deckungsgleich
sind.

In einem Kern kommt immer ein kleinerer und ein groBerer Abstand vor. Man kann fiir die
beiden Abstinde getrennte Verteilungen erstellen. Sofern die Mittelwerte signifikant
verschieden sind, 148t dies Riickschliisse auf die Struktur der homologen Chromosomen zu.
Der signifikante Unterschied ist dabei nicht auf Sortiereffekte zuriickzufiihren [Ku96, Arif Esa
-unverdffentlicht]:

Wihlt man aus einer Haufigkeitsverteilung von Abstinden zufillig Abstandspaare aus, ist
immer einer kleiner als der andere. Man konnte nun annehmen, daB bei der Sortierung der
jeweils groBeren und kleineren Distanzen zwei unterschiedliche Hiufigkeitsverteilungen
entstehen. Das Auswihlen der Paare ist jedoch statistisch unabhingig, so daB es gleich
wahrscheinlich ist, ein nahe beieinanderliegendes Paar oder ein weit auseinanderliegendes Paar
zu wihlen. Wo ein solches Paar liegt, ist ebenfalls gleichverteilt. Dies entspricht einer

Aufspaltung einer Hivufigkeitsverteilung in zwei Haufigkeitsverteilungen mit demselben
Mittelwert.

IV 2.6 Distanz zwischen homologen Chromosomen
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IV.3 Experimentdurchfiihrung

Zu Begin dieser Arbeit waren sowohl die MeBergebnisse von van den Engh [w

di?jenigen von Yokota [Y095] bekannt. Dabgéi wurden jedoch nonng:lle[ lcil:l;ll19'1%1](;1-z:3]ss;:=,l:fz]3
mikroskope benutzt, d. h. nur die zweidimensionale Projektion des dreidimensionalen
Abstandes wurden gemessen. Da dreidimensionale Abstinde durch diese Projektion um im
Mittel 2/3 reduziert werden, sinkt die Distanzauflésung vor allem bei einfarbiger Detektion.
Zwei Markierungen wurden nur dann als einzelne Punkte wahrgenommen, wenn sie einen
Mindestabstand besaBen, der von der SpotgréBe der Markierung abhingig war. Die
Priparationsmethode hatte dariiberhinaus den Nachteil, daB sie selbst strukturzerstrend wirkte
(Abs.L6 und [Yo 95]). Die Aufnahmen der Zellkerne wurden auf handelsiiblichen photo-
graphischen Film gespeichert und die Distanzen dadurch bestimmt, da8 die Negative auf ein
Digitalisierungsboard mit ca. 10.000 facher VergroBerung projiziert wurden. Von Hand
wurden dann die Signalmittelpunkte bestimmt, deren Abstinde von einem Computerprogramm
berechnet wurden. Deshalb blieb unklar, wie sich riumliche Abstinde fiir genomische
Distanzen unter 500kbp verhalten wiirden und welches Modell fiir ein Chromosomen-
territorium nun eigentlich anwendbar sei.

Um zwischen dem RWGL- und dem MLS-Modell zu unterscheiden, und um realistische
experimentelle Ergebnisse zu erhalten, muBten bei den Experimenten verschiedene Parameter
variiert werden.

= Es wurden sowohl isotonische, als auch hypertonische Priparationen durch-
gefiihrt.

= Es wurde gezeigt, daB die verwendeten Klone nicht nur innerhalb des
Chromosomenterritoriums liegen. Die Klone selbst wurden dabei so klein wie
moglich gewibhit.

= Um Abstinde messen zu konnen, die nahe oder unter der Aufl5sungsgrenze des
Mikroskops lagen, wurden die Proben mit unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoffen detektiert. Bei Detektion desselben Targets mit zwei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen wurde die chromatische Verschiebung und die

Lokalisationsgenauigkeit der Proben gemessen.

=  Zur Verstirkung des MeBsignals wurden ein- und zweilagige Antikiirpef-
schichten zur Detektion benutzt, und die Abhéngigkeit von Signalvolumen sowie
die Integrierte Fluoreszenz Intensitit (IFT) wurden untersucht.

= Es wurden geniigend Zellkerne gemessen, um statistisch aussagek.r‘a;ftige
Abstandsverteilungen zu erhalten, die adiquat mit den Simulationen verglichen
werden kdnnen.
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IV.3.1 Experimentansatz und Objekttrigerpraparation

: 4 tion der Objektrager: ; .
%;:nde:it::ssazu?::thl:l?m Miinchen konnten unter .Lc%tung von Irina Solovyej die
bendtigten Objektriiger hergestellt werden. Als Gen{egxon fiir die Abstandsmessungfn wurde
die Prader-Willi-Labhard- bzw. Angelmann-Region auf Chromosom 15 gewihlt. pje
Herstellung der A-Klone und ihre Charakterisierung wu.l'de:l frf:undhcherwelse von Dr. Karip
mke zur Verfiigung gestellt. Fiir die Auswahl der Genregion war

Biitig und Prof. Dr. Horsthe! : g !
die érﬁﬁe der Klone (Abb.IV.7) und der beschnebcnc. medizinische Hintergrund maBgebeng.
Im folgenden sollen die einzelnen Objektrager beschrieben werden (Tab.IV.2):

Hypertonische (2D) Priparation: 2 : S
Hypertonische Priparationen wurden durchgefiihrt, indem auf 5 Objekttrigern 7

Hybridisierungen angesetzt wurden. Drei Objekttriger (2Q279, 2])280 und 2D281) wurden
mit Y48 und Y60 hybridisiert. Damit sollten groBere rdumliche Distanzen gemessen und ein
AnschluB an globales Chromosomenverhalten erzeugt werden. Objekttriiger 2D280 wurde
weiterhin bei der Detektion mit einer doppelten Antikorperlage versehen, um eine
Amplifizierung des MeBsignals zu untersuchen. Auf Objekttriger 2D280 wurde einer der
Klone difluoreszent markiert, um den chromatischen Shift zu bestimmen und die
Klonlokalisation eindeutig festzustellen. 2D278A+B wurden gemif 2D280 erstellt, allerdings
unter Verwendung von A-Klonen und einem Wechsel der Lokalisationsdetektion.
Entsprechend wurde auch 2D277A+B, allerdings mit monofluoreszenter Detektion und dem
Versuch der DAPI-Anfirbung zum besseren Auffinden eines Kerns angesetzt. Beide zuletzt
genannten Objektriger wurden hauptsichlich auf das im Aufbau befindliche Wellenfeld-
mikroskop abgestimmt (GroBe der A-Klone).

Isotonische (3D) Priiparation:

Zwei Objekttriger wurden mit Y48 und Y60 hybridisiert. Durch ihre GroBe sollten sie auf
jeden .Fall binden und detektierbar sein. Wihrend 3D288 monofluoreszente Detektion
aufjwcmt., wurde in 3D289 nicht nur eine Detektions-Amplifizierung vorgenommen, sondern
gleichzeitig rfoch der g-Arm von Chromosom 15 angefirbt. Als Kontrolle wurden auf 3D290
und 3D291 die Chromosomenarme von Chromosom 1 markiert. SchlieBlich wurden drei Paare
o %—Kl.onen prijipariert, wobei die Markerpaare mit nur einem Farbstoff markiert wurden.
Sonut-hmgen die Ergebnisse von der Priparationsmethode, den jeweiligen Klonen, der
Detektion und vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff ab. :

Bei der Durchfiihrung der Pri i ie Fi :
ssrnllt ; paration wurde die Fixierung aus Abb.IV.2 und dic
g{'::;l:l{:slgnung und Detektion aus Abb.IV.3 durchgefiihrt. Als dellen wurden menschliche
sratur ge\:ah}nhdle auf cinem Objekttriger wuchsen, bis sie ihn vollstindig bedeckien-
wurde erreicht, daB sich alle Zellen im gleichen Zellstadium (G,-Phase) befinden.



IV Experimente 60

| Prader-Willi Region (Paternales Chromosom) YAC 48
Arm o Angelmann Region (Maternales Chromosom) YAC 60 * ' MoP

Klone und ihre Genomische GréBRe

A 481 A 48.17 L4814 ) 487

F’E 17,3 17.8 ; 13.0 1.0 q

22
Arm g, 0 A 69.2 h 1257 19.0

=

22 194.9 Y
5 [kbp]
144.7
213.9 ;
15 Genomische Distanzen zwischen Probenpaaren

Abb.IV.7:
Die verwendeten Klone, ihre Grofe und Lokalisation auf Chromosom 15.

1V.3.2 Durchfiihrung der Mikroskopaufnahmen

Um Alterungseffekte und Beschidigungen der Objekitréger zu vermeiden, wurde nach der
Durchfiihrung der Priparation sofort mit der Aufnahme von Zellkernen begonnen. Zunichst
soll auf die gewihlten Einstellungen des Mikroskops eingegangen werden, bevor die
Ergebnisse der Durchfithrung genauer beschrieben werden:

Die Aufnahmen wurden im XY-Modus (Scan-Ebene in der Horizontalen) vorgenommen, da
hierfiir die entsprechenden Auflosungen optimal geeignet sind (lateral ca. 250 nm, Axial ca.
500 nm). Achtmal wurde iiber dieselbe Bildebene gemittelt, um Rauscheffekte zu
unterdriicken. :

Als Bildformat stellte sich bei vierfachem Zoom eine 512*512 Pixel-Matrix als sumyoll
heraus. Ein Bildstapel enthielt zwischen 8 und 25 Bildebenen. In Anbetracht der achtmghgcn
Mittelung ergaben sich hiermit keine allzu starken Ausbleicheffekte der Fluorochrome. Emma.l

aufgenommene Kerne hitten oft ein zweites Mal aufgenommen werden konnen, ohqe mit
einem nicht aufgenommenen Kern verwechselt zu werden. Die VoxelgroBe ergab sich in
lateraler Richtung zu 78nm und in axialer Richtung zu 200nm. s

Die Spannungsversorgung der Photomultiplier wurde durch Probieren ermittelt. Sie betrug 767

V im griinen Kanal und 732 V im roten Kanal. Die konfokale Blende wurde zfuf den W'ert 22

gesetzt, als Objektiv wurde ein 63* Leitz-Objektiv mit NA=1,4 verwendet. Die Laserleistung

fiir die einzelnen Farbkanile wurde fiir den roten auf 14% und fiir den griinen Kanal auf 20%

der Gesamtlaserleistung eingestellt. Alle Bilder wurden dabei im GlowOverUnder-Modus

aufgenommen, um etwaige Uberbelichtungen feststellen zu kdnnen.
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i Detektion Ziel
- = Klone genomischer i¢
Objekttriger Gelabelte IR = e
2D 277 A 248.1-Dig SoDig-FITC Hypertonie
A48.17-Dig 0,069 Wellenfeld
= SaDig-FITC | Hypertonie, DAPT]
2D 277 B A48.1-Dig , DAPY,
\48.17-Dig 0,069 +DAPI Wellenfeld
' - Av-CY3 Klonlokalisatign |
2D 278 A 248.1-Dig + A48.1-Bio ; OKalisation,
48.17-Dig 0,069 SoDig-FITC Chrom. Shift -
2D278 B 48.1-Bio Av-CY3 Klonlokalisation,
A48.17-Bio + A8.17-Dig 0,069 SaDig-FITC Chrom. Shift
2D 279 Y48-Dig 1,0 SaDig-FITC Monolage
Y60-Dig _
2D 280 Y48-Dig 1,0 MoDig + Amplifizierung
Y60-Dig SaM-CY3
2D 281 Y48-Bio 1,0 Av-CY3 Klonlokalisation
Y60-Bio + Y60-Dig SoDig-FITC
3D 282 A48.1-Dig 0,018 SaDig-FITC Monolage
A48.14-Dig
3D 283 A48.1-Dig 0,018 MaDig + Amplifizierung
A48.14-Dig SaM-CY3
3D 284 A48.1-Dig 0,060 SaDig-FITC Monolage
A48.17-Dig
3D 285 A48.1-Dig 0,060 MaDig + Amplifizierung
M8.17-Dig SoM-CY3
3D 286 A48.7-Dig 0,194 SoDig-FITC Monolage
A48.17-Dig
3D 287 A8.7-Dig 0,194 MoDig + Amplifizierung
A48.17-Dig SoM-CY3
3D 288 Y43-Dig 1,0 SaDig-FITC Hypertonie
Y60-Dig
3D 289 Y43-Dig 1,0 MoDig + Klonlokalisation
P SaM-CY3 auf
P e Av-FITC | Chromosom 15
i : Av-CY3 Armpainting 3D
3D 291 i SaDig FITC Kontrolle
e - Ethanol Postfix | Ethanol PostfiX
+Dig Av-CY3 Kontﬂj
Tab.IV.2: SaDig-FITC
f[mm?d hergestelite Obje
= “8 o 'R 13
Dl 2 seg:n?de:ngl;lg::san Disoﬂgem & mti\tv-CYE}: Au!:lm mit CY3 markiert, SaM-Cy3:
Digoxigenin, mit FITC markiert, =~ @ @ C Yo markiert, SaDig-FITC: Schafantikirper gegen
Der GlowOverUnder-

ein Farbwert auf ein,
liberschreitet. Die Aufn

nmgewandelt

a von 0 bis 2
ahmen wurden in

erog‘ékilm eine gingige Darstellung eines Bildpunktes, die anzeigt, “’aug
56_ eine Helligkeit von 0 unter- oder voi =
eine Glowdarstellung fiir die Bildverarbeitu’é
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Abb.IV.8:
Schnittserie durch einen Kern von Objekttriager 3D287. Genomischer Abstand: 18kbp

Abb.IV.9:

Projektion der Schnittserie von
Abb.IIL8 in eine Ebene (Extended
Focus) nach der Medianfilterung.

Folgende Signale wurden
registriert:

1: nur ein Spot.
2: zwei Spots, d = 135nm.

3: zwei Spots, d = 182nm.
4: zwei Spots, d = 424nm.

: zwei Spots, d = 469nm.
: nur ein Spot.
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ala iiberschreitende Werte auf O oder 256 gesetzt
tellt, so wurde die Laserleistung reduziert und ejy,
1 wurden diejenigen der Firmen Neolab ypg

¢, daB die obige Sk
gen festgestelil,
ersionso

lowdarstellung heibt, d
vacrden. Waurden Uberbelichtun,
anderer Kern aufgenommen. Als Imm
Zeiss verwendet. = ihre Tauglichkeit hin durch ein normales Okyla,
i e 'dleZKe?:::; ucril:: h(siteslil::fltsfeldes positioniert. Kerne wurden.;ﬂs tauglich
ausgewihlt und _11114 s?“na]e zeigten oder sich vermuten lieB, daf man durch d}f: Aufnahme
bewerte.t, wenn sie b lﬁung zu diesem Ziel gelangt. Danach ‘wurde mit Hilfe der
oder die B11clveral;jl = Kern weiter in das Zentrum des Scannerbildes verschoben. Dabej
Mikroskopsoftware der im Scanbetrieb ohne Mittelung und bei nur 3% Laserleistung

I i e 1 - - - S <
Wl?;; oi:ln;eglii?;? im Dauerbetrieb!). Der Kern zeigte keinerlei Schidigungen oder
au

frilhzeitiges Ausbleichen der Fluorochrome.

IV.4 Ergebnisse der Experimentanalyse

Wie Tab.IV.4 zeigt, wurden insgesamt 1303 Bildstapel aufgenommen, die insgesamt 1661
Zellkerne enthielten. 166 Aufnahmen wurden von J. R., 1137 Aufnahmen von T. A. K.
gemacht. Insgesamt wurden 212 Stunden fiir dic gesamten Aufnahmen bendtigt. Dies
entsprach 6,2 Aufnahmen oder 7,8 Kernen pro Stunde. Rechnet man ca. 1,5 Stunden fiir die
Jjeweilige Inbetriebnahme und das Brennen der CD ab, so erhilt man mit 7,0 Aufnahmen oder
9.0 Kerne pro Stunde als MaB fiir die Leistungsfahigkeit des Mikroskopes. Die gesamte
aufgenommene Informationsmenge betrug fiir alle Aufnahmen 7,7GByte.

Objekt- Mikroskopaufnahmen Immer- Bemerkung
triger sionsol
total | Kerne JR TAK
[N] [N] [N] [N]

2DITTAL - - - = = noch keine Messungen
zg ;;; i 8_0 9‘ 5 - 5 = noch keine Messungen
2D273 B 70 = 20 60 Zegs teilweise analysiert

2D279 | 187 207 - 70 ZG?SS teilweise analysiert

D280 | 133 [ | e s shaleer

2D281 | 140 T 51 82 Neolab analysiert

3D 283 123 166 = 95 Neo}ab fehlerhafte Abspeicherun

3D 285 122 180 ~ 123 Zeiss teilweise analysiert

3D 287 122 199 : 122 Ze?ss teilweise analysiert

30289 | 143 | g0 | o t—Leiss noch nicht analysiert |

2% | 125 | 174 z 133 Zeiss | noch nicht analysiert

3D291 54 73 i ~ 520 Neolab noch nicht analysiert

x - Zeiss noch nicht analysiert _
oL 13031 1661 | 166 73

T . 7

ab.IV 3: Protokoll der Aufnahmen der o .

1 4
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IV.4.1 Durchfihrung der Experimentanalyse

Nachqem die Ke.me wie oben beschrieben aufgenommen waren, wurden die Bilder in das fiir
die Bildverarbeitung benétigte Rohformat konvertiert, wobei auch die Median-Filterung
erfolgte. Da die Bildverarbeitungsalgorithmen von Bornfleth nur fiir kleine Spots geeignet
sind, wurden von den Armproben bisher nur diejenigen ins Rohformat konvertiert, in denen

sich noch cinzcln.c Spots befinden. Danach wurde der Schwellwert fiir jede Aufnahme und
jeden Farbkanal einer Aufnahme einzeln von Hand bestimmt.

Bisher wurde dieses Verfahren auf die Objekutriiger 2D278A+B, 2D279, 2D280, 2D2381,
3D283, 3D285, 3D287 und 3D289 angewendet. Dabei erfolgten ca. 1200 Schwell-
wertfestlegungen.Die benétigten Rechungen wurden auf der Silicon Graphics Iris der
Arbeitsgruppe Angewandte Optik und Informationsverarbeitung durchgefiihrt.

IV.4.2 Analyse der Objekttriger:

Bisher wurden die Objekttriger 2D279 und 2D280 vollstindig ausgewertet. Die Objekttriger
2D278 A und B wurden bis auf Distanzmessungen ausgewertet. Die Distanzen miissen hierbei
noch mit der chromatischen Verschiebung korrigiert werden. Fiir die Objekttrager 3D283 und
3D285 liegen zwar die Daten schon vor, es konnten bisher aber nur die Distanzen analysiert
werden. Leider lassen sich daher keine Aussagen iiber systematische Effekte bei Brightness,
Volumen und IFI ziehen. Auch bei den Distanzen kdnnen Aussagen, die mit diesen GriBen
zusammenhéngen, nur schwer gemacht werden. Bei Vorlage aller Daten des Screenings sollte
dies jedoch méglich sein. Deshalb sollen in dieser Arbeit nur die Ergebnisse der Single- und
Double-Spots (Nomenklatur siche unten) besprochen werden. Die Ergebnisse von SP1 bis SP4
sollen dagegen nur in den Tabellen aufgezeigt werden.

Bevor die Ergebnisse besprochen werden, sollen einige Begrifflichkeiten erldutert werden:

In einem Kern kénnen maximal 4 Signale registriert werden, wenn die Hybridisierung eines
Markerpaares gelungen ist. Jeweils zwei Signale befinden sich dabei auf einem der homologen
Chromosomen. Da dieser Optimalfall jedoch nicht immer eintritt, wurden die Kerne in 5
Klassen unterteilt: A = 2*2 Signale, B = 1*2 Signale und 1*1 Signal, C = 1* 2 Signale, D =
2*] Signale und E = 1*1 Signal.

Wihrend im Fall A und C immer eindeutig ist, daB ein Signal von einem Target herriihrt, 146t
sich dies im Falle von B nur fiir das eine Chromosom sagen. Fiir die einzelnen Signale aus
Klasse B, D, E ist jedoch nicht klar, inwieweit ein Signal von einem oder von zwci nicht
trennbaren Targets stammt. Diese Spots sollten also im Mittel groBer sein, da sie Anteile aus
beiden Gruppen besitzen. .

Fiir das Analyseprotokoll wurden die Signale nach der Zugehdrigkeit zu einem C_h'romosom
und ihrer GroBe nach sortiert. Der Signale mit der groBten Brightness wurde dabei immer als
SP1 bezeichnet, das dazugehdrende zweite Signal als SP2. Ebenso wurde mit dem anderen
Chromosom verfahren. Grundsitzlich gehoren SP1 und SP2 zu einem und SP3 und SP-4 zum
anderen Chromosom. Aus der daraus folgenden Auflistung im Analyseprotokoll 138t sich im
Zusammenhang mit der Klassifizierung immer erkennen, welche Eigenschaften ein Spot einer
Aufnahme besitzt.

Spot SP1 besteht aus allen Klassen; SP2 nur aus Klasse A, B und C; SP3 nur aus Klasse A, B
und D und SP4 nur aus Klasse A. -
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;i . 2 unterteilt, wobei Distanz 1 immer g;

i i .1 Distanz 1 und Distanz <5

Die Distanzen wurden immer 10
groBere ist. IV.5 bis IV.10 sind sowohl die Mittelwerte der Observapjey,
In den hier angegebenen Tabelic:uch die Mittelwerte der eindeutig einzelnen (single), als it

fiir die Signale SP1 bis SP4, al S
der nicht eindeutigen einzelnen (double) Spots aufgefiihrt

IV.4.3 Schwellwert :
n 56 und 116,5 (Tab.IV.4). Werte von 56 bis 67 scheinen dabe;

i ische e
75 e i e i hende generelle Aussage erscheint jedoch bisher nicht

vorherrschend zu sein. Eine weiterge
moglich.

Schwellwert IFI IFI
Single Double

%) e N %) o (o] N & i o N
2D278Ag | 86,8 | 6,3 | 20,8 11 170 | 14,7 ] 550 ] 14 269 4472 132 11
2D278Ar | 66,3 | 5,0 16,6 11 101 | 11,6 | 46,3] 16 - - & 3
2D278Bg | 56,0 | 13| 11,3 71 137 1. 54 1 5981 122 - = = e
2D278Br | 67,7 | 1,8 | 15,0 il 118 55147 Tl:d33 188 9,1 85,1 88
2D279 &S5y 7.1 81.2] 129 529 | 21,1 | 340 | 260 | 698 54,0 458 72

2D280 Sy AN IS { IR 1] 143 249 | 85 154 | 320 | 318 | 17.9 152 12

Tab.IV.4:
Ergebnisse der Schwellwert- und IFI-Anlyse verschiedener Objekttriger und Signale.

Brightness Brightness Volumen Yolumen
Single Double Single Double
91+|o|N|F|+]s[N glitlo{NIl@alitln
2D278Ag | 212 40 15,11 14 [173] 31 |102] 13 127] 26 | 100 14 | 193] 5.8 | 192
2D278Ar | 139 19 [76] 16| . | . 28 e BT 7' ' g i

2D278Bg | 178] 12 |133] 122] . | s T e e b @5

- = L1271 13 ) Malin]l - - -

2D2 : :
2D2;§Br T:S L7 {144] 73 |246] 16 |15, 88 | 718 | 08 | 68| 73 | 149 | 25 | 232 88
2D280 17: g; ;;i izz 83106)54] 76 | 506 41 1806 |262) 672 ] 87739172
] » o 4'29 0.7
Tab.IV.5: 281 72 1 108 | 41 | 736 [320] 137 | 86 | 7291 72

.l_z

Egebnisse der Bri
rightness und des Volumens verschiedener Objekttriiger und Signale
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Brightness Brightness Brightness Brightness |
SP1 SP2 SP3 SP4
Y 1+ [c IN |2 ]+ |s IN |2 Iz o NP 1+ilis BN
2D278Ag | 199 46 |155] 11 228162[152] 6 |168] 33| 73| s
2D278Ar | 141] 19 | 60| 10 172 | 53 | 10s] 4 ¥ g
2D278Bg 19,71 1.6 | 13,3] 67 = 2 4 14,6 B e el . b s
2D278Br | 232 17 |142| 69 | 235 29123.5] 33 1225) 19 | 146 58 | 253 | 36| 109] o
2D279 1451 1,1 1131]129| 72| 08| 78| 105 021 07 | 590 97} IL7 ) 27 g s
2D280 621 07 [85) 143) 26]028| 31| 116 | 50| 06 59 | 0al 25 o4 |ozal 4
Tab.IV.6:
Ergebnisse der Brightnessanalyse verschiedener Objektriiger und Signale.
Volumen Volumen Volumen Volumen
SP1 SP2 SP3 SP4
Bl icINIPlrlcinNlBls]lclnlE Lol N
2D278Ag| 225 | 99 f329] 1 | 155] 57 [ 11| 6 | 200/ 89 198| 5
2D278Ar| so0 | 12 |36s5] 10 S sasjiaadlizady 8 2
2D278Bg| 118 | 20 |162] 67 £ 143 | 16 | 11s| s3 :
2D278Br| 92 | 17 |38 69 | 87 | 12 | 70| 34 | 164] 32 | 248 | s 79 | 20 ) 61| 9
2D279| 701 | 63 |716] 120 | 1012] 61 [633] 105 | 801 | 79 | 766 | o7 818 ] 83 | 527| 43
2D280| 97 | 62 |75 {13 {1270 | 75 { el iz a8 76 | oa [ 13| 75| 52 | 756
Tab.IV.7:

Ergebnisse der Volumenanalyse verschiedener Objektriger und Signale.

IV.4.4 Brightness

Die Brightness fiir ein Single-Signal betriigt zwischen 11,4 und 21,5 und fiir ein Double-S.ignal
zwischen 4,3 und 17,9 (Tab.IV.5). Sie ist in fast allen Fillen kleiner als fiir ein SingIe-Slg,nal.
Auffillig ist, daB die Brightness dabei fiir alle Objekttriger keine definitiven Unt_erschl'ede
zwischen den YAC und Lambda-Klonen zeigt. Eine Erklirung kann hier nur die gleiche
Mikroskopeinstellung und die gleiche Laserleistung, mit der die Aufnahmen gemacht wurden,
liefern.

IV.5.5 Volumen

Beim Volumen zeigen sich groBe Unterschiede zwischen den Objekttragern. 2D27§ Aund B
haben ein Volumen zwischen 7,8 und 15 fiir Single- und zwischen 14,9 und 19,3 fiir Double-
Signale. 2D279 zeigt Werte von 80,6 und 67,2 und 2D289 zeigt Werte von 10_8 L;:;d L?:a.
Hieraus ergibt sich, daB die YAC-Klone ein wesentlich gréBeres Volun"len a]s. die 2n];1) i
Klone besitzen. Dies korreliert mit der GroBe dieser Klone. Der Ur}terschlf:d ZWI.SC-I-IEH

und 2D280 ist auf die Amplifizierung des MeBsignals mit zwei @nnkc;rperllgggén
zuriickzufiihren. Fiir ein Single-Signal betrigt sie 35% und fiir ein Doublc-Sl_gnal gst . di‘;,
Der Zuwachs von 100% diirfte darauf zuriickzufiihren sein,_ daB ﬁlcr d_cr An_tcll v_og dpo h s
aus zwei nicht mehr trennbaren Klonen bestehen, wesentlich hOhl?!’ ist. Dies wu(':l bcl_lrc
Zahl der gemesssenen kleineren Distanzen 2 gestiitzt: Bei 2D_2'I9 S.l.l'ld dies 89 I.ll:{ 1 i mdg
48, also praktisch nur noch die Hilfte. Generell gilt fiir alle Objekttrager, daB das Volumen
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IF1 IFI TFI
e SpP2 SP3 SP4
= [¢] N1 &G = ag N|D| £ cIN|@ 5
x
2D278Ag 2(% 349 | 116 | 11 | 210 ]2191536] 6 ;23:; 21;5 11:3 j
2D278Ar| 97 59 |ias3 0] = - - - 1] 6, '

g == 1007): 9,67 5540 | SEUC o A
33 Loy ] = -
202758z 17 ;; fi;95 69 | 137 | 9,3 |53.5] 33 1179 [11.2]86.0 | 58 | 155 | 26,0
2D278Br| 147 ' 2

262 | 297 | 129 503 | 31,5 | 322 | 105 | 581 [43.4] 421 | 97 | 444 | 207
;l[))ggg 4;: o8 | 153 | 143] 230 | 90 | 106 | 116 [ 302 |214] 207 | 94 | 241 | 130
2 :

Tab.IV.8: e .
Ergebnisse der IFIsanalyse verschiedener Objektriger und Signale.

Distanz Distanz Distanz Distanz

Total 1 2 Chromosom

[nm] [nm] [nm] [nm]
Bl s logN|{ S |1 oI N|@|+]|lociN|B|E£] 8
s R R R RO TR NN .
2D278B| . . . . - - = - - : - - 19558 | s02 | 4821 | %

2D279( 694 | 330 | 395 | 143] 758 | 407 | 415 | 104 | 523 436 | 272 | 89 | 8558 | 489 | 3175 | 42
2D280| 848 | 305 | 389 | 162 922 | 301 | 418 | 114 673 | 335 232 | 48 |10226 | 517 | 4602 | 70
3D283| 358 | 336 | 349 | 99 | 410 | a19 | 365 | 7 i) ava] am | o

3D285| ss1 | 412 | 387 | o5 | sse 438 | 382 | 76 | 461 | 904 | 304 | 19
Tab.IV.9:;

Ergebnisse der Abstandsanalyse verschiedener Objektriiger und Signale.

Double-Signale griBer

ist, so daB die oben gemachte Vermutung aus den Signalklassen
sicherlich zutreffend ist.

IV.4.6 Integrierte Fluoreszenz-lntensiﬁit (IFD)

N nur mit der niedrigeren Brightness'erkl'ﬁi‘t
yStematische Erkldrung bisher nicht moglich ist-
einer als die Double-Werte bzw. fiir die YAC-Klone

€re und syste
Werte k]
Klonen.

Al‘lch fiir das IFI sind die Single-
groBer gegeniiber den Lambda-

IV.4.7 Distanzen zwischen genetischen Markern
Der genomische Abstand fij .
mittlere Distanz yop 6941;321)279. und 2D280 betrug 2Mbp. Fiir 2279 wurde eine (0t
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der totalen Distanz zu Distanz] und Distanz2 ist fiir beide Objektriger ungefihr gleich. Alle

Werte sind signifikant unterschiedlich und wurden alle auf mindestens 4 Arten mit JMP
getestet.

Eine Erkldarung liegt in den unterschiedlichen Volumina der beiden Objektriiger, die sich um
35% fiir die Single-Signale unterscheiden. Ein Signal wichst dadurch in seinem Durchmesser
um ca. 18%. Durch die VolumenvergroBerung lassen sich die Signale jedoch auch weniger
leicht trennen. Da man beim Auswihlen der Kerne aber darauf bedacht ist, immer vier Signale
zu trennen, wihlt man bei 2d280 automatisch Signale mit groBerem Abstand aus. Im CLSM
konnte der Durchmesser eines Signals mit Hilfe der Funktion s»Intensitits-Profil* auf ca. 450
nm bestimmt werden.
Eine VergroBerung entspricht also einem Anwachsen des Durchmessers auf ca. 530 nm. Fiir
den Abstand zweier Signale bedeutet dies, daB er ca. 80 nm groBer ist, was in der
GroBenordnung des beobachteten Effektes liegt. Eine genauere Analyse kann aufgrund der
derzeitigen Datenlage leider noch nicht erfolgen.
Fiir 3D283 konnte eine totale mittlere Distanz von 358434 nm, eine Distanz 1 von 410142 nm
und eine Distanz von 177437 nm fiir einen genomischen Abstand von 194kbp bestimmt
werden.
Fiir 3D285 und eine genomische Distanz von 69kbp betrug der Wert fiir die totale mittlere
Distanz 561141 nm, fiir Distanz 1 586444 nm und fiir Distanz 2 461490 nm.
Diese Werte miissen jedoch aus zwei Griinden mit Vorsicht behandelt werden: Erstens waren
durch die iiberbelichteten Aufnahmen viele Kerne nach der Segmentierung fragmentiert, so
daB Fehler bei der Distanzbestimmung gemacht werden konnten. In welcher GroBenordnung
dieser liegt, kann bisher allerdings nicht abgeschiitzt werden. Zweitens waren vor allem bei der

Totale Distanverteilung

. i Test auf Unterschiedlich
Verteilung sortierter Distanzen kelt der Mittalwerte
2800 :
T 2600 - > quantiles
= — 2400+ means +std error
5 £ ] means +std dev
& £, 22003
K] N 2000 :
= $ 18003 :
= A 16001 ; .
£ 2 14007 e
3 -E 1200 7T ~
S 10004 ER
T gyp : -4 tojal mean o
600+ % ?B )
400+ == = =
S 10 15 20 (¢ 2032
0Z D5 .08 Distanz1 Distanz2 HSU’S MCB
e # Distanzen: 218 # Distanzen: 87 Faktor fur Signifikanten
# Distanzen: 305 Mittel: (844126)nm  Mittel: (608+41)nm Unterschied > 0
Mittelwert: (776£23)nm

Std. Abweichung: 399nm
Shapiro Wilk Test auf Normalitat: W=0.87

Abb.IV. 8:

Distanzverteilung und Signifikanztest:

Links: Haufigkeitsverteilung aller Distanzen von Objekttriger 2D279 und 2D280 :
Iﬂﬂ:hmmdnddumtgebﬂminDMIundZdargﬁuﬂtlmrmhunm@mdh
wurde der HSU-MCB Test verwendet [SAS 96].
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3 ; bzw. generell viele Signale nich
! e Distanzen auszuwerten : " : nicht mehy
Distanz 2 nur noch wen:igie Statistik dieser Distanzen nur die groBeren Distanzen erfaBt habe?

ﬁ?&;ﬁ?ﬁ;dzu sehen, daB fiir eine groBere genomische Distanz eine kleinere rj mlichy

rteilung resultiert. : - :
Iil:esg::;eist weife rhin, daB die Standardabweichung fiir alle totalen Distanzen zwischep 350

et Sollte es sich herausstellen, daB die St.andard.abweichung auch bei weite
Kaﬂfs:gngﬁgésem Bereich liegt, so konnte dies ‘z_mf einen Eu_1fiu8 der Fluoreszenz_in_sil::
Hybridisierung hindeuten, da eine solf:he Emf01.-m1gke1't nicht zu erwarten wire. Eijy
signifikanter Unterschied zwischen den Distanzen bei verschiedenen Experimentatoren konnte
nicht festgestellt werden.
Eine Analyse ergab, daB die von Rauch aufgenommenen Zellkerne generell etwas Kkleinere
Mittelwerte in den Distanzen zur Folge hatten. Dies ist darauf zuriickzufiihren, daB T. A g
hauptsichlich als erster Aufnahmen auf einem Objektriger vornahm. Es ist deshalp
wahrscheinlich, da8 der Autor besonders augenfallige Kerne mit gut sichtbaren 4 Signalen
aufnahm, die Rauch nicht mehr zur Verfiigung standen.
Alle hier gezeigten Abstinde sind signifikant verschieden, so daf damit gemachte Aussagen
statistisch gesichert sind. Stellvertretend soll eine Distanzverteilung gezeigt werden, die durch
Mittelung von Objekitriger 2D279 und 2D280 erhalten wurde (Abb.IV.10).

1V.4.8 Distanzen zwischen homologen Chromosomen

Die Distan:‘:en liegen zwischen 8,5 um und 10,240,5 um, was mit den Erwartungen und einer
ZellkerngriBe von 20pm*12pum*6pum iibereinstimmt.
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V Vergleich zwischen Simulation und Experiment

Die Simulationsdaten entsprechen Abb.II1.24, d.h. alle Simulationskurven stammen von
Simulationen mit niedriger Excluded-Volume-Wechselwirkung. In Abb.IV.1 wird zuniichst ein
Vergleich zwischen den Simulationen und den Daten von van den Engh [vdE92], Yokota [Yo
92], Monier [unpublished], und den im experimentellen Teil dieser Arbeit gewonnen Daten
dargestellt.

Die Daten von van den Engh zeigen ein duBerst zwiespiltiges Verhalten. Wihrend sie
unterhalb von 500kbp zu einem MLS-Modell passen konnten, sind sie oberhalb von 500kbp
mit verschiedenen RWGL-Modellen vereinbar. Oberhalb von 1Mbp entsprechen die Daten
nicht einmal einem RWGL-Modell mit 5Mbp groBen Schieifen. Dies ist wahrscheinlich auf
die von van den Engh benutzte und sehr strukturzerstorende Priiparation zuriickzufiihren.

Die Daten von Yokota, die mit einer istotonischen Priparation gewonnen wurden, passen
dagegen sehr gut zu einem MLS-Modell mit 126kbp groBen Schleifen mit einem Linker von
1200nm. Hier ist zu beriicksichtigen, das die Daten von Yokota 2D-Aufnahmen sind, also um
ca. 2/3 zu klein sind und um diesen Faktor korrigiert werden miissen.

Die Daten von Monier passen sehr gut zu einem MLS-Modell. Aufgrund der noch zu geringen
Auflosung 4Bt sich jedoch noch nicht sagen, welchen Parametern die MeBwerte genau
entsprechen. Die Daten von Monier stellen bisher jedoch die besten und in ihrer Gesamtheit
eindeutigsten Werte dar.

Die Werte des experimentellen Teils dieser Arbeit zeigen dagegen ein uneinheitliches
Verhalten: bei 2D279 spricht die totale mittlere Distanz fiir ein MLS-Modell von 126kbp-
Schleifen und eine Linkerlinge von 1200nm. Die Distanzaufteilung in groBere und kleinere
Distanz ergibt fiir die groBere Distanz 1 ein MLS-Modell mit einer Linkerlinge von 1800 nm
und fiir die kleinere Distanz 2 ein MLS-Modell mit einer Linkerldnge von 600 nm. Fiir
Objekttrager 2D280 ergibt sich ein MLS-Modell von 1800 nm fiir die totale Distanz, etwas
mehr als 1800 nm fiir Distanz 1 und 1200 nm fiir Distanz 2. Fiir die totale Distanz und Distanz
1 wiirde jedoch auch ein RWGL-Modell mit SchleifengriBen zwischen 126kbp und 503kbp
die Daten erkliren. Aufgrund der in Abschnitt III.3.c gemachten Aussagen ist jedoch
anzunehmen, daB 2D279 die korrekteren Werte darstellt. 3D283 deutet zwar auf ein MLS-
Modell, allerdings kann wegen der zu geringen Auflosung der Daten nicht gesagt werden fiir
welches. Fiir 3D285 liegen die Werte noch generell zu hoch um irgend eine Aussage iiber ein
Modell treffen zu konnen.

In Abb.IV.2 werden dieselben Simulationen mit neueren Daten von Yokota [Yo 97]
verglichen. Yokota wendete dabei zwei Priiparationsmethoden an, die sich von seinen friiheren
[Yo 95] unterscheiden. Mit MAA bezeichnet er eine Fixierung, bei der die DNA bei 70°C mit
70% Formamid denaturiert und danach in 70% Ethanol dehydriert wird. Mit PFA fixierte
Zellkerne werden bei 90°C unter denselben Bedingungen denaturiert und dehydriert. Diese
Fixierungen wurden auf Fibroblastenzellen und HeLa-Zellen angewendet. :
Folgende Genregionen wurden in Fribroblastenzellen mit der MAA-Fixierung prépariert:
4pl6,3, 6p21,3, 21g22.2, Xq28, und Xp21.3. In Fibroblastenzellen mit PFA-Fixierung wurden
Xg21.3 und Xq28, und in HeLa-Zellen mit MAA-Fixierung wurden Xq28 und Xp21.3
pripariert. Von der MAA-Fixierung in Fibroblastenzellen ergibt der Vergleich mit den
Simulationen fiir 4p16.3 ein RWGL-Modell mit 5Mbp- oder 4Mbp-Schleifen. Fir Gp.21.3
ergibt sich ein RWGL-Modell mit 3Mbp- oder 2Mbp-Schleifen. Fiir 21q.2 und Xp21.3 ergibt

r
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Vergleich der Simulationen mit Daten von Yokota [Yo 95].
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VI Zusammenfassung

VI Zusammenfassung und Ausblick

die dreidimensionale Organisation von Chromosomen in der Interphase dem
. e are
Entspricht nun di

2
RWGL- oder dem MLS-Modell ?

: in di Arbeit leider noch nicht gegep,
: uf diese Frage kann in dlefser. : : 8cgeben
Eine abschheBe_nde 1:;;:’(]’:1}1&;“ kénnen zwar durch die in dles:er Arl?ert durchgefﬁhrt_en
w_erden.l Expe;?;:;retiert werden, ergeben jedoch kein eindeutiges Bild. In Teilaspekten
E;F;I;Laf ;I;?:h Klare Aussagen und Fortschritte gemacht werden:

itorien bilden, wurden verschiedepe
er Tatsache, daf Chromosomen jl"errl : :
&usdgel?:réir";rlligimcnsionalen Organisation simuliert. Da nicht bekannt war, .ob und unter

(flc;en Bedingungen sich die Modelle unterscheiden lassen, wurde.cm_ Feld von
:’;arameterabhéngigkeitcn aufgestellt. Dieses lieferte zahlreiche Abhingigkeiten, deren
wichtigste hier kurz erwihnt werden sollen:

=  Bei einer VergroBerung der Linkerldnge und kleiner EV-WW wuchsen dreidimensiona.le
Absténde, so dall das Chromosom weniger dicht wurde, wie aus der Polymerphysik
plausibel ist. )
= Bei VergroBerung der Schieifen bei kleiner EV-WW  wuchsen ebenfalls die
dreidimensionalen Abstinde, und das Chromosom wurde weniger dicht. Im RWGL-
Modell ist dies durch die groBen Schleifen bedingt. Im MLS-Modell kann dies nur
durch eine Wechselwirkung der Rosetten erklirt werden. :
= Bei hoher EV-WW waren die Chromosomen durchweg schlecht relaxiert und die
Abstinde niedriger als bei geringer EV-WW, da Umlagerungen von Teilen des
Molekiils in einem hohen Potentialtopf sehr langsam ablaufen. ;
= Bei hoher EV-WW bildeten sich durch den hohen Potentialtopf kompakte Gebilde mit
definierter Oberfliche. Bej niedriger EV-WW kann man jedoch nicht von einer

Oberfliche des Chromosoms, aufgrund der hohen Dynamik und Zuginglichkeit zum
Innern, sprechen.

Der groBte Teil des Chrom
zei

GBte Osoms halt sich, wie die Aufenthaltswahrscheinlichkeit
gte, in einem Randberejch

von ca. 1 um auf und zeigt starke Dynamik.

Daréiberhinaqs bilden die Rosetten jm MLS-Modell distinkte Einheiten, wahrend die
grofien Schleifen jm RWGL-Model] sich durchdringen kénnen.

AuB : -
m‘éoféﬁifﬁeﬁ?é‘ﬁﬁmii“‘g‘ werden, da die Simulation eines RWGL-Modells mit 97
RWGL- ung i £en von Sachsg Ubereinstimmt,

abhingen. Djeg bezicl(:t@llhzeigen Klare Unterschiede, die jedoch stark von der Parameter™ ohi
SI¢h vor allem auf gje Bestimmung rdumlicher Abstandsverteilunge™

mit niedriger EV-WW gewonnen v;zfs i

Oberflichen und zeigen dariiberhi® und
L. Dies widerspricht dem ICD- WL
oberfliche genau lokalisieren. Das RY ™~

i nen keine definierte

. e:h; iii:eurkée Dyn&n}c und Zuganglichk:i
5 De relatiy 7y, Chromosomen ;

4

P
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Modell widerspricht durch seine unscharfe Organisation Vorstellungen der gezielten
Genomregulation, wihrend im MLS-Modell dies durch die distinkten Untereinheiten klar
gegeben ist.

Ob die Annahme schlechter Relaxation gerechtfertigt ist, kann bisher nicht mit letzter
Sicherheit gesagt werden. Da jedoch in Experimente bisher keine solch scharf begrenzten
Gebilde, wie sie bei hoher EV-WW auftreten, zeigen konnten, konnte dies einerseits ein
Hinweis auf streBrelaxierende Mechanismen (Topoisomerase II) im Zellkern sein, oder
schlichtweg die Tatsache widerspiegeln, daB die gut relaxierten Simulationen der Natur am
nichsten kommen.

Im experimentellen Teil dieser Arbeit wurden dreidimensionale Abstandsverteilungen
zwischen genomischen Markern gemessen, um eigene Daten mit den Simulationen vergleichen
zu konnen. Auch hier wurde ein Feld von Parametern verindert. Die bisher wichtigsten
gefundenen Abhingigkeiten und Ergebnisse lauten:

= Es war moglich, mit CLSM und schonenden FISH-Methoden kleine genomische
Sequenzen zu markieren und Abstandsverteilungen mit geringem Fehler zu messen.

=  Zwischen miitterlichem und viterlichem Chromosom 15 in der PLWS/A-Region gibt es
statistisch signifikante Unterschiede in den Abstandsverteilungen, die nicht auf einen
statistischen Sortiereffekt zuriickzufiihren sind.

=  Fiir Priparate, bei denen das MeBsignal verstirkt worden war, ergeben sich groBere
Abstandsverteilungen, aufgrund einer Auswahl beim Aufnehmen der Zellkerne.

= Fir kleine genomische Abstinde unterhalb von 200kbp kann keine exakte
Abstandsverteilung bei einfarbiger Markierung der Markerpaare mehr bestimmt
werden, da die Signale oft nicht trennbar sind. Dies fiihrte zu zu groBen Mittelwerten in
der Abstandsverteilung. Allerdings ist auch hier noch ein Unterschied zwischen
miitterlichem und viterlichem Chromosom erkennbar.

Ein Vergleich zwischen Experimente und Simulationen ergibt folgendes Bild:

Die bisher durchgefiihrten Experimente verschiedener Arbeitsgruppen lassen sich durch
verschiedene Modelle interpretieren. Eine Systematik ist hierbei nicht erkennbar. Die Daten
von Yokota lassen sich jedoch haufig durch ein RWGL-Modell mit sehr groBen Schleifen
beschreiben. Hier besteht die Vermutung, daB dies auf Priparationsartefakte zuriickzufiihren
ist. Die in dieser Arbeit gemachten Experimente favorisieren eher das MLS-Modell. Fiir kle-ine.
genomische Abstinde zeigen diese Daten jedoch kein klares Bild, da sie nur einfarbig markiert
waren. Die Abstinde liegen dabei zu hoch, da die Verteilungen zu groBen Absténden
verschoben sind.

Mit einer schonenden Priparation maB Yokota jedoch auch Daten, die einem MLS-Model
entsprechen. Die entscheidenden Faktoren sind unbekant.

Diese Interpretation ging davon aus, daB die Simulationen korrekt sind. Umgel.cchrt konnte es
jedoch sein, daB die Experimente klares Verhalten zeigen, die Simulatzgnen dagegen
verbesserungswiirdig sind. Da aber das RWGL-Modell durch die Simulationen korrekt

beschrieben wurde, ist dies eher unwahrscheinlich.
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VI Zusammenfassung und

isation zu untersuchen, wurden fra).
) der Zellkernorganisatior wur ik
Um zukiinftige Fr-agcstelé‘i’:ngujztioncn eingesetzt. Hierbei ko_nnte crstnr{als fiir eine zelluliire
S :c‘ev?rfahren - qﬁnmultifraktaler Aufbau in den Simul_atmner{ gezeigt wcrc!en_

Organisationsstruktur ihr dell konnte gezeigt werden, daB die Bereiche, in der eine bestimmte

Im RWGL- und MLS-Mo Organisationsniveaus der entsprechenden Modelle

i i iiltig ist, den / rech :
frakta}chtD];i:;;f;i‘::sulgtiertfn alle Parameterinderungen in den Modellen in einer spezifischen
entspricht.

= : ion. Jede Simulation konnte damit gegen andere Simulatiopen
inderr:::étd;; :gzﬁtafghggzzli?:n’ die sich nicht in der fraktalen Dimension niederschlugen,
zliiesin mittlerweile mit Vorsicht betrachtet werdc-n. : i : .

Da es fiir viele komplexe Systeme - wie Zum BGISPIEI Polymere, ele oder Mineralien - gut
dokumentierte fraktale Analysen gibt, kﬁnntc?n s_omlt zur Interprctanon“herangczogen- Wefden,
Zugrundeliegende Prinzipien der Orgap:satmn de_s Zellkern§ konqten, dabei mit ip
GesetzmiaBigkeiten aus anderen naturwissenschaftlichen Bereichen in Zusammcnhang

gebracht werden.

Ausblick: :
Ausgehend von den Monte-Carlo-Simulationen konnen die Brownschen-Dynamik-

Simulationen ausgewertet werden. Die Ergebnisse werden wegen der kiirzeren Segmentlinge
nicht nur eine bessere Unterscheidung zwischen den Modellen aufgrund hoherer Auflosung
zulassen, sondern auch lokale Abstinde zugdnglich machen. Damit wird theoretisch eine
Entscheidung iiber die Position von Schleifenbasispunkten aufgrund der Form der
Abstandsverteilung und deren Mittelwert moglich. Sollten sich die Schleifenbasispunkte als
fest herausstellen, so miiBte hierfiir eine spezifische Sequenz vorhanden sein. Eine solche
Sequenz konnte bisher allerdngs nicht
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Anhang
Konfi- Schleifen | Schleifen | Schleifen | Linker | Linker Excluded MC
gurations- GroBe | Position | Form Linge | Form Volume | Schritte
name [kbp] [nm] [kT] [*1000]
acl5SMILS96 126 trans loop 600 loop 1.0 395
alcl15MLS96 126 trans loop 600 loop 0.1 756
bc1SMLS96 126 cis loop 600 loop 1.0 395
blclSMLS96 126 cis loop 600 loop 0.1 561
cc15SMLS96 126 trans loop 1200 loop 1.0 411
clcl5SMLS96 126 trans loop 1200 loop 0.1 530
dc15SMLS96 126 cis loop 1200 loop 1.0 411
d1c15MILS96 126 cis loop 1200 loop 0.1 426
eclSMLS96 126 trans loop 1800 loop 1.0 408
elc1SMLS96 126 trans loop 1800 loop 0.1 348
fc15MLS96 126 cis loop 1800 loop 1.0 408
flc15MLS96 126 cis loop 1800 loop 0.1 331
gc15MLS96 126 trans loop 2400 loop 1.0 750
1c15MLS9%6 126 trans loop 2400 loop 0.1 335
hc15MIL.S96 126 cis loop 2400 loop 1.0 695
hlc15MLS96 126 cis loop 2400 loop 0.1 270
Tab.A.1:
Simulationsansitze des MLS-Modells, Feld 1
Konfig Schlei | Schleif |Schlei | Linker | Linker | Seg | Excluded M(;
uration fen en fen | Linge | Form | ment | Volume |Schritte
Name GoBe | Posi | Form | [nm] Linge | [kT] | [*1000]
[kbp] | tion [nm]
clc15SmallMLS96| 80 | trans | loop | 1200 | loop | 200 0.1 321
d1c15SmallMLS96]| 100 | trans | Joop | 1200 | loop | 200 0.1 a8
elc15SmallMLS96| 158 | trans | loop | 1200 | loop | 300 0.1 326
f1c15SmallMLS96| 251 | trans | loop | 1200 | loop | 300 | 0.1 ——

Tab.A.2:
Simulationsansitze von Simulationszyklus ITL




Anhang
z i Linker | Linker |Excluded M
Konfiguration Schl"e:fen S‘i;h;::fje“ <o Ee— Volume SchriCtte
s e = k1) | [*1000
2D-random | 3600 loop 1.0 312
aclSGKNNggig ;g 2D-random 3600 loop 0.1 574
al::ggIAN T2D20| 5.0 2D-random | 3600 | random 1.0 291
b1c15GIANT2D20 5:0 2D-random 3600 loop 0.1 381
c1c15GIANT3D20| 5.0 3D-random | 3600 loop 0.1 328
d1c15GIANT3D20 5.0 3D-random 3600 random 0.1 285
ecl15GIANT2D25 4.0 2D-random 3000 random 1.0 374
elc1SGIANT3D25 4.0 3D-random 3000 random 0.1 466
fc15GIANT2D33| 3.0 2D-random | 2400 | random 1.0 800
flc15GIANT3D33 3.0 3D-random 2400 random 0.1 347
gcl1SGIANT2D48 2.0 2D-random 1800 random 1.0 543
glc1SGIANT3D48 2.0 3D-random 1800 random 0.1 214
hc15SGIANT1DY4 1.0 loop 1200 loop 1.0 544
h1c15GIANT1D94 1.0 loop 1200 loop 0.1 420
h2¢15GIANT3D94 1.0 3D-random 1200 loop 0.1 495
icISGIANT1D187( 0.503 loop 600 loop 1.0 323
i1c1SGIANTID187 | 0.503 loop 600 loop 0.1 281
kc1SGIANTID338| 0.251 loop 600 loop 1.0 730
ki1c1S5GIANTID338| 0.251 loop 600 loop 0.1 449
Ic1ISGIANTIDS61 | 0.126 loop 600 loop 1.0 175
- lll,ciSSGIANTIDSGI 0.126 loop 600 loop 0.1 414
ab.A.3:
Simulationsansitze fiir das RWGL-Modell.
Konggl;:':tmn Sclelileif Schleifen Liilker Linker | Excluded MF
Grifie Form Léinge | Form | Volume | Schritte
kb [nm] [KT] [*1000]
alclSGI8S0T
alCISGHSSOTigggi ‘%g—‘g—gf:% 3600 | random 0.1 213
hlﬂSGIZSSOTAKz])% _l‘i?——z—];ra——dgrl. 3600 | random 0.1 218
Linear1SMLS96| 156 |~ oo 22t—3600 | loop 0.1 329
o nearlSMISO6 | 196 | joor——1—20 [ loop | 10 | 2675
‘—I—M‘m—____ML_S_S@_T*_]O_OP—“ 1200 | 1oop 0.1 _ 2080
Tab.A 4: e 00p 1 1200 loop 0.1 486

Slm‘lhhonsansam anderer Modelle,
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Anhang
Euklid Fraktal Fraktal Fraktal Fraktal Max
Konfig Cut-Off Zone 1 Zonell Zonelll ZonelV | Cut-Off
uration .. R D R Ik R D R D R DR
aclSMLS96| 1,07 |0,999 2,84 0,998 | 3,68 [0999( 1.70 | 0,997 4,32 | 0,989
alcl5SMLS96| 1,08 0,999 2,67 0,999 | 3,13 1 0999| 2,07 | 0,999 | 2,43 | 0,995
bc15SMLS9%96| 1,07 [0,999 2.1 0.999 | 3.64 ]| 0.999]| 1,601 | 0.998 6,33 | 0,995
blc15SMLS96) 1.08 ]0,999 2.63 0.999 | 3.07 {0999 2,07 | 0999 | 2.39 | 0,999
cclSMLS96| 1,07 |0,999 2,85 0999 | 3,56 [0999]| 1.60 | 0,998 4,95 | 0.980
clcl5MLS96| 1,08 |0999 | 2,50 0999 | 2,89 [0998]| 2,06 | 0999 | 2,25 | 0.999
de1SMLS96| 1.07 [0999]| 298 | 0998 | 3,66 | 0999 1.86 | 0997 534 | 0,992
dlc15SMLS96| 1.08 [0.999 2,50 0,999 | 296 [0999| 2,03 | 0,999 | 2,15 | 0,999
eclSMLS96| 1,07 |0,999 B 0.998 | 340 |0999| 1,97 | 0,997 5,37 | 0,997
elc15SMLS96| 1,07 |0999 | 2,38 0998 | 3,11 | 0.999| 2,083 | 0,999
felSMLS96| 1.07 |0,999 2l 0998 | 3,19 | 0999 1,86 | 0,998 4,72 | 0,997
flc15SMLS96| 1,07 ]0,999 2,15 0999 295 |0999| 2,11 | 0,999
gcl5SMLS96| 1.07 0,999 2.51 0999 | 2,70 ] 0,998] 2,17 | 0,999
glelSMLS96| 1,07 ]0,999 2.23 0999 | 249 | 0,998] 1,98 1,0
hel5SMLS96( 1,07 |0,999 2,62 0999 | 2,83 | 0998)] 2,12 0,998
hlcl5MLS96| 1.07 |0999 | 220 0999 | 2,42 [0999| 198 | 0.999 | 2,28 | 0.986
Tab.A.5:
Fraktale Dimensionen mit in ihren Zonen mit Korrelationskoeffizient des Fits fiir MLS-Feld L.
Euklid Fraktal Fraktal Fraktal
Konfig Cut-Off Zone I Zonell Zonelll
uration D R D R D R D R
clc15SmallIMLS96 1,05 0,999 231 0,999 2,96 0,998 2,01 0,999
d1c15SmallMLS96 1,07 0,999 226 0,998 2,92 0,997 1,94 0,999
€lc15SmallMLS96 1,07 0,999 2,47 0,998 3,035 0,998 2,08 1,0
flc15SmallM1.S96 1,07 0,999 2,20 0,999 2,95 0,999 2,09 1.0
Tab.A.6:

Fraktale Dimensionen mit in ihren Zonen mit Korrelationskoeffizient des Fitts fiir MLS-Feld 2.




Anhang 86B

Euklid Fraktal Fraktal Fraktal
Konfig Cut-Off Zone I Zonell Zonelll
uration DR | . IR e DR
acl5GIANT2D20 1,05 0,999 1,81 0,999 2,60 0,998
alcISGIANT2D20| 1,06 0.999 1,82 0,999 267 | 0999
belSGIANT2D20| 1,05 0,999 1,81 0,999 2,32 | 0,999
blc1SGIANT2D20| 1,06 0.999 1,76 0,999 245 | 0998
c1c15GIANT3D20| 1,06 0,999 1.83 0,999 2,70 | 0999
d1c15GIANT3D20 1,06 0,999 1,83 0,999 2,78 0,999
ec15GIANT2D25 1,05 0,999 1,76 0,999 2,40 1,0
elc15GIANT3D25 1,05 0,999 1,82 0,999 2,81 0,998
fc1SGIANT2D33 1,06 0,999 1,83 0,999 3,05 0,999
flc15GIANT3D33 1,06 0,999 1,89 0,999 3,04 0,999
gc15GIANT2D48 1.05 0,999 1,79 0,999 2,50 0,999
21c15GIANT3D48 1,06 0,999 1,86 0,999 2,99 0,999
hc15GIANT1DY4 1,05 0,999 1,78 0,999 2.0, 0,999
h1c1SGIANT1DY% 1,06 0,999 1,92 0,999 2,63 0.999
h2c¢15GIANT3DY9%4 1,06 0,999 1,84 0,999 2,74 0,999
ic15GIANT1D187 1,06 0,999 1,91 0,998 2,69 0,999 SIS 0,999
ilc1SGIANT1D187 1,07 0,999 1,87 0,998 2.5 0,999 2,47 0,999
kcl1SGIANTI1D338 1,07 0,999 2,19 0,998 2,54 0,999 1,71 0,999
k1c1SGIANT1D338 1,06 0,999 2,16 0.999 2,43 0,999 2,04 1,0
Ic15GIANT1D561 1,07 0,999 2,76 0,999 1,26 0,999 1,46 0,999
11c15GIANT1D3561 1,07 0,999 229 0,999 1,93 1,0

Tab.IL7:
Fraktale Dimensionen mit in ihren Zonen mit Korrelationskoeffizient des Fitts fiir das RWGL-Model.

Euklid Fraktal Fraktal
Konfig Cut-Off Zone 1 Zonell
uration D R D R D R
alel5GIS50TAK3D32 1,06 0,999 1,80 0,999 2,73 0,998
alel5GI2550TAK3D96 1,06 0,999 2,04 0,998 2,86 0,999
blel5GI2550TAK2D96 1,05 0,999 1,96 0,998 2.75 0,999
INewLinear1SMLS96 1,06 0,999 1,99 0,998 2,69 0,999

Tab.IL8:
Fraktale Dimensionen mit in ihren Zonen mit Korrelationskoeffizient des Fits fiir andere Modelle.
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